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1 EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

Die Pravalenz des Krankheitsbildes der Uberaktiven Blase steigt mit zunehmendem
Alter [161]. Dasselbe gilt auch fir das systemische Leiden der Arteriosklerose [117].
Bisherige Untersuchungen gaben schon Hinweise auf einen Zusammenhang beider
Erkrankungen [10, 121], eindeutige Belege gibt es jedoch bislang nicht [181]. Anhand
eines Tiermodels fur systemische Arteriosklerose versuchten wir die Relation dieser

zur Uberaktiven Blase darzulegen.

1.1 Uberaktive Blase

Lange gab es keine international einheitliche Definition des Krankheitsbildes der
Uberaktiven Blase. Dies erschwerte die Diagnosestellung, wie den Vergleich und die
Interpretation von Studienergebnissen gleichermaen. 2002 fuhrte die ICS
(International Continence Society) eine einheitliche Begriffsklarung ein. Seitdem wird
die Uberaktive Blase (UAB) oder overactive bladder (OAB) definiert als Stérung mit
gesteigertem, oft imperativem Harndrang und daraus folgender Blasenentleerung mit
oder ohne Dranginkontinenz, meist zusatzlich vergesellschaftet mit erhéhter
Miktionsfrequenz (Pollakisurie) und Nykturie [4]. Imperativer Harndrang bedeutet
plétzlicher, ohne Vorwarnung einsetzender Harndrang, der nicht unterdriickt werden
kann und mit der Gefahr des Harnverlustes einhergeht. Dranginkontinenz ist der
unwillktrliche Urinabgang in Zusammenhang mit imperativem Harndrang. Pollakisurie
bedeutet eine erhdhte Miktionsfrequenz bei grundsatzlich normaler Harnmenge (bis 2,8
I/24 h). Nykturie bedeutet eine einmalige oder mehrmalige Unterbrechung des

nachtlichen Schlafes zur Blasenentleerungen [2, 4, 169].

Der Symptomenkomplex der Uberaktiven Blase als symptomatische Diagnose, steht
haufig, jedoch nicht immer, in ursachlichem Zusammenhang mit einer Uberaktivitat des
M. detrusor vesicae (Detrusorhyperaktivitat), welche demgegenuber ein urodynamisch
objektivierbares Krankheitszeichen darstellt [166]. Die Detrusorhyperaktivitat stellt
keine eigene Diagnose dar und es konnen ihr eine Vielzahl moglicher Ursachen
zugrunde liegen. Klinische Symptome sind dabei unterschiedlichster Art und kénnen
mit urodynamisch gemessenen Werten korrelieren aber auch ganzlich fehlen [4].
Schatzungen zufolge leiden 64% der Patienten mit Uberaktiver Blase an

Detrusorhyperaktivitat und 83% der Patienten mit Detrusorhyperaktivitat weisen
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Symptome der Uberaktiven Blase auf [61]. Dennoch sind beide Begriffe nicht synonym

zu verwenden [147].

Die betroffenen Patienten leiden sehr unter den Symptomen der Uberaktiven Blase
[67], wobei die Beeintrachtigung im Alltag mit der Haufigkeit und Starke der Symptome
sowie einem Vorliegen von Harninkontinenz positiv korreliert [33, 112, 170]. Vor allem
die Inkontinenz stellt einen immensen Verlust von Lebensqualitdt und auch sexuellem
Befinden dar. Schwer Betroffene sind weniger korperlich aktiv, leiden unter
Gewichtszunahme durch den Aktivitdtsmangel und verlassen weniger haufig das Haus
[112]. Gerade Personen, die auch unter Inkontinenz leiden, geben ein vermindertes
sexuelles Lustempfinden an und sind ferner weniger sexuell aktiv. Manner sind
zusatzlich haufiger von erektiler Dysfunktion und Ejakulationsstérungen betroffen [34,
73]. Auch die Haufigkeit von Komorbiditaten wie Angststorung, Depression und
verminderte Schlafqualitat steigt mit zunehmender Miktionsfrequenz, Nykturie und
Inkontinenz [112, 161]. Zudem erhoht sich das Risiko von Stirzen und Frakturen,
Infektionen des Urogenitaltraktes sowie Infektionen der Haut v. a. im Genitalbereich
[22].

Trotz dieses hohen Leidensdrucks und des Verlusts an Lebensqualitdt machen
Betroffene aus Schamgefiihlen in erster Linie Gebrauch von nicht-medizinischen
Bewaltigungsstrategien anstatt sich arztlichen Rat einzuholen. Ricci et al. zeigten, dass
weniger als die Halfte der Patienten mit Symptomen der Uberaktiven Blase (43,5%) in

den letzten 12 Monaten vor Befragung fachliche Beratung in Anspruch nahm [146].

Epidemiologie

Die Anzahl epidemiologischer Studien, die sich mit dem Thema der Uberaktiven Blase
befassen, sind insgesamt eher rar und zudem schwierig zu vergleichen. Zum einen
sind mache Studien auf nur ein einziges Land [32, 67, 165], auf nur ein Geschlecht [93]
oder auf unterschiedliche Altersgruppen [111, 165] bezogen. Zum anderen wird die
Uberaktive Blase je nach Studiengruppe unterschiedlich definiert, da es bis 2002 keine
einheitliche Begrifflichkeit gab und auch nach 2002 nicht alle Untersuchungen mit exakt
dieser Definition durchgeflihrt wurden. Allen Studien gemeinsam ist jedoch die hohe
und im Alter deutlich ansteigende Pravalenz der Symptome der Uberaktiven Blase.
Milsom et al. zeigten 2001 eine Pravalenz der Uberaktiven Blase von 16,6 % nach
Befragung von 16776 Probanden = 40 Jahren aus sechs verschiedenen europaischen
Landern. Zudem konnte ein Anstieg der Symptomatik im Alter verzeichnet werden
[111].

Stewart et al. zeigten 2003 die Geschlechtsunabhangigkeit und im Alter ansteigende
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Pravalenz der Uberaktiven Blase. Die Befragung von 5204 Probanden = 18 Jahre in
den USA ergab eine ahnliche Pravalenz bei Mannern (16,0 %) und Frauen (16,9 %).
Allerdings seien der Schweregrad und auch die Art der Symptomatik
geschlechtsspezifisch. So ging deutlich hervor, dass betroffene Frauen insgesamt
haufiger und auch friher unter Dranginkontinenz leiden als Manner. Die Pravalenz der
Dranginkontinenz steigt bei Frauen von 2,0 % auf 19 % mit einem steilen Anstieg nach
dem 44. Lebensjahr. Bei Mannern steigt die Pravalenz von 0,3 % auf 8,9 % mit
steilerem Anstieg erst nach dem 64. Lebensjahr [161].

2005 flahrten Irwin et al. [72] eine grolte Telefonstudie mit 19165 Probanden = 18
Jahren in funf Landern (Kanada, Deutschland, GroRbritannien, Schweden, Italien)
durch (EPIC Study). Hierbei wurde erstmals exakt die ICS-Definition von 2002
verwendet, wodurch die etwas geringere Pravalenz im Vergleich zu vorangehenden
Studien abgeleitet werden kann. Es zeigte sich, dass 11,8 % aller Teilnehmer (10,8 %
der Manner und 12,8 % der Frauen) an Uberaktiver Blase litten. Es liel3 sich feststellen,
dass tendenziell die Pravalenz der Symptome der Uberaktiven Blase bei Frauen vor
dem 60. Lebensjahr héher ist, wohingegen bei Mannern nach dem 60 Lebensjahr eine
hohere Pravalenz vorliegt. Fast die Halfte aller betroffenen Frauen und 28,7 % der
betroffenen Manner leiden unter Inkontinenzsymptomen, was eine enorme
Einschrankung der Lebensqualitat mit sich bringt [72].

Um die damals aktuelle (2008) weltweite Pravalenz der Gberaktiven Blase zu schatzen
und diese fir die Jahre 2013 und 2018 vorherzusagen, bedienten sich Irwin et al. den
Ergebnissen der 2006 verdffentlichten EPIC Studie [72], sowie den Daten der U.S.
Census Bureau International Data Base, die weltweite geschlechts- und
altersgeschichtete Bevdlkerungszahlen ermitteln [167]. Die Studie zeigt eine weltweit
hohe Pravalenz von 10,7 % der Uberaktiven Blase 2008 die sich im Jahr 2018 um 20,1
% auf 546 Millionen betroffene Menschen erhdhen wird. Dieser Progress kann unter
anderem auf das weltweite  Bevdlkerungswachstum bei  zunehmender
Altersentwicklung zurtickgefuhrt werden [71]. Zukuinftig wird diese Entwicklung weltweit
auch zu einer Erhéhung der jetzt schon groRen finanziellen Belastung, die diese
Erkrankung mit sich bringt, fihren [50, 69, 80, 144].

Wirtschatftliche Belastungen

In Deutschland verursacht das Krankheitsbild der Uberaktiven Blase jahrliche Kosten
von 3,98 Millionen Euro (€) wobei € 1,76 Millionen von der gesetzlichen Krankenkasse,
€ 1,8 Millionen von der Pflegeversicherung und € 0,41 Millionen von den Patienten
selbst abgedeckt werden. Die Kosten fur Pflege belaufen sich dabei auf 45% des
Gesamtbetrages (€ 1,8 Millionen), Medizinische Produkte machen 17% (€ 0,68
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Millionen) aus, Arztbesuche 16% (€ 0,65 Millionen), die Kosten verursacht durch
Komplikationen belaufen sich auf 19 % (€ 0,75 Millionen) und Medikamente machen
2% (€ 0,08 Millionen) der Gesamtkosten aus. Die entstehende finanzielle Belastung
des deutschen Gesundheitssystems sowie der Patienten sind durchaus vergleichbar
mit anderen chronischen Erkrankungen wie Diabetes mellitus oder Demenz [80].

Ganz et al. postulierten 2010, dass die finanzielle Blrde, welche durch Uberaktive
Blase und Inkontinenz bedingt ist, ca. fiunf Mal héher sei, als bisher in vorangehenden
Studien [68, 69, 80, 144] beschrieben. So wurde ermittelt, dass sich in den USA die
Pro-Kopf-Kosten auf 1944 US Dollar ($) (2015) bzw. $ 1969 (2020) belaufen, was
jahrliche Gesamtkosten von $ 76,2 Millionen (2015) bzw. $ 82,6 Millionen (2020) ergibt
[50].

Atiopathogenese

Bis heute ist die genaue Atiopathogenese der (iberaktiven Blase nicht vollstandig
geklart. Man geht jedoch von einem multifaktoriellen Geschehen aus. Es existieren
verschiedene Erklarungsansatze, die den Fokus auf jeweils unterschiedliche
Teilaspekte des Miktionsvorgangs richten [17]. Am Miktionsvorgang beteiligt sind zum
einen Bereiche des zentralen Nervensystems (ZNS) wie héhere GroRhirnareale, die
Pons und das Rickenmark. Zum anderen sind das periphere autonome Nervensystem
sowie somatische und sensorische afferente Nervenfasern und naturlich die unteren
Harnwege selbst in den Vorgang der Blasenentleerung involviert [17]. Auf jeder Ebene
der Miktion kann es zu Stérungen kommen, die des Weiteren zu Symptomen der
Uberaktiven Blase fuhren, der wie schon erwahnt haufig eine Hyperaktivitat des M.
detrusor vesicae zu Grunde liegt. Dabei unterscheidet man prinzipiell zwischen
neurogener und nicht neurogener Ursache der Detrusorhyperaktivitat.

Auf Seiten der neurogenen Ursachen kann z. B. eine unzureichende zentralnervose
Hemmung des Miktionsreflexes vorliegen. Unter normalen Umstanden werden
afferente Signale des unteren Harntrakts bei Blasenflillung an das ZNS gesendet,
woraufhin die Miktion als Antwort erfolgt. Kontrolliert wird der Miktionsvorgang bzw. die
daflir zustandige Muskulatur der Blase (M. detrusor vesicae) durch verschiedene
neuronale Schaltkreise im ZNS [151, 183]. Bei deutlicher Fillung und dadurch
zunehmender Dehnung des M. detrusor vesicae kommt es zu einer Steigerung der
afferenten neuronalen Aktivitdt der Harnblase. Dies wiederum resultiert in der
bewussten Wahrnehmung im Sinne eines Harndrangs mit nachfolgender, willklrlich
steuerbarer Blasenentleerung. Ist die Blase noch wenig geflllt, werden unwillkirliche

Detrusorkontraktionen durch supraspinale Signale inhibiert. Bei fehlender oder
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ungenugender zentraler Inhibition kommt es somit schon bei wenig geflllter Blase zu
einer Harndrangsymptomatik [37].

Auch eine verstarkte afferente SignalUbertragung von Harndrangimpulsen in das ZNS
fuhrt zu einer Imbalance von exzitatorischen und inhibitorischen Reizen, was
Drangsymptomatik und eine Blasenlberaktivitat zur Folge haben kann. Als afferente
Fasern dienen myelinisierte Ad- und unmyelinisierte C-Fasern, die auf z. B.
mechanische sowie chemische Reize ansprechen. Es werden zahlreiche Rezeptoren
und lonenkanale auf diesen Afferenzen exprimiert, die deren Exzitabilitdt modulieren
[29, 39].

Das Urothel als sekretorisch und metabolisch aktives Gewebe, dem friher lediglich
Barrierefunktion zugesprochen wurde, kann ebenso mafRgeblich an der Entstehung
einer Blasenuberaktivitat beteiligt sein. Es konnte nachgewiesen werden, dass das
Urothel mit darunterliegenden afferenten Nervenendigungen Uuber verschiedene
Signalwege kommuniziert [182]. Einerseits verfligt es Uber die Fahigkeit zahlreiche
Rezeptoren und lonenkanale (u. a. fur Bradykinin, Neurothropin, Purin, Norepinephrin
und Acetyl-Cholin (nikotinisch und muskarinisch)) auszubilden, andererseits kann das
Urothel unterschiedliche Neurotransmitter (z. B. Prostanoide, Stickstoffmonoxid (NO),
Adenosintriphosphat (ATP), ,nerve growth factor® (NGF), Tachykinine und Acetyl-
Cholin (ACh)) synthetisieren sowie freisetzen. Die vom Urothel freigesetzten
Substanzen sind in der Lage die Erregbarkeit afferenter Nervenendigungen akut oder
auch chronisch zu modifizieren und direkt auf Detrusormuskelzellen einzuwirken [38,
39].

Richtet man den Blick auf den M. detrusor vesicae selbst und dessen neuronale
Versorgung, so werden mehrere Ursachen fiir eine Detrusor-Ubererregbarkeit und
Blasenhypersensitivitat diskutiert [19]. Neben myogenen Ursachen ist dabei auch eine
partielle Denervierung der Blase mdglich. Eine vesikale Minderperfusion, wie z. B. im
Fall der Blasenauslassobstruktion (BOO), wird unter anderem fiir diese Veranderungen
an Muskel- und Stromazellen sowie an den den M. detrusor vesicae innervierenden
Nervenfasen verantwortlich gemacht. Auch eine Modifikation der Signalweiterleitung
zwischen den verschiedenen Strukturen kann hieraus resultieren [29, 157]. Um im
Falle einer BOO die Blase trotzdem effektiv entleeren zu kénnen, ist ein erhéhter Druck
notig, wodurch es im Verlauf zu einer Blasenwandhypertrophie kommt. Diese
Hypertrophie fihrt v. a. wahrend der Kontraktionsphasen zu einer reduzierten
Perfusion und dadurch zu prolongierten ischamischen Phasen [95].

Normalerweise sind die einzelnen glatten Muskelfasern des Detrusors bei sehr dichter
Innervation nur durch wenige ,gap junctions® miteinander verbunden. Diese

Konnektivitat gewahrleistet einen interzellularen, elektrischen, sowie chemischen
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Austausch. Bedingt durch Denervierung erhéht sich die Anzahl der ,gap junctions®
woraus in der Folge eine gesteigerte Exzitabilitat des Detrusors resultiert [28, 58]. In
verschiedenen Studien wurde darlber hinaus ein Anstieg des NGF [159], eine
Hypersensitivitdt muskarinischer Rezeptoren auf Detrusorzellen [154], und eine

Zunahme der Expression purinerger Rezeptoren [122] nachgewiesen.

Diagnosestellung

Bei dem Symptomenkomplex der Uberaktiven Blase handelt es sich grundsatzlich um
eine Ausschlussdiagnose. Um die laut Definition symptomatische Diagnose der
Uberaktiven Blase letztendlich zu stellen, missen die Patienten eingehend untersucht
werden, um Organpathologien des unteren Harn- oder des Genitaltraktes wie z. B.
Entzindung, Tumor oder Fremdkérper auszuschlielen [4, 147]. Auch
Medikamenteneinnahme, ein lokaler Ostrogenmangel, Voroperationen oder
Vorbehandlung der Blase durch z. B. Radiatio oder Chemoinstillation sollten prazise
eruiert werden, da diese ebenfalls die Symptomatik der Uberaktiven Blase bedingen
kénnen. Darilber hinaus kénnen psychische Belastung oder Angststérungen das
urogenitale Empfinden verandern und eine Harndrangsymptomatik mit Pollakisurie
oder Nykturie hervorrufen [24, 147].

Das primare Vorgehen bei Verdacht auf eine Uberaktive Blase beinhaltet eine
ausfuhrliche Anamnese, die kérperliche Untersuchung und eine Urinanalyse. Die
Anamnese kann durch Fragebdgen und Miktionstagebilicher zusatzlich vervollstandigt
und objektiviert werden. Neben abdomineller, urogenitaler und rektaler Untersuchung
sollten die Patienten zusatzlich orientierend neurologisch beurteilt werden. Um die
Basisdiagnostik zu komplettieren und um eine bakterielle Genese der Symptome
sicher auszuschlieen, wird eine Urindiagnostik inklusive Urinkultur durchgefihrt [2,
147]. Bei vielen Patienten ist diese Basisdiagnostik ausreichend und konservative
Therapieoptionen verschaffen Linderung. Im Falle von komplexen Symptomen,
therapierefraktaren oder komplizierten Krankheitsverlaufen sowie Hinweisen auf
neurologische Grunderkrankungen wird eine weiterfihrende Diagnostik empfohlen. Zur
erganzenden Bildgebung zahlen die Sonographie des Urogenitaltraktes, der Nieren
und die Miktionszystourethrographie = (MCU). Zusatzlich kénnen invasive
urodynamische Untersuchungen angeschlossen werden. Dies kann die Durchflihrung
einer Uroflowmetrie, einer Urethrocystoskopie, einer Videourodynamik oder einer
Cystomanometrie ggf. mit Provokationstest beinhalten. Erganzende neurologische
Untersuchungen, Laboruntersuchungen, zusatzliche Bildgebung wie
Abdomenleeraufnahme, Computertomographie (CT), Magnetresonanztomographie

(MRT) oder Ausscheidungsurographie (AUG) stellen weitere Moglichkeiten der
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Diagnostik dar, die jedoch individuell an den einzelnen Patienten und dessen
Krankheitsgeschichte und Leidensdruck angepasst, durchgefiihrt werden sollten [2, 56,
147].

Therapie

Die Uberaktive Blase stellt ein Krankheitsbild dar, welches die Lebensqualitat duRerst
einschrankt, wobei fur Betroffene zu keiner Zeit akute Lebensgefahr besteht. Aus
diesem Grund sollte streng der Nutzen, den eine bestimmte Therapie mit sich bringt,
gegen deren Risiko hinsichtlich Schwere und Reversibilitdt von Nebenwirkungen
abgewogen werden. Aufllerdem sollte die Therapie sehr individuell je nach
Beschwerdebild des Patienten gewahlt werden. Im Sinne der partizipativen
Entscheidungsfindung (,shared-desicion-making®) ist nach Ausschluss
behandlungsbedirftiger Situationen auch der Entschluss gegen jede Form der
Therapie durchaus vertretbar [56]. Prinzipiell ist die Behandlung der Gberaktiven Blase
entsprechend den Ergebnissen der Diagnostik als Stufentherapie konzipiert. An erster
Stelle (first-line treatment) steht die risikoarme konservative Therapie aus Verhaltens-
und Physiotherapie. Die Verhaltenstherapie sieht Miktions- und Toilettentraining sowie
das Fihren eines Miktionstagebuches vor. Physiotherapeutisch wird bei
Inkontinenzsymptomen der Beckenboden konservativ oder intensiviert durch
Elektrostimulations- und Biofeedbackgerate trainiert [44]. An zweiter Stelle (second-line
treatment) steht die Pharmakotherapie. Muskarin-Rezeptorantagonisten
(Anticholinergika/Antimuskarinika), als Mittel der ersten Wahl, kdénnen dabei als
Monotherapie verabreicht und mit konservativen Malinahmen kombiniert werden [27,
62]. Bei der Frau kann zusétzlich eine lokale Ostrogenbehandlung in Betracht gezogen
werden [114]. Die Kombination verschiedener Verfahren stellt hierbei einen Benefit fiir
den Patienten dar. Operative Therapien als Drittlinientherapien (third-line treatment)
sind dann indiziert, wenn vorhergehende MalRnahmen wenig Erfolg zeigten oder z. B.
infolge intolerabler Nebenwirkungen nicht durchgefihrt werden koénnen. Eine
minimalinvasive Option besteht in der Infiltration der Blasenwand mit Botulinumtoxin A,
was zu einem deutlichen Ruckgang der Detrusorhyperaktivitat und einer Verbesserung
der Lebensqualitat fihren kann [81]. Auch die invasive sakrale Neuromodulation mit
Implantation eines Neurostimulators stellt eine alternative Behandlungsmethode dar
[3]. Als Ultima Ratio der Therapie der Uberaktiven Blase gelten Blasenaugmentation,

Harnblasenersatz oder Harnableitung [2, 56, 147].
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1.2 Arteriosklerose

Arteriosklerose, im Volksmund auch ,GefaRverkalkung“ genannt, ist definiert als
krankhafte Veranderung der Arterien im Sinne von Verhartung, Verdickung,
Elastizitatsverlust sowie Lumeneinengung. Dieses polyatiologische Krankheitsbild wird
durch zahlreiche exogene und endogene Noxen bzw. Krankheiten hervorgerufen und
weiter verschlimmert. Als Risikofaktoren wurden z. B. arterielle Hypertonie,
Hyperlipidamie, Hypercholesterinamie, Hyperfibrinogenamie, Diabetes mellitus,
Nikotin, Alter, Geschlecht, Stress, Toxine, Entziindungen oder familiare Belastung
identifiziert [135, 141, 177]. Die Pathogenese ist als sehr komplex anzusehen und
unterliegt einer Kombination aus inflammatorischen sowie immunmodulatorischen
Prozessen [97]. Die oben genannten Risikofaktoren férdern die Ausbildung einer
endothelialen Dysfunktion, die zunachst ohne morphologische Veranderungen bleibt
[26, 45]. Im Verlauf kommt es zu einer verstarkten Ansammlung von Low Density
Lipoprotein (LDL) Molekilen in der GefaBwand. Diese LDL Molekile werden dort zu
oxLDL oxidiert, welche eine starke proinflammatorische Wirkung aufweisen [66, 109,
110]. Die daraus folgende Uberexpression von Adh&sionsmolekiilen des Endothels
fuhrt zu einer vermehrten Haftung mit anschlielender transendothelialer Migration von
Monozyten, Lymphozyten und Granulozyten aus der Blutbahn in den subendothelialen
Raum [36, 57, 139, 140]. Neben Adhasionsmolekilen sind an der Zell-Zell-
Kommunikation eine Vielzahl an Zytokinen beteiligt, die vom Endothel und den
eingewanderten Leukozyten sezerniert werden, wodurch glatte Muskelzellen,
Endothelzellen sowie Leukozyten selbst wiederum aktiviert werden. Als Folge dessen
kommt es zu einer sich selbst unterhaltenden Immunantwort und somit zu einer
Progredienz der Ausbildung arteriosklerotischer Lasionen [49, 59, 60, 164]. Aktivierte
glatte Muskelzellen der GefalRe bilden Kollagen, Extrazellularmatrix und weitere pro-
infammatorische Faktoren mit der Folge eines Gewebeumbaus und Verdickung der
GefaRintima [41]. Die zu Makrophagen differenzierten Monozyten nehmen die oxLDL
Molekile auf und werden zu Schaumzellen [51]. Diese durch Gewebeumbau,
Kalzifizierung und Einwanderung von Zellen bedingte Intimaverdickung flhrt zu so
genannten Plaques, die das Gefalllumen einengen. Daraus folgt eine zunehmend
verminderte Blutversorgung der Organe bis hin zum vollstdndigen Verschluss des
betreffenden Gefalies. Bei Ruptur eines instabilen arteriosklerotischen Plaques kommt
es durch den Kontakt mit Thrombozyten zur Entstehung eines intravasalen Thrombus
[46] und plétzlichem Gefallverschluss mit dessen verheerenden Folgen [9, 35, 171,
172].
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So stellt Arteriosklerose als Systemerkrankung die Weichen flr unzahlige, z. T.
lebensgefahrliche  Folgeerscheinungen  wie  Angina  pectoris, Herzinfarkt,
Niereninsuffizienz, Schlafanfall oder periphere arterielle Verschlusskrankheit [145].
Auch Erkrankungen des Urogenitaltraktes scheinen in ursachlichem Zusammenhang
mit Arteriosklerose, bzw. mit den Arteriosklerose auslésenden Risikofaktoren, zu
stehen. Ponholzer et al. [138] zeigte z. B. anhand eines Fragebogens den
Zusammenhang zwischen den vier vaskularen Hauptrisikofaktoren Diabetes mellitus,
arterielle Hypertonie, Nikotinabusus und Hyperlipidamie und Symptomen des unteren
Harntraktes (Lower Urinary Tract Symptoms, LUTS) auf. LUTS fassen eine Vielzahl an
Beschwerden zusammen, die die Blasenfiullung, Blasenentleerung und/oder
Beschwerden nach der Miktion beschreiben [4]. 2010 diskutierten Gorbachinsky et al.
die Entstehung verschiedener urologischer Symptome bzw. Erkrankungen infolge
eines metabolischen Syndroms [55], Pashootan et al. konnten 2015 einen
Zusammenhang zwischen dem metabolischen Syndrom und LUTS bei 55-100-jahrigen

Mannern zeigen [134].

Die Pravalenz der Arteriosklerose und ihrer Folgeerkrankungen steigt signifikant mit
zunehmendem Alter und stellen weltweit die haufigste Todesursache dar [99]. Laut
Weltgesundheitsorganisation (WHO) starben 2012 insgesamt 17.512.520 Menschen
(31,4 %) weltweit an kardiovaskularen Erkrankungen [178]. In Deutschland starben im
Jahr 2013 gemall Angaben des Statistischen Bundesamtes insgesamt 354.493
Menschen (39,7 % aller Todesfélle) an den Folgen von Erkrankungen des
Herzkreislaufsystems [156]. Auch in Zukunft ist ein globaler Anstieg der Pravalenz der
Arteriosklerose und der hiermit vergesellschafteten Komplikationen zu erwarten [100,
102, 115]. Zum einen begrindet sich dies auf der fortschreitenden Alterung der
Bevolkerung bei steigender Lebenserwartung. Zum anderen nimmt der ungesunde
Lebensstil der Wohlstandsgesellschaft, der ,Western Lifestyle“, und damit verbundene
Risikofaktoren wie Ubergewicht, Typ |l Diabetes mellitus, Hypertension oder
Hypertriglyzerinamie, weltweit zu. In den letzten Jahren sind davon zunehmend auch
Entwicklungslander betroffen [99, 143, 184, 185]. Alarmierend stellt sich darlber
hinaus die ausgedehnte Verbreitung kardiovaskularer Risikofaktoren schon bei Kindern
und Jugendlichen dar [78, 176], was in der Zukunft zu einem zusatzlichen Anstieg von

arteriosklerotischen Folgeerkrankungen fiihren wird [18].
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1.3 Ziel und Fragestellung der Arbeit

Arteriosklerose fuhrt im Kérper zu Hypoxamie und Ischamie, was morphologische
sowie funktionelle Veranderungen von Organen zur Folge haben kann. Schon langer
besteht die Vermutung, dass sich ischamische Zustande ebenfalls auf die Funktion der
Blase auswirken und offenbar zur bisher unklaren Pathogenese der Uberaktiven Blase
beitragen [136, 138, 180]. Bislang gibt es nur wenige Studien, die den Effekt einer
Minderperfusion auf Blase und Blasenfunktion untersuchen. Das Ziel dieser Arbeit ist,
einen moglichen Zusammenhang von systemischer Arteriosklerose und
Detrusorhyperaktivitat festzustellen.

Beim Menschen konnte mittels Dopplersonograpie ein Zusammenhang zwischen
verringertem Blutfluss der Blase und Blasendysfunktion im Sinne einer
Detrusorhyperaktivitdt ermittelt werden [136]. Im Tierexperiment wurde in
verschiedenen Studien an Ratten mittels uni- bzw. bilateraler Ligatur der Arteria (A.)
iliaca interna eine artifizielle Blasenischamie induziert [53, 75, 149, 180]. Andere
Studien beschreiben eine Stenosierung der lliakalgefale von Ratten bzw. Kaninchen
durch Ballon-Deendothelialisierung und damit Verletzung der Gefallwand mit
anschliefender Entwicklung einer Organischamie distal der Stenose [14, 121, 148].
Alle Untersuchungen weisen signifikante Veranderungen der Blasenfunktion und
Morphologie auf. Es konnte eine gesteigerte Miktionsfrequenz,
Detrusorhyperaktivitdten [75], Reduktion des Miktionsvolumens, des maximalen
Detrusordruckes, der Detrusorkontraktilitat sowie des intravesikalen Druckes wahrend
der Miktion gezeigt werden [75, 180]. Beschrieben werden darlber hinaus
Urothelschaden, ein submuskulares Odem und eine glattmuskulére Degeneration [149]
mit einer Reduktion der Blasenkontraktilitdt [148]. Auch eine Neurodegeneration [11]
mit Anstieg des NGF [16] und ein Anstieg von Markern fir oxidativen Stress [120]
werden angegeben. Allen beschriebenen Studien ist jedoch gemeinsam, dass die
vesikale Ischamie artifiziell induziert wird und lokal begrenzt ist. Zudem wird durch die
verschiedenen Operationen in den pelvinen Organen sehr plotzlich die arterielle
Blutzufuhr  verringert. Dieses Prozedere spiegelt offensichtlich nicht die
physiologischen Zustande beim Menschen wider, da die Arteriosklerose hier
systemisch vorherrscht und Uberdies langsam und kontinuierlich Uber Jahre hinweg
entsteht.

Bisher gibt es nur sehr wenige Studien, die einen Zusammenhang zwischen
systemischer Arteriosklerose und Detrusorhyperaktivitat beschreiben. Neben operativ
induzierter Reduktion der vesikalen Blutversorgung liegen nur vereinzelte

tierexperimentelle Ansatze vor, die aufgrund von z. B. genetischen Veranderungen und
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ohne vorangehende Operation zu vesikaler Minderperfusion fiihren. So weisen
spontan hypertensive Ratten eine deutliche Reduktion der vesikalen Blutversorgung
und der Blasencompliance auf [70]. Cystomanometrisch zeigt sich hier ein signifikanter
Anstieg der Miktionsfrequenz bei Reduktion des jeweiligen Miktionsvolumens. Auch
Watanabe heritable hyperlipidemic (WHHL) Kaninchen, die als Tiermodell fir
hereditéare Hyperlipidamie dienen und u. a. eine Arteriosklerose der lliakalgefale
ausbilden, zeigen entsprechende Veranderungen der Urodynamik [181]. Obwohl
Zeichen einer Detrusorhyperaktivitat festgestellt werden konnten, ist unklar, in wieweit
hypoxische Schadigungen des ZNS durch zerebrale, arteriosklerotische Lé&sionen
verursacht wurden und somit Einfluss auf die Entwicklung der Blasenfunktionsstérung
genommen wurde. Demzufolge kann mit diesem Tiermodell letztlich nicht zwischen
neurogener und nicht-neurogener Detrusorhyperaktivitat unterschieden werden.

Unabhangig von der Art und Durchflihrung der verschiedenen Untersuchungen stiitzen
die bisherigen Forschungsergebnisse die Hypothese, dass eine Minderperfusion und
die damit einhergehende Hypoxie zu Blasenveranderungen flihren und somit auch in
die Krankheitsentstehung der Detrusorhyperaktivitdt bzw. der Uberaktiven Blase
involviert sind. Die vorliegende Studie prasentiert die ApoE-LDLR”-Doppel-Knockout-
Maus als neues Tiermodell flr Untersuchungen einer non-neuronalen
Detrusorhyperaktivitat. Ausloser daflir ist eine vesikale Minderperfusion und somit
Hypoxie aufgrund systemischer, arteriosklerotischer L&sionen, die progredienten
Gefallveranderungen beim alternden Menschen entsprechen [85, 118], ohne
Ausbildung zerebraler Arteriosklerose [88]. Um diese Veranderungen der
Blasenfunktion zu  detektieren, fihrten wir nach  Katheterimplantation
Blasendruckmessungen (Cystomanometrien) am lebenden, wachen Tier durch, wie
von Pandita et al. beschrieben [127]. Morphologische Veranderungen der Blasenwand

beurteilten wir unter Einsatz nanocomputertomographischer Verfahren [86].

Es stellten sich folgende Fragen:

1. Wirkt sich im Tierversuch eine fortgeschrittene systemische Arteriosklerose
auf urodynamische Parameter aus?

2. Wirken sich provokationscystomanometrische  Untersuchungen  mit
Kaliumchlorid (KCI) auf die Urodynamik von ApoE”-LDLR”Doppel-
Knockout-Mausen aus?

3. Ist es mdglich das Hohlorgan Blase im Nano-CT darzustellen und

aussagekraftige Bilder zu generieren?
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4. Gibt es anhand der computertomographischen Bilder Unterschiede der
Blasenvaskularisation zwischen ApoE”-LDLR"Doppel-Knockout-Mausen
und gesunden Kontrolltieren?

5. Gibt es anhand der computertomographischen Bilder Unterschiede der
Blasenwanddicke und des Blasenwandvolumens zwischen ApoE’-LDLR™

Doppel-Knockout-Mausen und gesunden Kontrolltieren?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Tiermodell

Alle beschriebenen Tierversuche wurden entsprechend der Richtlinien des
Européischen Rats (European Communities Council Directive) vom 24.11.1986
(86/609/EEC) zum Schutze von Labortieren und nach § 8 Abs. 1 des deutschen
Tierschutzgesetzes vom 24.05.2007 (GVBL.I S.307) durchgefiihrt. Die Versuche zur
Etablierung eines Tiermodells zur Induktion des Krankheitsbildes einer ,overactive
bladder® (OAB) mit Ausbildung von Detrusorhyperaktivitdt auf dem Boden einer
vesikalen Minderperfusion bei ApoE”-LDLR"- Doppel-Knockout-M&usen wurden durch
das Regierungsprasidium Gieflen am 11.08.2009 genehmigt (RP Gielen:
Geschaftszeichen V 54 - 19 ¢ 20-15 (1) Gl 20/25 - Nr.46/2009).

Schon seit Mitte des letzten Jahrhunderts versuchte man Tiermodelle zu etablieren, die
die Arterioskleroseentwicklung im Menschen reprasentieren. Durch fett- und
cholesterinreiche Nahrung konnten friihe, einfache arteriosklerotische Lasionen bei
Tieren induziert werden [125]. Aber erst durch das Ausschalten von Genen, die am
Fett- und Cholesterinstoffwechsel beteiligt sind, konnten fortgeschrittene
Veranderungen und Plaques im Gefallbett hervorgerufen werden [137].

Die ApoE"-LDLR"-Doppel-Knockout-Maus stellt ein weltweit verbreitetes und in der
Arterioskleroseforschung genutztes Tiermodell dar [20]. Das Gen fiir den essentiellen
Liganden Apolipoprotein E (ApoE) sowie das Gen fir den Low Densitiy Lipoprotein
Rezeptor (LDL Rezeptor) werden durch homologe Rekombination in embryonalen
Stammzellen ausgeschaltet. Beide Proteine sind wichtige Bestandteile des
Fettstoffwechsels und vermitteln die Cholesterin- und Triglyceridaufnahme sowie
Cholesterin- und Triglyceridausscheidung im Koérper. Aus dem Verlust beider Liganden
resultiert  eine  altersunabhangige, schwere  Hypercholesterinamie  sowie
Hypertriglycerinamie. Diese Anderung der Blutzusammensetzung fiihrt schon bei
jungen Tieren zu ausgepragten arteriosklerotischen Lasionen [74, 137, 186]. Mittels
cholesterin- und fettreicher Nahrung (,Western Diet*) kénnen die Plasmacholesterin-
und Plasmatriglyceridwerte im Blut zusatzlich gesteigert werden, was die Entwicklung
und Schwere der Arteriosklerose beschleunigt bzw. verstarkt [118]. Histologisch ahneln
die Stadien und Schweregrade dieser Lasionen den sklerotischen Plaques der Gefalle

des Menschen [85, 118]. Lokalisiert sind die arteriosklerotischen Veranderungen in der
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Aorta und den grolRen Arterien, wie Studien anhand der ApoE”-LDLR’Doppel-
Knockout-Maus zeigen konnten [118, 142].

Als Besonderheit konnte nachgewiesen werden, dass es unabhangig vom Alter der
Tiere, nicht zu einer Ausbildung arteriosklerotischer Veranderungen zerebraler Gefalte
kommt. Wie in der Einleitung beschrieben, kommen als mégliche Ursache fir eine
Detrusorhyperaktivitat neurogene als auch nicht-neurogene Ursachen in Betracht. Auf
Seiten der neurogenen Ursachen wird u. a. eine Schadigung der zentralen,
supranukledren Strukturen beschrieben, welche zu einer ausbleibenden Inhibition des
Miktionsreflexes und somit zum Bild der neurogen enthemmten Blase flihren. Eine
zerebrale Arteriosklerose konnte zu einer zerebralen Nervenschadigung und somit zu
einer zentralen Enthemmung des Miktionsreflexes fuhren. In der Folge ware eine
Unterscheidung zwischen neurogenem und nicht-neurogenem Ausloser fir die
Detrusorhyperaktivitdt sehr schwierig. Aufgrund des Fehlens zerebraler
arteriosklerotischer Veranderungen wird in unserer Arbeit allein der periphere Effekt
einer Minderperfusion der Harnblase im Sinne einer nicht-neurogenen Ursache
erforscht [88].

Die hier untersuchten Knockout-Mause wurden 2002 durch den Fachbereich Medizin
der Universitatsklinik in Gielden erworben, sie stammen urspringlich aus der Charles
River GmbH in Sulzfeld, Deutschland. Die Tiere werden seitdem in der SPF-Anlage
(Specific Pathogen-Free Facility) des Zentralen Tierstalls der Universitatsklinik Giel3en
und Marburg, Standort GielRen, gehalten und gezichtet. Dabei wird streng auf die
Homozygotie der Tierlinie geachtet. Die Mause werden in Kafigen mit maximal funf
Tieren gehalten. Den Tieren wird sowohl Wasser als auch ein Basisfutter (#1320
Maus/Ratte Haltung, Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, Deutschland) zur
freien Aufnahme zur Verfugung gestellt. Ein Tag-Nacht-Rhythmus von je 12 Stunden
wird eingehalten. Die Versuche erfolgen an weiblichen Tieren, um funktionelle
Blasenveranderungen durch subvesikale Obstruktion seitens der Prostata mannlicher
Tiere auszuschlieBen. Als korrespondierender Wildtyp dienen weibliche, 60 Wochen
alte, native C57BI6/N Mause (Zucht Charles River GmbH, Sulzfeld, Deutschland).

Diese Tiere stellen gesunde Kontrolltiere da, deren Genom unverandert ist.

Die Versuche werden an 60 Wochen alten Mausen durchgeflihrt, da zu diesem
Zeitpunkt von fortgeschrittenen Gefallveranderungen und einer ausgepragten
Arteriosklerose der ApoE”-LDLR”Doppel-Knockout-Mause ausgegangen werden kann
[89]. Initial sollten 14 ApoE’-LDLR”Doppel-Knockout-Mause und 14 C57BI6/N Mause

untersucht werden. Die Cystomanometrie konnte aber nur bei 6 ApoE"-LDLR""Doppel-
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Knockout-Mausen durchgefiihrt werden, da 3 Tiere wahrend bzw. nach der
Cystostomie verstarben, die Messung bei 4 Tieren aufgrund eines sehr schlechten
klinischen Zustandes nicht durchgeflihrt wurde und der Katheter bei einem Tier
Undichtigkeiten aufwies. Wegen eines zu eng gesetzten Knotens der
Tabaksbeutelnaht und Undichtigkeiten des Schlauches durch Manipulation der Tiere
konnte die Cystomanometrie nur bei 10 Kontrolltieren durchgefuhrt werden. 12 Blasen
der ApoE”-LDLR”Doppel-Knockout-Mause (7 geflllt mit Gelatine/5 gefillt mit

Vaseline) und alle 14 Blasen der Kontrolltiere konnten im Nano-CT untersucht werden.

2.2 Cystostomie

Im Alter von 60 Wochen erfolgt bei allen Tieren die Cystostomie unter Anasthesie
durch intraperitoneale Injektion eines Gemisches aus Atropin (0,05 mg/kg; Atropinsulfat
B. Braun® B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Germany), Ketamin (100 mg/kg;
Ketalar®, Park Davis, Barcelona, Spanien) und Xylazin (15 mg/kg; Rompun®, Bayer
AG, Leverkusen, Germany). Zur zusatzlichen Schmerzstillung wird Meloxicam (1,5
mg/kg KG, i.m.; Metacam®, Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim/Rhein,
Germany) intramuskular injiziert. Daraufhin wird das Abdomen mittels medianer
Laparotomie erdffnet und vorsichtig exploriert, um die Blase darzustellen (Abb. 2 A).
Vor der Implantation des Polyethylen-Katheters (PE 10, Intramedic®, BD Becton,
Dickinson and Company, New York, USA) wird dieser an einem Ende erhitzt wodurch
er sich aufwirft und einen Cuff formt, der eine Dislokation aus der Blase verhindert. Das
Lumen des Katheters bleibt dadurch unverandert (Abb. 1). Die Einlage des Katheters
erfolgt nach Inzision am Dom der Blase und wird dort mittels Tabaksbeutelnaht (6-0
Vicryl®, Ethicon, Johnson & Johnson MEDICAL GmbH, Norderstedt, Germany) fixiert
(siehe Abb. 2 B und C). Mit Hilfe einer stumpfen Kanule wird der Katheter subkutan
nach dorsal bis zum Nacken des Tieres getunnelt, dort Gber einen kleinen Hautschnitt
ausgeleitet und mittels Ligatur (4-0 Vicryl®, Ethicon, Johnson & Johnson MEDICAL
GmbH, Norderstedt, Germany) und Pflasterstreifen (Leukoplast®, Beiersdorfer AG,
Hamburg, Deutschland) fixiert (Abb. 2 D). AbschlieRend wird das Abdomen

schichtweise durch Einzelknopfnahte verschlossen.
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Abb. 1: Vorbereiteter Polyethylen-Katheter mit Cuff, der ebenso wie die Tabaksbeutelnaht eine

Dislokation aus der Blase verhindern soll. Das Lumen des Katheters bleibt dabei unverédndert.

Abb. 2: Darstellung der Cystostomie mit Kathetereinlage: Nach Eréffnung des Abdomens wird
die Harnblase freigelegt (A) und die Tabaksbeutelnaht vorgelegt. Die Inzision der Blase erfolgt
am Blasendom (B) mit nachfolgender Kathetereinlage und Fixierung durch die
Tabaksbeutelnaht (C). Der Katheter wird anschlieBend subkutan getunnelt, am Nacken
ausgeleitet und dort fixiert (D). Pfeil 1 = freigelegte Blase; Pfeil 2 = am Blasendom fixierter

Katheter; Pfeil 3 = am Nacken ausgeleiteter und durch Pflaster sowie Ligatur fixierter Katheter.
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2.3 Cystomanometrie

Drei Tage nach Katheterimplantation erfolgt die Cystomanometrie am wachen Tier.
Uber den am Nacken ausgeleiteten Katheter kann die Blase der Maus artifiziell gefillt
werden, wobei gleichzeitig Gber selbigen die Messung des Blaseninnendrucks méglich

ist.

Die Tiere werden einzeln in einen metabolischen Kafig (diuresis cage 3700D001,
Techniplast Deutschland GmbH, Hohenpreilienberg, Deutschland) gesetzt (Abb. 3 B)
und der Katheter wird Uber einen weiteren Polyethylenschlauch (PE 50, Intramedic®,
BD Becton, Dickinson and Company, New York, USA ) an einen Perfusor (Perfusor®
compact, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) angeschlossen. Uber
diesen wird die Blase mit steriler physiologischer Kochsalzlésung (0,9 % NaCl-Ldsung,
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) mit einer Geschwindigkeit von 1,5
ml/h gefillt. Gleichzeitig wird der intravesikale Druck Uber einen Druckumwandler
(model P23XL, Grass, Astro-med Industrial Park, West Warwick, RI/USA) konstant
gemessen (Abb. 3 A). Unter dem Kafig wird zusatzlich ein Auffangbehalter befestigt, in
dem der Urin der Maus gesammelt und gemessen wird (Abb. 3 C). Durch einen
Kraftumwandler (model FTO3D, Grass, Astro-med, Inc. Product Group, Astro-med
Industrial Park, West Warwick, RI/USA) kann auf diese Weise das Miktionsvolumen
bestimmt werden. Die Verstarkung der Messdaten aus beiden Geraten, Druck- und
Kraftumwandler, erfolgt iber den AC/DC Strain Cage Amplifier (model LP122, Grass,
Astro-med, Inc. Product Group, Astro-med Industrial Park, West Warwick, RI/USA).
Daraufhin werden die Daten weiterverarbeitet (MP100, Biopac Systems, Inc.,
Med.NATIC GmbH, Minchen, Deutschland) und mittels AcqKnowledge® Software,
Version 3.8.2. (Biopac Systems, Inc., Med-NATIC GmbH Minchen, Deutschland)
erfasst und bildlich dargestellt (Abb. 4). Wahrend der Messung werden kontinuierlich
Miktion, Defakation und Verhalten der Tiere protokolliert, um Kurvenverlaufe bei
spaterer Betrachtung exakt interpretieren zu kénnen. Nach einer anfanglichen
Stabilisierungsphase von ca. 30 Minuten (min), in der das Tier zur Ruhe kommt, erfolgt
die Blasenfullung mit NaCl-Lésung so lange bis der Verlauf flnf bis sechs eindeutige
Miktionskurven zeigt. Danach werden weitere finf bis sechs Miktionsphasen
aufgezeichnet wahrend derer zusatzlich der Restharn bestimmt wird. Durch
Diskonnektion des Polyethylen-Katheters vom Druckabnehmer direkt nach erfolgter
Miktion kann ein in der Blase verbliebener Urin im Schlauch zurlcklaufen und
aufgefangen werden. Dieser Urin entspricht einem postmiktionell in der Blase

verbliebenden Restharn, dessen Volumen durch Wiegen bestimmt wird.
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Im Anschluss erfolgt die Messung bei gleichem Versuchsaufbau mit 0,2 molarer KCI-
Lésung, um eine eventuelle Detrusorhyperaktivitat aufgrund einer Barriere- bzw.
Permeabilitatsstérung des Urothels zu untersuchen. Eine durch Arteriosklerose
verursachte vesikale Minderperfusion mit einer das Urothel schadigenden Ischamie als
Folge, kdnnte diese Barrierestérung hervorrufen. KCI wiirde in diesem Fall das Urothel
Uberwinden und irritativ auf suburothelial gelegene sensorische Nervenfasern wirken
und eine Uberaktivitat induzieren. Um vesikale Reizungen der Tiere nach Beendigung
der Messung zu vermeiden, wird die Blase erneut mit physiologischer Kochsalzldsung
gespult. Anhand der gewonnenen Daten werden folgende Parameter erhoben (siehe
auch Abb. 4):

Maximaler Blasendruck (Pmax)
Der maximale Blasendruck bezeichnet den hdchsten gemessenen Druck in der

Harnblase wahrend der Austreibungsphase der Miktion.

Peak-Peak-Intervall (PP)
Das Peak-Peak-Intervall gibt das Zeitintervall zwischen Detrusoraktivitadten an und

muss vom Begriff des Miktionsintervalls abgegrenzt werden.

Miktionsintervall (M)
Das Miktionsintervall charakterisiert die Zeit ab Beginn der Blasenfillung, bis zur

erfolgten Miktion.

funktionelle Blasenkapazitét (fBK)
Die funktionelle Blasenkapazitat ergibt sich aus der Differenz von maximaler

Blasenkapazitat, d. h. max. Fassungsvermdgen, und Restharnmenge.

Miktionsvolumen (MV)
Als Miktionsvolumen wird die gesamte Menge an ausgeschiedenem Urin

bezeichnet, die nach einer erfolgten Miktion gemessen werden kann.

Restharnmenge (RV)
Restharn bezeichnet die Menge an Urin, die nach normaler Miktion in der Blase
verbleibt und wird als pathologisch angesehen, da die Blase vollstédndig entleert

werden sollte.
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Abb. 3: Versuchsaufbau der Cystomanometrie: A = Ubersicht; Mit Hilfe eines Perfusors (1) wird
die Blase langsam kontinuierlich mit 1,5 mi/h (iber einen Polyethylenkatheter gefiillt. Uber einen
Druckabnehmer (3) wird der intravesikale Druck gemessen. Der Urin wird in einem Becher (4)
unter dem Kéfig (2) aufgefangen und das Volumen mit Hilfe eines Kraftumwandlers (5)
gemessen. B = Maus im Untersuchungskéfig mit am Nacken ausgeleitetem und fixiertem

Katheter. C = Darstellung des Urinauffangbehélters und des Kraftumwandlers unter dem Kéfig.
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Abb. 4: Ausschnitt einer Cystomanometrie zur Darstellung der erhobenen Parameter. Ppmax

maximaler Blasendruck, PP = Peak-Peak-Intervall, MV = Miktionsvolumen, M|

Miktionsintervall.
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2.4 Perfusion und Praparation

Im Anschluss an die Cystomanometrie werden die Tiere durch eine letale Dosis
Sevofluran (Abbott, Wiesbaden, Deutschland) euthanasiert. Nach Prifung sicherer
Todeszeichen wird zligig das Abdomen und Uber das Diaphragma der Thorax von
kaudal er6ffnet (Abb. 5 A). Das Herz wird vorsichtig gelést und der rechte Vorhof sowie
der linke Ventrikel inzidiert. Uber die Inzision des Ventrikels wird ein peripherer
Venenverweilkatheter der GroRe Gauge 18 wenige Millimeter eingefihrt. Die
Stahlnadel wird so weit zurlickgezogen bis die Nadelspitze im Kunststoffkatheter
verschwunden ist, um keine Verletzungen am Herzen durch die Nadel zu verursachen.
Die Kanlle wird daraufhin mit einer Klemme am linken Ventrikel fixiert. Um eine
intravasale Agglutination zu verhindert wird heparinisierte Kochsalzlésung (10 ml sterile
0,9 % NaCl-Lésung mit 1000 IE Heparin) Uber den Katheter infundiert bis der vendse
Ausstrom aus dem rechten Atrium kein Blut mehr enthalt (Abb. 5 B). Um das
Gefalisystem der Tiere in der Nano-CT geeignet darzustellen, wird das rontgendichte,
intravasal aushartende Kontrastmittel Microfil® (Flow Tech. Inc., Carver,
Massachusetts, USA) unmittelbar im Anschluss an die Spilung mit heparinisierter
NaCl-Losung vorsichtig appliziert (siehe Abb. 5 C). Microfil® wird direkt vor dem
Gebrauch mit Hilfe eines Magnetrihrers aus drei Komponenten (MV Compound, MV
Diluent und MV Curring Agent) im Verhaltnis 1:1:0,2 mdglichst blasenfrei gemischt.
Nach der ca. 30-minitigen Polymerisationsphase erlangt Microfil® die gewlinschte
gummiartige Konsistenz und haftet im Gefallsystem, wodurch dieses stabilisiert bzw.
fixiert wird. Anschlieliend wird die Harnblase der Tiere dargestellt und freiprapariert
(Abb. 5 D). Der Blasenhals wird durch eine 4-0 Ligatur verschlossen und die Blase
kann daraufhin mit noch liegendem Katheter entnommen werden. Um eine
aussagekraftige Darstellung des Hohlorgans mit Abgrenzung von Blasenlumen und
Blasenwand in der Computertomographie zu erreichen, wird frisch angerihrte Gelatine
(Ruf Sofort Gelatine, RUF Lebensmittelwerk KG, Quakenbriick, Deutschland) tber den
im Blasendom liegenden Katheter appliziert. Da nach den ersten CT-Scans der
gefiiliten Blasen (ApoE"-LDLR™ -Maus Nr. 1-7) die Unterscheidung von Blasenwand
und Gelatine aufgrund ahnlicher Dichteverhaltnisse nicht ausreichend mdglich war,
wurde statt Gelatine kunftig Vaseline (Chesebrough Vaseline, Unilever, Hamburg,
Deutschland) verwendet, die vor Applikation durch Erwarmen verflissigt wurde.
AbschlieRend wird die gefllite Harnblase in 3,5 % - 3,7 % Formalinldsung
(Formaldehyd-Ldsung, Otto Fischer GmbH und Co. KG, Saarbriicken, Deutschland)
fixiert und gekihlt aufbewahrt.
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Abb. 5: Préparation und Perfusion: Eréffnung des Abdomens sowie des Thorax und Lésen des
Herzens (A) mit anschlieBender Inzision des rechten Atriums als auch des linken Ventrikels.
Nach Befestigung der Kanlile erfolgt die Perfusion mit heparinisierter Kochsalzlésung (B). Direkt
im Anschluss erfolgt die Pefusion mit Kontrastmittel (C). Nach dem Aushérten des
Kontrastmittels Praparation der Blase (D), die nach Ligatur der Urethra entnommen und (iber

den liegenden Katheter mit Gelatine bzw. Vaseline gefiillt wird (E).

Es erfolgt zunachst der Nano-CT-Scan der gefiiliten Gesamtblasen (siehe Kapitel 2.5).
Im Anschluss werden diese in sechs definierte Segmente (a = Blasendach, b = ventral,
¢ = dorsal, d = rechts, e = links, f = Blasenboden) zerteilt (Abb. 6), um detailliertere
Aussagen uber die BlasenwandgefalRversorgung treffen zu kdnnen. Dabei werden
jedoch nur die vier Wandsegmente (b, c, d, e) gescannt und analysiert. Dach- und
Bodensegment werden nicht untersucht, da Katheter und Ligatur zu Bildartefakten

fuhren.
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Abb. 6: Darstellung des Segmentierungsschemas der Harnblasen.

2.5 Bildgebung

Die computertomographische Untersuchung der gefllliten Harnblasen sowie der
Harnblasensegmente erfolgt am Universitatsklinikum Giel3en, Deutschland, mit dem
Nano-CT (SkyScan2011 nanotomograph) der Firma SkyScan®, Kontich, Belgien (Abb.
7). Um auswertbare Daten zu erhalten werden drei Schritte bendétigt. Zuerst erfolgt der
Scan der Proben. AnschlieRend werden die gewonnenen Rohdaten rekonstruiert.

Daraufhin kénnen diese Bilder bearbeitet und analysiert werden.

Abb. 7: Nano-Computertomograph der Firma SkyScan®, Kontich, Belgien an der Justus-Liebig-

Universitét Giel3en.
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2.5.1 Nano-Computertomographie

2.5.1.1 Aufbau des Nano-Computertomographen

Der Nano-Computertomograph besteht aus mehreren Teilen (Abb. 8). Das groRte
Gehause beinhaltet die eigentliche Funktionseinheit des Gerats, welches aus
Roéntgenrdhre, Probenschlitten und Bilddetektor besteht. Daran angeschlossen ist ein
Druckluftkompressor (air compressor), eine Vorvakuumpumpe (rotary vacuum pump)
sowie ein Computer zur Systemsteuerung und Rekonstruktion der Rohdatensatze.

Die hier verwendete Nanofokusréntgenrdhre vom offenen Typ (open source) mit
Transmissionsanode bedarf eines kontinuierlichen Vakuums, das durch spezielle
Pumpen (Vorvakuum- und Turbopumpe) gewahrleistet wird. Die Rdéhre kann bei
Spannungen von 20 - 80 kV betrieben werden. Ein Glihdraht aus Lanthanhexaborid
(LaBs) bildet die Kathode, die eigentliche Strahlenquelle des Systems. Bevor der von
der Kathode emittierte Elektronenstrahl auf die Anode trifft, wird dieser durch zwei
elektromagnetische Linsen gebindelt und fokussiert. Diese Fokussierung erméglicht
die GroRenminimierung des Brenn- oder Fokuspunktes, um die Strahlenquelle
moglichst punktférmig zu erhalten. Ein kleiner Brennpunkt erlaubt die Positionierung
der Proben sehr nahe am Rontgenfokus, was zu einer hohen Auflésung des spater
entstehenden Bildes flhrt. Um den Elektronenstrahl zu beschleunigen wird zusatzlich
negative Spannung an der Kathode angelegt. Die Anode besteht aus einer diinnen
Wolframschicht, die einem Berylliumfenster, dem so genannten Strahlenaustrittsfenster
aufliegt. Trifft nun der beschleunigte und fokussierte Elektronenstrahl auf die
Wolframbeschichtung, entsteht Réntgenstrahlung mit Fokusgrofie von < 400 nm, die
durch das Berylliumfenster kegelférmig ausgesendet wird.

Zwischen Roéntgenréhre und Bilddetektor befindet sich die Probenkammer mit einer
beweglichen Probenbihne. Auf dieser Probenblihne befindet sich der Probenhalter auf
dem die Gewebeproben (Objekte) fixiert werden kénnen. Die Probenblhne lasst sich
elektronisch gesteuert in drei Richtungen verschieben. Zum einen dient dies der
korrekten Zentrierung der Probe im kegelférmigen Rontgenstrahl vor dem Detektor, um
das gesamte Objekt zu erfassen. Zum anderen dient die Verschiebung des Objektes
entlang der Langsachse zwischen Strahlenquelle und Detektor der geometrischen
VergroRerung und somit auch der Bildaufldsung. Befindet sich das Objekt nahe der
punktférmigen Strahlenquelle steigt der VergroRerungsfaktor und die Ortsauflosung
des entstehenden Bildes nimmt zu.

Der Bilddetektor besteht aus einem Bildverstarker, einer Charged Coupled Device

(CCD) - Kamera und einem Bildumwandler. Die Roéntgenstrahlen treffen durch ein
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dinnes Berylliumfenster auf den Bildverstarker, der via Szintillatorprinzip das
Roéntgensignal in Lichtsignale umwandelt und zusatzlich verstarkt. Dieses Lichtsignal
wird daraufhin von der hochauflésenden 12-bit CCD-Kamera (Detektormatrix von 1280
x 1024 Pixeln) eingefangen, mit Hilfe des Bildumwandlers digitalisiert und Uber ein

Firewire-Kabel an den Computer gesendet und als 16-bit-TIFF-Datei gespeichert [1].
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Abb. 8: Schematische Darstellung des Nano-Computertomographen [1]; wichtigste Elemente:
rot = Réntgenrbhre, griin = Probenschlitten, blau = Bilddetektor, rosa = Vakuumpumpensystem,

gelb = Pneumatisches Subsystem

2.5.1.2 Scanvorgang der Gesamtharnblasen und der Blasensegmente

Vor dem Scanvorgang werden die Proben in Parafilm®-Folie gewickelt, um sie auf der
beweglichen Haltevorrichtung innerhalb der Probenkammer zu befestigen und vor
Austrocknung zu schitzen. Fir beste Ergebnisse eignen sich Objekte mit einer Grofie
von 0,2 - 1 mm. Der maximale Durchmesser einer Probe sollte 11 mm nicht

Uberschreiten. Die Probe wird daraufhin mdglichst nahe an der Strahlenquelle
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positioniert, um eine maximale VergroRerung und damit minimale VoxelgroRe zu
erhalten. Dabei muss jedoch auf die vollstandige Lage im kegelférmigen Réntgenstrahl
geachtet werden, da sonst Randteile des Objektes vom Detektor nicht erfasst werden
kénnen. Wahrend der Scanphase rotiert die auf der Haltevorrichtung befestigte Probe
in 0,35° Schritten (Harnblasen als Gesamtorgane) bzw. 0,2° Schritten
(Blasensegmente) um insgesamt 180° um die eigene vertikale Achse, wobei pro
Einzelbild jeweils 2000 Millisekunden (ms) belichtet wird. Zur Reduktion des
Rauschens im spateren Bild wird sich hier des ,frame averagings“ bedient. Pro
Rotationsschritt werden mehrere Aufnahmen gemacht, aus denen ein
,ourchschnittsbild“ erzeugt wird. Werden beispielsweise neun Bilder erfasst, so fuhrt
dies zu einer V9 = Verdreifachung der Bildqualitat. Allerdings wird die Dauer des
Scanvorgangs dadurch verlangert. Wahrend des Scans der Gesamtblasen werden pro
Rotationsschritt 6 Bilder erstellt, bei den Segmenten je 4 Bilder. Die Scandauer ergibt
sich aus dem Rotationswinkel, der Anzahl der Rotationsschritte, der Anzahl
geschossener Bilder pro Rotationsschritt sowie der Belichtungszeit pro Einzelbild. Im
Durchschnitt betragt die Scanzeit pro Objekt hier zwei Stunden.

Der Scan der geflllten Gesamtblasen erfolgt bei 50 Kilovolt (kV) und 160 Mikroampere
(MA). Die Harnblasensegmente werden bei 30 kV und 200 pyA gescannt. Die minimale
Pixelgrofke der Bilder der Gesamtblasen kann Tab. 1 entnommen werden. Die
Pixelgrofle der 76 gescannten Harnblasenwandsegmente variiert zwischen 4,0

Mikrometer (um) und 9,5 um, je nach GrofRe des Segments.
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Image Pixel Size

Harnblasen
[um]
ApoE--LDLR"1 7,0
ApoE/-LDLR" 2 7,0
ApoE"-LDLR" 3 9,5
ApoE"-LDLR" 4 6,0
ApoE"-LDLR" 5 6,3

Harnblasen Image Pixel Size
[um]
C57BI6/N 1 7,5
C57BI6/N 2 7,5
C57BI6/N 3 7,0
C57BI6/N 4 8,0
C57BI6/N 5 7,25
C57BI6/N 6 7,5
C57BI6/N 7 7,75
C57BI6/N 8 8,75
C57BI6/N 9 7,25
C57BI6/N 10 7,0
C57BI6/N 11 8,5
C57BI6/N 12 9,0
C57BI6/N 13 7,3
C57BI6/N 14 7,5

Tabelle 1: Darstellung der Image Pixel Size der mit Vaseline gefiillten Gesamtharnblasen.

2.5.2 Rekonstruktion der Rohdaten

Da sich die digitalisierten Projektionsdaten noch nicht zur Darstellung und Auswertung
eignen, missen diese zuerst rekonstruiert werden. Mittels NRecon® 1.6.1.2, der
integrierten Rekonstruktionssoftware des Nano-Computertomographen, ist dies
mdoglich. Die primaren 16-bit TIFF-Dateien als Rohdaten, werden anhand des
Feldkamp-Kegelstrahl-Algorithmus zu 8-bit Schnittbildern transformiert. Diese werden
als BMP-Dateien mit isotropen Voxeln gespeichert. Nach der Rekonstruktion ist es
mdoglich, die Datensatze mit Hilfe bestimmter Bildanalyseprogrammen in drei

orthogonalen Ebenen (transversal, sagittal, coronar) darzustellen, die Schnitt fir
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Schnitt gesichtet werden konnen. Aufierdem besteht die Option, die Objekte als
dreidimensionale Bilder anzuzeigen. Anhand dieser Bilder erfolgt des Weiteren auch

die Analyse und Auswertung.

2.5.3 Quantitative Bildanalyse

Zur Auswertung der im Nano-CT entstandenen Datensatze dient die
Bildbearbeitungssoftware ANALYZE® 10.0 (Biomedical Imaging Resource, Mayo
Clinic, Rochester, MN, USA). Zur Ermittlung der Blasenwanddicke wird zusatzlich die
Software CT Analyser® 1.8.1.4 (CT An, SkyScan®, Kontich, Belgien) genutzt.

2.5.3.1 Quantitative Analyse der Gesamtblasen-Nano-CT-Bilder mittels
ANALYZE®

Zur Analyse der Bilder wird sich des Segmentierungsprinzips bedient. Da das
Kontrastmittel in den GefalRen der Blase, die Harnblasenwand (ohne Gefale) und die
Vaseline im Inneren der Blase sehr unterschiedliche Dichte- und somit Grauwerte
aufweisen, kdnnen diese drei Objekte voneinander separiert werden. Jeder Pixel des
Bildes wird anhand seines Grauwertes auf der Skala 0 - 255 einer dieser drei
Fraktionen zugeteilt. Dabei wird Luft als Referenz mit einem Wert von 0 angenommen.
Mittels ANALYZE® wird folgend in jedem zweidimensionalen Schnittbild das Volumen
der einzelnen Grauwertfraktionen ermittelt. Diese Werte aus allen Einzelschnitten
werden summiert und ergeben Gesamtvolumina der definierten Objekte, die anhand
der ,Volume Render‘-Funktion als dreidimensionale Strukturen dargestellt werden

konnen. Auf diese Weise erhalt man das

a) Volumen des Harnblasenlumens [mm?3]
b) Volumen der Blasenwand (ohne Gefalke) [mm?]

c) Volumen der Gefale [mm?].
Aus diesen Werten kdnnen daraufhin folgende Grof3en ermittelt werden:

- Volumen der Gesamtharnblasenwand ( b + ¢ ) [mm?]

- Gesamtvolumen des Objekts (a + b + ¢ ) [mm?]

- GefaRvolumenanteil ( (bCTC) ), vascular volume fracture (VVF) [%]
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2.5.3.2 Quantitative Analyse der Blasensegment-Nano-CT-Bilder mittels
ANALYZE®

Auch bei der Auswertung der Segment-Nano-CT-Bilder werden die verschiedenen
Dichte- bzw. Grauwerte des Kontrastmittels in den Gefalen und des umliegenden
Gewebes genutzt und danach segmentiert. Jeder Pixel des Bildes wird wieder einer
Grauwertfraktion zugeteilt. Daraus ergeben sich zusammenhangende Pixelfraktionen
je eines 2D-Schnittbildes. Durch deren Summation kbénnen wiederum die

Gesamtvolumina ermittelt werden:

a) Volumen der GefaRe [mm3]

b) Volumen des Segments ohne GefalRe [mm?].
Daraus kann anschlieend das

- Gesamtvolumen des Segments (a + b ) [mm?] und der

- Gefalvolumenanteil ( (a;:b) ), vascular volume fracture (VVF) [%]

errechnet werden.

2.5.3.3 Quantitative Analyse der Blasensegment-Nano-CT-Bilder mittels
CT-Analyser®

Zur Ermittlung der Blasenwanddicke [mm] mittels der Bildbearbeitungssoftware CT-
Analyser® werden die rekonstruierten Dateien der einzelnen Blasenwandsegmente
zunachst segmentiert. Dies bedeutet, dass mit Hilfe des Thesholdings anhand der 255
Grauwertstufen (8-bit-Skala) das komplette Wandsegment als ein Objekt dargestellt
und so vom Hintergrund abgegrenzt wird. Hierauf erfolgt die automatische Messung
der Objektdicke in jedem einzelnen Schnitt. Aus diesen Werten wird mittels folgender
Formel der Mittelwert berechnet und im Weiteren als ,structure thickness“-Wert bzw.

Blasenwanddicke bezeichnet:

St. Th = Structure Thickness
2
St. Th = Obj. S = Object Surface
(Obj. S/ 0bj. V) / /
Obj. V = Object Volume
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2.6 Statistik

Die aus den Untersuchungen gewonnenen Daten werden mit Hilfe von SigmaPlot®
Version 11.0 (Systat Software Inc. (SSI), San Jose, California, USA) ausgewertet. Als
statistisch signifikant wird ein Signifikanzniveau von p < 0,05 angenommen. Sowohl die
gewonnenen Daten aus den urodynamischen Untersuchungen, als auch die Daten aus
den Nano-CT-Bildern werden bei fehlender Normalverteilung mittels Mann-Whitney-U-
Test (U-Test) fur unabhangige Stichproben ausgewertet. Der Test auf Normalverteilung
erfolgte mittels Kolmogorov-Smirnov-Test (mit der Lilliefor-Berichtigung). Die
graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgt mit Hilfe von SigmaPlot® Version 11.0
und PowerPoint (Microsoft® Office 2007, Microsoft Deutschland GmbH,

Unterschleil3heim, Deutschland).
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3 ERGEBNISSE

3.1 Auswertung der Cystomanometrie

3.1.1 Ergebnisse der Cystomanometrie mit NaCl-Losung

Es sollte untersucht werden, ob signifikante Unterschiede in der Urodynamik zwischen
ApoE"-LDLR"-Doppel-Knockout-Mausen mit arteriosklerotisch veranderten GefaRen
und gesunden Kontrolltieren bestehen. Dazu wurden 6 ApoE™-LDLR”-Doppel-
Knockout-Mause und 10 C57BI6/N Kontrolltiere cystomanometrisch untersucht.
Zunachst erfolgte die Cystomanometrie mit NaCl-Lésung. Schon anhand der
Kurvenverlaufe zeigten sich deutliche Unterschiede (Abb. 9).

Nach Auswertung der Messergebnisse und nachfolgender statistischer Analyse mittels
Mann-Whitney-U-Test flir unabhangige Stichproben zeigten sich signifikante
Unterschiede den Daten beider Versuchsgruppen. In der Gruppe der ApoE”-LDLR"-
Doppel-Knockout-Mause war ein signifikanter Anstieg des intravesikalen Drucks (Pmax),
sowie ein verklrztes Miktionsintervall (MI), verklrzte Zeitabstdnde zwischen
Druckspitzen (Peaks) (PP), eine reduzierte funktionelle Blasenkapazitat (fBK) sowie ein
reduziertes Miktionsvolumen (MV) zu verzeichnen. Ein signifikanter Unterschied der
Restharnmenge (RV) lie3 sich nicht nachweisen (Tab. 2 und Abb. 10).
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Abb. 9: Darstellung von Cystomanometriekurven, die rote, obere Kurve zeigt den intravesikalen
Druck, die blaue, untere Kurve zeigt das Volumen des aufgefangenen Urins.
A = Kurve einer C57BI6/N Kontrollmaus, B = Kurve einer ApoE”-LDLR*-Doppel-Knockout-

Maus
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n Pl PP Ml MV fBK RV

[cmH20] [sec] [sec] [ml] [ml] [ml]

ApoE”LDLR* 6  Median 31,971 149,260 132,779 0,102 220,628 0,009

C57BI6/N 10  Median 27,278 416,176 353,604 0,227 526,350 0,002

U-Test p= 0,045* 0,001* 0,001* 0,002 0,001* 0,115

Tabelle 2: Cystomanometrie mit NaCl-Lésung: Urodynamische Messwerte von ApoE*-LDLR"-
Doppel-Knockout- und C57BI6/N-Méausen.

* = signifikant
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Abb. 10: Cystomanometrie mit NaCl-L6sung: Box-Plot-Darstellung der statistischen Auswertung

der urodynamischen Messwerte von ApoE*-LDLR*-Doppel-Knockout- und C57BI6/N-Méusen.
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3.1.2 Ergebnisse der Cystomanometrie mit KCI-L6sung

Im Anschluss an die Cystomanometrie mit NaCl-Lésung wird der Versuch, bei sonst
identischem Versuchsaufbau, mit 0,2 molarer KCI-Lésung bei allen Tieren
durchgeflhrt. Nach Auswertung der Messkurven werden die Daten der NaCl-
Untersuchung von 6 ApoE"-LDLR"-Doppel-Knockout-Mausen mit den Daten der KCI-
Messung von 6 ApoE”-LDLR’-Doppel-Knockout-Mausen verglichen. Dabei zeigen
sich keine signifikanten Unterschiede (Tab. 3).

Prmax PP Mi Mv fBK RV

n
[ecmH20] [sec] [sec] [ml] [mlI] [ml]
ApoE"LDLR” 6 NaCl Median 31,971 149,260 132,779 0,102 220,628 0,009
ApoELDLR" 6 KCI Median 30,629 181,290 160,427 0,100 203,191 0,010
U-Test p= 0,310 0,132 0,310 0,818 0,699 0,937

Tabelle 3: Cystomanometrie mit NaCl-Lésung und KCI-Lésung: Gegeniiberstellung der

urodynamischen Messwerte der ApoE/-LDLR"-Doppel-Knockout-Méause.

Auch die Daten aus 10 NaCl-Messungen sowie aus 10 KCI-Messungen der
Kontrolltiere werden gegenubergestellt und statistisch analysiert. Auch hier sind keine
signifikanten Unterschiede zu verzeichnen (Tab. 4).

Pmax PP Mi MV fBK RV
[cmH20] [sec] [sec] [mi] [mlI] [ml]

C57BI6/N 10 NaCl Median 27,278 416,176 353,604 0,227 526,350 0,002

C57BI6/IN 10  KCI Median 26,800 499,217 415,408 0,210 503,980 0,000

U-Test p= 0,623 0,121 0,140 0,910 0,970 0,211

Tabelle 4: Cystomanometrie mit NaCl-Lésung und KCI-Lésung: Gegeniiberstellung der

urodynamischen Messwerte der C57BI6/N-Méuse.
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Des Weiteren werden die Daten der KCl-Untersuchung der 6 ApoE”-LDLR’-Doppel-
Knockout-Mause mit den Daten der KCI-Untersuchung von 10 C57BI6/N Kontrolltieren
verglichen. Diese Analyse prasentiert aquivalente Ergebnisse zu denen der NaCl-
Messungen (siehe 3.1.1 Ergebnisse der Cystomanometrie mit NaCl). Ein signifikanter
Anstieg des intravesikalen Drucks (Pmax), sowie ein verkurztes Miktionsintervall (Ml),
verklrzte Zeitabstande zwischen Druckspitzen (Peaks) (PP), eine reduzierte
funktionelle Blasenkapazitat (fBK) sowie ein reduziertes Miktionsvolumen (MV) sind zu
verzeichnen. Zusatzlich zeigt sich hier aber auch ein signifikanter Unterschied der
Restharnmenge (RV) mit p = 0,044 (Tab. 5).

Pmax PP Mi MV fBK RV
[ecmH20] [sec] [sec] [ml] [ml] [mli]

ApoELDLR* 6 KCI Median 30,629 181,290 160,427 0,102 203,191 0,010

C57BI6/N 10 KClI Median 26,800 499,217 415,408 0,210 503,980 0,000

U-Test p= 0,015* 0,003 0,006 0,011* 0,006 0,044

Tabelle 5: Cystomanometrie mit KCI-Lésung: Urodynamische Messwerte von ApoE”-LDLR"-
Doppel-Knockout- und C57BI6/N-Méusen.

* = signifikant.

3.2 Darstellung im Nano-CT

3.2.1 Darstellung der mit Vaseline gefiillten Harnblasen

Nach der Perfusion der Gefalle mit réntgendichtem Kontrastmittel und Praparation der
Harnblasen werden die Gesamtblasen zunachst in gefilitem Zustand gescannt.
Anhand der Grauwerte der verschiedenen Strukturen kdénnen diese segmentiert und
quantifiziert werden. Da der Grauwert der Gelatine ahnlich dem der Blasenwand
erscheint, war hier eine Segmentierung beider Strukturen nicht mdglich. Das
Blasenlumen kann somit nicht von der Blasenwand abgegrenzt werden. Deshalb
flieBen in die statistische Analyse der geflillten Blasen nur jene mit ein, die mit Vaseline
geflllt wurden, da Vaseline und Blasenwand gut differenzierbare Grauwerte besitzen
(Abb. 12 und Abb. 13). Es werden die Daten der Nano-CT-Bilder von 5 Harnblasen der
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ApoE"-LDLR"-Doppel-Knockout-Mause mit den Daten der Nano-CT-Bilder von 14
Blasen der C57BI6/N Kontrolltiere verglichen (Tab. 6 und Abb. 11). Eine signifikante

Abnahme des Blasenwandvolumens (ohne Gefale) ist zu verzeichnen.

Blasenwand Blasenwand-
Blasen -volumen GefaR- volumen + Gesamt-

-lumen (ohne volumen GefaB- volumen

[mm?3] GefiRe) [mm?3] volumen [mm3]

[mm?] [mm’]

ApoELDLR* 5 Median 72,850 14,872 4,179 20,318 0,0967 86,218
C57BI6/N 14 Median 93,976 45,185 4,019 48,935 0,0805 142,429
U-Test p= 0,287 0,047* 0,963 0,071 0,179 0,127

Tabelle 6: Nano-CT-Bilder der mit Vaseline gefiillten Gesamtblasen: Messwerte von ApoE~-
LDRL"-Doppel-Knockout- und C57BI6/N-Méusen.

* = signifikant
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Abb. 11: Box-Plot-Darstellung der statistischen Auswertung der Nano-CT-Bilder der mit

Vaseline gefiillten Gesamtblasen.
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C57BI6/N

ApoE7-LDLR”-

Abb. 12: Darstellung mittels ANALYZE®: Blase eines Kontrolltieres (A = nativ, B
Segmentierung) und Blase eines ApoE”-LDLR--Doppel-Knockout-Tieres (C = nativ, B

Segmentierung) im Querschnitt.

* = mit Vaseline gefiilltes Blasenlumen
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C578BI6/N

Abb. 13: Darstellung mittels ANALYZE®: Blase eines Kontrolitieres (A = Gefdle und
Blasenlumen (Vaseline), B = Gefdl3e) und einer ApoE--LDLR--Doppel-Knockout-Maus (C =
GeféBe und Blasenlumen (Vaseline), D = Gefél3e) im Vergleich. Die kontrastmittelgefiillten

Geféle stellen sich rot dar, das mit Vaseline gefiillte Blasenlumen weil3.

3.2.2 Darstellung der Segmente der Harnblase

Um genauere Aussagen Uber GefalRversorgung und -veranderungen sowie
Blasenwandvolumen treffen zu kénnen und um die Blasenwanddicke zu bestimmen,
werden die Harnblasen zerteilt und die einzelnen Segmente im Nano-CT gescannt.
Durch die kleinere Objektgrofe verbessert sich die Auflésung des Bildes und erhéht so
die Aussagekraft der erhobenen Daten. Zudem flieRen auch die Daten der zuvor mit
Gelatine geflillten Harnblasen in die Berechnungen mit ein, da nach Zerteilung der

Blasen die Art der Blasenfillung irrelevant ist. Es werden 48 Blasensegmente der
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ApoE"-LDLR"-Doppel-Knockout-Mause und 56 Blasensegmente der C57BI6/N
Kontrolltiere gescannt (Abb. 15 und Abb. 16). Die Blasendach- als auch die
Blasenbodensegmente werden nicht untersucht, um eine Reduktion von Artefakten, die
durch die Katheterimplantation bzw. durch die Urethraligatur bedingt sind, zu erzielen.
Nach der Datenakquise der CT-Bilder erfolgt die statistische Analyse mittels Mann-
Whitney-U-Tests flr unabhangige Stichproben. Es zeigen sich signifikante
Unterschiede beider Gruppen. Die Blasensegmente der ApoE”-LDLR™-Doppel-
Knockout-Mause weisen eine signifikante Reduktion des Gefallvolumens,
Segmentvolumens (ohne Gefalie), des Gesamtsegmentvolumens (mit Gefalen), der
Relation von Gefallvolumen zu Blasenwandvolumen ('vascular volume fraction” (VVF))
und auch der Blasenwanddicke auf (Tab. 7 und Abb. 14).

Segment- Segment-
9 GefaR- 9 Blasenwand-
volumen volumen .
volumen dicke
(ohne GefaRe) (mit GefaBen)

[mm?] [mm]

[mm?]

[mm?]

ApoE-LDLR" 48  Median 4,212 0,255 4,530 5,580 0,133
C57BI6/N 56  Median 6,190 0,605 6,606 7,980 0,188
U-Test p= <0,001* <0,001* <0,001* 0,011* 0,001*

Tabelle 7: Nano-CT-Bilder der Harnblasensegmente: Messwerte von ApoE”-LDLR*-Doppel-
Knockout- und C57BI6/N-Méusen.

* = signifikant
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Abb. 14: Box-Plot-Darstellung der statistischen Auswertung der Nano-CT-Bilder der

Blasensegmente.
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Abb. 15: Darstellung mittels ANALYZE®: Segment einer Kontrollmaus, A = MIP

(Maximumintensitétsprojektion), B = Blasenwand und Gefél3e, C = Gefél3e.

Abb. 16: Darstellung mittels ANALYZE®: Segment einer ApoE/-LDLR"-Doppel-Knockout-Maus,
A = MIP (Maximumintensitatsprojektion), B = Blasenwand+Geféale, C = Gefalle.
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4 DISKUSSION

4.1 Tiermodell

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, einen moglichen Zusammenhang zwischen
systemischer Arteriosklerose und Blasendysfunktionen bzw. der Gberaktiven Blase zu
ermitteln. Versuche am Menschen sind zur Ermittlung der Haufigkeit der
Detrusorhyperaktivitat mittels Cystomanometrie bei gesunden Probanden im Vergleich
zu Probanden mit systemischer Arteriosklerose prinzipiell denkbar. Die
Probandenrekrutierung und Versuchsdurchflihrung ist dabei sehr aufwendig. Zudem ist
die Interpretation der Ergebnisse schwierig, da die Versuchsgruppen durch
unterschiedliche Lebensweisen inhomogen sind und eine eindeutige Quantifizierung
der Arteriosklerose nicht mdglich ist. Darliber hinaus ist eine Praparation und weitere
Untersuchung der Harnblasen ex vivo ethisch nicht vertretbar, deshalb werden hierzu
Tiermodelle eingesetzt. Bislang gibt es verschiedene Ansatze, um im Tierversuch an
Ratten oder Kaninchen eine Minderperfusion und somit Hypoxie der Harnblase zu
induzieren. Um ein neues Tiermodell zu etablieren, bedienten wir uns 60 Wochen alter,
weiblicher und genetisch veranderter Mause, die durch ApoE”-LDLR’-Rezeptor -
Defizienz eine progrediente systemische Arteriosklerose entwickeln. Wegen ihrer
Korpergrolie, der raschen Vermehrung, der unproblematischen Pflege und Haltung
sowie der vergleichsweise einfachen Moglichkeit der Genveranderung eignen sich
Mause sehr gut als Versuchstiere [63]. Die Gefalveranderungen der Knockout-Mause
spiegeln die alters- und risikofaktorabhangigen Prozesse beim Menschen aquivalent
wieder [85, 118]. Als Unterschied ist jedoch zu nennen, dass die ApoE”-LDLR™-
Doppel-Knockout-Mause keine zerebralen Lasionen ausbilden [88]. D. h. als Ursache
der Uberaktiven Blase kann ein zentrales Geschehen, im Sinne einer gestorten
zentralen Inhibition der Miktion, ausgeschlossen werden. Wir untersuchten den Effekt
einer progredienten Hypoxie auf die Blasenfunktion und Blasenmorphologie. Das Alter
der Tiere wahlten wir mit 60 Wochen als guten Kompromiss zwischen maximaler
Ausbildung arteriosklerotischer Lasionen und Uberleben der Tiere. Wir beschrankten
uns zusatzlich auf die Untersuchung weiblicher Tiere, um funktionelle
Blasenveranderungen durch subvesikale Obstruktion seitens der Prostata mannlicher
Tiere auszuschliel’en. Interessanterweise bevorzugen sehr viele Versuchsgruppen

mannliche Versuchstiere. Azadzoi et al. [12-14] untersuchten mannliche Kaninchen,
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Matsui et al. [108], Goi et al. [54], Yokoi et al. [180], Saito et al. [149] und auch Nomiya
et al. [121] fuhrten Tests zu Blasenminderperfusion an mannlichen Ratten durch.

Erste Versuche, eine vesikale Minderperfusion zu induzieren, wurden mittels Ligatur
der A. iliaca oder A. vesicalis realisiert. Gill et al. vollzogen 1988 einen uni- bzw.
bilateralen, vollstdndigen Verschluss der Aa. vesicales an Kaninchen, was v. a. im
Rahmen der beidseitigen Ligatur der GefalRe zu plétzlicher Organischamie flhrte [53].
Nach ein bzw. zwei Wochen konnten sowohl erhebliche funktionelle, als auch
morphologische Veranderungen nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der in vivo
Cystomanometrie am anasthesierten Tier zeigten je nach Ligatur und Hypoxie-Intervall
eine Reduktion der Blasenkapazitdt und der Blasencompliance. Wahrend der
Flllungsphase wurden zudem haufige spontane Kontraktionen detektiert. Eine
deutliche Reduktion der in vitro Muskelkontraktilitat konnte durch Untersuchungen der
Blasenmuskulatur im Muskelbad bei allen Versuchsgruppen nachgewiesen werden.
Histologische Begutachtungen der Blasenwand zeigten im Lichtmikroskop
Inflammation, Muskeldegeneration und Nekrose, v. a. auf der Seite der Blase, an der
die Ligatur gesetzt wurde [53]. Yokoi et al. [180] sowie Saito et al. [149] arbeiteten mit
Ratten und ligierten deren A. iliaca interna ein- bzw. beidseits vollstandig. Die Tiere
wurden einer 7- bzw. 14- tagigen vesikalen Ischamie ausgesetzt. Daraufhin wurde eine
in vivo Cystomanometrie in Narkose durchgefiihrt, die hier einen Anstieg der
Blasenkapazitat, eine Reduktion des maximalen Blasendrucks sowie einen Anstieg des
Restharnvolumens zeigte. In vitro Versuche mit Stimulation durch Bethanechol, ATP
und KCI legten eine verminderte Blasenmuskelkontraktilitat dar [149, 180]. Saito et al.
flhrten zudem histologische Untersuchungen durch, die Blasenmuskeldegeneration
und ein Odem der Submukosa sowie der Muskulatur aufwiesen [149]. Eine andere
Methode wurde von Azadzoi et al. etabliert [14] und von weiteren Forschungsgruppen
um Sagawa [148] und Nomiya [121] aufgegriffen. Mit Hilfe eines transluminalen
Ballonkatheters wurde das Endothel der A. iliaca uni- oder bilateral durch Zurtckziehen
verletzt. Aufgrund dieser artifiziellen Endothelverletzung kommt es im Verlauf zu
diffuser Arteriosklerose der A. iliaca communis und interna sowie der A. pudenda.
Zusatzlich erhielten manche Versuchstiere eine cholesterinreiche Nahrung, die die
Entstehung der Gefalistenose noch beschleunigte [14]. Nomiya et al. fihrten acht
Wochen nach Ballon-Deendothelialisierung cystomanometrische Untersuchungen am
wachen Tier durch. V. a. in Kombination mit cholesterinreicher Nahrung konnten
deutliche Zeichen einer Detrusorhyperaktivitat detektiert werden [121]. Sagawa et al.
analysierten in vitro einzelne Blasenmuskelstreifen von Ratten, die vorher durch

Ballon-Deendothelialisierung der A. iliaca eine ausgepragte Ischamie distal der
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Stenose entwickelten. Hierbei wurde wiederum eine deutliche Abnahme der
Kontraktionskraft der Muskulatur der ischamischen Blasen detektiert [148].

Neuere Studien bedienten sich, entsprechend unseren Versuchen, genveranderten
Tieren, um den progredienten Krankheitsprozess beim Menschen mdglichst ahnlich
darzustellen. Spontan hypertensive Ratten werden hierbei als nutzliches Tiermodell in
der Erforschung der Pathogenese von Blasendysfunktionen angesehen [158]. Sie
entwickeln einen fortschreitenden Bluthochdruck [84, 124], welcher als Risikofaktor fiir
Stromungsveranderungen des Blutflusses sowie fur Arteriosklerose identifiziert wurde
[141]. Es konnte gezeigt werden, dass diese Tiere, im Vergleich zu normotensiven
Kontrolltieren, funktionelle Blasenveranderungen im Sinne einer Detrusorhyperaktivitat
ausbilden [70, 155].

Auch Myocardial Infarction-Prone Watanabe Heritable Hyperlipidemic (WHHLMI)
Kaninchen wurden als Versuchstiere herangezogen, um die Pathogenese von
Blasendysfunktionen zu erforschen [181]. Diese Kaninchen stellen ein weit verbreitetes
Tiermodell flr Hyperlipidamie, Gefallveranderungen sowie Organischamie und damit
verbundene Erkrankungen dar. Trotz normaler Nahrung konnten deutlich ausgepragte
arteriosklerotische Lasionen und Arteriosklerose der Aorta, welche ab einem Alter von
vier Monaten auftrat, festgestellt werden. Diese Lasionen nahmen mit zunehmendem
Alter signifikant zu [153, 175]. Yoshida et al. konnten darlegen, dass diese Tiere zum
einen arteriosklerotische Stenosen der lliakalgefalRe aufweisen und zum anderen
funktionell-Uberaktive wie auch histologische Veranderungen der Harnblasen zeigen
[181]. Im Unterschied zu unseren Versuchstieren, konnte beim Tiermodell der
WHHLMI Kaninchen arteriosklerotische Lasionen zerebral detektiert werden, die eine
zentrale Beteiligung der festgestellten Blasenuberaktivitat nicht ausschlief3en. Ito et al.
beobachteten, dass 96% der untersuchten WHHL Kaninchen cerebrovaskulare
Lasionen aufwiesen [76]. Betroffen waren die A. vertebralis sinistra und dextra, die A.
basilaris, die A. cerebri anterior, A. cerebri posterior und A. cerebri media, sowie die A.
inferior anterior cerebelli und A. inferior posterior cerebelli. Zusatzlich wurden
arteriosklerotische Lasionen in kleinen Arterien mit Verbindung zum Circulus arteriosus
cerebri, zu beiden Aa. vertebrales, zur A. basilaris und in oberflachlichen Asten mit
Bezug zum Kleinhirn, Pons und Medulla oblongata gefunden. Jedoch waren keine
penetrierenden intrazerebralen Arterien betroffen [76].

70 Wochen alte, mannliche Apolipoprotein E Knockout Mause (APOEKO) kamen in
Studien von Shenfeld et al. zum Einsatz [152]. Ahnlich wie die von uns genutzten Tiere
entwickeln diese im Laufe ihres Lebens massive Gefallstenosen infolge einer
fortschreitenden Arteriosklerose [63]. Hier wurden jedoch keine funktionellen in vivo

Versuche vorgenommen. Stattdessen wurde nach Entnahme der Harnblasen in vitro
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Versuche zur Bestimmung der Kontraktionskraft an Streifen der glatten
Blasenmuskulatur  durchgeflinrt.  Erstaunlicherweise zeigte sich hierbei kein
signifikanter Unterschied der Detrusorfunktion verglichen mit gleichaltrigen
Kontrolltieren. Als mdgliche Begriindung diente hier die langsam fortschreitenden
arteriosklerotischen Veranderungen, im Gegensatz zu operativ induzierter, lokaler
Arteriosklerose [152].

Im Vergleich zu allen bisher durchgeflhrten Tiermodellen zur Realisierung einer
vesikalen Minderperfusion bzw. vesikalen Hypoxie und zur Erforschung eines
Zusammenhangs dieser Minderperfusion mit einer Detrusorhyperaktivitat stellt unser
Tiermodell ein Novum dar. Es kamen zum einen nur weibliche Tiere zum Einsatz, um
mogliche Einflisse der Prostata im Sinne einer subvesikalen Obstruktion zu
unterbinden. Zum anderen bedienten wir uns genetisch veranderter Mause, die eine
progrediente systemische Arteriosklerose ausbilden, welche nicht nur auf die
Beckenorgane beschrankt ist. Hier bestehen groRe Ahnlichkeiten zu menschlichen
Gefalveranderungen [89]. Durch Fehlen zerebraler arteriosklerotischer Lasionen kann
eine Detrusorhyperaktivitdt durch zentral-neurogene Ursachen, wie der Verlust der
zentralen Inhibition des Miktionsreflexes, weitgehend ausgeschlossen werden [88]. Ein
weiterer positiver Aspekt unseres Tiermodels ist die Entwicklung der
arteriosklerotischen Lasionen ohne zusatzliche Operation. Jede weitere Operation und
jede weitere Narkose stellt ein erneutes Risiko fur Komplikationen wie den Tod der
Tiere und unvorhersehbare EinflussgréRen dar. Die funktionellen Untersuchungen
wurden in vivo ohne Sedierung durchgefihrt, um Effekte durch Narkotika mdglichst
gering zu halten und aussagekraftige, realistische Ergebnisse zu erhalten.

Als Limitation unseres Tiermodells ist die im Alter von 60 Wochen stark ausgepragte
Arteriosklerose zu nennen. Diese ist moglicherweise im Vergleich zur
durchschnittlichen Manifestation arteriosklerotischer L&sionen beim Menschen
erheblich weiter fortgeschritten. Nichtsdestotrotz hilft dieses Tiermodell Aufschluss zu
geben uber den Zusammenhang zwischen Gefallumen-Einengung und Auswirkungen
auf Blasenfunktionalitédt sowie Morphologie. Ein weiterer Punkt stellt die Mitbeteiligung
peripherer Nerven dar. Es bleibt unklar, in wieweit diese durch Minderperfusion und
hypoxische Zustande mitbetroffen sind und Einfluss auf die Funktion der Blase

nehmen.
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4.2 Interpretation der Ergebnisse der Cystomanometrie

4.2.1 Cystomanometrie

Beim Menschen entspricht die Uberaktive Blase einem Krankheitsbild, dessen
Diagnose allein symptomatisch durch gezielte Anamnese und erganzende Fragebdgen
gestellt werden kann [2]. Laut Digesu et al. korreliert die Diagnose der Uberaktiven
Blase jedoch nicht mit dem Vorhandensein einer Detrusorhyperaktivitat und es wird
eine Kombination aus Anamnese, d. h. Symptomatik, sowie Urodynamik empfohlen
[40]. Dies ist im Tiermodell nicht moéglich. Hier kdnnen bedeutende Aussagen lediglich
Uber objektive Messungen oder Beobachtungen gemacht werden. Deshalb bedient
man sich im Tierversuch neben in vitro Untersuchungen der Blasenmuskulatur [148,
152, 181] oder Verhaltensbeobachtungen [54, 121], der Cystomanometrie. Dies hat
sich als gut realisierbare Methode in der in vivo Untersuchung von
Blasendysfunktionen etabliert [168]. Dabei ist indes anzumerken, dass die
Cystomanometrie eine Dertrusorhyperaktivitét als urodynamische Diagnose detektiert
und nicht die dberaktive Blase an sich [4].

Verschiedene Arten der in vivo Versuchsdurchfuihrung kamen bisher zum Einsatz.
Bedacht werden sollte dabei jedoch, dass verschiedene Einflussgrofien, wie Alter der
Tiere, Anasthetika, Fullungsrate oder die Art der Kathetereinlage, einen Effekt auf die
Messergebnisse haben [7, 104]. Floyd et al. flihrten 1976 cystomanometrische
Messungen an Katzen durch und nutzten dabei transurethral eingelegte Katheter [47].
Da transurethral liegende Katheter, im Sinne einer Blasenauslassobstruktion, zu
erhohten Miktionsdriicken fihren [104], zeigen jlngste Studien einen Trend zur
Katheterimplantation in den Blasendom. Uber diesen Katheter kann die Blase artifiziell
geflllt werden bei gleichzeitiger Messung des intravesikalen Drucks. Hierbei bleibt die
Urethra unberihrt, was den Tieren ermoglicht, via naturalis die Blase zu entleeren [10,
54,70, 108, 121, 181].

Viele Versuchsgruppen fiihren die Cystomanometrie am analgosedierten Tier durch,
um technische Schwierigkeiten, die durch wache und aktive Tiere hervorgerufen
werden, zu umgehen [13, 14, 70, 181]. Wie wenige andere Forschungsgruppen [54,
121] entschieden wir uns gegen eine Sedierung und flihrten die urodynamischen
Messungen am wachen, frei beweglichen Tier durch. Dadurch ergeben sich aber
einige Herausforderungen bezlglich der Versuchsumsetzung. Anfangs verlangert sich
die Dauer der Untersuchung, weil abgewartet werden muss bis die Maus im
Versuchskafig zur Ruhe gekommen ist und es zu regelmaRigen Miktionen kommt.

Zusatzlich muss das Verhalten der Maus wahrend der gesamten Messung sehr genau
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beobachtet und dokumentiert werden. Zum einen missen intravesikale Druckanstiege
durch echte Miktionen von Druckanstiegen anderer Genese wie z. B. Deféakationen
unterschieden werden, da sich abdominale Druckanstiege auch positiv auf den
intravesikalen Druck auswirken. Zum anderen muss verhindert werden, dass die sehr
aktiven Tiere am Katheter, der dorsal am Nacken ausgeleitet wurde, manipulieren.
Diese  Einflisse = durch  wache Versuchstiere erschweren zwar die
Versuchsdurchfihrung, verhindern aber den nicht unerheblichen Einfluk von
Medikamenten wie Anasthetika auf die Messparameter. Diese Effekte zeigen
verschiedene Studien sowohl an Tieren als auch beim Menschen [25, 42, 52, 103, 106,
116, 163]. Unter Anasthesie mit z. B. Ketamin / Xylazin oder Urethan konnten Cannon
et al. z. B. wahrend Untersuchungen an weiblichen Ratten eine signifikant verminderte
Blasenkapazitat im Vergleich zu wachen Tieren feststellen [25]. Ghoniem et al. flihrten
Blasenfunktionsmessungen an Rhesusaffen durch und konnten zeigen, dass Fluran
eine 40%-ige Verminderung des maximalen Detrusordruckes verursachte. Dagegen

schien Ketamin wenig Einflull auf den maximalen Detrusordruck zu haben [52].

4.2.2 Cystomanometrie mit NaCl-Losung

Nach Auswertung der cystomanometrischen Messergebnisse konnten wir einen
signifikanten Unterschied beider Versuchsgruppen nachweisen. Die ApoE”-LDLR™-
Doppel-Knockout-Mause weisen deutliche Hinweise einer Detrusorhyperaktivitat der
Blase auf. Dies zeigte sich zum einen anhand eines verkirzten Miktionsintervalls sowie
der Reduktion des Miktionsvolumens. Das bedeutet, es kommt schon bei einer
geringeren Blasenflllung zur Miktion, was als Drangsymptomatik interpretiert werden
kann. Zusatzlich kam es bei unseren Knockout-Mausen zu einem verkurzten Peak-
Peak-Intervall, das den Zeitabstand zwischen eindeutigen Detrusoraktivitidten angibt.
Dabei konnte nicht jedem Peak, d. h. nicht jeder Detrusoraktivitat, eine entsprechende
Miktion zugeordnet werden. Zu verstehen ist dies als Blasenkontraktionen wahrend der
Fullungsphase, die dennoch zu keinem kontrollierten oder unkontrollierten Urinverlust
fUhrten. Dieser Aspekt passt ebenso zu einer Hyperaktivitdt des Detrusors. Zudem
zeigte sich eine reduzierte funktionelle Blasenkapazitat, was auf ein erniedrigtes
mogliches Fulllungsvolumen schlielfen lasst. Wir konnten des Weiteren einen
signifikant erhdhten intravesikalen Druck detektieren. Wahrend unserer Messungen
lied sich jedoch keine Veradnderung der Restharnmenge nachweisen. Dies spricht
dafiir, dass es sowohl 60 Wochen alten nativen Mausen als auch den ApoE”-LDLR™-

Doppel-Knockout-Mausen mdglich ist, die Blase komplett und effektiv zu entleeren,
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wobei die ApoE”-LDLR”-Doppel-Knockout-Mause allerdings einen erhohten Druck
aufwenden.

Die urodynamischen Ergebnisse der aktuellen Studie bzgl. Miktionsvolumen,
Miktionsfrequenz und Miktionsintervall stimmen mit Arbeiten einiger anderer
Forschungsgruppen Uberein. Es wurden ahnliche Versuche durchgefihrt, um den
Effekt einer Minderperfusion auf die Blasenfunktion zu untersuchen. Goi et al., die
cystomanometrische Tests sowie Beobachtungen des Miktionsverhaltens Uber drei
Tage an 16 Wochen alten, wachen Ratten vornahmen, an denen zuvor eine Ballon-
Deendothelialisierung der lliakalgefalRe vorgenommen wurde, konnten gleichermalien
eine Erhéhung der Miktionsfrequenz und sowohl eine Reduktion des Miktionsintervalls
als auch des Miktionsvolumens nachweisen. Die tagliche Urinmenge blieb hingegen
konstant [54]. Die Untersuchungen von Nomiya et al. zeigten sehr &ahnliche
Ergebnisse. Auch hier wurde acht Wochen nach Ballon-Deendothelialisierung der
lliakalgefale das Miktionsverhalten von 18 Wochen alten, mannlichen, wachen Ratten
im Kafig beobachtet und zusatzlich Blasendruckmessungen vorgenommen. Die
operierten Tiere erhielten darliber hinaus eine cholesterinreiche Nahrung. Im Vergleich
zu Sham-operierten Tieren, die auch die cholesterinreiche Nahrung bekamen und
gesunden Kontrolltieren konnte die Miktionsfrequenz erhdht, das Miktionsintervall
sowie das Miktionsvolumen erniedrigt gemessen werden [121]. Matsui et al. flihrten an
wachen, 15 Wochen alten, mannlichen Ratten acht Wochen nach Ballon-
Deendothelialisierung der lliakalgefalRe cystomanometrische Untersuchungen (ber
einen am Blasendom eingebrachten Katheter durch, die eine Abnahme des
Miktionsintervalls zeigten [108]. Azadzoi et al. beschrieben eine Erhdhung der
Miktionsfrequenz nach Beobachtung wacher, mannlicher Kaninchen, 12 Wochen nach
artifiziell hervorgerufener pelviner Minderperfusion durch Ballon-Deendothelialisierung
der lliakalgefaRe. Zudem konnte die Zahl spontaner Blasenkontraktionen wahrend
cystomanometrischer Untersuchungen am narkotisierten Tier erhdht gemessen werden
[10]. Inoue et al. bedienten sich spontan hypertensiver mannlicher Ratten im Alter von
18 Wochen, die im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren eine Verminderung des
vesikalen Blutflusses aufwiesen. Der Blutfluss wurde durch die Hydrogen Clearance
Methode festgestellt. Durch Beobachtung des Miktionsverhaltens konnten eine erhdhte
Miktionsfrequenz, ein erniedrigtes Miktionsvolumen und eine im Vergleich zu gesunden
Kontrolltieren erniedrigte  Tagesgesamturinproduktion ermittelt werden. Per
Cystomanometrie am narkotisierten Tier wurde die Abnahme des Miktionsvolumens
abermals bestatigt [70]. Mannliche WHHLMI Kaninchen im Alter von 20-24 Monaten
kamen bei Versuchen von Yoshida et al. zum Einsatz. Mittels Cystomanometrie am

anasthesierten Tier konnte eine Reduktion des Miktionsintervalls, des
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Miktionsvolumens und eine Erhéhung der Miktionsfrequenz detektiert werden [181].
Insgesamt kann man sagen, dass unabhangig von der Art der Blasenhypoxie-Induktion
und auch unabhangig von der Art der Tiere und der Versuchsdurchflihrung, die
minderperfundierte Blase Uberaktiv, im Sinne einer Detrusorhyperaktivitat, reagiert.

Die in der vorliegenden Arbeit reduziert gemessene funktionelle Blasenkapazitat zeigt
an, dass es den hypoperfundierten Harnblasen nicht mehr maéglich ist, so viel Urin zu
speichern wie Harnblasen entsprechender gesunder Tiere. Die Blase wird friher, also
bei weniger Fullungsvolumen, entleert. Insgesamt wird nur wenig Uber Veranderungen
der funktionellen Blasenkapazitat berichtet. Saito et al. [149] sowie Yokoi et al. [180],
die durch Ligatur der lliakalgefal’e eine pelvine Minderperfusion hervorriefen,
beschreiben bei bilateralem Verschluss der Gefalie einen Anstieg der Blasenkapazitat.
Der Unterschied zu unseren Ergebnissen konnte zum einen durch die abrupte Art der
Hypoxie-Induktion, im Sinne einer plétzlichen, kompletten Unterbindung der Blutzufuhr,
als auch durch die Durchfiihrung der Cystomanometrie in Narkose erklart werden.

Hinsichtlich der Frage nach dem vesikalen Druck ergeben sich diskrepante Ergebnisse
in der Literatur. Unsere Studie konnte einen geringen, aber dennoch signifikant
erhdhten maximalen Blasendruck wahrend cystomanometrischer Untersuchung der
ApoE’-LDLR"-Doppel-Knockout-Mause zeigen. Einen im Vergleich zu gesunden
Tieren zwar nicht signifikant jedoch leicht erhéhten intravesikalen Druck konnten
Nomiya et al. feststellen nach urodynamischen Messungen an wachen Ratten [121]. In
Arbeiten von Goi et al., Inoue et al. oder Matsui et al. konnte keine Veranderung des
vesikalen Drucks detektiert werden [54, 70, 108]. Im Gegensatz dazu ermittelten
Yoshida et al. einen signifikant erniedrigten vesikalen Druck wahrend der Durchflihrung
der Cystomanometrie an narkotisierten WHHLMI Kaninchen [181]. Da die Versuche
hier unter Pentobarbital Narkose vorgenommen wurden und die Kontraktilitat des
Detrusors dadurch nachweislich beeinflusst wird [7], kdnnte dies eine Erklarung fur die
uneinheitlichen Resultate sein. In alteren Arbeiten von Yokoi et al. 1996 [180], Saito et
al. 1998 [149] und Ishida et al. 1999 [75] wurde ebenso eine Erniedrigung des maximal
gemessenen Blasendruckes angegeben. Alle drei Arbeitsgruppen flihrten jedoch
Ligaturen der lliakalgefalRe durch, die zu einer plétzlichen, bei bilateralem Verschluss
auch kompletten Ischamie des Organs flhrten. Dieser extreme Eingriff hat naturlich
erhebliche Funktionseinbullen seitens der Blasenmuskulatur zur Folge, was einen
erniedrigten vesikalen Druck wahrend der Miktion verstandlich macht. Azadzoi et al.,
die in ihren Arbeiten eine Blasenischamie mittels Ballon-Deendothelialisierung
beschreiben, unterscheiden anhand Blutflussmessungen zwischen schwerer und
moderater Organischamie [13]. Bei Tieren mit moderater Ischamie konnte

entsprechend unserer Ergebnisse ebenso ein erhdhter vesikaler Druck gemessen
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werden. Schwere ischamische Zustande fuhrten wiederum zu einem Druckabfall, was
mit den oben schon erwahnten Arbeiten von Yokoi et al., Saito et al. und Ishida et al.
vergleichbar erscheint, und mit vélligem Funktionsverlust des Detrusors erklart werden
kann.

Vergleichsweise wenige Arbeitsgruppen befassten sich mit der Frage nach Restharn.
Inoue et al. konnten zeigen, dass es zu keinen signifikanten Veranderungen des
Restharns kommt. Hier wurden Blasenfunktionstests in Narkose an 12 Wochen alten,
mannlichen, spontan hypertensiven Ratten durchgefiihrt [70]. Auch in der Arbeit von
Saito et al. konnte kein signifikant veranderter Restharn wahrend ihrer Tests an
mannlichen Ratten nachgewiesen werden [149]. Nomiya et al. gaben ferner an, dass
das Restharnvolumen ihrer Versuche insgesamt zu gering gewesen sei, um gemessen
werden zu kénnen, woraus man schlieen kann, dass es auch dort nicht zu einer
relevanten Restharnentstehung kam [121]. Diese Ergebnisse decken sich mit unseren
Beobachtungen, dass es allen Tieren trotz hypoperfundierter Blase durchaus mdéglich
ist, diese komplett zu entleeren. Es erscheint denkbar, dass durch ischamiebedingte
Veranderungen der Blasenmuskulatur, wie z. B. glattmuskulare Degeneration oder
fibrotische Umbauten, die Effektivitat des Detrusors wahrend der Miktion nur durch
einen erhdhten vesikalen Druck aufrechterhalten werden kann.

In einer Arbeit von Azadzoi et al. wird beschrieben, wie wahrend der Cystomanometrie
simultan der vesikale Blutfluss gemessen wurde. Festgestellt wurde ein Abfall des
Blutflusses wahrend der Fullungsphase [16], der auch von anderen
Forschungsgruppen ermittelt worden ist [121]. Durch eine erhdhte Miktionsfrequenz
und dadurch vermehrte Phasen des erniedrigten Blutflusses wird die bestehende
Blasenischamie noch zusatzlich verstarkt. Diese wiederkehren Zyklen der Ischamie mit
nachfolgender Reperfusion flihren zu oxidativem Stress und zytotoxischen Produkten,
die ihrerseits wiederum in strukturellen Defekten und neuronaler Dysfunktion
resultieren [16].

Letztendlich ist die genaue Pathogenese der Detrusorhyperaktivitat bisher nicht sicher
geklart. Jedoch werden verschiedene Ansatze diskutiert, die Hinweise auf die
Entstehung der Detrusorhyperaktivitdt geben. Eine adaquate Blutversorgung ist
essentiell, um das komplexe Zusammenspiel von Rezeptoren, Transmittern, Nerven
und Blasenmuskulatur sowie dem Urothel zu gewahrleisten. Eine durch z. B.
fortschreitende Arteriosklerose bedingte Minderperfusion des Gewebes hat
verschiedenste Regulationsvorgdnge zur Folge als Versuch, der Ischamie
entgegenzuwirken. In der Literatur gibt es einige Studien die zeigen, dass in
Uberaktiven Blasen ein Anstieg des NGF zu verzeichnen ist [10, 101, 159]. Eine

Erklarung hierfir kénnte z. B. ein Verlust von Vasa nervorum sein, der durch
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Neurodegeneration und Schadigung von Myelinscheiden aufgrund unzureichender
Sauerstoff- sowie Nahrstoffzufuhr entsteht. Der Anstieg des NGF dient somit als
Schutzmechanismus. Ein weiterer Mechanismus, bedingt durch zunehmende
Denervierung, ist eine erhdhte Anzahl der ,gap junctions® zwischen einzelnen glatten
Muskelfasern der Blasenmuskulatur. Normalerweise sind die Muskelzellen nur durch
wenige ,gap junctions® miteinander verbunden, es besteht jedoch eine sehr dichte
Innervation. In der Folge resultiert eine Zunahme der ,gap junctions® in einer
gesteigerten Exzitabilitdt des Detrusors, da der interzelluldre, elektrische und
chemische Austausch zwischen den Zellen verstarkt wird [28, 58]. Drake et al. konnten
zudem eine signifikant hdhere Rate an lokalen ,Micromotions* der Blasenmuskulatur
bei Frauen mit Harndrangsymptomatik nachweisen, die mittels Cystomanometrie nicht
detektierbar waren. Diese lokalen Kontraktionen des Detrusors flihren zu einer
Stimulation von afferenten Nervenfasern des Miktionsreflexes, was in der Folge zu
verfrihtem Harndrang fihrt [43]. Muskarinische Rezeptoren auf Zellen des M. detrusor
vesicae spielen die entscheidende Rolle in der Auslésung des Miktionsreflexes. Eine
weitere Erklarung fir die Pathogenese der Detrusorhyperaktivitat ist eine
Hypersensitivitat dieser Rezeptoren [6, 154, 160], wodurch diese ,sensibler” reagieren
und eine Detrusorhyperaktivitat resultieren kann. Der progrediente ischamische
Zustand hat auch Auswirkungen auf das Urothel als metabolisch wirksame Struktur der
Harnblase. Man geht davon aus, dass die Hypoxie zu einer vermehrten Expression von
Rezeptoren und Ausschittung von Transmittern flhrt, was wiederum Auswirkungen
auf die Exzitabilitat der Blase hat [38].

Nach unserem Wissen ist dies die erste Studie, die anhand eines in vivo Mausmodells
den kausalen Zusammenhang zwischen Hyperlipoproteindmie mit Ausbildung

systemischer Arteriosklerose und non-neuronaler Detrusorhyperaktivitat darlegt.

4.2.3 Cystomanometrie mit KCI-Lésung

Um weitere Aussagen Uber die Blase und deren Funktion zu machen, kann die
Cystomanometrie auch beim Menschen im Rahmen der Diagnostik, statt mit
Kochsalzlésung, zusatzlich auch mit weiteren Substanzen durchgefiihrt werden. Dabei
bedient man sich unter anderem verdlinnter KCI-L6sung um Urothelschadigungen
nachzuweisen [128]. Im Normalfall stellt das Urothel eine Barriere zwischen Urin und
den darin enthaltenen Substanzen sowie dem darunterliegenden Gewebe dar. Neben
der physikalischen Barriere aus Zellmembranen und Tight Junctions spielt die

Glycosaminglykan-Schicht  (GAG-Schicht) als osmotisches Hindernis eine
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entscheidende Rolle in der Barrierefunktion des Urothels [96, 133]. Diese dem
Blasenlumen zugewandte Schleimschicht besteht aus anionischen
Mucopolysacchariden, die aufgrund ihrer Hydrophilie Wassermolekiile binden. Dies
unterbindet eine ungehinderte Passage geladener und ungeladener Teilchen und die
erschwerte Anhaftung von Pathogenen an das Urothel [129, 130]. Normalerweise liegt
im Urin eine deutlich héhere Kaliumkonzentration vor als im Interstitium oder dem
Blutplasma. Besteht eine Schadigung der GAG-Schicht, wird das Urothel permeabel
und Kalium sowie andere im Urin enthaltenen Substanzen kénnen in das Suburothel
vordringen. Dort werden zum einen Nervenendigungen gereizt, was zu einer
unwillklrlichen Aktivierung des Miktionsreflexbogens fihrt. Zum anderen kann es auch
zu einer direkten Depolarisation mit nachfolgender Kontraktion glatter Muskelzellen des
Detrusors kommen. Hieraus resultiert eine Uberaktivitat des Detrusors und in gewisser
Hinsicht ein Verlust der Blasenkontrolle [8, 65, 131, 132], was sich klinisch in einer
Harndrangsymptomatik duRern kann [64]. Der KCI-Test stellt somit einen Test fir die
Funktionsfahigkeit des Urothels dar.

Parsons et al. flUhrten cystomanometrische Untersuchungen u. a. an gesunden
Probanden durch [131]. Den Versuchspersonen wurde Uber einen Blasenkatheter
zunachst Natrium-, dann Kalium-Ldsung instilliert, wodurch jedoch keine Symptome
wie Harndrang oder Schmerzen ausgeldst wurden. Mittels Protamin-Sulfat-Losung
erfolgte eine Schadigung der Blasenschleimhaut bzw. der GAG-Schicht, woraufhin die
erneute Instillation von Natrium- bzw. Kalium-Lésung durchgefiihrt wurde. Reaktionen
im Sinne einer Detrusorhyperaktivitdt wurden durch Kalium-Lésung ausgeldst, nicht
jedoch durch Natrium-Lésung. Heparin Spulung der Blase hob die Wirkung des
Protamin-Sulfats auf, die Funktion der GAG-Schicht wurde wiederhergestellt, was in
einer deutlichen Abnahme der Symptomstarke resultierte. Dieser Versuch zeigt
deutlich, dass ein geschadigtes Urothel eine erhdhte Permeabilitat fir z. B. Kalium
Moleklle aufweist, wodurch Symptome einer Detrusorhyperaktivitat ausgeldst werden
kénnen [131]. Hohlbrugger et al. postulierten, dass die Folge einer reduzierten
vesikalen Blutversorgung eine Akkumulation von interstitiellem Kalium sei, da es zu
einem verringerten ,washout® bzw. Abtransport des Kalium komme [64]. Dieser
Mechanismus fluhre demnach zu einer zusatzlichen Erhdhung der interstitiellen
Kaliumkonzentration.

Vor Versuchsbeginn ergab sich die Uberlegung, dass bei méglichen nicht signifikanten
Unterschieden der Cystomanometrie mit NaCl beider Versuchsgruppen ggf. der KCI-
Test weitere Aufschlisse Uber Veranderungen der Blase geben kann. Denkbar war ein
durch Hypoxie hervorgerufener Urothelschaden, der in der Folge Uber z. B.

Kaliumeinstrom ins Interstitium zu reaktiver Uberaktivitat der Blasenmuskulatur fiihrt.
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Direkt im Anschluss an die Cystomanometrie mit Kochsalzlésung flihrten wir diese mit
0,2 molarer KCI-Lésung bei gleichem Versuchsaufbau durch. Dabei zeigte sich weder
in der Gruppe der ApoE”-LDLR"-Doppel-Knockout-Mause noch in der Gruppe der
Kontrolltiere ein signifikanter Unterschied der Ergebnisse im Vergleich zu der
vorangehenden Messung mit reiner Kochsalzlésung. Dabei kann es natirlich sein,
dass sich eine zusatzliche, durch KCI ausgeldste Detrusorhyperaktivitat hinter der in
der Cystomanometrie mit NaCl schon nachgewiesenen Detrusorhyperaktivitat
.versteckt®. Ein wichtiger Aspekt ware hier die subjektive, vesikale Empfindung der
Tiere wahrend der Untersuchung. Es ist denkbar, dass die Mause wahrend des KCI-
Testes durchaus eine andere sensible Empfindung versplren, die jedoch nicht
zwangslaufig zu einer Veranderung des Verhaltens im K&fig oder Veranderung des
Miktionsverhaltens fihren muss. Bei Versuchen an Menschen kénnen derart feine
subjektive Unterschiede zusatzlich zu den objektiven Messdaten der Cystomanometrie
erhoben werden, was bei der Auswertung und Interpretation der Daten weitere,
wichtige Informationen birgt.

Darlber hinaus ist noch zu erwahnen, dass die Gegeniberstellung der Messdaten der
ApoE"-LDLR"-Doppel-Knockout-Mause und der Kontrolltiere, die im Verlauf des KCI-
Tests erhoben wurden, das gleiche Ergebnis hervorbrachte, wie der Vergleich der
Daten der Cystomanometrie beider Gruppen mit NaCl. Dieses Resultat bestarkt unsere
These, dass eine vesikale Ischamie zu funktionellen Blasenveranderungen fihrt. Als
einziger Unterschied konnte hier jedoch gezeigt werden, dass es in der Gruppe der
ApoE"-LDLR"-Doppel-Knockout-Mause zu einem signifikant héherem
Restharnvolumen gekommen ist. Eine passende Erklarung, warum sich die Messdaten
hier nur bezlglich dieses Parameters unterscheiden, kdnnen wir nicht geben. Vielleicht
induziert das KCl in der Blase doch Veranderungen, die anhand unserer Messmethode
nicht weiter spezifizierbar sind, die es aber den Mausen schwieriger macht, die Blase
bei der Miktion komplett zu entleeren.

Es scheint also, dass die progrediente Ischadmie unserer Versuchstiere nicht zu einer,
zumindest mittels Cystomanometrie, erfassbaren Schadigung des Urothels gefiihrt hat.
Veranderungen des Urothels bzw. der GAG-Schicht kénnen anhand unserer
Untersuchungen zwar nicht sicher ausgeschlossen werden, aber zumindest geben
diese Hinweise darauf, dass es zu keinem massiven Defekt der Blasenschleimhaut der
ApoE"-LDLR"-Doppel-Knockout-Mause gekommen sein kann. Wir gehen demnach
davon aus, dass ein geschadigtes und somit durchlassiges Urothel als Grund fir die
Detrusorhyperaktivitat der ApoE”-LDLR’-Doppel-Knockout-Mause unwahrscheinlich

ist.
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4.3 Interpretation der Ergebnisse der Nano-CT Bilder

4.3.1 Nano-CT

Um Aussagen Uber GefalRversorgung oder Morphologie der Blase zu machen, wurden
bisher verschiedenste Methoden verwendet. Der Blutfluss wurde in vivo per Laser
Doppler-Flowmetrie gemessen [15, 149] oder konnte mittels ,pencil lens charge-
coupled device“ Mikroskopiersystem zur Bestimmung der Mikrozirkulation ermittelt
werden [113, 179]. Eine Arbeitsgruppe nutzte zur Bestimmung des vesikalen
Blutflusses die Hydrogen Clearance Methode [70] und in der Arbeit von Goi et al. wird
ein Verfahren mittels Omegazone Laser Speckle Bildwandler beschrieben, um den
Blutfluss als hochaufgeléstes 2-dimensionales farbiges Bild darzustellen [54]. Auch
histologische sowie immunhistochemische Analysen wurden vorgenommen, um
Veranderungen an Gefallen oder der Blase zu detektieren [13, 16, 54, 119, 181].
Computertomographische Untersuchungen wurden indessen bisher nicht durchgefiihrt.
Die Nano-CT, als innovative Technologie, die erst in den letzten Jahren konzipiert
wurde, stellt eine Mdglichkeit der nicht-destruktiven Abbildung von Objekten mit einer
Auflésung im Submikrometerbereich dar. Der erste Nano-Computertomograph wurde
2005 von der belgischen Firma SkyScan auf den Markt gebracht. Seither wurden die
Gerate vor allem in der biomedizinischen Forschung [5, 87, 92, 162] aber auch in der
Materialwissenschaft [31] genutzt. Bislang konnten z. B. die Niere [87, 173] aber v. a.
auch GefalRe und deren Veranderungen in verschiedenen Stromgebieten erfolgreich
mittels Nano-CT dargestellt werden [77, 162]. Untersuchungen an Hohlorganen wie der
Blase wurden hingegen noch nicht verwirklicht. Unsere Studie ist demnach die erste,
die sich der Technik des Nano-CTs bedient, um Aussagen lber die Morphologie einer
hypoperfundierten Harnblase zu machen. Darlber hinaus ist unsere Studie die erste,
die zeigen konnte, dass es mdglich ist, Hohlorgane im Nano-CT zu scannen und
auswertbare Bilder zu generieren.

Um die Gefalversorgung von Organen optimal abzubilden und diese im Anschluss zu
quantifizieren, wird vor dem Scan die Applikation eines Kontrastmittels nétig. Ohne
Kontrastierung wirden Gefalle, eingebettet in umliegendes Gewebe, homogen und
schlecht abgrenzbar erscheinen. Suspensionen aus Bariumsulfat und Gelatine (z. B.
Baritop®) oder ein Kontrastmittelpolymer aus Silikon und Chromat (z. B. Microfil®)
kdnnen eingesetzt werden. Dabei konnte gezeigt werden, dass Microfil®, im Gegensatz
zu bariumsulfathaltigen Mitteln, weit mehr und v. a. kleine GefalRe mit einem
Durchmesser von < 20 uym perfundieren und dadurch kontrastverstarkt abbilden kann

[91, 107]. D. h. mit Hilfe des intravasal aushartenden Kontrastmittelpolymers aus
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Silicon und Chromat zusatzlich kombiniert mit adaquaten Computertomographen,
kénnen insgesamt sehr detaillierte Aussagen zur Gefallversorgung gemacht werden.
Dieses Verfahren wurde bisher an verschiedensten Organen angewandt. Als erste
Arbeitsgruppe machten wir uns diese jungste Technologie zunutze und scannten
Harnblasen der ApoE”-LDLR”-Doppel-Knockout-Mause und entsprechender
Kontrolltiere, um die Gefalkversorgung darzustellen, sowie Analysen bezlglich der
Blasenwand durchzufuihren.

Die Praparation und das Scannen von Hohlorganen bedurfen im Vergleich zu anderen
Organen auch anderer Vorbereitung. Um eine bestmdgliche Darstellung der
Hohlorgane zu erreichen ist eine Fullung von Vorteil, um ein Zusammenfallen oder
Aneinanderlegen der Innenwande zu verhindern. Wir entschieden uns zunachst fir die
Flllung der Blase mit Gelatine. Erst nach den ersten Scans zeigte sich, dass die
Gelatine auf den Bildern aufgrund sehr ahnlicher Dichtewerte nicht eindeutig von der
Blasenwand abzugrenzen war. Deshalb wurden die verbliebenen Blasen mit Vaseline
geflllt, was sich als gut umsetzbare Methode herausstellte und auf den Nano-CT

Bildern zu klar auswertbaren Ergebnissen flihrte.

4.3.2 Ganze Blasen

Bei der Auswertung der Parameter der ganzen Harnblasen der ApoE"-LDLR"-Doppel-
Knockout-Mause wurden nur die mit Vaseline geflillten Organe eingeschlossen. Hier
zeigte sich im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren eine signifikante Abnahme des
Blasenwandvolumens ohne GefaRe. Die statistische Auswertung der anderen
erhobenen Parameter wie Gefallvolumen, Blasenwandvolumen mit Gefallen, Relation
von Gefallvolumen zu Blasenwandvolumen (,vascular volume fraction® (VVF)) sowie
Gesamtvolumen der Harnblasen konnte keine signifikanten Unterschiede beider
Gruppen nachweisen. Die Interpretation dieses Ergebnisses stellt sich als schwierig
dar, weil nur ein Parameter signifikante Veranderungen zeigt.

Da sich erst nach Fillung der ersten Harnblasen mittels Gelatine herausstellte, dass
diese wegen sehr ahnlicher Dichtewerte schlecht von der Harnblasenwand abgegrenzt
werden konnte, gingen in die Auswertung nur 5 mit Vaseline geflillte Blasen der ApoE™
-LDLR"-Doppel-Knockout-Mause ein, was die statistische ,Power* hier deutlich
mindert. Jedoch alle 14 Blasen der Kontrolltiere konnten mit Vaseline gefillt werden
und wurden den 5 Blasen der Knockout-Mause gegenlbergestellt. Dieses
Missverhaltnis der Gruppengrofle koénnte ein mdglicher Erklarungsansatz fir das
unerwartete Ergebnis sein. Durch die Kathetereinlage am Blasendom sowie die Ligatur

am Blasenboden entstehen zudem Artefakte, die die Auswertung der Messergebnisse
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zusatzlich erschweren. Dariber hinaus ist zu erwahnen, dass die ermittelte
BlasengrofRe nicht mehr der Originalgrofle entspricht, da die Tabaksbeutelnaht zur
Fixierung des Katheters nicht immer exakt an der gleichen Stelle gesetzt werden
konnte und dadurch auch unterschiedlich viel Blasenwand destruiert wurde. Aufgrund
dieser zahlreichen Limitationen und der verbesserten Auflésung bei kleinerer
Objektgrofle  wurden die Gesamtblasen im Anschluss an die erste
computertomographische Untersuchung in Segmente zerteilt. Diese wurden daraufhin
einzeln im Nano-CT gescannt.

Die Untersuchungen der Gesamtblase liefern bildgebend jedoch einen guten Uberblick
Uber die GefaRversorgung der Blasen der ApoE”-LDLR”-Doppel-Knockout-Mause
sowie der gesunden Kontrolltiere. Eine Gefaldrarefizierung lasst sich anhand der Bilder

durchaus erahnen, wenn auch nicht eindeutig statistisch verifizieren.

4.3.3 Segmente

Die Analyse der Harnblasensegmente ergab eindeutige Ergebnisse und zeigte
signifikante Unterschiede zwischen ApoE"-LDLR"-Doppel-Knockout-Mausen und den
entsprecheneden Kontrolltieren. Im Gegensatz zur oben beschriebenen Auswertung
der Gesamtblasen fiel die GruppengréfRe der ApoE™-LDLR™-Doppel-Knockout-Mause
deutlich héher aus, da die Blasensegmente der zuvor mit Gelatine geflllten Blasen in
die Auswertung eingeschlossen werden konnten, da hier die Art der Flllung keine
Rolle mehr spielt. Nicht mit berlcksichtigt wurden jedoch die Segmente des
Blasendaches und des Blasenbodens, da an dieser Stelle durch Ligatur und
Kathetereinlage das Gewebe destruiert wurde. Infolgedessen ware das Ergebnis der
Auswertung unglnstig beeinflusst worden. Ein weiterer Vorteil der Analyse der
Blasensegmente ist die deutlich kleinere Objektgrofie, die ein Bild mit hoherer
Auflésung moéglich macht. Auf diese Weise kann eine noch prazisere Darstellung der
Gefalversorgung erzielt werden, welche die Ergebnisse der Auswertung noch genauer
bzw. reliabler macht.

Nach statistischer Begutachtung der Messdaten zeigte sich bei den ApoE”-LDLR”-
Doppel-Knockout-Mausen eine signifikante Reduktion aller erhobenen Parameter, was
GefalBvolumen, Segmentvolumen (ohne Gefalie), Gesamtsegmentvolumen, Relation
von Gefaltvolumen zu Blasenwandvolumen (,vascular volume fraction‘ (VVF)) als auch
Blasenwanddicke einschlief3t. Dieses Ergebnis legt dar, dass sich eine progrediente
Arteriosklerose nicht nur auf die Funktionalitdt sondern auch auf die Morphologie der
Harnblase auswirkt. Es kommt folglich zu einer Verdinnung der Blasenwanddicke mit

gleichzeitig relativer Abnahme des Gefallvolumens. Eine Reduktion des
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Blasenwandvolumens kénnte prinzipiell nur durch eine Reduktion des Gefallvolumens,
bedingt durch arteriosklerotische Lasionen, erklart werden. Hier zeigt sich aber zudem
eine Verminderung des Blasenwandvolumens ohne Gefalle, d.h. es besteht eine
Volumenreduktion Uber die Gefalvolumenreduktion hinaus. Diese atrophen Effekte
konnen dabei nicht dem fortgeschrittenen Alter der Tiere [30, 98, 105, 174]
zugeschrieben werden, da unsere Kontrolltiere diesbezuglich den Knockout-Mausen
entsprachen.

Andere Arbeitsgruppen beschaftigten sich ebenso mit der Frage nach sowohl
strukturellen als auch vaskularen Veranderungen von Organen, die einer Hypoxie, z. B.
ausgelost durch Arteriosklerose, ausgesetzt wurden [23, 48, 87, 126, 138].
Langheinrich et al. konnten beispielsweise mittels Micro-CT am Tiermodell fur
systemische Arteriosklerose ein reduziertes Hodenvolumen sowie eine Abnahme der
vascular volume fraction bei 80 Wochen alten ApoE’-LDLR”-Doppel-Knockout-
Mausen im Vergleich zu gesunden, gleichaltrigen Kontrolltieren zeigen [90]. Auch die
computertomographische Untersuchung der Nieren von 80 Wochen alten ApoE™-
LDLR"-Doppel-Knockout-Mausen ergab eine deutlich reduzierte vascular volume
fraction [87]. Diese Studien konnten unter Einsatz von histologischen Verfahren zudem
ausgepragte arteriosklerotische Plaques als auch eine perivaskulare Inflammation
zeigen. Da uns ebenso die ApoE”-LDLR’-Doppel-Knockout-Maus als Versuchstier
diente und wir mittels Nano-CT eine Reduktion der vascular volume fraction ermitteln
konnten, gehen wir davon aus, dass auch in der Blasenwand ahnliche Veranderungen
zu finden sind, die flr das signifikant verminderte GefalRvolumen verantwortlich
gemacht werden koénnen. Nomiya et al. zeigten anhand histologischer
Untersuchungen, dass es bei Ratten nach Ballon-Deendothelialisierung der
lliakalarterien neben der dort entstehenden lokalen Gefalveranderungen auch in
distalen Blasenarteriolen zu Wandverdickung mit Lumeneinengung kommt [121]. Eine
Blutflussverminderung wurde in mehreren Arbeiten an verschiedenen Tiermodellen im
Vergleich zu gesunden Kontrolltieren beschrieben, was auf vaskulare Veranderungen
der Organe schlielRen lasst [14, 70]. So beschreiben z. B. Azadzoi et al. 16 Wochen
nach Ballon-Deendothelialisierung der lliakalarterien mannlicher Kaninchen eine
Abnahme des iliakalen arteriellen Blutflusses sowie eine Abnahme des vesikalen
Blutflusses, welcher mittels Laser-Doppler-Flowmeter am Dom der Blase gemessen
wurde.  Arteriographische  Untersuchungen dieser Tiere konnten diffuse
arteriosklerotische Lumen-Einengungen der Aa. iliacae communes, Aa. iliacae internae
sowie der Aa. pudendae zeigen. Diese Stenosen mit Intimaverdickung, konzentrischen
Schaumzellen und diffusen fibrotischen Veranderungen der lliakatarterien wurden
histologisch bestatigt [14, 15].
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Neben dem reduzierten Gefaltvolumen konnten wir ebenfalls eine Verminderung des
Harnblasenwandvolumens detektieren. Unklar ist dabei jedoch, ob diese
Volumenreduktion Veranderungen der Basenmuskulatur, des Urothels oder des
Bindegewebes zuzuschreiben ist. Diese Strukturen kénnen aufgrund sehr ahnlicher
Dichtewerte im Nano-CT nicht differenziert werden. Zweifellos kommt es aber zu
Veranderungen der Blasenwand, die deutliche Auswirkungen auf die Blasenfunktion
haben, wie wir anhand cystomanometrischer Untersuchungen zeigen konnten. Eine
Erklarung fir den Volumenverlust der Harnblasenwand koénnte eine, aufgrund der
Hypoxie entstandene, glattmuskulare Degeneration des Detrusors sein. Diese
Degeneration der Blasenmuskulatur wurde sowohl durch Saito et al. [149] als auch
durch Ishida et al. [75] anhand histologischer Bilder beschrieben. Beiden Studien
gemeinsam ist jedoch die vollstandige Ligatur der lliakalarterien, die zu einer
plétzlichen Minderperfusion der Harnblase flhrt. Histologische Untersuchungen zeigten
ein ausgepragtes Odem der Submukosa und der Muskelschicht. Zudem konnte das
Blasengewicht erhéht gemessen werden, was auch von Yokoi et al. [180] beschrieben
wurde. Obwohl das Blasenwandvolumen bzw. die Blasenwanddicke im Rahmen dieser
Studien nicht gemessen wurden, legen der Nachweis des Odems und das erhéhte
Blasengewicht den Schluss nahe, dass es hier zu einer Verdickung der Blasenwand
kommt. Klarer Unterschied zu unserer Studie ist die operative Methode der Hypoxie-
Induktion. Yoshida et al., die Untersuchungen an WHHLMI Kaninchen durchfihrten,
konnten gleichermallen eine Reduktion der glatten Blasenmuskulatur sowie eine
Reduktion der Urotheldicke feststellen. Dabei zeigte sich eine Zunahme
bindegewebiger Strukturen [181]. Entsprechend unserer Versuche wurde hier mit
einem genveranderten Tiermodell gearbeitet ohne initiale Operation zur
Blasenhypoxie-Induktion. Die Tatsache einer langsam entstehenden Minderperfusion,
kann ein mdgliches Argument fir eine Reduktion der Blasenwanddicke bzw. des
Blasenwandvolumens sein. Die Gewebeveranderungen unterscheiden sich deutlich
zwischen akutem und chronischem Geschehen. Akute Prozesse resultieren anfangs in
einem reaktiven Odem, was auch zum Anstieg des Blasengewichtes und einer
Verdickung der Blasenwand fiihrt. In der Folge kommt es jedoch auch zu
degenerativen Prozessen, die ebenso wie chronische Vorgange, deutliche funktionelle
Veranderungen zur Folge haben [149, 180]. Azadzoi et al., die zahlreiche Versuche zu
funktionellen als auch strukturellen Auswirkungen einer minderperfundierten Harnblase
durchflhrten [10-16], bedienten sich mannlicher Kaninchen, denen durch Ballon-
Deendothelialisierung der lliakalgefalie die vesikale Blutzufuhr verringert wurde.
Dieses Tiermodell spiegelt im Gegensatz zu unseren Versuchen nicht die Auswirkung

einer langsam entstehenden systemischen Arteriosklerose wider. Hier kommt es aber
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auch nicht zu einem plétzlichen Abbruch der arteriellen Blutversorgung wie in Arbeiten
von Yokoi et al. [180], Saito et al. [149] oder Ishida et al. [75] beschrieben. Vielmehr
entsteht die Gefalistenose sukzessiv Uber den Zeitraum mehrerer Wochen. Daraus
resultiert eine diffuse Fibrose, Abnahme von glatten Muskelzellen des Detrusors,
strukturelle Verdnderungen des Urothels als auch eine Verdickung der Lamina propria.
Diese morphologischen Veranderungen Kkorrelierten mit dem Schweregrad der
Blasenischamie [14]. Anhand immunhistochemischer Farbungen mit Markern fir
Schwann-Zellen und myelinisierte Nervenfasern konnte in ischamischen Blasen eine
signifikante Abnahme von Nervenfasern detektiert werden. Die verbliebenen
Nervenfasern erschienen hypertroph. Insgesamt sprechen diese Ergebnisse flir eine
diffuse Neurodegeneration des Blasengewebes verursacht durch eine Minderperfusion
der Harnblase [11, 16].

Unsere Untersuchungen ergaben nicht nur eine Abnahme des Blasenwandvolumens,
sondern auch eine Abnahme der Blasenwanddicke. Als Methode zur Bestimmung der
Blasenwanddicke beim Menschen wurden bisher meist Ultraschalluntersuchungen
durchgefiihrt [21, 123]. Vorteil der sonographischen Untersuchung ist die einfache,
schnelle, billige und nicht-invasive Versuchsdurchfiihrung. Nachteil hierbei ist jedoch
die Untersucherabhangigkeit [79] sowie die Schwierigkeit der korrekten Messung aller
Blasenabschnitte und der Einfluss der Art der Ultraschalldurchflihrung [82]. Zhao et al.
stellten kirzlich ein alternatives Verfahren mittels Magnetresonanztomographie vor,
das im Gegensatz zu Ultraschalluntersuchungen, untersucherunabhangig die
Darstellung der Blasenwanddicke und Wandbeschaffenheit erméglicht. Ahnlich
unseren Nano-CT Bildern ist es dabei mdglich, die Blase als dreidimensionales Objekt
abzubilden [187]. Unterschied zu unserer Studie ist hier die Untersuchung humaner
Blasen in vivo. Genaue Aussagen Uber die Vaskularisation wurden hier nicht gemacht.
Bei Patienten mit Detrusorhyperaktivitdt wird die Blasenwanddicke typischerweise
verdickt gemessen [83, 94, 150]. Diese Detrusorhypertrophie entsteht im Grunde durch
die verstarkte Muskelarbeit im Sinne eines Muskeltrainings. Der genaue
Pathomechanismus der Detrusorhyperaktivitat ist bisher nicht bekannt, aber man geht
von einem multifaktoriellen Geschehen aus. Unsere Ergebnisse weisen jedoch eine
Abnahme der Blasenwanddicke bei gleichzeitig bestehender Detrusorhyperaktivitat
auf. In der vorliegenden Arbeit wurde der Fokus aber lediglich auf die progrediente
Blasenhypoxie als pathogenetischen Faktor gelegt, was ein Erklarungsansatz fir die
Diskrepanz unserer Ergebnisse sein kann. Obwohl wir eine Detrusorhypertrophie der
ApoE"-LDLR"-Doppel-Knockout-Mause nicht ausschlieBen koénnen, gehen wir

dennoch von einem Verlust glatter Muskulatur aus, da sowohl das Harnblasenvolumen
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als auch die Harnblasenwanddicke im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren reduziert

gemessen wurde.

Unsere Studie belegt demnach den Zusammenhang zwischen systemischer
Arteriosklerose und einer reduzierten Vaskularisation der Harnblasenwand, welche
einer Verringerung der Anzahl an GefalRen der Blasenwand zuzuschreiben ist.
Insgesamt gibt es viele Forschungsergebnisse, die unsere These stutzen, in dieser
Form konnte diese Relation aber bisher noch nicht dargestellt werden. Um Aufschluss
zu geben Uber genaue Gefal3- sowie Harnblasenwandveranderungen ist in der Folge
eine weitere Aufarbeitung der Harnblasenproben nétig. Histologische und
immunhistochemische Untersuchungen konnen dann den Nachweis
arteriosklerotischer Plaques und strukturellen Veranderungen der Harnblasenwand

sowie des Urothels detailgenau erbringen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Bis heute ist die genaue Pathogenese des Krankheitsbildes der Gberaktiven Blase
nicht ganzlich geklart. Ein Zusammenhang zwischen systemischer Arteriosklerose
und Uberaktiver Blase bzw. Detrusorhyperaktivitat liegt nahe, da die Pravalenz
beider Erkrankungen im Alter signifikant zunimmt. Zudem wird Arteriosklerose auch
fur FunktionseinbuRen vieler anderer Organe verantwortlich gemacht. Als erste
Arbeitsgruppe konnten wir diesen Zusammenhang anhand eines neuen Tiermodells
belegen.

Die ApoE™-LDLR"-Doppel-Knockout-Maus bildet arteriosklerotische L&sionen aus,
ahnlich derer beim Menschen, jedoch ohne Manifestation in zerebralen Gefallen.
Wir untersuchten Veradnderungen der Blasenfunktion als auch morphologische
Unterschiede, mit Fokus auf die Vaskularisation der Harnblasenwand. Dazu dienten
uns 60 Wochen alte, weibliche ApoE’-LDLR”-Doppel-Knockout-Mause sowie
gleichaltrige, weibliche C57BI6/N Mause. Cystomanometrische Untersuchungen
wurden nach operativer Kathetereinlage in den Dom der Blase am wachen, frei
beweglichen Tier durchgefiihrt. Im Anschluss wurde das Gefalibett der Tiere mit
einem intravasal aushartenden Kontrastmittel gefillt. Nach Praparation und
Entnahme der Blase erfolgte deren Untersuchung im Nano-CT.

Wir konnten feststellen, dass Harnblasen der ApoE”-LDLR-Doppel-Knockout-
Mause im Vergleich zu nativen Kontrolltieren eindeutige Zeichen einer
Detrusorhyperaktivitat aufweisen. Dies prasentierte sich in einer signifikanten
Reduktion des Miktionsintervalls, des Peak-Peak-Intervalls, des Miktionsvolumens
und der funktionalen Blasenkapazitat. Der maximale Blasendruck konnte indessen
erhoht gemessen werden. Scan und Datenanalyse der computertomographischen
Bilder belegen, dass Untersuchungen von Hohlorganen im Nano-CT realisierbar
sind. Die Ergebnisse der ApoE’-LDLR’-Doppel-Knockout-Mause zeigen eine
signifikante Abnahme des GefalRvolumens, der vascular volume fraction als auch
des Wandvolumens und der Blasenwanddicke, was auf degenerative Prozesse als
Folge der arteriosklerotischen Zustande hinweist.

Mittels unseres neu etablierten in-vivo Mausmodells konnte so erstmals der
Zusammenhang zwischen systemischer Arteriosklerose und non-neurogener
Detrusorhyperaktivitdt gezeigt werden. Grund dafir scheint u. a. die reduzierte
Vaskularisation der Blasenwand zu sein. Um jedoch noch prazisere Aussagen Uber
die Gefal- und Gewebeveranderungen machen zu kénnen, muissten weitere

histologische sowie immunhistochemische Untersuchungen folgen.
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6 SUMMARY

Until now, the specific pathogenesis of the overactive bladder is not clearly understood.
A correlation between systemic arteriosclerosis and overactive bladder seems to be
likely, since the prevalence of both diseases increase significantly with age. Besides,
arteriosclerosis has been implicated in the loss of functionality of many other organs.
The main object of the present study was to investigate this potential correlation by
means of a new animal model: the apoE"-LDLR"-double-knockout-mouse.

These mice develop arterial lesions similar to those in humans without affecting
cerebral vessels. We examined changes of bladder function as well as morphological
alterations focusing on the vascularisation of the bladder wall in 60 weeks old, female
apoE"-LDLR"-double-knockout-mice and female C57BI6/N-mice of the same age.
After placing a intravesical catheter operatively, cystomanometric tests were carried out
on conscious, freely moving animals. Then, the vascular bed of all animals was filled
with a intravesical curing contrast medium and after preparation, the urinary bladder
was scanned in a nano-CT.

Bladders of apoE”-LDLR™"-double-knockout-mice showed obvious characteristics of
detrusor overactivity in comparison to native controls. Specifically, we found a
reduction of the micturition interval, the peak-peak interval, the micturition volume and
the functional bladder capacity. However, maximum bladder pressure was increased.
Furthermore, this investigation ist the first to show that the examination of hollow
organs is possible with nano-CT technology. The results suggest a significant reduction
of the total vascular volume, the vascular volume fraction, the bladder wall volume and
the bladder wall thickness of the apoE”-LDLR”-double-knockout-mice compared to
control animals. These changes indicate degenerative processes as a result of
systemic arteriosclerosis.

The present study introduces a new in-vivo mouse model for non-neurogenic detrusor
overactivity due to systemic arteriosclerosis. It seems that one mechanism by which
systemic arteriosclerosis leads to overactive bladder might be a significant reduction of
vascularisation of the bladder wall. In order to investigate these vessel and tissue
alteration in more detail, histological and immunhistochemical analyses are

neccessary.
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Tabelle 1:

Tabelle 2:

Tabelle 3:

Tabelle 4:

Tabelle 5:

Tabelle 6:

Tabelle 7:

Darstellung der Image Pixel Size der mit Vaseline geflllten

Gesamtharnblasen

Cystomanometrie mit NaCl-Losung: Urodynamische Messwerte von
ApoE"-LDLR"-Doppel-Knockout- und C57BI6/N-Mausen

Cystomanometrie mit NaCl-Lésung und KCI-Lésung:
Gegeniiberstellung der urodynamischen Messwerte der ApoE™-
LDLR"-Doppel-Knockout-Mause.

Cystomanometrie mit NaCl-Lésung und KCI-Lésung:
Gegenuberstellung der urodynamischen Messwerte der C57BI6/N-

Méause.

Cystomanometrie mit KCI-Lésung: Urodynamische Messwerte von
ApoE"-LDLR"-Doppel-Knockout- und C57BI6/N-Mausen.

Nano-CT-Bilder der mit Vaseline geflllten Gesamtblasen: Messwerte
von ApoE"-LDLR"-Doppel-Knockout- und C57BI6/N-Mausen.

Nano-CT-Bilder der Harnblasensegmente: Messwerte von ApoE"-
LDLR"-Doppel-Knockout- und C57BI6/N-Mausen.
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Abbildung 1:

Abbildung 2:

Abbildung 3:

Abbildung 4:

Abbildung 5:

Vorbereiteter Polyethylen-Katheter mit Cuff, der ebenso wie die
Tabaksbeutelnaht eine Dislokation aus der Blase verhindern soll.

Das Lumen des Katheters bleibt dabei unverandert.

Darstellung der Cystostomie mit Kathetereinlage: Nach Eréffnung
des Abdomens wird die Harnblase freigelegt (A) und die
Tabaksbeutelnaht vorgelegt. Die Inzision der Blase erfolgt am
Blasendom (B) mit nachfolgender Kathetereinlage und Fixierung
durch die Tabaksbeutelnaht (C). Der Katheter wird anschlieend
subkutan getunnelt, am Nacken ausgeleitet und dort fixiert (D).
Pfeil 1 = freigelegte Blase; Pfeil 2 = am Blasendom fixierter
Katheter; Pfeil 3 = am Nacken ausgeleiteter und durch Pflaster

sowie Ligatur fixierter Katheter.

Versuchsaufbau der Cystomanometrie: A = Ubersicht; Mit Hilfe
eines Perfusors (1) wird die Blase langsam kontinuierlich mit 1,5
ml/h Uber einen Polyethylenkatheter gefillt. Uber einen
Druckabnehmer (3) wird der intravesikale Druck gemessen. Der
Urin wird in einem Becher (4) unter dem Kafig (2) aufgefangen
und mit Hilfe eines Kraftumwandlers (5) gemessen. B = Maus im
Untersuchungskafig mit am Nacken ausgeleitetem und fixiertem
Katheter. C = Darstellung des Urinauffangbehéalters und des

Kraftumwandlers unter dem Kafig.

Ausschnitt einer Cystomanometrie zur Darstellung der
erhobenen Parameter. Pnax = maximaler Blasendruck, PP =
Peak-Peak-Intervall, MV

Miktionsintervall.

Miktionsvolumen, Mi =

Praparation und Perfusion: Eréffnung des Abdomens sowie des
Thorax’ und Lésen des Herzens (A) mit anschlieRender Inzision
des rechten Atriums als auch des linken Ventrikels. Nach

Befestigung der Kanule erfolgt die Perfusion mit heparinisierter
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Abbildung 6:

Abbildung 7:

Abbildung 8:

Abbildung 9:

Abbildung 10:

Abbildung 11:

Abbildung 12:

Abbildung 13:

Kochsalzlésung (B). Direkt im Anschluss erfolgt die Pefusion mit
Kontrastmittel (C). Nach dem Ausharten des Kontrastmittels
Praparation der Blase (D), die nach Ligatur der Urethra
entnommen und Uber den liegenden Katheter mit Gelatine bzw.

Vaseline gefullt wird (E).

Darstellung des Segmentierungsschemas der Harnblasen

Nano-Computertomograph der Firma SkyScan®, Kontich, Belgien

an der Justus-Liebig-Universitat Gielen.

Schematische Darstellung der Funktionseinheiten des Nano-
Computertomographen [1]; wichtigste Elemente: rot =
Roéntgenrdhre, griin = Probenschlitten, blau = Bilddetektor, rosa =

Vakuumpumpensystem, gelb = Pneumatisches Subsystem

Darstellung von Cystomanometriekurven, die rote, obere Kurve
zeigt den intravesikalen Druck, die blaue, untere Kurve zeigt das
Volumen des aufgefangenen Urins. A = Kurve einer C57BI6/N
Kontrollmaus, B = Kurve einer ApoE”-LDLR"-Doppel-Knockout-

Maus.

Cystomanometrie mit NaCl-Losung: Box-Plot-Darstellung der
statistischen Auswertung der urodynamischen Messwerte von
ApoE"-LDLR"-Doppel-Knockout- und C57BI6/N-Mausen.

Box-Plot-Darstellung der statistischen Auswertung der Nano-CT-

Bilder der mit Vaseline geflllten Gesamtblasen.

Darstellung mittels ANALYZE®: Blase eines Kontrolltieres (A =
nativ, B = Segmentierung) und Blase eines ApoE’-LDLR"-
Doppel-Knockout-Tieres (C = nativ, B = Segmentierung) im

Querschnitt.

Darstellung mittels ANALYZE®: Blase eines Kontrolltieres (A =
Gefalle und Blasenlumen (Vaseline), B = Gefalle) und einer
ApoE”-LDLR"-Doppel-Knockout-Maus (C = GefalRe und
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Abbildung 14:

Abbildung 15:

Abbildung 16:

Blasenlumen (Vaseline), D = Gefalle) im Vergleich. Die
kontrastmittelgefillten Gefalte stellen sich rot dar, das mit

Vaseline gefiillite Blasenlumen weil3.

Box-Plot-Darstellung der statistischen Auswertung der Nano-CT-

Bilder der Blasensegmente.

Darstellung mittels ANALYZE®: Segment einer Kontrollmaus, A =
MIP  (Maximumintensitatsprojektion), B = Blasenwand und
Gefale, C = Gefalde.

Darstellung mittels ANALYZE®: Segment einer ApoE"-LDLR™-
Doppel-Knockout-Maus, A = MIP (Maximumintensitatsprojektion),

B = Blasenwand+Gefale, C = Gefalle.
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