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1. Einleitung

Jedes Jahr werden in Deutschland ca. 49.000 Kinder mit einer grofen
Fehlbildung geboren. Mehr als 14% davon sind kongenitale interne urogenitale
Anomalien, wie zum Beispiel Blasenekstrophien [1]. Der Ekstrophie-Epispadie-
Komplex entsteht durch eine embryonale Schadigung der Kloakalmembran.
Daraus resultiert ein fehlender Verschluss der vorderen Harnblasen- und
Bauchwand, sowie eine rinnenformig offen liegende Harnrohre [2-5]. Die
Therapie dieser Anomalie ist in der Kinderchirurgie eine herausfordernde
Aufgabe. Es sind mehrere operative MalRnahmen bekannt, die jedoch alle
zahlreiche Komplikationen aufweisen. Viele Therapieoptionen beinhalten eine
Pouch-Bildung bzw. eine Blasenvergrof3erung aus Darmanteilen. Die damit
einhergehenden Komplikationen, wie metabolische Azidose, Schadigungen der
oberen Harnwege und erhohtes Kolonkarzinomrisiko, beeintrachtigen die
Lebensqualitat der Patienten erheblich [6, 7]. Durch die Weiterentwicklung der
Medizin im Zeitalter des Tissue Engineerings, wird folglich nach geeigneten
Materialien gesucht, die als Blasenersatz oder zur Blasenvergrof3erung dienen,
ohne den Darm fur Harnableitungsverfahren nutzen zu mussen.
Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit einem biokompatiblen Kollagen-Netz
Lyoplant®, das im Rahmen eines Kleintiermodells in die Harnblase von Ratten
implantiert wird, um die Funktionstichtigkeit als Blasenersatz bzw.
Blasenaugmentat zu testen. Bislang wurde das Kollagen-Netz nur in der
Neurochirurgie verwendet, doch gibt es bereits Experimente zur Erprobung der
Tauglichkeit  von Lyoplant® in der Therapie von kongenitalen
Bauchwanddefekten [8-10].



2. Einfuhrung
2.1 Anatomie der Harnblase

Die Harnblase (lat. Vesica urinaria) ist ein glattmuskulares Hohlorgan im
Bereich des kleinen Beckens. Sie ist ein extraperitoneales Organ, das heift,
dass sie aulRerhalb der Beckenhohle liegt, welche eine kaudale Fortsetzung der
Bauchhohle darstellt. Sie ist direkt hinter der Symphyse lokalisiert und grenzt
beim Mann an das Rektum, bei der Frau an den Uterus. Dadurch werden die
sogenannten Excavationes rectovesicalis bzw. vesicouterina gebildet. Ersteres
stellt den tiefsten Punkt der Bauchhohle beim Mann dar [11].
Die Harnblase gliedert sich in den Harnblasenkorper mit einem Scheitel, dem
Apex, und einem Grund, dem Fundus. Der Apex ist Uber das Ligamentum
umbilicale medianum, dem obliterierten Urachus, mit dem Nabel verbunden
[11]. In den subperitoneal gelegenen Blasenfundus muinden die beiden
Ureteren von hinten ein. Die beiden Ostia ureterum und das vorn-unten

lokalisierte Ostium urethrae internum bilden das Trigonum vesicae [12].

Der histologische Aufbau der Harnblasenwand besteht aus drei Schichten. Von
innen nach aullen sind das Tunica mucosa mit dem Urothel und der Lamina
propria. Die mittlere Schicht ist die Tunica muscularis mit dem dreilagigen
Geflecht glatter Muskelzellen, die den Musculus detrusor vesicae bilden und
nach auf3en hin grenzt die Tunica serosa die Harnblase ab [11, 12].

Die Harnblase hat verschiedene Funktionen. Zum einen dient sie als Reservoir
des Harns. Sie kann bis zu 500ml Harn speichern. Der Verschluss, sowie die
Fullung der Harnblase, werden Uber den Sympathikus reguliert [13]. Da kein
anatomischer Sphinkter am Blasenausgang existiert, wird der Verschluss und
folglich die Kontinenz der Harnblase Uber die innere, unwillkirlich gesteuerte
Ringmuskelschicht der Urethra, sowie Uber den auReren, willkurlich gesteuerten
Musculus sphincter urethrae externus gewahrleistet [11].

Desweiteren ist die Entleerung des Speichers unter willkurlicher Kontrolle eine
Funktion der Harnblase. Zu diesem Zweck kontrahiert der Musculus detrusor
vesicae. Diese Aktivitat wird parasympathisch vermittelt [13].



2.2 Blasenekstrophie
2.2.1 Embryologie

Die Embryologie von Harn- und Genitalorganen korreliert stark mit-
einander. Das Urogenitalsystem entsteht aus einer Leiste des Keimblatts
Mesoderm [14]. Die Anlagen der Ureteren minden beidseits in die
Kloakenmembran [3, 14]. Diese wird durch das Septum urorectale in eine
ventrale Membrana sinus urogenitalis, spatere Harnblase, Urethra, Introitus
vaginae und akzessorische Geschlechtsdrusen, und eine dorsale Membrana
analis, spateres Rektum, aufgeteilt (s. Abb. 1a). In der Regel wird diese
Aufteilung durch die Proliferation von mesodermalen Zellen des Septum
urorectale verstarkt [3, 14, 15].
Bei Kindern mit Blasenekstrophien fuhrt  eine mesodermale
Entwicklungsstorung dazu, dass ab der 3. Schwangerschaftswoche keine
mesodermalen Zellen mehr in die Kloakenmembran einwandern. Als Folge
daraus unterbleibt das Verschmelzen der Genitalhocker (s. Abb. 1b) und es
bildet sich eine zunehmende Instabilitat, die zur Ruptur der kranialen
Kloakenmembran fuhrt [3-5]. Die bisherige Kloakenmembran bildet den
infraumbilikal ventralen Anteil der Bauchwand. Dieser bildet spater die
muskulare Bauchwand und durch die Storung der kompletten Ringbildung, den
vorderen Teil des Beckenrings. Die Ausbildung einer ventralen
Harnblasenwand unterbleibt, sodass die Blasenplatte offenliegt (s. Abb.1c) [2-
5]. Ein Sonderfall der Blasenekstrophie, die kloakale Blasenekstrophie, tritt auf
wenn die Kloakenmembran rupturiert bevor der Sinus urogenitalis durch das
urorektale Septum vom spateren Enddarm getrennt werden konnte (s. Abb. 2)
[2-4].
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2.2.2 Klinisches Erscheinungsbild

Die klassische Blasenekstrophie ist mittels Blickdiagnose erkennbar. Die
Betroffenen werden mit einem offenem Unterbauch und einer evaginierten
Blasenplatte geboren. Eine infraumbilicale Rektusdiastase mit gespaltenen
Musculi recti, eine fehlende anteriore Harnblasenwand, eine fehlende vordere
Bauchwand, eine Epispadie (s.u.), Genitalmissbildungen und eine
Symphysendehiszenz stellen das Krankheitsbild dar [3-5, 18, 19].
Die  Patienten leiden an  Harninkontinenz  und  rezidivierenden
Harnwegsinfektionen.  Aufgrund der weit auseinander stehenden
Schambeinaste, mit Folge von Fehlistellungen der Huftpfanne und des Femurs,
zeigen die Patienten Stérungen des Gangbildes, wie den watschelnden
Entengang [2].

Abb.3: Neugeborenes mit Blasenekstrophie
(Schwarzer Pfeil zeigt auf die offen liegende Harnblase)

2.2.3 Inzidenz und assoziierte Fehlbildungen
Blasenekstrophien treten mit einer Haufigkeit von 1:40.000-50.000

Neugeburten auf. Jungen sind doppelt so haufig betroffen wie Madchen [3-5].
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Die genaue Pathogenese der Erkrankung ist noch nicht ausreichend geklart. Es
wird angenommen, dass eine multifaktorielle Genese mit genetischer
Pradisposition und Umweltfaktoren die Fehlbildung auslésen [4, 20].

Mittels fetaler transabdomineller Sonografie und postnatalen Untersuchungen
wie  Sonografie  von Nierenlager und  oberen Harnwegen,
Ausscheidungsurogramm, sowie seitengetrennter Nierenclearance kann der
Schweregrad der Erkrankung und die Assoziation zu anderen urologischen
Fehlbildungen untersucht werden [3, 5, 18]. Der Ekstrophie-Epispadie-Komplex
(EEK) wird nach dem Schweregrad in die isolierte Epispadie, die klassische
Blasenekstrophie und die kloakale Blasenekstrophie eingeteilt [4, 19].

Epispadie ist eine Fehlbildung der Harnrohre und des Penis. Dabei ist die
vordere Bauchwand komplett geschlossen. Durch Spaltbildung der Urethra und
Malposition hinter beide Schwellkorper liegt die Harnrohre komplett oder
teilweise rinnenférmig offen auf der Dorsalseite des Penis [21].

Je distaler der Meatus urethrae, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass
die Kontinenz des Harntraktes erhalten bleibt [3, 5]. Der Penis ist in der Regel
kurz, breit und nach dorsal gekrummt. Bei Madchen ist die Klitoris gespalten.
Haufig ist der Symphysenspalt dehiszent [18, 21].

Die Inzidenz der isolierten Epispadie ist bei mannlichen Patienten bei
1:100.000, bei weiblichen Patienten bei 1:400.000 [3-5, 21]. Die kloakale
Ekstrophie ist die schwerste Form des Ekstrophie-Epispadie-Komplexes [19].
Dabei kommt es durch sehr fruhzeitige Spaltbildung der Kloakenmembran (s.o.)
zu einer Spaltung der Harnblase in zwei Hemiblasen mit medialem
Darmabschnitt, sodass Darm und Harntrakt nicht von einander getrennt sind (s.
Abb. 2). Die Inzidenz dieser Form des EEKs betragt 1:400.000 [3-5]. Patienten
mit einer Form des EEK weisen haufig noch andere Fehlbildungen auf, wie zum
Beispiel Hernia inguinalis, Retentio testis, Kryptorchismus (40% der Falle)
gelegentlich Omphalozelen, Analatresie, rektale Stenosen, sowie die o.g.
Genitalmissbildungen und Spaltbecken [22, 23]. Teilweise betreffen
Fehlbildungen die Ureteren, mit Folge eines Reflux von Urin in die Nieren,

sodass diese ebenfalls Schaden nehmen kénnen [3-5, 18].



Patienten mit kloakaler Ekstrophie weisen mehr assoziierte Fehlbildungen auf
als Patienten mit isolierter Epispadie oder klassischer Blasenekstrophie.
(s. Tabelle 1).

Tabelle 1: Assoziierte Fehlbildungen bei Patienten mit kloakaler Ekstrophie [4]

Betroffenes Organsystem Haufigkeit bei Patienten mit kloakaler
Ekstrophie
Untere Extremitaten 23%
Wirbelfehlbildungen 20%
Herz 9%
GIT 7%
Andere 22%

Da Patienten mit einer Form des EEKs haufig Latexallergien haben, muss bei
Operationen (s.u.) beachtet werden, dass sie in einer latexfreien Umgebung
durchgefuhrt werden [18].

2.2.4 Therapie

Die Therapie von Blasenekstrophien ist vielfaltig. Auch wenn sie
mittlerweile funktionelle und kosmetische Anspruche erfullen kann, geht sie mit
einigen Komplikationen einher und ist folglich unbefriedigend [19, 24, 25]. Die
Ziele der Therapie sind Schonung des oberen Harntraktes, vor allem der
Nieren, Harnkontinenz und eine normale Sexualitat bzw. bei Frauen eine
normale Schwangerschaft [4].
Momentaner Goldstandard ist der frihzeitige Harnblasenverschluss mit initialer
oder spaterer Blasenhalsrekonstruktion. Dabei wird die Harnblase durch
Adaptation der bestehenden Blasenplatte verschlossen und die vordere
Bauchwand wird ebenfalls rekonstruiert. Danach erfolgt die Reduktion der
Symphysendehiszenz, ggf. mit einer ileosakralen Osteotomie. Diese Schritte
konnen entweder in einer einzeitigen oder in einer mehrzeitigen Operation

erfolgen [4, 5, 18, 19]. Der Zeitpunkt der ersten Operation ist noch Standpunkt
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gegenwartiger Diskussionen, da die Meinungen von 72h postnatal bis zu
spateren Monaten tendieren [4, 26].

Bei weiblichen Patienten konnen genitale Defekte schon wahrend der ersten
Operation behoben werden. Bei mannlichen Patienten wird die Epispadie erst
spater, zum Beispiel im Alter von 6-12 Monaten operiert. Um die Durchblutung
des Penis und damit einhergehend das Wachstum der Penishaut zu
verbessern, werden die Patienten vor der operativen Korrektur der Epispadie
lokal mit Testosteron behandelt [18]. Um die Kontinenz der Betroffenen zu
verbessern bzw. zu erlangen, wird entweder wahrend der initialen Operation,
oder bis zu Jahre spater in einer zweiten OP eine Blasenhalsrekonstruktion
durchgefuhrt [4]. Diese Art der Therapie fuhrt haufig zu einer nicht
zufriedenstellenden Kontinenz bzw. die Patienten werden hyperkontinent [5].
Wenn die Patienten bis zum Alter von 5-9 Jahren nicht kontinent werden, oder
der Versuch der fruhzeitigen HarnblasenschlieRung nicht gelungen ist, folgen
Malnahmen wie Revision von Blasenhalsrekonstruktion, Blasenaugmentation
oder Neoblasenimplantation [19].

Blasenaugmentationen mit Sigma, lleum, Sigma-lleum-Kombinationen oder
Magenanteilen sind vor allem fur Patienten mit einer geringen Blasenkapazitat
indiziert [27]. Verschiedene xenogene Materialien, wie zum Beispiel small
intestinal submucosa (SIS), wurden getestet, zeigten jedoch ungenugende
Ergebnisse, sodass von der Benutzung von SIS als Blasenaugmentat
abgeraten wird [28]. Ebenso wurde Pelvicol®, ein azellulares Kollagen-Netz aus
Schweinehaut, als Blasenaugmentat getestet und durch die Ausbildung von
akuten Entzundungsreaktionen, Mikrokalzifikationen und Abszessbildung als
ungeeignet befunden [29].

Neoblasen kdnnen aus unterschiedlichen Materialien, wie zum Beispiel Colon,
lleum oder Magenanteilen gebildet werden. Bei der Implantation von Neoblasen
und auch haufig bei Blasenaugmentationen werden kontinente Harnableitungen
Uber ein katheterisierbares Nabelstoma (Mitrofanoff-Stoma) erforderlich [4, 30].
Das Stoma kann mittels Appendix, lleum oder Colonanteilen konstruiert
werden. In allen drei Fallen wird ein katheterisierbarer Tunnel zum Bauchnabel

geleitet, sodass die Patienten sich mindestens einmal pro Tag selbst
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katheterisieren mussen. Bei dieser Methode leiden Patienten haufig an
Obstruktionen oder abdomniellen bzw. pelvinen Abszessen, vor allem wenn
Colonanteile zur Harnableitung benutzt werden [25]. AulRerdem kdnnen Stoma-
Probleme, wie Stenosen, Prolaps, Ischamien oder Inkontinenz vorkommen [31].
Bei diesem Versuch des kontinenten Blasenverschlusses sind oftmals viele
Operationen notig und es kann haufig keine komplette Kontinenz erreicht
werden.

In manchen Zentren umgeht man den oben genannten Versuch der
Blasenaufbauplastik, indem direkt eine primare Harnableitung gebildet wird.
Dazu gibt es verschiedene Moglichkeiten [3-5]. Zum einen kdnnen uretero-
sigmoidale Pouches konstruiert werde. Dieser sogenannte Mainz-Pouch Il leitet
den Urin in den Enddarm ab, folglich wird ein Urin-Stuhl-Gemisch
ausgeschieden. Diese Methode geht mit Komplikationen, wie Infekten,
metabolischer Azidose und dem erhohten Risiko eines Kolonkarzinoms einher.
Bei Kindern kann dieser Pouch in bis zu 90% der Falle zu progressiven
Schadigungen der oberen Harnwege fuhren [6, 7].

Es kann auch ein sogenannter Mainz-Pouch | gestaltet werden. Dabei handelt
es sich um einen lleozOkalpouch mit kontinentem Nabelstoma. Diese
Therapiemethode kann zur Bildung von Blasensteinen fuhren [6]. Eine weitere
Moglichkeit ist ein Conduit aus Kolon oder lleum. Bei dieser Form der
Harnableitung besteht keine Kontinenz. Die Patienten erhalten eine
Ureterokutaneostomie, sodass sie den Urin in einen Beutel am rechten
Unterbauch ausscheiden [4]. Diese Therapiemethode fuhrt haufig zu
Komplikationen wie Harnleiterstrikturen, Stomastenosen und durch
vesikoureteralen Reflux zu Schadigungen der oberen Harnwege [6].

Um Neugeborenen mit EEK eine bestmoglichste Therapie gewahrleisten zu
konnen, sollten Betroffene in spezialisierten Zentren geboren werden, bzw.
postnatal direkt in ein Zentrum, welches Erfahrung mit EEK-Patienten hat,
verlegt werden [4, 18, 25, 32-34].



2.3 Aktuelle Studienergebnisse von Lyoplant®

Das biokompatible Kollagennetz Lyoplant® ist bisher Gegenstand von nur
wenigen experimentellen Untersuchungen.
In einer Studie von Wunsch et al. [35] wurde Lyoplant® zusammen mit
verschiedenen anderen Biomaterialien in vitro mit Urothelzellen besiedelt.
AnschlieBend wurden die Konstrukte elektronenmikroskopisch  und
tensiometrisch bewertet. Lyoplant® wies unter dem EM eine flache
Oberflachenstruktur, ahnlich wie physiologisches Urothel, auf, aber
untereinander entstanden nur wenige Zellkontakte. In den tensiometrischen
Messungen fiel die ReilRfestigkeit von Lyoplant® verglichen mit anderen
Biomaterialien, ebenfalls schwacher aus. Folglich geht Winsch et al. davon
aus, dass es in in-vitro-Untersuchungen noch kein ideales Biomaterial fur
urogenitale Rekonstruktionen gibt. Der tensiometrisch ermittelte Wert von
Lyoplant® grenzte jedoch stark an den Wert fir die unbehandelte
Harnblasenwand [35].
Meyer et al. testete Lyoplant® in verschiedenen Studien zur Therapie von
kongenitalen Bauchwanddefekten als erfolgsversprechendes Material [8-10].
Dazu wurde jeweils im Kleintiermodell ein abdomineller Vollwanddefekt erzeugt
und mit den verschiedenen Materialien Polytetraflourethylen (PTFE, GORE-
Tex®, Dual-Mesh, W.L. Gore and Associates USA), Polypropylen (PPP, Vicryl-
Mesh®, Ethicon, Deutschland) und Lyoplant® gedeckt.
Die Tiere wurden taglich fur sechs Wochen auf postoperative Komplikationen
und Korpergewicht Uberpruft. Anschlie®end wurde die Bauchwand erneut
eroffnet und der Grad der Adhasionen zum umliegenden Gewebe bestimmt. Es
wurde Gewebe fur histologische, tensiometrische und immunhistologische
Untersuchungen enthommen [8-10]. In den durchgefuhrten Studien wiesen die
Tiere eine physiologische Wachstums- und Gewichtskurve auf. Keines der
Tiere aus der Lyoplant®-Gruppe entwickelte postoperative Komplikationen.
Es zeigte sich, dass alle implantieten Materialien einer hoheren
tensiometrischen Kraft widerstehen konnten als in der Kontrollgruppe mit
unbehandelter Bauchdecke. Die Implantate der Tiere aus der PTFE- und PPP-

Gruppe waren durch Fibrosereaktionen reilfester als die Lyoplant®-|mplante,

10



welche eine ahnliche Reil¥festigkeit wie die unbehandelte Bauchdecke
aufwiesen [10].

Des Weiteren entwickelten die Tiere aus der Lyoplant®-Gruppe weniger
Adhasionen zum umliegenden Gewebe. In den histologischen und
immunhistologischen  Untersuchungen  zeigten sich nur schwache
Entzindungsreaktionen, gemessen an der Zahl der eingewanderten
Fibroblasten und CD4,CD8a sowie CDG68-getriggerten Zellen, verglichen mit
den PTFE- und PPP-Gruppen. Interessanterweise erzeugte das Lyoplant®—
Implantat einen Remodelling-Prozess, der durch aktive Neovaskularisation
induziert wurde. Somit scheint Lyoplant® in den durchgefuhrten Studien eine
wesentlich schwachere Entzindungs- und Immunreaktion vom Korper zu
erzeugen und unterstitzt somit die Transplantatakzeptanz [8-10].

Meyer et al. unterstitzt die Hypothese, dass Lyoplant® durch eine
Uberwiegende immunologische TH2-Antwort die Anwesenheit von anti-
inflammatorischen Zytokinen unterstutzt und dadurch Abwehrreaktionen vom
Korper gegen das Lyoplant®-lmplantat unterdruckt [8, 10].

Die o.g. Studienergebnisse wurden in einem Groftiermodell mit Schweinen
nochmals bestatigt. Durch Laparoskopien im Abstand von 3,6,9 und 12
Monaten wurde nachgewiesen, dass sich trotz kontinuierlicher Remodelling-
Prozesse die Implantatdicke von Lyoplant® nicht veranderte, da es funktionell
durch korpereigenes Gewebe ersetzt wurde [10].

3. Fragestellung

Biomaterialien haben sich in vielen Bereichen der Medizin zur Defektdeckung
von Organen etabliert. Das in dieser Arbeit untersuchte Material Lyoplant®,
findet bislang in der Neurochirurgie Einsatz und wurde in mehreren
experimentellen Studien zu kongenitalen Bauchwanddefekten als geeignet
getestet [36]. Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, ob das Kollagen-Netz

Lyoplant® auch als Blasenaugmentat geeignet ist.
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Damit das Biomaterial als Harnblasengerust verwendet werden kann, muss es
einigen Anforderungen gerecht werden, die innerhalb dieser Studie untersucht

werden (s. Tabelle 2).

Tabelle 2: Anforderung an Biomaterialen als Harnblasenaugmentat [9, 37, 38]

Anforderung Begriindung

Biokompatibilitat Um keine Fremdkorperreaktion des

Korpers zu erzeugen

Sodass der Korper nicht auf Dauer
Resorbierbarkeit _
einem Fremdmaterial ausgesetzt bleibt

Um die Konsistenz auch bei erhohtem
Mechanische Stabilitat _
Blasendruck zu gewahrleisten

Unterstitzung von regenerativen | Um moglichst belastbar und reparabel

Prozessen und Zelldifferenzierung Zu sein

) . . Um maoglichen Komplikationen
Antikanzerogen und antiallergisch
vorzubeugen

In dieser Studie wird im Rahmen eines Kleintiermodells untersucht, (1) wie die
Tiere sich bezogen auf das Korpergewicht entwickeln, ob (2) das Implantat
Adhasionen zu umliegenden Organen bildet, ob (3) das Implantat nach sechs
Wochen noch makroskopisch sichtbar ist, sowie (4) die histologische und
immunhistologische Beurteilung des Kollagen-Netzes mit Bezug zum
umliegenden Gewebe. Hierbei wird vor allem (5) die Entstehung von
Neovaskularisation und (6) die Entwicklung eines Remodelling-Prozesses

bewertet.
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4. Material und Methoden
4.1 Lyoplant® (B.Braun, Deutschland)
4.1.1 Aussehen und Materialeigenschaften

Das verwendete Implantat Lyoplant® ist ein bovines Kollagenmaterial
der Firma B. Braun Melsungen AG.
Es wird aus Rinderperikard hergestellt [36]. Virologische Untersuchungen
haben ergeben, dass das Material nicht mit Viren oder Prionen infiziert ist.
Folglich ist eine Ubertragung von Erkrankungen, wie zum Beispiel die bovine
spongiforme Enzephalopathie, auf die Versuchstiere ausgeschlossen [9, 10].
Des Weiteren wird bei der Herstellung von Lyoplant® darauf geachtet, dass alle
nicht-kollagenen Substanzen, wie zum Beispiel Fette, Enzyme und Proteine
entfernt werden, sodass es ein avsakulares und azellulares Material ist [8, 9,
36]. Durch den Vorgang der Lyophilisierung wird die mikroporose Struktur des
Kollagen-Materials beibehalten. Die lose Faserstruktur "ermoglicht somit eine
schnelle Infiltration der korpereigenen Zellen” [36]. Zusatzlich kann das zu
implantierende Material "rehydriert werden, um es glatter und geschmeidiger zu
machen” [36].
Das biokompatible Material wird nach Implantation in das Zielobjekt durch
langsamen enzymatischen Abbau und Wiederauffullung mit Kollagen in
korpereigenes Bindegewebe umgesetzt. Dieser Vorgang wird Remodelling
genannt und beginnt mit einer Neovaskularisation des vorher avaskularen
Materials [8, 36]. Das Kollagenmaterial weist eine exzellente Biokompatibilitat
auf. Derzeit wird Lyoplant® in der Neurochirurgie als Duraersatz zur Behebung

von Duradefekten eingesetzt [36].
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Abb. 4: Lyoplant®

aus: [36] AG, B.B.M. Lyoplant. 2015; Available from:
https://www.bbraun.de/content/dam/catalog/bbraun/bbraunProductCatalog/CW
_DE/de-de/b0/lyoplant.jpeg.bb-.23889569/lyoplant.jpeg

4.1.2 Immunologische Eigenschaften von Lyoplant®

Durch die Implantation von xenogenem Material wie Lyoplant® wird die
Immunabwehr der Versuchstiere aktiviert.
Dazu werden u.a. T-Lymphozyten gebildet, die auf ihrer Oberflache
verschiedene Proteine mit unterschiedlichen Funktionen, wie zum Beispiel CD4
und CD8 haben. Die CD8-T-Lymphozyten eliminieren erregerinfizierte
korpereigene Zellen und werden als zytotoxische Zellen bezeichnet. CD4-T-
Lymphozyten werden auch T-Helferzellen genannt, weil sie durch die
Produktion von Zytokinen andere Immunzellen aktivieren [39, 40].
Typ-1-T-Helferzellen stimulieren die zellulare Immunantwort, indem sie Zytokine
wie Interferon-y, Interleukin-2 und Tumornekrosefaktor-a ausschutten, die die
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Aktivierung und Differenzierung von Makrophagen auslosen. Diese
phagozytieren Fremdmaterial und I0sen eine Entzindungsreaktion aus [40, 41].
B-Lymphozyten werden durch Typ1-T-Helferzellen aktiviert und stimulieren die
Antikoérper-Produktion. Uber die Ausschittung von Zytokinen wird der Typ2-T-
Helferzellen-Pathway gehemmit.

Die TH-2-Lymphozyten reprasentieren die humorale Immunantwort. Sie 16sen
die Ausschuttung der Zytokine IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL13 aus. Dadurch wird
die Interaktion mit B-Lymphozyten gefordert, die Antikorper produzieren und
ausschutten [40]. Vor allem IL-4 und IL-13 bewirken den Antikorperwechsel von
IgG und IgM zu IgE, sowie eine Hemmung des TH1-Pathways, sodass keine
Makrophagen mehr aktiviert werden. Diese Aktionen werden durch die anderen
oben genannten Interleukine des TH2-Pathyways verstarkt [40]. Somit wirkt der
Typ2-T-Helferzellen-Pathway antiinflammatorisch.

Die Implantation von Lyoplant® erzeugt eine immunologische Reaktion des
TH2-Pathways, sodass eine Entzindungsreaktion supprimiert wird. Dadurch
wird eine Transplantatakzeptanz des xenogenen Materials gefordert [8].

4.2 Das Kleintiermodell
4.2.1 Allgemeiner Ablauf der Studie
Nach Genehmigung des Tierschutzantrags (s. Anhang) fur 16 junge
Wistar-WU-Ratten (Harlann-Winkelmann, Borchen, Deutschland), wurden die
Versuchstiere narkotisiert und das zu untersuchende Kollagen-Netz Lyoplant®
in die Harnblase der Tiere implantiert.
Um einen moglichen Einfluss durch die Anasthesie oder durch die Erdffnung
der Bauchwand auszuschlie3en, wurde parallel in einer Kontrollgruppe (n=1)
eine sham-Operation durchgefuhrt. In dieser wurde das Tier lediglich in
Narkose versetzt und die Bauchwand inklusive Faszie eroffnet. Post-OP
wurden die Versuchstiere fur einen Zeitraum von sechs Wochen taglich
gewogen und auf Hernienbildung, Zeichen einer Infektion und

Wundheilungsstérungen kontrolliert.
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Am Ende der sechsten Woche wurden die Tiere erneut narkotisiert und die
Bauchwand eroffnet. Die Harnblase der Tiere wurde makroskopisch beurteilt
und anschlieBend explantiert. Um die richtige Verdinnung der
unterschiedlichen Antikdrper auszutesten, ohne die Harnblase zu verwerten,
wurde in der gleichen Operation die Milz von funf Versuchstieren als
Referenzgewebe entnommen.

Alle Versuchstiere wurden in Narkose mit einer intrakardialen Injektion von T61
getotet. Es folgten histologische und immunhistologische Untersuchungen der
Harnblasen, um den Remodelingprozess des Kollagenmesh in das umliegende

Gewebe genauer zu beurteilen.

4.2.2 Die Versuchstiere
Im Rahmen eines Kleintiermodells wurde der Tierschutzantrag fur 16
junge Ratten des Inzuchtstamms Wistar-WU-Ratten (Harlann-Winkelmann,
Borchen, Deutschland) genehmigt. Zum Zeitpunkt der Implantation wogen die
Ratten 75-100 g. In dem gesamten Zeitraum der experimentellen Studie
wurden die Tiere leitliniengerecht in klimatisierten Scanbur-Schranken unter
keimarmen Bedingungen gehalten, mit dauerhaftem Zugang zu Wasser.

4.2.3 Das Verfahren der operativen Implantation

Die Tiere wurden im mikrochirurgischen OP im ZOM (Zentrum der
Operativen Medizin) im Universitatsklinikum Wduarzburg unter sterilen
Bedingungen operiert. Nach Einleitung einer Inhalationsanasthesie mit Isofluran
(Florene  (1-Chloro-2,2,2-trifluoroethyldifluoromethylether),  Abbot GmbH,
Deutschland), wurde die Bauchwand der Tiere rasiert, desinfiziert und steril
abgedeckt, um das Risiko der Wundinfektion zu vermindern. Es folgte die
mediane Unterbauchlaparatomie mit Mobilisation der Bauchdecken, des Darms
und Freilegung der Harnblase.
Nach Resektion eines 0,8x0,8cm grol3en Quadrats aus der Harnblasenwand,
wurde der entstandene Defekt durch ein ebenfalls 0,8x0,8cm grolRes
Kollagenmesh Lyoplant® komplettiert.
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Das Netz wurde mittels sechs nicht-resorbierbarer Prolene-Einzelknopfnahte
(8/0) in die Harnblasenwand eingenaht. Um eine sichere Abdichtung der
Harnblase zu erhalten wurde der Defekt zusatzlich mit Fibrinogen (TachoSil®,
Fa. Nycomed, Osterreich) beschichtet.

Die Bauchwandfaszien wurden mit nicht-resorbierbaren Polypropylen-Faden
(4/0) genaht, der Hautverschluss in fortlaufender Technik mit nicht-
resorbierbaren Polypropylen-Faden (7/0).

4.2.4 Postoperative Nachkontrollen und Datenerhebung

Zur postoperativen Analgesie erhielten die Versuchstiere Tramal®
(Wirkstoff Tramadol). Die Tiere wurden nach der Operation fur 2h unter einer
Warmelampe nachbeobachtet.
In den anschlielenden sechs Wochen wurden die Wunden der Tiere taglich
visitiert und auf postoperative Komplikationen kontrolliert. Dabei wurde vor
allem auf die Bildung von  Narbenhernien, Infektionen  und
Wundheilungsstorungen geachtet. Das Korpergewicht der Tiere wurde ermittelt
und in ein Gewichtsprotokoll, das spezifisch fur jedes Tier angelegt wurde,
aufgezeichnet. Dadurch hatten mogliche Schwankungen, die mit Erkrankungen
wie zum Beispiel einem lleus zusammenhangen konnen, moglichst zeitnah

festgestellt werden kdnnen.

4.2.5 Das Verfahren der operativen Explantation

Zur operativen Explantation erhielten die Tiere erneut eine Isofluran-
Inhalationsnarkose und eine Unterbauchlaparotomie. Die Harnblase mit
implantiertem Material wurde makroskopisch betrachtet und der Grad der
Adhasionen zu den umliegenden Organen bestimmt (s. Tabelle 3).
Es folgte die Explantation der Harnblase und sofortige Fixierung in
Formaldehyd. Aus den oben genannten Grinden wurde die Milz als
Referenzgewebe von funf Versuchstieren entnommen und ebenfalls in
Formaldehyd eingelegt. Die Versuchstiere wurden unter Aufrechterhaltung der
Narkose mittels einer intrakardialen Injektion von T61 getotet.
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Tabelle 3: Einteilung der Adhasionsgrade

Gradnummer Beschreibung des Adhasionsgrades

Adhéasion Grad 0 | keine Adhasion

Adhasion Grad 1 | mit dem Finger |6sbare Adhasion

Adhasion Grad 2 | schwer mit dem Finger I6sbare Adhasion

Adhasion Grad 3 | nur mit dem Skalpell I6sbare Adhasion

4.3 Histologische Untersuchung

Nach der Entnahme von Milz und Harnblase, inklusive Implantat, wurden
die Organe in 10% Formalinlosung fixiert und in Paraffin eingebettet. Nach
einer Inkubationszeit von mindestens 24 Stunden wurden die Paraffinblocke
mittels eines Mikrotoms in 2um dicke Scheiben geschnitten und auf einen
Objekttrager aufgezogen. Nach erneuter Inkubationszeit von mindestens 24
Stunden wurden die Paraffinschnitte mit Hamatoxylin-Eosin, nach Masson-

Goldner-Trichom und immunhistochemisch gefarbt.

4.3.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung
Die HE-Farbung ist eine Standardfarbung im Labor. Sie farbt die
azidophilen Zellanteile, wie zum Beispiel die Zellkerne blau und die basophilen
Anteile, wie zum Beispiel Zytoplasma, Erythrozyten und Kollagen rot [42].
Zunachst mussen die Paraffinschnitte entparaffiniert werden. Dazu werden die
Objekttrager (OT) fur jeweils zehn Minuten nacheinander in zwei verschiedene

Xylol-Lésungen gelegt. Danach werden sie in eine absteigende Alkoholreihe fur
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jeweils 3 Minuten gehalten und anschlieBend in destilliertem Wasser
geschwenkt bis sich keine Schlieren mehr bilden.

Zur Farbung der basischen Zellanteile werden die OT fur 15 Minuten in die
wassrige Hamalaun Lésung nach Mayer gehalten. Nach anschliefendem
Spulen fur 10 Minuten mit Leitungswasser und destilliertem Wasser, werden die
OT in die saure Eosin-Losung 1% gestellt. Mittels einer aufsteigenden
Alkoholreihe und Xylol-Lésung werden die Schnitte entwassert und mit Entellan
eingedeckt.

4.3.2 Masson-Goldner-Trichrom-Farbung

Die  Masson-Trichrom-Goldner-Farbung ist eine histologische
Ubersichtsfarbung, durch die bestimmte Zell- und Gewebebestandteile farblich
voneinander getrennt werden. Die Zellkerne erscheinen blau-schwarz.
Zytoplasma, sowie Muskelfasern werden ziegelrot gefarbt. Kollagen, Mucus
und basophile Granula nehmen eine grune Farbe an und Erythrozyten eine
orangegelbe Farbe [42, 43].
Als erstes werden die OT mit den Paraffinschnitten entparaffiniert, indem sie far
jeweils 20 Minuten in zwei verschiedene Xylol-Losungen gehalten werden und
dann fur jeweils 3 Minuten in eine absteigende Alkoholreihe gelegt werden.
Danach werden die OT mit destilliertem Wasser gespult. Nacheinander werden
jeweils 6 Tropfen der LOsung ,,Weigerts Eisenhamatoylin A” und der Losung
,,Weigerts Eisenhamatoxylin B” aufgetragen und dann fur 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die OT werden abgetropft, dann werden 10 Tropfen
Pikrinsaure-Alkohol Losung auf jeden OT gegeben.
Nach 4 minutiger Wartezeit und anschlieBendem Spulen mit destilliertem
Wasser, wird die erste Goldner-Losung aufgetragen. Dabei handelt es sich um
Ponceausaure Fuchsin nach Masson. Davon werden jeweils 10 Tropfen auf
jeden OT gegeben und erneut 4 Minuten gewartet, sodass die Farbe gut in das
Gewebe einziehen kann. Nach kurzem Spulen mit destilliertem Wasser wird die
zweite Goldner-Farbung aufgetragen, diesmal 10 Tropfen
Molybdatophosphorsaure. Diese muss fur 10 Minuten einwirken.
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Die OT werden abgetropft und mit 10 Tropfen der dritten und letzten Goldner-
Farbe benetzt. Das ist die Losung ,,hellgrin” nach Goldner, die fur 5 Minuten
einwirkt. Danach werden die OT mit destilliertem Wasser gespult und in eine
aufsteigende Alkoholreihe fur jeweils 3 Minuten gehalten. Nach jeweils 20
minutigem Entwassern mit zwei verschiedenen Xylol-Losungen, folgt das

Eindecken mit Entellan.

4.3.3 Immunhistochemie-Farbung

Mittels der Immunhistochemie-Farbung werden spezifische Antigene in
den Gewebeschnitten nachgewiesen. Antigene sind hochspezifische Molekule,
die durch die Bindung von Antikdrpern Immunreaktionen im Korper auslosen
[44]. In diesem Versuch wird die indirekte Zwei-Schritt-Methode angewendet,
bei der ein Primarantikdrper an ein Epitop von dem Antigen bindet und ein
Enzym-konjugierter Sekundarantikorper an den Primarantikorper bindet. Als
Enzym wird in diesem Fall Peroxidase verwendet. Mithilfe des Enzyms kann die
immunologische Reaktion sichtbar gemacht werden.
Zunachst mussen die Gewebsschnitte auf den OT entparaffiniert werden. Dazu
werden sie fur 20 Minuten in eine Kuvette mit Xylol gelegt und danach kurz in
einer zweiten Kuvette mit Xylol geschwenkt. Zur Rehydrierung werden die OT in
eine absteigende Alkoholreihe mit zweimal je 100% Ethanol, 97% Ethanol und
anschlie3end destilliertem Wasser fur jeweils ca. 3-4 Minuten gegeben.
Um die endogene Peroxidaseaktivitat zu blockieren, werden die OT fur 10
Minuten in ein Gemisch aus 3%iger Wasserstoffperoxid und PBS-LOsung
gegeben. Dadurch wird das Risiko von falsch-positiven Reaktionen verringert.
Anschlielliend werden die OT dreimal fur je 5 Minuten mit Tris NaCl gespuilt.
Der  Tris-Puffer mit einem pH-Wert von 7,6 besteht aus
Trishydroxymethylaminomethan, gelost in destiliertem Wasser und
Hydrochlorid. Er dient der endgultigen Ablosung von Bestandteilen wie Paraffin
oder Wasserstoffperoxid von den OT.
Durch die Fixierung mit Formalin, direkt nach der Organentnahme wurden die
Schnitte maskiert. Dadurch konnen die Antigene nicht mehr von den

spezifischen Antikorpern erkannt und gebunden werden. Die Demaskierung
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erfolgt in diesem Versuch mit einem Dampfschnellkochtopf und Citratpuffer.
Letzteres bindet storende Calzium-lonen in den Gewebeschnitten. Der Vorgang
der Demaskierung im Dampfschnellkochtopf dauert ca. 30 Minuten. Danach
werden die Schnitte fur 5 Minuten mit einem Tris-NaCl-Puffer gespult. Um
unspezifische Bindungen zu blockieren, werden die OT fur 25 Minuten mit
30%igem Goat-Serum benetzt.
Es werden pro Gewebsschnitt ca. 200ul der verdunnten Primarantikorper-
Losung auf die Schnitte gegeben (s. Tabelle 2). Zur Verdunnung wird eine
DAKO Antikorper Losung benutzt. Je hoher die Verdunnung, desto weniger
unspezifische Hintergrundfarbung wird erzeugt.
In diesem Versuch wurden folgende Primarantikorper eingesetzt:

= CD4 FA Genetex (Maus-anti-Ratte CD4 Antiserum)

= (CD8a FA Exbio (Maus-anti-Ratte CD8a Antiserum)

= CD68 FA Genetex (Maus-anti-Ratte CD68 Antiserum)

= Kollagen | FA Cedarlane (Kaninchen-anti-Ratte Kollagen 1)

= Kollagen Ill FA Cedarlane (Kaninchen-anti-Ratte Kollagen III)

= Kollagen IV FA Cedarlane (Kaninchen-anti-Ratte Kollagen 1V)

Zum Einwirken der Primarantikorper inkubieren die Schnitte Uber Nacht in einer
Feuchtkammer bei 4°C. Die Feuchtigkeit dient als Schutz, damit die Schnitte
nicht austrocknen.

Am nachsten Tag werden die OT dreimal fur je 5 Minuten mit Tris-NaCl-Puffer
gewaschen. Danach wird pro Schnitt 200yl der verdinnten
Sekundarantikorperlosung auf die OT gegeben. Diesmal werden die Antikorper
mit dem Tris-NaCl-Puffer verdinnt.

Als Sekundarantikorper werden zum einen Peroxidase-conjugated Rabbit anti-
Mouse 1gG fur die Primarantikorper CD4, CD8a und CD68 genommen, und
zum anderen Polyclonal Goat Anti-Rabbit IgG fur die Primarantikdrper Kollagen
[, I, IV. Die OT inkubieren bei Raumtemperatur fur 60 Minuten in einer
trockenen, abgedunkelten Kammer. Die Schnitte werden erneut dreimal fur je 5
Minuten mit Tris-NaCl-Puffer gewaschen und mit je 2 Tropfen DAB-LOsung
benetzt. Diaminobenzidin ist ein farbloses Chromogen, das durch das Enzym
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Peroxidase in einen Farbkomplex umgewandelt wird und folglich der
Visualisierung der Antigen-Antikorper-Reaktion dient. In diesem Fall wird die
Reaktion braun dargestellt.

Nach erneutem Waschen mit Tris-NaCl-Puffer far & Minuten und
anschlieBendem Spulen mit destilliertem Wasser, erfolgt die Kernfarbung mit
Hamalaun-Losung nach Mayer fur 1 Minute. Danach werden die OT fur 10
Minuten unter flieRendes Leitungswasser gestellt.

Nach dem Spulen mit destilliertem Wasser werden die Schnitte zum
Entwassern in eine aufsteigende Alkoholreihe gegeben, bestehend aus je
zweimal 96% und 100% Alkohol. In der jeweils zweiten Klvette bleiben die
Schnitte fur ca. 2 Minuten stehen. Dann werden sie in einer Kuvette mit Xylol
geschwenkt und in einer zweiten Kuvette mit Xylol fur ca. 10 Minuten stehen
gelassen. Es folgt das Eindecken mit Entellan und die mikroskopische

Beurteilung der immunhistochemischen Reaktion.

Tabelle 4: Ubersicht iber die in dieser Studie verwendeten Primarantikdrper

Maus-anti-Ratte Seriennummer Firma Verdiinnung
CDh4 GTX76103-250 | Genetex 1:100
EXB-11-678- : :
CD8a C100 Exbio 1:200
CD68 Genetex Genetex 1:300
Kaninchen-anti-Ratte Seriennummer Firma Verdiinnung
Kollagen | CED-CL50141AP-1 | Cedarlane 1:500
Kollagen Il CED-CL50341AP-1 | Cedarlane 1:500
Kollagen IV CED-CL50441AP-1 | Cedarlane 1:500
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5. Ergebnisse
5.1 Makroskopische Auswertung
5.1.1 Wachstum der Tiere

Die Tiere entwickelten wahrend der sechs Wochen postoperativer
Nachbeobachtung eine physiologische Korpergewichtskurve ohne
Auffalligkeiten (s. Abb.5).
Das Operationsgewicht zu Beginn der Studie schwankte zwischen 147 — 176 g
und im Durchschnitt wogen die Tiere am Tag der Implantation ca. 162 g. Am
Tag der Explantation wogen die Tiere 379 — 530 g und durchschnittlich ca. 450
g. Die Diskrepanz der Korpergewichte von den gleichaltrigen Ratten entsteht
durch individuelles Fress- und Trinkverhalten und liegt im Rahmen des

normalen Schwankungsbereichs.

Ein Versuchstier (Tier Il 2) wurde am zweiten Tag post-OP auf Grund einer
Nahtinsuffizienz mit Entwicklung einer Vier-Quadranten-Peritonitis von der
Studie ausgeschlossen. Bei den anderen 15 Versuchstieren zeigten sich
wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums keine Auffalligkeiten oder
Komplikationen, wie zum Beispiel Infektionszeichen, Narbenhernien oder

Wundheilungsstorungen.
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Abb. 5: Gewichtsverlauf der Versuchstiere in dieser Studie

5.1.2 Implantatzustand bei Explantation
Bei der makroskopischen Betrachtung der operierten Harnblasen zum
Zeitpunkt der Explantation, erschienen die Narben aller 15 Versuchstiere reizlos
und ohne Zeichen einer Entzindung (s. Abb. 7).
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Abb. 7: Reizlose Operationsnarbe (schwarze Pfeile zeigen auf das Nahtmaterial
von der Implantation, blauer Pfeil zeigt auf eine koagulierte Stelle zur Blut-
stillung)
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Es waren keine makroskopischen Auffalligkeiten an Harnblasen und

umliegenden Organen sichtbar, wie zum Beispiel Narbenhernien (s. Abb. 8).

Hernierung

NP PP PPN XE DO
NN IR RSN SNSRI RN

8 ’ 8 ¢ N
&\6 ‘\\QJ &\Q’ &\Q’\ &\Q’ ({\Q’ ‘{\Q} &\6{ ‘{\@\ ‘{\Qfﬁ ({\Q/‘Q &\Q/\ ‘<\®< ‘&-\Q} ‘&-\Q} &\Q/\

Abb. 8: Narbenhernien der Versuchstiere

Die Bewertung der Adhasionen in Grad 0-3 (s.0.) ergab einige interindividuelle
Unterschiede bei den Tieren, die graphisch in Tabelle 5 und Abb. 9 dargestellt
wurden.

Bei ca. einem Drittel der Versuchstiere waren keine Zeichen von
Verwachsungen (Adhasion Grad 0) zu sehen. Bei den restlichen zwei Dritteln
(9/15) wurden minimale Verwachsungen (Adhasionen Grad 1) festgestellt und
in einem Versuchstier waren starkere Adhasionen zwischen Harnblase und
Darm ausgepragt (Adhasionen Grad 2) (s. Abb.13).

Tabelle 5: Ergebnisse der Adhasionsbestimmung

Adhasion Grad 0 33,3% (5/15 Versuchstieren)
Adhasion Grad 1 60% (9/15 Versuchstieren)
Adhasion Grad 2 6,7% (1/15 Versuchstieren)
Adhasion Grad 3 0% (0/15 Versuchstieren)
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Abb. 9: Adhasionsgrade der Versuchstiere

Abb. 1~0: Explanterte Harnblase mit Adhésion Grad 0, Lyoplant® ist makros-
kopisch nicht sichtbar
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Bei der Bewertung der Implantatsichtbarkeit fiel auf, dass bei 33,3% (5/15)
Lyoplant® noch gut sichtbar war, bei 20% (3/15) waren nur noch geringe Anteile
des Kollagen-Netzes zu sehen und bei 46,7% (7/15) waren nur noch die nicht-
resorbierbaren Prolene-Nahte, aber kein Anteil vom Implantat zu sehen

(s. Abb. 11).
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Abb. 11: Vergleich der makroskopischen Sichtbarkeit der Implantate

Abb 12 akroskoplsche Slchtbérkelt der Kollageh Netz Implantate (hwarze
Pfeile zeigen auf das Nahtmaterial)
a) makroskopisch kein sichtbares Kollagen-Netz
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b) makroskopisch sichtbares Kollagen-Netz

Abb. 13: Explantierte Harnblase it Adhasion zum Darm (gruner Pfeil) und
makroskopisch sichtbarem Kollagen-Netz (schwarzer Pfeil)

Bei den drei Versuchstieren, die makroskopisch nur noch Anteile von dem
Kollagen-Netz zeigten, waren viele GefalRzeichnungen, im Sinne einer
Neovaskularisation zu sehen (s. Abb. 14).
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Abb. 14: Harnblase im Situs mit Gefalizeichnungen (schwarze Pfeile) in das
nur noch z.T. sichtbare Implantat-Netz

5.2 Mikroskopische Auswertung

Das Gewebe wurde in Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet und mit einem
Mikrotom geschnitten. Nach Auftragen der Gewebeproben auf Objekttrager,
konnten die histologischen und immunhistologischen Farbungen durchgefihrt
werden (s.0.). AnschlieBend wurden die Schnitte von zwei unabhangigen
Untersuchern an einem Olympus BX-50-Mikroskop ausgewertet.

5.2.1 Histologische Beurteilung

Entlang des Harnblasenlumens zeigte sich in der HE-Farbung eine
Dunkelfarbung durch groflere Zellansammlungen bzw. in Masson-Trichrom-
Goldner-Farbung eine rote Zellschicht, im Sinne einer Epithelialisierung
(s. Abb.15 und Abb.16).
Da die Paraffinschnitte ca. 2um dinn geschnitten wurden und sich
Narbengewebe schwierig schneiden lasst, brachen z.T. Gewebsabschnitte ab.
Somit waren auf einigen Bildern zerrissene Wandstrukturen abgebildet
(s. Abb. 15).
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Abb. 15: Ausschnitt aus einem Praparatbild in HE-Farbung (VergréRerung x50)
mit Epithelialisierung (schwarzen Pfeile) und zerrissenen Wandstrukturen
(blaue Pfeile)

In den nicht-operierten Wandabschnitten schloss sich an das Epithel eine breite
Schicht aus Muskulatur, dem M. detrusor vesicae, und dann die Serosa an
(s. Abb.16).
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Abb. 16: Kontrollschnitt der Harnblase ohne Implantat in Masson-Trichrom-
Goldner-Farbung (VergroRerung x16) (Schwarzer Pfeil zeigt auf die rote Aus-
kleidung des Lumens mit Epithel, rote Linie markiert den Bereich der
Muskulatur, blauer Pfeil zeigt auf die griine Schicht Tunica serosa)

In den Wandbereichen, in denen das Implantat eingesetzt wurde, ging die
Muskulatur der unbehandelten Harnblasenwand in eine breite Schicht aus
Bindegewebe Uber (s. Abb.17). Das Bindegewebe ersetzte somit die
Muskulatur in diesen Wandabschnitten.

In der Ubergangszone beider Gewebearten waren viele kleinere GefaRe zu
erkennen, die sich neu gebildet haben. Dieser Prozess der Neovaskularisation
ist in Abbildungen 17, 18 und 19 dargestellt.
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Abb. 17: Ubergangsbereich von unbehandelter Harnblasenwand mit Muskulatur
zu einem Wandbereichen mit Lyoplant®-Implantat. Mit Sternchen (*) ist eine
Auswahl an Gefalden zwischen den beiden Wandbereichen markiert, im Sinne
einer Neovaskularisation (Vergrofierung x200)
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Abb. 18: Neovaskularisation in einem Praparats-Ausschnitt, schwarze Pfeile
zeigen auf neu gebildetete Gefalle (Goldner-Farbung, Vergrofierung x100)

Bei starker VergroRerung des Ubergangbereichs von Abbildung 17 war zu
erkennen, dass nicht viele Entzindungszellen, wie zum Beispiel Makrophagen
in Form von Histiozyten und neutrophilen Granulozyten, Uber die Gefale in das
OP-Gebiet eingewandert sind (s. Abb. 19).
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Abb. 19: Vergroéferung (x400) der HE-Farbung von dem Bereich der Neovasku-
larisation in Abbildung 17 (Sternchen: neu gebildete kleine Gefalde, schwarze
Pfeile: GefalRe mit Entziindungszellen, gelbe Pfeile: Fibroblasten, blaue Pfeile:
Fibrozyten)

Zwischen den GefalRen waren grof3e, runde Zellkerne ausfindig zu machen, die
als Fibroblasten identifiziert wurden und direkt neben einigen ovalen
langgestreckten Zellkernen lagen, die Fibrozyten reprasentierten. Diese Zellen
stellten die Hauptbestandteile des Bindegewebes dar.

Die leichten Entzindungsreaktionen, die durch Einbringen von Fremdmaterial
begriindet wurden, erzeugten Kalzifikationen, die den Schwierigkeitsgrad des
Schneidens von den Praparaten erhdhten und folglich zum Zerreilen von
Gewebsmaterial fihrten.

Da sich in dieser Studie die Kalzifikationen vor allem um das nichtresorbierbare
Nahtmaterial bildeten, kam es hauptsachlich an diesen Stellen zu zerrissenen
Wandstrukturen (s. Abb.20).

Da Lyoplant® zum Zeitpunkt der Explantation weitestgehend in Bindegewebe

umgewandelt war, imponierte das Implantat auf den Schnitten nicht mehr als
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Fremdmaterial. Es waren nur noch vereinzelte Reste des Implantats zu sehen
(s. Abb. 17).

Abb. 20: Fremdgewebsreaktion um Nahtmaterial (VergréRerung x200) (schwar-
zer Pfeil: Nahtmaterial, blauer Pfeil: zerrissene Wandstrukturen, gelbe Pfeile:
Lyoplant®-Implantat)

Da mit nicht-resorbierbarem Nahtmaterial gearbeitet wurde, waren die Nahte in
den histologischen Schnitten noch deutlich sichtbar und Iésten eine

Ansammlung von Makrophagen aus (s. Abb. 21).
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Abb. 21: Neovaskularisation (schwarze Pfeile) und Ansammlungen von Makro-
phagen (blaue Pfeile) um Nahtmaterial im Vergleich
a) HE-Farbung (VergréRerung x100)
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und b) Masson-Trichrom-Goldner-Farbung (Vergréerung x100)
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In Abbildung 22 sind die histologischen Auswertungen der einzelnen Schnitten
im Detail aufgezeichnet. Dabei bezieht sich die Zellinfiltration auf das Ausmalf}
der Entzindungsreaktion, die Vaskularisation beschreibt die Formation von
neuen GefalRen und der Remodelling-Vorgang wird durch die Epithelialisierung

und die aufgebaute Kollagenmenge beurteilt.
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Abb.22: Ubersicht der histologischen Auswertung von den Paraffinschnitten
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5.2.2 Immunbhistologische Beurteilung

Die immunhistologisch gefarbten Praparate zeigten nur maRige
Infiltrationen von CD4- und CDB8a-positiven Zellen, die hauptsachlich um
BlutgefalRe, im Bereich der Neovaskularisation lokalisiert waren (s. Abb. 23).

Abb. 23: Leichte CD4-positive Reaktion im Bereich der Neovaskularisation
(schwarze Pfeile zeigen auf CD4positive T-Helferzellen, blaue Pfeile zeigen auf
Lyoplant®-Implantate) (VergréRerung x200)

Viele CD68-positive Zellen, die Oberflachenmarker von Makrophagen,

konzentrierten sich primar um das Nahtmaterial (s. Abb. 24 und 25).
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Die Reaktion der Zellen von Kollagen Ill und IV gefarbten Antikbrpern war sehr
gering bis zu nicht nachweisbar und beschrankte sich weitestgehend auf das
Endothel der Gefalde (s. Abb. 26).

(Vergroferung x400)

Die starkste immunhistologische Reaktion zeigte sich gegenuber Kollagen |, mit
vielen diffus verteilten Zellen (s. Abb. 27).
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Abb. 27: Starke diffuse Reaktion von Antikdrper gegen Kollagen I-positive
Zellen (VergroRerung x200) (schwarze Pfeile zeigen auf Reste vom Lyoplant®-
Implantat)
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6. Diskussion

Die Therapie von kongenitalen Urogenitaldefekten, wie zum Beispiel des
Ekstrophie-Epispadie-Komplexes, stellt eine gro3e Herausforderung fur die
behandelnden Arzte dar [24, 45].

Der aktuelle Therapiestandard ist ein fruhzeitiger Blasen- und
Bauchwandverschluss postpartal, mit nachfolgender Epispadiekorrektur im Alter
von 6-12 Monaten und einer Blasenhalsrekonstruktion mit 5-6 Lebensjahren,
um eine adaquate Kontinenz zu gewahren [18]. Es sind haufig multiple
Rekonstruktionsoperationen erforderlich und wenn der erste Versuch einer
Blasenhalsrekonstruktion nicht gelingt, bzw. die Harnblase eine geringe
Kapazitat oder Compliance aufweist, ist eine Entercystoplastie mit ggf.
kontinenter Harnableitung notwendig [19]. Durch die Benutzung von
Darmsegmenten zur Vergrof3erung der Harnblase bzw. zur Harnableitung
konnen zahlreiche Komplikationen entstehen, zum Beispiel Narbenhernien,
Blasensteine, Stomaprolaps, Stomastenosen, Vitamin B12-Mangel, maligne
Entartungen [31, 46]. Studien haben ergeben, dass ein Misserfolg des ersten
Harnblasenverschlusses, die Harnblasenkapazitat auf 60% vermindert und
durch einen zweiten Misserfolg bereits auf 40%, sodass nach zwei erfolglosen
Blasenhalsrekonstruktionen, die Wahrscheinlichkeit auf Harnkontinenz nur ca.
20% betragt [47].

Wirtschaftlich entstehen hohe Kosten durch einen ersten operativen Misserfolg,
da die Patienten erneut operiert werden mussen, die Komplikationsrate erhoht
ist und die Krankenhausliegezeit deutlich verlangert wird. In einer Studie von
Hesh et al. werden die Kosten von erfolgreichen Erstoperationen mit den
Kosten von nicht erfolgreichen Erstoperation bei Patienten mit
Blasenexstrophien verglichen. Das Ergebnis war ein Anstieg von $ 9000 allein
durch die stationare Krankenhausbehandlung und eine erhdhte Ausgabe von
ca. $ 11000 fiir OP-Kosten und damit einhergehende Dienstleistungen [48].

Um diese Komplikationen zu umgehen und einen Harnblasenersatz ohne

Nutzung von autologem Material zu ermdglichen, wird in Zeiten des Tissue
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Engineerings nach Moglichkeiten gesucht, die Harnblase mit xenogenem

Material zu ersetzen bzw. zu vergroRRern.

Lam Van Ba et al. hat in einer retrospektiven Studie biologische und
synthetische Biomaterialien als Blasenersatz verglichen. Diese zeigt, dass
bislang noch kein ideales Biomaterial, das allen Anforderungen gerecht wird,
existiert [49].

Ayyildiz et al. testeten eine azellulare Kollagenmatrix aus Schweinehaut
(Pelvicol®, C.R. Bard, Karlsruhe) als Blasenaugmentat in Kaninchen. Das
Material wurde bisher bei vaginalem Prolaps, Stressinkontinenz und Induration
penis plastica (Peyronie-Krankheit) eingesetzt. Es ist ein nicht-allergisches,
azellulares Biomaterial und resistent gegenuber Kollagenasen. Innerhalb der
Studie wurde es dann jedoch als fur eine Blasenaugmentation untauglich
befunden, da sich Mikrokalzifikationen, ein Blasenabszess und folglich eine
Urinleakage  bildeten. Aullerdem kam es zu einer minimalen
Materialkontraktion, die wiederum zu einer verminderten Blasenkapazitat fUhren
kann [29, 50].

In einer Tierstudie mit Kaninchen erzielte das Material SIS (small intestine
submucosa) gute Ergebnisse als Blasenimplantat. SIS ist ein azellulares
Kollagenmesh aus Schweinedarm, das die Neubildung von Gefalien und den
Remodelling-Prozess unterstutzt. Es regenerierte funktionelles Blasengewebe
und verursachte im Langzeitergebnis von 24 Wochen keine Komplikationen
[51]. In einer klinischen Studie von Schaefer et al. wurde SIS in die Harnblase
von sechs Patienten implantiert [28, 52]. Die histologischen
Untersuchungsergebnisse der klinischen Studie ergaben, dass SIS sich
innerhalb von durchschnittlich 24,4 Monaten komplett in das umliegende
Gewebe umwandelte. Jedoch entwickelten zwei Patienten Harnblasensteine
und ein Patient erlitt eine Harnblasenruptur. Somit sollte SIS in der Klinik nicht

als Harnblasenaugmentat eingesetzt werden [28].

Ziel dieser Studie ist es, Lyoplant® als Implantat in einem Kleintiermodell als

geeignetes xenogenes Biomaterial zur Harnblasenaugmentation zu testen.
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In dem Kleintiermodell mit Ratten kam es wahrend der sechs Wochen
Beobachtungszeit zu keinen Komplikationen bzw. Auffalligkeiten, wie
Narbenhernien, Infektionszeichen oder Wundheilungsstérungen. Die Tiere
wiesen eine physiologische Gewichtskurve auf und waren klinisch unauffallig.
Lediglich ein Tier musste auf Grund einer Nahtinsuffizienz mit resultierender
Vier-Quadranten-Peritonitis von der Versuchsreihe ausgeschlossen werden. Es
ist davon auszugehen, dass diese Komplikation aus einem technischen Fehler
bei der Implantation des Materials resultierte, da bei keinem der anderen
Versuchstiere eine Nahtinsuffizienz aufgetreten war.

Lyoplant® hat durch seine Eigenschaft als azelluldre Biomatrix den Vorteil, dass
es nicht einem konstanten enzymatischen Abbauprozess unterliegt, sondern im
Zuge eines Remodelling-Prozesses in umliegendes Gewebe umorganisiert
wird. Das neu gebildete Narbengewebe besteht aus Epithel und Bindegewebe.
Die Implantatmatrix dient als Gerust und strukturelle Unterstitzung fur die
Gewebezellen und dem Zellwachstum wahrend der Wundheilung [38, 53].
Durch die mikroporése Struktur und der losen Kollagenfaserstruktur wird ein
schnelles Einwachsen der Zellen erméglicht [36]. Folglich war das Implantat in
unserer Studie nur noch in einem Drittel der Versuchstiere gut sichtbar, in zwei
Drittel der Tiere war es fast komplett bzw. komplett resorbiert und durch
Bindegewebe ersetzt, sodass nur noch die nicht-resorbierbaren Prolene-Nahte
sichtbar waren. Dadurch ist der Korper nicht lange einem Fremdmaterial
ausgesetzt. Das Risiko fur mdgliche Komplikationen wie Infektionen und

notwendige Folgeoperationen kann erheblich reduziert werden.

Verschiedene Biomaterialien, unter anderem auch Lyoplant®, wurden in einer
Studie von Winsch et al. in vitro mit Urothelzellen besiedelt und hinsichtlich
ihrer Interaktion mit dem Urothel, sowie ihrer mechanischen Stabilitat
untersucht [35]. Die Studie ergab, dass synthetische Biomaterialien eine
glattere Oberflache als die azellularen Matrices aufwiesen. Obwohl alle
Materialien eine andere tensiometrische Kraft im Vergleich zu nativer
Blasenwand aufwiesen, zeigte die tensiometrische Messung von Lyoplant®
ahnliche Werte wie die einer unbehandelten Harnblasenwand [35].
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Meyer et al. haben mit einem Tensiometer als objektiven Indikator ebenfalls
nachgewiesen, dass Lyoplant® in Studien {iber kongenitale Bauchwanddefekte
eine ahnliche mechanische Stabilitat wie die native Bauchwand aufweist [8-10].
Die Tatsache, dass Lyoplant® in den Studien von Meyer et al. weniger
Adhasionen verursachte als die beiden Vergleichsmaterialien Polypropylen
(PPP) und Polytetraflourethylen (PTFE), die jedoch in den tensiometrischen
Untersuchungen hdhere Werte als Lyoplant® erreichten, unterstiitzt die
Hypothese, dass die beiden synthetischen Materialien eine enorme
Fremdgewebsreaktion  auslosten.  Diese  verursachte eine  starke
Entzindungsreaktion mit nachfolgender Fibrosierung, wodurch hohe
tensiometrische Werte erzielt wurden, die die Elastizitat der PPP- und PTFE-
Implantate herabsetzt [8-10].

Narbengewebe kontrahiert und reduziert damit die Gro3e von Implantaten [54].
Die Schrumpfung von Implantaten ist bei synthetischen Materialen starker zu
erwarten als bei biogenen Materialen [10]. Somit weist Lyoplant® eine
ausreichend hohe Materialstabilitat auf, um den hohen intraabdominellen Druck
und die Kraft der Nachbarstrukturen stand zu halten. Das damit einhergehend
erhohte Risiko der Entstehung von Adhasionen zu umliegenden Organen wird
in dieser Studie als gering eingestuft, da ein Drittel der Versuchstiere keine
Verwachsungen bei der Explantation aufwies und sich bei den anderen zwei
Drittel lediglich geringgradige Adhasionen zeigten. Ein Versuchstier zeigte
Verwachsungen der Harnblase mit dem Darm, die jedoch durch einen
Operationsfehler bei der Implantation erklart werden kdnnen. Die ausreichende
Stabilitdt der Harnblase ist vor allem fur das Krankheitsbild der
Blasenekstrophie wichtig, da bei Betroffenen durch eine weitere Schwachstelle
der vorderen Bauchwand haufiger Komplikationen wie Blasenprolaps und
Wunddehiszenz beschrieben wurden [55].

Auf Grund der GroRRenverhaltnisse des Implantats in einer Rattenharnblase im
Vergleich zur menschlichen Harnblase ist die verminderte Elastizitat durch die
Bildung von Narbengewebe bei Menschen weniger bedeutsam. Das gleiche
trifft auf die Kalzifikationen in der Harnblase zu. In dieser Studie kam es zu

kristallinen Ausfallungen, vor allem um das Nahtmaterial herum, die das weitere
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Praparieren des Gewebes erschwert haben und zur Bildung von Blasensteinen
fuhren konnten. Da das Implantat auf die GesamtgrofRe der Harnblase bezogen
bei Ratten groRer ist als bei Menschen, wirde die Kristallisation im Tiermodell
zu grofderen Schwierigkeiten fuhren als bei Menschen.

Eine Studie von Zhao et al. in der azellularen Blasenmatrizen mit dem
Seidenstrukturprotein Fibroin besiedelt wurden (BAMG-SF) und in Harnblasen
von Ratten implantiert wurden, zeigte, dass durch das Protein die Tendenz zur

Kristallisierung reduziert wird [56].

Eine weitere positive Eigenschaft von Lyoplant® ist die Biokompatibilitat, sodass
das Material nicht vom Koérper bzw. dem umliegenden Gewebe immunologisch
abgestolien wird [36].

In der Studie von Wiinsch et al. hat Lyoplant® in vitro kaum Zellkontakte
ausgebildet, sodass es als nicht geeignet interpretiert wurde [35]. Diese
Ergebnisse wurden jedoch in dieser Studie widerlegt, da histologische
Untersuchungen eine komplette Epithelialisierung nachwiesen, sodass
Zellkontakte in vivo gebildet wurden.

Auch makroskopisch hat sich das implantierte Material gut in die native
Harnblase eingefugt, da es bei der Explantation bei zwei Drittel der
Versuchstiere nicht mehr oder nur noch teilweise sichtbar war. Dieser
Remodelling-Prozess wird durch Neovaskularisation induziert, [10] die zu dem
die Geweberegeneration durch stetige Versorgung mit Sauerstoff unterstutzt.
Die Gefallneubildung ist sowohl makroskopisch, wie auch mikroskopisch zu
erkennen. Die fruhzeitige Neubildung von Gefalden ist wichtig, damit es nicht zu
einer hypoxiebedingten Schrumpfung des Kollagennetzes kommt [57].
Limitierende Faktoren der Studie von Winsch et al. sind die fehlenden in vivo-
Experimente, die belegen wiirden, dass Lyoplant® nach Implantation in einen
Korper biokompatibel ist und Zellkontakte ausbildet.

Die histologischen Untersuchungen zeigten, dass Fibroblasten Uber die Gefalle
in das OP-Gebiet gelangen. Diese produzieren Kollagen und reifen zu
ortsstandigen, synthese-inaktiven Fibrozyten heran. Durch die Bildung von

Zellverbanden untereinander wird ein stabiles Kollagengeflecht gebildet [58].
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Somit unterstiitzt Lyoplant® die Zelldifferenzierung und die durch die

Neovaskularisation geforderten regenerativen Prozesse.

Durch die Eigenschaft der Avaskularitat und Azellularitat ist das Biomaterial
Lyoplant® immunologisch giinstig, da es keine Abwehrreaktion des Kérpers
induziert [8, 59, 60]. Keines der Versuchstiere zeigte anaphylaktische
Reaktionen, sodass davon auszugehen ist, dass das Implantat keine Allergien
induziert.

Die immunhistologischen Untersuchungen dieser Studie =zeigten, dass
insgesamt nur eine schwache Entzindungsreaktion gegen das xenogene
Implantat ausgelost wurde. Diese umfasst vor allem Makrophagen
(Oberflachenmarker CDG68), die sich gegen das verwendete Prolene-
Nahtmaterial richteten. Es wurden nicht-resorbierbare Nahte verwendet, die in
den histologischen Untersuchungen eine starke Fremdkorperreaktion
hervorgerufen haben. Da sich die Ansammlung von Makrophagen
weitestgehend auf die Nahte beschrankte, l6ste das Implantat selbst keine
entzundlichen Vorgange aus. Die immunhistologische Farbung von CD4 und
CD8a positiven Zellen, die eine T-lymphozytare Reaktion reprasentieren wurde,
[39, 40] war nur schwach ausgepragt. Dadurch wird die Hypothese unterstutzt,
dass das Lyoplant®-lmplantat keine starke Fremdreaktion hervorgerufen hat.
Kollagen | ist eines der am meisten vorkommenden Kollagen-Typen. Es ist
hauptsachlich Bestandteil in der Dermis, in Sehnen und in Bandern [58]. Da
dieser kollagene Typ in so vielen verschiedenen Gewebetypen verbreitet ist,
kommt er auch in den Harnblasen der Versuchstiere vor und ruft folglich eine
starkere, diffuse Antikorper-Reaktion hervor. Kollagen Ill produzierende Zellen
bilden retikulare Fasern, die typisch fur Basalmembranen sind. Kollagen IV ist
ebenfalls Bestandteil von Basalmembranen [58]. Endothelzellen kleiden alle
Blutgefalle aus und sind in Basalmembranen verankert [61]. Daher waren in
der immunhistologischen Farbung Kollagen Il und IV positive Zellen in den
Zonen der Neovaskularisation zu sehen und markierten die Blutgefalie.

Allein die makroskopische Erscheinung von nur wenigen Verwachsungen

zwischen Fremdmaterial und umliegenden Organen deutet daraufhin, dass das
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Kollagenimplantat gut vom Korper toleriert wurde. Da in den histologischen
Untersuchungen nur noch kleine Reste von Lyoplant® sichtbar waren, ist zu
vermuten, dass sich das Kollagennetz beinahe vollstandig in Bindegewebe
umgewandelt hat und somit nicht mehr als Fremdmaterial dem Korper
ausgesetzt war. In einem gewissen Rahmen st eine leichte
Entzindungsreaktion nach Materialimplantation physiologisch, da es zu
Fremdkorperreaktionen kommt [8].

Die Studie von Meyer et al. deckte auf, dass synthetische Materialien die als
Bauchwandimplantat verwendet wurden, wesentlich starkere immunologische
Abwehrreaktionen vom Korper auslosten [8-10]. Folglich benotigen Patienten
nach Implantation von synthetischen Biomaterialien in der Regel eine
immunsuppressive Therapie [38]. Lyoplant® hat den Vorteil, dass es durch
,,Seine geringe Neigung Immunreaktionen auszulosen” [36] eher eine
Transplantatakzeptanz fordert und eine zusatzliche Immunsuppression nicht
notwendig macht. Diese immunologisch glnstige Reaktion wird Uber den Ty2-
Pathway der T-Lymphozyten ausgelOost, welcher unter anderem den Ty1-
Pathway unterdrickt (s.o.) [8-10].

Kritiker von xenogenen Biomaterialien merken an, dass es bei der Benutzung
dieser Materialien haufig zu einer Ubertragung von durch Prionen oder Viren
ausgelosten Erkrankungen kommt [62]. Die Gefahr der Krankheitsubertragung
beim Benutzen von Lyoplant®—lmplantaten wurde mittels virologischer

Untersuchungen ausgeschlossen [10].

Diese Studie unterstiitzt die Hypothese, dass Lyoplant®im klinischen Gebrauch
der Kinderchirurgie als Blasenaugmentat geeignet ist. Vor der Anwendung im
klinischen Alltag sollten erneut Tiermodelle erprobt werden, in denen
unterschiedliche Implantatgrof3en ausgetestet werden. Des Weiteren ist die
Anwendung dieser Studie in einem Groftiermodell zu testen, um festzustellen,
ob ein groRerer intraabdomineller Druck im Unterbauch Probleme beim
Implantat verursacht. Eine weitere Limitierung der Studie stellt die geringe
Anzahl von Versuchstieren und die Verwendung von einem

Untersuchungszeitraum von nur sechs Wochen dar. Dadurch ist aus dieser
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Studie nicht abzuleiten, ob das Material antikanzerogen wirkt, da keine
Spatfolgen untersucht werden konnten. In einer folgenden Studie konnte das
Material Lyoplant® mit anderen Materialien, wie zum Beispiel Pelvicol®, SIS
oder synthetische Biomaterialien zur Blasenaugmentation verglichen werden.
Wie in vielen Studien angemerkt wird, spielt der Wachstumsfaktor VEGF eine
groe Rolle in der Neovaskularisation und demnach in der Gefallversorgung
der Implantate [63-65]. Um die positiven Ergebnisse dieser Studie bzgl. der
Neovaskularisation zu bestatigen, konnten Untersuchungen durchgefuhrt
werden, in denen immunhistologisch VEGF nachgewiesen wird und mit der
Menge von VEGF in anderen Materialien, die zur Blasenaugmentation benutzt
werden, verglichen wird.

In folgenden Studien, die Lyoplant® als Blasenaugmentat testen, sollten
Untersuchungen zur Harnblasenfunktion und Harnblasenkapazitat erfolgen, um

die jeweiligen Zustande vor und nach Materialimplantation zu vergleichen.

Schlussfolgernd erscheint das Biomaterial Lyoplant® zur Blasenaugmentation in
der Kinderchirurgie geeignet. Durch die Verwendung von diesem Kollagenmesh
zur Therapie des Ekstrophie-Epispadie-Komplexes (EEK) kdnnte die Anzahl an
Operationen und vor allem die Komplikationsrate erheblich gesenkt werden. Die
Ausgaben fur OP-Kosten und stationare Krankenhausaufenthalte wurden stark
reduziert werden. Die Dbetroffenen Kinder wurden fruhzeitiger ihre
Harnkontinenz erlangen und eine asthetische Korrektur des mitbetroffenen
aulleren Genitals ware frGher moglich. Die Lebensqualitat der Betroffenen
wurde erheblich gesteigert werden.
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7. Zusammenfassung

Blasenekstrophien sind urologische Fehlbildungen, die schwer zu therapieren
sind. Derzeit wird diese Anomalie mit Operationen wie
Blasenhalsrekonstruktionen oder kontinenten Harnableitungen behandelt, die in
der Regel aus autologen Darmsegmenten konstruiert werden. Diese Therapie
bringt zahlreiche Komplikationen mit sich.

In dieser Studie wird untersucht, ob das biokompatible Kollagennetz Lyoplant®
(Braun, Deutschland) ein geeignetes Biomaterial zur Harnblasenaugmentation
ist. Die Eignung des Materials wurde mittels der Kriterien Biokompatibilitat,
Resorbierbarkeit, mechanischer Stabilitat, Unterstitzung von regenerativen
Prozessen und Zelldifferenzierung, antikanzerogene und antiallergische
Eigenschaften bestimmt.

In einem Kleintiermodell, wurden 16 jungen Wistar Ratten ein 0,8 x 0,8cm
grol3es Lyoplant®-Netz in die Harnblase implantiert. Die Versuchstiere wurden
sechs Wochen lang gewogen und nachbeobachtet. Danach wurden die
Harnblasen explantiert und mikroskopisch mit HE-, Masson-Trichrom-Goldner
und immunhistologischen Farbungen (Antikorper CD4, CD8a, CD68, Kollagen I,
lll und 1V) dargestellt.

Mit Ausnahme von einem Versuchstier, das auf Grund einer Nahtinsuffizienz
eine 4-Quadranten-Peritonitis entwickelte, wurden keine Komplikationen oder
Auffalligkeiten beobachtet.

Bei der Explantation war keine Hernie sichtbar und die Adhasionen zu den
umliegenden Organen wurden als geringgradig eingestuft. Bei lediglich funf
Tieren war das Lyoplant®-lmplantat in der Harnblase noch sichtbar. Die
anderen Tiere zeigten nur noch Spuren bzw. nur noch das Nahtmaterial und
auffallende Gefalleinsprossungen in das Implantat.

Die mikroskopische Betrachtung bestatigte die Neovaskularisation, ein
Vorgang, der Remodeling induziert, bei dem das implantierte Kollagen-Netz
resorbiert und in korpereigenes Gewebe umgewandelt wird. Histologisch
zeigten sich eine Epithelialisierung und die Bildung von Bindegewebe in den
restlichen Wandschichten. Das Implantat forderte die Zelldifferenzierung und
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regenerative Prozesse. Die Praparate wiesen nur wenige Makrophagen und
neutrophile Granulozyten und sehr gunstige immunologische Eigenschaften
auf, da die untersuchten Antikorper nur geringfugig reagierten. Am starksten
reagierten die Antikorper CD68, ein Marker der Makrophagen, gegen das
nichtresorbierbare Nahtmaterial und Antikérper Kollagen | diffus. Die
immunologische Reaktion wirkt Uber den Tu2-Pathway und fordert eine
Transplantatakzeptanz.

Zusammenfassend erfiillt das biokompatible Kollagen-Netz Lyoplant® (B.Braun,
Deutschland) alle erforderlichen Kriterien, die beim urothelialen Tissue
Engineering an Biomaterialien gestellt werden. Es ist ein gut vertragliches
Material und zur Blasenaugmentation in Kleintiermodellen geeignet.

In wie fern es im Kklinischen Alltag zur Behandlung von Patienten mit
Blasenekstrophien eingesetzt werden kann, muss in weiteren Studien mit

Groftiermodellen und klinischen Studien getestet werden.
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Alle Paragraphenangaben beziehen sich auf das
Tierschutzgesetz entsprechend der Bekanntmachung der
Neufassung vom 25. Mai 1998 (BGBl I S.1105)

Der Unterzeichnete beantragt die Genehmigung zur
Durchfiihrung von Tierversuchen nach § 8 Abs. 1 des
Tierschutzgesetzes fiir folgendes Versuchsvorhaben:

1. Angaben zum Versuchsvorhaben

Blasenaugmentation mit Hilfe eines biokompatiblen
Kollagenmesh aus ,Small Intestinal Submucosa” (SIS)

im Rattenmodell.

1.1 Bezeichnung des Versuchsvorhabens (einschlieBlich
der internen Kurzbezeichnung)

siehe oben

1.2 Zweck und Unerladsslichkeit des Versuchsvorhabens (§
7 Abs.2)

1.2.1 Angabe des Zwecks des Versuchsvorhabens und
wissenschaftlich begriindete Darlegung, dass dieser
einem der in § 7 Abs.2 Satz 1 genannten Zwecke
zuzuordnen ist

Der Zweck des Versuchsvorhabens ist die Optimierung
der chirurgischen Therapie von Kindern und
Jugendlichen, die an einer Mikro- oder
Schrumpfblase leiden. Hierbei ist der Schutz des
oberen Harntraktes mit ungehindertem Abfluss und
der Vermeidung von aszendierenden Infektionen bei
restharnfreier Entleerung der Blase das primédre
Behandlungsziel. Auch bei voller Ausschopfung aller
konservativen Therapiemdglichkeiten kommt es bei
einer vorhandenen Mikro- oder Schrumpfblase in
einer grof3en Anzahl der Falle zu einer
irreversiblen Nierenschadigung bis hin zum
chronischen Nierenversagen und Notwendigkeit der
Nierentransplantation (Schalow et al. 2002).

Die chirurgische Therapie einer Mikro- oder
Schrumpfblase stellt heute immer noch eine der
bedeutendsten Probleme der (kinder-)urologischen
Chirurgie dar (Caione et al. 2006).



Um die Nierenfunktion zu schiitzen, muss in der
Regel eine Blasenaugmentation (Blasenneubildung
bzw. Neo-blasenbildung) mit Darm erfolgen.

Dieses bisherige Standardverfahren mit der
Augmentation von Darm als unphysiologischem
Material ziehen eine Reihe +von Problemen und
Komplikationen nach sich, wie z. B. rezidivierenden
Harnwegsinfekte oder eine Blasensteinbildung. Da
die Blasenaugmentation  haufig im Kindesalter
durchgefiihrt werden muss, ist auch die potentielle
Gefahr der malignen Entartung der Neoblase ein
erhebliches Risiko fiir die Jjungen Patienten
(Mitchell 2003; Kispal et al. 2011; Obermayr et al.
2011).

Aus diesem Grunde wurde eine Reihe von
Ersatzmaterialien fir die Durchfihrung einer
Blasenaugmentation vorgeschlagen, die sich jedoch
bis heute nicht bewdhren konnten (Cheng et al.
2000). Synthetische Materialien wie Polypropylen
filhren zu starken AbstoBungsreaktionen des Korpers
und besitzen nur eine sehr eingeschrankte
Dehnbarkeit (Ashkar et al. 1967).
Nichtsynthetische, biologisch abbaubare Gewebe, wie
Plazenta, Dura mater (Hirnhaut) oder Amnionsack
zeigt ebenfalls eine starke Tendenz der Schrumpfung
oder konnen zu einer sog. metaplastischen
Ossifizierung(unerwiinschte Bildung von
Knochenstrukturen) fihren (Fishman et al. 1987;
Kropp 1998).

Aus diesem Grund ist die Entwicklung eines
Ersatzmateriales, das die genannten Eigenschaften
nicht beinhaltet, dringend erforderlich.

In einer Reihe von Versuchen konnte bis heute ein
moglicher Nutzen der Verwendung von industriell
hergestellter zellfreier Submucosa aus
Schweinediinndarm (engl.: small intestine submucosa,
SIS) als Blasenaugmentat nachgewiesen werden (Kropp
et al. 1995; Kropp 1998; Cheng et al. 2000).

Des Weiteren ist SIS als biokompatibles Material
bereits fiir einer ganzen Reihe von Indikationen (z.
B. Hernien-chirurgie, Peyronie-Krankheit) als
chirurgisches Implantat zugelassen und beschrieben
(Hayn et al. 2009; Hiles et al. 2009).

Im Rahmen eines individuellen Heilversuches wurden
an der kinderchirurgischen Abteilung der
Cnopf’schen Kinderklinik an insgesamt 5 Kindern
eine Blasenaugmentation mit SIS durchgefiihrt, bei
denen eine Blasenaugmentation mit Diinndarm



(bisheriger Standard) aus verschiedenen Griinden
nicht m6glich war (z. B. Fehlbildung des Darms,
relativer Kurzdarm) bzw. von den Patienten resp.
den Eltern abgelehnt wurde (M. Schafer et al. 2011,
Publikation in Vorbereitung).

Dabei zeigte sich im postoperativen Verlauf von
nunmehr fast 2zwei Jahren ein auBergewchnlich
positiver Verlauf mit persistentem Anstieg der
Blasenkapazitdat wund histologisch dokumentiertem
vollstandigem Umbau des Augmentates 2zu weitgehend
normal konfigurierter und geschichteter Blasenwand.

Letztlich unklar beleibt jedoch die Frage, wie dick
das zu implantierende Material fiir eine normale
Blasenfunktion (l1-lagiges SIS vs. 4-lagiges SIS;
Dicke der Blasenwand, Dauer des Umbaues des
Implantates zZu geschichteter physiologischer
Blasenwand)sein muss.

Wissenschaftlich begriindete Darlegung der
Unerlasslichkeit des Versuchsvorhabens unter
Beriicksichtigung des jeweiligen Standes der
wissenschaftlichen Erkenntnisse (§ 7 Abs. 2 Satz 2
erster Halbsatz)

Da es sich bei der Studie um den Nachweis der
Erzeugung von funktionstiichtiger, normal
geschichteter Blasenwand handelt, ist ein
Versuchsaufbau in reiner Zellkultur o. &. nicht
moéglich, da kein Verfahren existiert, dass eine
normale Blasenwand auBerhalb des lebenden
Organismus nachbilden kann.

Es existieren zwar bereits einige Studien, die sich
mit dem Nachweis der grundsadatzlichen Eignung von
SIS als Blasenaugmentat beschdftigen. Bei insgesamt
sehr positiven Ergebnissen besteht jedoch eine
grofe Heterogenitat der verwendeten
Versuchsmodelle. In einer Studie wurde 1l-lagiges
SIS verwendet (Ayyildiz et al. 2008), wahrend in
mehreren anderen Studien 4-lagiges SIS verwendet
wurde (Kropp et al. 1996; Caione et al. 2006). Es
ist Jjedoch bislang nicht klar, welches dieser
beiden Materialstdrken eine bessere Qualitat und
somit ein besseres Outcome fiir den Patienten
bietet.

Anhand eines Kleintiermodells soll im Rahmen dieses
Antrags untersucht werden, inwiefern sich die
Verwendung von l-lagigem vs. 4-lagigem SIS in der
Ausbildung einer weitgehend normalen Blasenwand
unterscheidet (Dicke der Blasenwand, Dauer des



Umbaues des Implantates zu geschichteter
Blasenwand).

Wissenschaftlich begriindete Darlegung, dass der
Versuchszweck nicht durch andere Methoden oder
Verfahren als den Tierversuch erreicht werden kann

(§7 Abs. 2 Satz 2, zweiter Halbsatz)
Fir die Analyse der zellulédren Ab- und
Umbaumechanismen, die bei der Verwendung
biokompatibler Materialien die bei der
Blasenaugmentation mit einem biokompatiblen

Material auftreten, stellt der Tierversuch eine
unverzichtbare Grundlage dar. Die Interaktionen
zwischen implantiertem Material und Organismus
setzen sich in vivo aus zahlreichen und bisher noch
nicht vollstéandig verstandenen, komplexen
Reaktionsschritten verschiedenster Zelltypen
zusammen, die Dbisher so nur im Organismus
beobachtet und untersucht werden konnen (Meyer et
al. 2007). In vitro lassen sich zur Zeit jedoch nur
einzelne spezifische Zellinteraktionen bzw.
molekulare Vorgange analysieren (Broll et al.,
2002).

Ausschopfung zuganglicher Informationsmoglichkeiten
(S 8 Abs. 3 Nr. 1 Buchstabe b)
Welche Informationsmoglichkeiten wurden genutzt?

Um Mehrfachversuche zu vermeiden, erfolgt
fortlaufend ein computergestiitztes
Literaturstudium, das der Erfassung bestehender
sowie neu hinzukommender Informationen =zu diesem
Thema dient. Des Weiteren werden regelmdBig
entsprechende Fachkongresse und
Fortbildungsveranstaltungen besucht, um aktuelle
klinische und experimentelle Entwicklungen auf dem
Gebiet der Blasenaugmentation zu verfolgen.

Ist das angestrebte Versuchsergebnis hinreichend
bekannt?

nein

Wenn ja, wissenschaftlich begriindete Darlegung,
dass die Uberpriifung des hinreichend bekannten
angestrebten Versuchsergebnisses durch einen
Doppel- oder einen Wiederholungsversuch
unerlasslich ist.



Art und Anzahl der vorgesehenen Tiere (§ 8 Abs. 2
Satz 3 i.V.m. § 8 a Abs. 2 Nr.2 und § 9 Abs. 2)

Vorgesehene Tierarten und Begriindung fiir die Wahl
der Tierart (S 9 Abs. 2 Nr. 1)

Verwendet wird der Inzuchtrattenstamm Wistar Furth
(WF), da die Mitarbeiter der experimentellen
Chirurgie und experimentelle Transplantations-
Immunologie {iber eine langjdhrige Erfahrungen in
der Tierhaltung sowie in mikrochirurgischen
Techniken an der Ratte verfiligen (Timmermann et al.,
1998; Meyer et al., 2002; Meyer et al. 2006)

Vorgesehene Anzahl und Begriindung fiir die Anzahl
der Tiere einschlieBlich Angaben zur biometrischen
Planung (§ 9 Abs.2 Nr. 2)

Arbeitsprogramm:

Vorversuche zur Erarbeitung der OP-Methode (n=5
Tiere)

Hauptversuche

1. Untersuchungen zur Implantation eines Jjeweils 1
X 1 cm groBen Kollagen-Netzen (Gruppe A: l-lagiger
SIS-Patch vs. Gruppe B: 4-lagiger SIS-Patch) als
Blasenersatz bei WF-Ratten (n=30 Tiere).

2. Histologische Auswertung der Ab- bzw.
Umbauvorgdnge des operierten Neoblase nach 2
Wochen, 6 Wochen und 3 Monaten.

3. Messung der Blasenkapazitdt im Vergleich =zu
unbehandelten Kontrolltieren (n=5).

Zu Teilziel 1: Untersuchungen zur Implantation
eines jeweils 1 x 1 cm groBen 1l-lagigen vs. 4-
lagigen SIS-Patches in die Blasenwand bei WF-
Ratten. Diese Untersuchungen sollen zeigen,
inwieweit sich ein Dbiokompatibles Material in
Abhdngigkeit der Materialdicke =zur Therapie der
Blasenaugmentation eignet.

Zu Teilziel 2: Histologische Auswertung der Ab-
bzw. Umbauvorgange der Blasenwand nach 2 Wochen, 6
Wochen und 3 Monaten. Hierzu werden die o.g.
implantierten Materialien aus der Blase nach
definierten Zeitpunkten explantiert. Nach
Aufarbeitung erfolgt die histologische und
immunhistologische Beurteilung der zelluldren Ab-
bzw. Umbauvorgdnge der einzelnen o.g. Materialien.

Zu Teilziel 3: Bestimmung der Blasenkapazitdt als
Parameter der Blasenfunktion. Hierzu wird die




1.4.3.1

1.4.3.2

Neoblase nach definierten Zeitpunkten explantiert
und die Blasenkapazitdt volumetrisch bestimmt. Die
so gewonnen Ergebnisse werden mit den Ergebnissen
einer unbehandelten Blase verglichen.

Tierexperimentelle Tabelle:

1. Vorversuche (n=5 Tiere)

2. Bestimmung der Blasenkapazitdt, Histologische
und Immunhistochmeische Auswertung (n=30 Tiere):

2 Wochen 6 Wochen 3 Monate
l-lagiger |5 5 5
Layer
4-lagiger |5 5 5
Layer

3. Kontrolltiere (n=5)

Insgesamt werden mit diesem Antrag somit 40 Tiere
beantragt. An den Tieren wird ausschlieBlich die
Implantation eines 1 x 1 cm groBen Netzes in die
Blasenwand als belastender Eingriff durchgefiihrt.

Handelt es sich um eigens fiir Tierversuche
geziichtete Tiere (§ 9 Abs. 2 Nr. 7)?

ja
Name und Anschrift des Ziichters:
Charles River Wiga GmbH, D-97633 Sulzfeld

Wenn nein, ist unter Verwendung der Anlage 3 ein
besonderer Antrag auf Zulassung einer Ausnahme nach
§ 9 Abs. 2 Nr. 7 Satz 2 mit Begriindung, warum nicht
eigens fiir Tierversuche geziichtete Tiere verwendet
werden konnen, zu stellen

entfallt

Ggf. Begriindung, warum eine Entnahme aus der Natur
fiir erforderlich gehalten wird (§ 9 Abs. 2 Nr. 1
Satz 2)

entfallt



Angabe von Ort, beabsichtigtem Beginn (Datum) und
voraussichtlicher Dauer des Versuchsvorhabens (§ 8
Abs. 2 Satz 3 i.v.m. § 8 a Abs. 2 Nr. 4)

Die Operationen werden im mikrochirurgischen OP,
ZOM, der Experimentellen Chirurgie (Leiterin: Frau
Prof. Dr. A.-M. Waaga-Gasser) der Chirurgischen
Universitatsklinik Wiirzburg, Oberdiirrbacherstrasse
6, 97080 Wirzburg, durchgefiihrt. Mit den
Experimenten wird unmittelbar nach Erteilung der
Genehmigung begonnen. Die Versuchsdauer ist auf
zwel Jahre angesetzt.

Beschreibung der Art, Durchfithrung und Dauer der
Eingriffe und Behandlungen, einschlieBlich der
Angaben in der Tabelle (§ 8 Abs. 2 Satz 3 i.v.m. §
8 a Abs. 2 Nr. 3)

Welche Eingriffe oder Behandlungen sollen
durchgefiihrt werden (genaue Ablaufbeschreibung und
detaillierte Angaben iiber die angewandten
Methoden)?

Die Operationen werden samtlich unter Isofluran-
Inhalationsnarkose durchgefilhrt. Nach initialer
Rasur der Bauchwand, erfolgt nach Desinfektion und
sterilem Abdecken eine Unterbauchlaparotomie.
Mobilisation des Darmpaketes und Darstellen der
Blase. Resektion eines 1 X 1 cm grofBen
Blasenstreifens. Implantation eines jeweils 1 x 1
cm groBen Kollagen-Netzes in die Blase mittels
sechs definierten Vicryl-Einzelknopfndhten der
Starke 8,0. Kontrolle auf Bluttrockenheit.
Abdichtung mittels Fibrinkleber. Mehrschichtiger
VerschluB der Bauchdecke mittels fortlaufender Naht

(Vicryl 5.0 und Prolene 8,0). Postoperativ werden
die Tiere fiir 1-2 Stunden unter einer Warmelampe
nachbeobachtet. Erfahrungsgemas nehmen die

operierten Tieren nach dem Eingriff im weiteren
Verlauf an Gewicht und GroBe 2zu. Nach der unter
1.4.2 genannten Zeit wird das Tier zur Entnahme des
Implantates erneut narkotisiert und mit einer
intrakardialen T-61-Injektion getotet.

Welche Eingriffe oder Behandlungen werden unter
Betadubung durchgefiihrt und welche
Betaubungsverfahren werden dabei angewandt?

Alle Operationen und Entnahmen erfolgen in
Isofluran-Inhalationsnarkose.



Werden schmerzhafte Eingriffe ohne Betdubung
durchgefiihrt?

nein

Werden an einem nicht betaubten Tier mehrere
erheblich schmerzhafte Eingriffe oder Behandlungen
durchgefiihrt?

nein

Welchen Belastungen (Intensitdat und Dauer von

Schmerzen oder Leiden) werden die Tiere
voraussichtlich ausgesetzt oder welche Schaden
werden ihnen voraussichtlich zugefiigt?

Eine Belastung der Tiere nach der Implantation wird
in einem Wundschmerz bestehen, wie er auch bei
klinischen Abdominal-Eingriffen bekannt ist. Dieser
wird durch einmalige Gabe von Tramal® (Wirkstoff:
Tramadol) nach OP gemildert. Die Tiere erwachen
sehr schnell aus der Narkose und erhalten die
Moglichkeit, sich unter einer Warmelampe fiir 1 bis
2 Stunden von der Operation zu erholen.
AnschlieBend werden sie in Scanbur-Schranken unter
keimarmen Bedingungen gehalten. Weiter erlauben
diese Schranke, daB Jjeglicher Umgebungsstref3 von
ihnen ferngehalten wird. Nach dem operativen
Eingriff erholen sich die Tiere rasch, nehmen
erfahrungsgemd an Gewicht 2zu wund 2zeigen ein
unauffdlliges Erscheinungsbild und Verhalten. Die
Tiere werden t&dglich auf Verhalten und Aussehen
(z. B. Fellbeschaffenheit) beurteilt und gewogen.
Diese Daten werden in ein fiir jedes Tier angelegtes
Datenblatt (”Krankenblatt”) eingetragen. Sollte
eines der Tiere postoperativ die klinischen Zeichen
eines Infektes, Darmverschlusses (Ileus) oder eine
Blasenproblematik im Sinne einer Blasenentziindung,
Blasenhochstandes oder Leckage =zeigen, wird der
Versuch abgebrochen, um die Tiere nicht zu stark zu
belasten.

Vorgesehene MaBnahmen 2zur Schmerzlinderung nach
Abklingen der Betdubung

Der postoperative Wundschmerz wird mit dem
Analgetikum Tramal® (Wirkstoff: Tramadol)
prophylaktisch nach der Operation behandelt.
Weitere MaBnahmen =zur Schmerzbehandlung werden
nicht durchgefiihrt.



Die Angaben nach den Nummern 1.6.1 bis 1.6.6 sind

zusdtzlich in der dem Genehmigungsantrag beigefiigten

Tabelle zu vermerken!

(Unterschiedliche Tierarten sind entsprechend zu
beriicksichtigen.)

1.7 Ethische Vertretbarkeit des Versuchs (§ 7 Abs. 3)

1.7.1 wWissenschaftlich begriindete Darlegung,

die zu erwartenden Schmerzen, Leiden oder Schidden
der Versuchstiere im Hinblick auf den Versuchszweck

ethisch vertretbar sind (§ 7 Abs. 3 Satz 1)

In diesem Versuchsvorhaben sollen die zellul&dren
Zusammenhdnge die bei den Ab- bzw. Umbauvorgange

biokompatibler, resorbierbarer und

resorbierbarer Materialien auftreten, analysiert
werden. Diese sind grundlegende Voraussetzungen fiir

die unerlaBliche weitere Verbesserung

operativen Versorgung von fibrotisch umgebauten

Blasen (=Schrumpfblase).

Im Rahmen unserer experimentellen Vorversuche
konnten wir zeigen, dass biokompatible Materialien
bereits erfolgreich =zur Therapie kongenitaler

Bauchdeckendefekte eingesetzt werden konnen

et. al 2006, 2007 und 2010). Ebenso konnten wir im
Rahmen eines individuellen Heilversuches
insgesamt 5 Kindern eine Blasenaugmentation mit SIS
durchgefiithrt, bei denen eine Blasenaugmentation mit
Dinndarm (bisheriger Standard) aus verschiedenen
Grinden nicht moglich war (z. B. Fehlbildung des
Darms, relativer Kurzdarm) bzw. von den Patienten
resp. den Eltern abgelehnt wurde (M. Schafer et al.

2011, Publikation in Vorbereitung).

Logische Schlussfolgerung dieser Versuchsreihen ist
daher auch die Optimierung der Anwendung

biokompatibler Materialien zur Therapie

fibrotisch umgebauten Blase (Schrumpfblase; Bildung
einer Neoblase durch Blasenaugmentation). In diesem
Zusammenhang erscheint das Versuchsvorhaben ethisch

vertretbar.

1.7.2 Bei ladnger anhaltenden oder sich wiederholenden
erheblichen Schmerzen oder Leiden, wissenschaftlich

begriindete Darlegung, dass das angestrebte
Versuchsergebnis vermutlich fiir wesentliche

Bediirfnisse von Mensch und Tier einschlieBlich der

Losung wissenschaftlicher Probleme von

hervorragender Bedeutung ist (§ 7 Abs. 3 Satz 2)

entfallt



Nachweis 1) der Erfiillung der Voraussetzungen des
§ 8 Abs. 3 Nr. 3 und 4

siehe Stellungnahme des Tierschutzbeauftragten
Nachweis, dass die zur Durchfiihrung des
Versuchsvorhabens erforderlichen Anlagen, Gerate
und sonstigen sachlichen Mittel vorhanden sind.
Siehe Stellungnahme des Tierschutzbeauftragten
Nachweis, dass die organisatorischen
Voraussetzungen, insbesondere fiir die
Aufgabenerfiillung des Tierschutzbeauftragten,

gegeben sind.

Siehe Stellungnahme des Tierschutzbeauftragten

Nachweis, dass eine den Anforderungen des § 2

entsprechende Unterbringung und Pflege
einschlieBlich der Betreuung der Tiere sowie ihre
medizinische Versorgung sichergestellt ist.

Die fir die Versuchsdurchfithrung notwendige

Ausstattung und Gerate (u. a. Narkoseanlage,
mikrochirurgisches Besteck, Operationsmikroskop)
sind im mikrochirurgischen op, Z0M, der
Experimentellen Chirurgie der Chirurgischen

Universitdtsklinik vorhanden.

Die Tiere werden vor und nach Operation in den
Tierhaltungsrdumen der Experimentellen Chirurgie
der Chirurgischen Universitdtsklinik untergebracht.

Frau Prappacher-Losch ist, als versierte
Versuchstierpflegerin, mit den Aufgaben der
Tierhaltung und -pflege bestens vertraut. Die

tdgliche postoperative Kontrolle der operierten
Tiere ist ebenfalls sichergestellt.

Verfahren am Versuchsende

Alle Tiere werden getoOtet; entweder, wenn sie nach
der Operation eines der wunter 1.6.5 genannten
Abbruchkriterium erfiillen, oder bei unauffalligem
Verlauf nach spatestens 3 Monaten. Die Tiere werden
zur Entnahme der Pradparate in Narkose gelegt und
anschlieBend in Narkose durch Injektion von T 61
getotet.

Beabsichtigter Verbleib der Tiere:



Totung nach Beobachtungszeit von 2, 6 und 12 Wochen

Darlegung, dass die Einhaltung der Anforderungen an
die Durchfilhrung der Tierversuche nach § 9 Abs. 1
und 2 und die Erfiillung der Aufzeichnungspflicht
nach § 9 a Abs. 1 erwartet werden kann.

Die Versuche werden vom Versuchsleiter und seinem
Stellvertreter iiberwacht (siehe 7.1 und 7.2). Alle
Versuche werden mit den erforderlichen Angaben, wie
u.a. das Allgemeinbefinden der Tiere in der
postoperativen Phase und der Zeitpunkt der T&tung,
in einem Datenblatt protokolliert.

Hat der Tierschutzbeauftragte eine Stellungnahme
nach § 8 b Abs. 3 Nr. 3 abgegeben?

ja

Anonymisierung des Antrages zur Vorlage bei der
Kommission zur Unterstiitzung der zustandigen

Behorden bei der Entscheidung iiber die Genehmigung
von Tierversuchen nach § 15 Tierschutzgesetz.

Wird auf eine Anonymisierung des Antrags
verzichtet?

ja

Leiter des Versuchsvorhabens und sein
Stellvertreter (§ 8 Abs. 3 Nr. 2)

Leiter des Versuchsvorhabens

Univ.-Prof. Dr. med. Thomas Meyer

Leiter der Abteilung fiir Kinderchirurgie

Klinik und Poliklinik fiir Allgemein-, Viszeral-,
GefaB- und Kinderchirurgie
Oberdiirrbacherstrasse 6

97080 Wirzburg

Berufsbezeichnung

Leiter der Abteilung fiir Kinderchirurgie



Nachweis der fachlichen Eignung

Seit 1999 an der Chirurgischen Universitatsklinik
in Wirzburg tatig; mehrjdhrige Erfahrungen im
Umgang mit Versuchstieren und Tierexperimenten. Der
Nachweis der fachlichen Eignung liegt der Regierung
von Unterfranken bereits vor.

Stellvertretender Leiter des Versuchsvorhabens

Dr. med. Frank-Mattias Schafer
Abteilung fiir Kinderchirurgie
Cnopf “sche Kinderklinik Niirnberg
St.-Johannis-Miihlgasse 19

90419 Nirnberg

Berufsbezeichnung
Assistenzarzt der Abteilung fiir Kinderchirurgie und
—urologie and der Cnopf “schen Kinderklinik Niirnberg

Nachweis der fachlichen Eignung
Mehrjahrige Erfahrungen im Umgang mit
Versuchstieren und Tierexperimenten. Der Nachweis
der fachlichen Eignung wird der Regierung von
Unterfranken noch vorgelegt.

Personen, die im Rahmen der Versuchsdurchfiihrung
Eingriffe oder Behandlungen an Tieren durchfiihren.

Namen der Personen und deren Tatigkeit (ausgenommen
Betadubung)

A) Univ.-Prof. Dr. med. Thomas Meyer, Leiter der
Abt. fir Kinderchirurgie, Chirurgische
Universitatsklinik (Klinik 1I), Durchfihrung der
operativen Eingriffe und der Narkose.

B)Dr. med. Frank-Mattias Schadfer, Assistenzarzt der
Abteilung fir Kinderchirurgie und —urologie,
Cnopf’sche Kinderklinik Nirnberg). Durchfiihrung der
operativen Eingriffe und der Narkose.

C)N. N., medizinischer Doktorand/in, Durchfiihrung
von Gewebeentnahmen an narkotisierten Tieren.



Nachweis der erforderlichen Qualifikation (§ 9 Abs.
1 Ssatz 2 und 3); ggf. Hinweis auf eine erteilte
Ausnahmegenehmigung.

A) Seit 1999 an der Chirurgischen
Universitatsklinik in Wirzburg tatig; mehrjahrige
Erfahrungen im Umgang mit Versuchstieren und
Tierexperimenten. Der Nachweis der fachlichen
Eignung liegt der Regierung von Unterfranken
bereits vor.

B) Seit 2007 an der Abteilung fiir Kinderchirurgie
und —urologie an der Cnopf’schen Kinderklinik in
Niirnberg tadtig. Der Nachweis der fachlichen Eignung
wird der Regierung von Unterfranken noch vorgelegt.

C) Der/die Kandidat/in wird vom Projektleiter
und/oder stellvertretenden Projektleiter angelernt
und unter Aufsicht arbeiten; er/sie wird an der

Fortbildungsveranstaltung "Versuchstierkundliches
Seminar" im Institut fir Virologie zum
entsprechenden Zeitpunkt teilnehmen. Die
Ausnahmegenehmigung wird zum entsprechenden

Zeitpunkt beantragt.

Gegebenenfalls Namen der Personen, die die
Betaubung durchfiihren oder die Durchfiihrung der
Betaubung beaufsichtigen.

Die Narkose wird durch den Antragsteller
durchgefiithrt bzw. iiberwacht. Alle tierexperimentell
tdtigen Mitarbeiter der Experimentellen Chirurgie
und der Experimentellen Transplantations-
Immunologie werden regelmdfBig in
tierexperimenteller Anadsthesie geschult.

Nachweis der erforderlichen Qualifikation (§ 9 Abs.
2 Nr. 4 Satz 2)

siehe oben
Berechtigung der Personen zur Benutzung der
Einrichtung, in der die Tierversuche durchgefiihrt

werden (§ 8 Abs. 6)

Sind die genannten Personen bei der Einrichtung
beschaftigt?
ja

Wenn nein, sind sie mit Zustimmung des
verantwortlichen Leiters der Einrichtung zur
Benutzung der Einrichtung befugt?



9.3

entfallt

Personen, die fiir die Pflege, Betreuung und
medizinische Versorgung der Versuchstiere
verantwortlich sind.

Name und OQualifikation der fiir die Pflege und
Betreuung der Tiere verantwortlichen Person.

Frau Prappacher-Losch, Versuchstierpflegerin,
Experimentelle Transplantations-Immunologie der
Chirurgischen Universitatsklinik Wiirzburg

Name und Qualifikation der fiir die medizinische
Versorgung verantwortlichen Person.

Prof. Dr. Th. Meyer, Klinik und Poliklinik fiir
Allgemein-, Viszeral-, GefdB- und Kinderchirurgie,
Oberdiirrbacher-strasse 6, 97080 Wirzburg

Name und Anschrift des Tierarztes, dem nach
Abschluss des Versuchs die iiberlebenden Tiere der
in § 9 Abs. 2 Nr. 8 genannten Arten vorgestellt
werden.

entfallt



burg,den 31.10.2011

Univ. Prof. Dr. Th. Meyer \U,S(/

Leiter der Kinderchirurgie
Zentrum Operative Medizin
Chirurgische Klinik u. Polikiinik |
D-97080 Wirzburg rdirrbacher Str. 6

Unterschrift des }Kntragstellers

¥

S,
// Unterschr}f/t des Unterschrift des
: Leiters stellvertretenden Leiters
des Versuchsvorhabens des Versuchsvorhabens
gen:

belle zu den Punkten 1.6.1 bis 1.6.6 fur Angaben iber die
warteten Belastungen fir die Tiere (”Belastungstabelle”)




TABELLE (1) (Anlage zum
Genehmigungsantrag)

Bezeichnung des Versuchsvorhabens:

VORGENOMMENE EINGRIFFE
ODER BEHANDLUNGEN

ERWARTETE BELASTUNG

ohne |
Betdubung

mit

mehrfach am
gleichen Tier

Grad

Dauer in Tagen

keine

gering

maBig

erheblich

<1

1-7

7-30

> 30

1. Applikation/Punktion ohne Erzielen
von Krankheitszustanden

2. Infektionsversuche

3. Operative Eingriffe unter Narkose
ohne Wiedererwachen

4. Andere operative Eingriffe
4.1 Bauch/Brusthéhle (2)

4.2 Bewegungsapparat

4.3 ZNS/Sinnesorgane
(Auge, Nase, Ohr) (2)

4.4 andere (3)

5. Physikalische Einwirkungen
mit/ohne Schleimhautschaden

5.1 Bestrahlungen

5.2 Elektroschocks

5.3 Traumatisierung

5.4 Verbrennung

5.5 andere (3)

6. Schmerzerzeugung

7. Toxizitdtsuntersuchungen
7.1 akut

7.2 subakut

7.3 chronisch

8. Verhaltensbeeintréachtigungen
8.1 aversives Lernen

8.2 Deprivationen

8.2.1 Sozial




8.2.2 Schlaf

8.2.3 Wasser

8.2.4 Futter

8.2.5 Bewegung

8.3 Uberreizung (Stress)

8.4 andere (3)

9. andere Eingriffe/Behandlungen (3)

(1) Bei Verwendung mehrerer Tierarten bitte jeweilige Tierart in den Spalten angeben (2) Nichtzutreffendes streichen (3) bitte nennen



Literatur:

e Ashkar, L. and E. Heller (1967). "The silastic bladder
patch." J Urol 98(6): 679-683.

* Ayyildiz, A., K. T. Akgul, et al. (2008). "Use of
porcine small intestinal submucosa in bladder
augmentation in rabbit: long-term histological
outcome.”" ANZ J Surg 78(1-2): 82-86.

* Broll R., Bethge T. et al. (2002) . "Einfluss
resterilisierter Kunststoffnetze aus Polypropylen auf
das Wachstum humaner Fibroblasten". Zentralb Chir 127:
589-593

* Caione, P., N. Capozza, et al. (2006). "In wvivo
bladder regeneration using small intestinal submucosa:
experimental study." Pediatr Surg Int 22(7): 593-599.

* Cheng, E. Y. and B. P. Kropp (2000). "Urologic tissue
engineering with small-intestinal submucosa: potential
clinical applications." World J Urol 18(1): 26-30.

e Fishman, I. J., F. N. Flores, et al. (1987). "Use of
fresh placental membranes for bladder reconstruction."
J Urol 138(5): 1291-1294.

* Hayn, M. H., M. F. Bellinger, et al. (2009). "Small
intestine submucosa as a corporal body graft in the

repair of severe chordee." Urology 73(2): 277-279.

* Hiles, M., R. D. Record Ritchie, et al. (2009). "Are
biologic grafts effective for hernia repair?: a
systematic review of the literature." Surg Innov

16(1): 26-37.

* Kispal, Z., D. Balogh, et al. (2011). "Complications
after bladder augmentation or substitution in
children: a prospective study of 86 patients." BJU Int
108(2): 282-289.



Kropp, B. P. (1998). "Small-intestinal submucosa for
bladder augmentation: a review of preclinical

studies." World J Urol 16(4): 262-267.

Kropp, B. P., S. Badylak, et al. (1995). "Regenerative
bladder augmentation: a review of the initial
preclinical studies with porcine small intestinal

submucosa." Adv Exp Med Biol 385: 229-235.

Kropp, B. P., M. K. Rippy, et al. (19906) .
"Regenerative urinary bladder augmentation using small
intestinal submucosa: urodynamic and histopathologic
assessment in long-term canine bladder augmentations."

J Urol 155(6): 2098-2104.

Meyer T., Breuer S., et al. (2002) . "Xenogene
Inseltransplantation zur Therapie des Diabetes
mellitus: Langzeitfunktion ohne Immunsuppression im
Rattenmodell". Chirurgisches Forum 2002 flr
experimentelle und klinische Forschung. Springer

Berlin Heidelberg New York 31:293-295

Meyer T., Schwarz K., Ulrichs K. and Hocht B. (2006).
"A new Dbiocompatible material (Lyoplant®) for the
therapy of congenital abdominal wall defects: First
experimental results 1in rats". Pediatric Surgery

International 22:369-374

Meyer T., Seifert A. et al. (2010). "™ Das PAUL-
Procedure: Ein biokompartibles Konzept =zur Therapie
kongenitaler Bauchwanddefekte. Chirurg 81:236-242
Mitchell, M. E. (2003) . "Bladder augmentation in
children: where have we been and where are we going?"
BJU Int 92 Suppl 1: 29-34.

Obermayr, F., P. Szavay, et al. (2011). "Outcome of

augmentation cystoplasty and bladder substitution in a



pediatric age group." Eur J Pediatr Surg 21(2): 1l6-
119.

Schalow, E. L. and A. J. Kirsch (2002). "Advances in
bladder augmentation." Curr Urol Rep 3(2): 125-130.



Genehmigung zur Verwendung von Abbildungen des Springer-Verlags

3.7.2018

RightsLink Printable License

SPRINGER NATURE LICENSE
TERMS AND CONDITIONS

Jul 03, 2018

This Agreement between Friederike Winde ("You") and Springer Nature ("Springer Nature")
consists of your license details and the terms and conditions provided by Springer Nature
and Copyright Clearance Center.

License Number

License date

Licensed Content Publisher
Licensed Content Publication
Licensed Content Title
Licensed Content Author
Licensed Content Date
Type of Use

Requestor type

Format

Portion

Number of
figures/tables/illustrations

Will you be translating?
Number of languages
Circulation/distribution

Author of this Springer
Nature content

Title

Instructor name
Institution name
Expected presentation date

Portions

Specific Languages

Requestor Location

Billing Type
Billing Address

Total

Terms and Conditions

4381340655347

Jul 03, 2018

Springer Nature

Springer eBook

Fehlbildungen des Urogenitaltraktes und Kinderurologie
S. Conrad, R. Stein, J.W. Thiroff
Jan 1, 2014

Thesis/Dissertation
non-commercial (non-profit)
print and electronic
figures/tables/illustrations

2

yes, without original language
1
<501

yes

Blasenaugmentation mit Hilfe eines biokompatiblem Materials im
Rattenmodell

Prof. Dr. med. Thomas Meyer
Kinderchirurgie der Universitat Wirzburg
Oct 2018

Abb. 14.30a-c,
Abb. 14.34a-d

german

Friederike Winde
Franziskanergasse 1A

Wirzburg, Bavaria 97070
Germany
Attn: Friederike Winde

Invoice

Friederike Winde
Franziskanergasse 1A

Wirzburg, Germany 97070
Attn: Friederike Winde

0.00 EUR

https://s100.copyright.com/CustomerAdmin/PLF. jsp?ref=36240a90-8723-45c2-884f-c9f 1eebadb53 1/3




372018

RightsLink Printable License

Springer Nature Terms and Conditions for RightsLink Permissions

Springer Customer Service Centre GmbH (the Licensor) hereby grants you a non-
exclusive, world-wide licence to reproduce the material and for the purpose and
requirements specified in the attached copy of your order form, and for no other use, subject
to the conditions below:

1.

10.

The Licensor warrants that it has, to the best of its knowledge, the rights to license reuse
of this material. However, you should ensure that the material you are requesting is
original to the Licensor and does not carry the copyright of another entity (as credited in
the published version).

If the credit line on any part of the material you have requested indicates that it was
reprinted or adapted with permission from another source, then you should also seek
permission from that source to reuse the material.

. Where print only permission has been granted for a fee, separate permission must be

obtained for any additional electronic re-use.

. Permission granted free of charge for material in print is also usually granted for any

electronic version of that work, provided that the material is incidental to your work as a
whole and that the electronic version is essentially equivalent to, or substitutes for, the
print version.

. A licence for 'post on a website' is valid for 12 months from the licence date. This licence

does not cover use of full text articles on websites.

. Where 'reuse in a dissertation/thesis' has been selected the following terms apply:

Print rights for up to 100 copies, electronic rights for use only on a personal website or
institutional repository as defined by the Sherpa guideline (www.sherpa.ac.uk/romeo/).

. Permission granted for books and journals is granted for the lifetime of the first edition and

does not apply to second and subsequent editions (except where the first edition
permission was granted free of charge or for signatories to the STM Permissions Guidelines
http://www.stm-assoc.org/copyright-legal-affairs/permissions/permissions-guidelines/),
and does not apply for editions in other languages unless additional translation rights have
been granted separately in the licence.

. Rights for additional components such as custom editions and derivatives require additional

permission and may be subject to an additional fee. Please apply to
Journalpermissions@springernature.com/bookpermissions@springernature.com for these
rights.

. The Licensor's permission must be acknowledged next to the licensed material in print. In

electronic form, this acknowledgement must be visible at the same time as the
figures/tables/illustrations or abstract, and must be hyperlinked to the journal/book's
homepage. Our required acknowledgement format is in the Appendix below.

. Use of the material for incidental promotional use, minor editing privileges (this does not

include cropping, adapting, omitting material or any other changes that affect the meaning,
intention or moral rights of the author) and copies for the disabled are permitted under this
licence.

Minor adaptations of single figures (changes of format, colour and style) do not require the
Licensor's approval. However, the adaptation should be credited as shown in Appendix
below.

Appendix — Acknowledgements:

For Journal Content:

Reprinted by permission from [the Licensor]: [Journal Publisher (e.g.
Nature/Springer/Palgrave)] [JOURNAL NAME] [REFERENCE CITATION
(Article name, Author(s) Name), [COPYRIGHT] (year of publication)

For Advance Online Publication papers:
Reprinted by permission from [the Licensor]: [Journal Publisher (e.g.

https://s100.copyright.com/CustomerAdmin/PLF jsp?ref=36240a90-8723-45c2-884f-c9f1eebadb53 2/3




3.7.2018

RightsLink Printable License

Nature/Springer/Palgrave)] [JOURNAL NAME] [REFERENCE CITATION
(Article name, Author(s) Name), [COPYRIGHT] (year of publication), advance
online publication, day month year (doi: 10.1038/sj.[JOURNAL ACRONYM].)

For Adaptations/Translations:

Adapted/Translated by permission from [the Licensor]: [Journal Publisher (e.g.
Nature/Springer/Palgrave)] [JOURNAL NAME] [REFERENCE CITATION
(Article name, Author(s) Name), [COPYRIGHT!] (year of publication)

Note: For any republication from the British Journal of Cancer, the following
credit line style applies:

Reprinted/adapted/translated by permission from [the Licensor]: on behalf of Cancer
Research UK: : [Journal Publisher (e.g. Nature/Springer/Palgrave)] [JOURNAL
NAME] [REFERENCE CITATION (Article name, Author(s) Name),
[COPYRIGHT] (year of publication)

For Advance Online Publication papers:

Reprinted by permission from The [the Licensor]: on behalf of Cancer Research UK:
[Journal Publisher (e¢.g. Nature/Springer/Palgrave)] [JOURNAL NAME]
[REFERENCE CITATION (Article name, Author(s) Name), [COPYRIGHT] (year
of publication), advance online publication, day month year (doi: 10.1038/sj.
[JOURNAL ACRONYM])

For Book content:

Reprinted/adapted by permission from [the Licensor]: [Book Publisher (e.g.
Palgrave Macmillan, Springer etc) [Book Title] by [Book author(s)]
[COPYRIGHT] (year of publication)

Other Conditions:

Version 1.0

Questions? customercare@copyright.com or +1-855-239-3415 (toll free in the US) or
+1-978-646-2777.

https://s100.copyright.com/CustomerAdmin/PLF. jsp?ref=36240a90-8723-45¢2-884f-c9f 1eebadb53

33




Danksagung

Ein groRer Dank geht an alle, die mich unterstutzt und motiviert haben, diese

Arbeit fertigzustellen.

Ein ganz besonderer Dank geht an meinen Doktorvater Prof. Dr. Thomas Meyer
und an meine Betreuerin Dr. Kathrin Backhaus, die sich immer Zeit genommen
haben, um Fragen zu beantworten und mir entscheidende Hilfestellungen zur
Fertigstellung dieser Arbeit gaben.

Die Betreuung war sehr angenehm und entspannt und hat zudem mein

Interesse an dem Fach Kinderchirurgie geweckt.

Des Weiteren mochte ich mich bei Dr. Ulrich Lang fur seine zahlreichen
Ratschlage und Unterstutzungen bedanken, ohne die ich meine Doktorarbeit
nicht hatte fertigstellen kdnnen.

Vielen Dank auch an das Team vom chirurgischen Forschungslabor Wurzburg,

das mir sehr geholfen hat, vor allem Dr. Irina Chodnevska.

Ich danke auch meiner Familie, insbesondere meinen Eltern, die mir wahrend

der gesamten Zeit meiner Doktorarbeit mit Rat und Tat beiseite standen.





