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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Uberaktive Blase

Das Krankheitsbild der Uberaktiven Blase (OAB) ist ein Symptomenkomplex
bestehend aus Pollakisurie, Nykturie, imperativem Harndrang mit oder ohne
Inkontinenz. Sie wird aufgrund ihrer Atiologie in die neurogene (iberaktive Blase und
in die idiopathische Uberaktive Blase eingeteilt. Im Zuge der Arbeit wird nur auf die
idiopathische Uberaktive Blase eingegangen.

Zur Zeit sind ca. 16% der Gesamtbevolkerung betroffen mit steigender Inzidenz
(Milsom et al., 2001) . Von der Internationalen Kontinenz Gesellschaft (ICS) wird der
Symptomenkomplex der Uberaktiven Blase wie folgt definiert:

»-..beinhaltet die Speichersymptome Pollakisurie, imperativer Harndrang und Nykturie
mit oder ohne Inkontinenz. Es darf dabei keine lokale, metabolische, neurologische

oder endokrine Pathologie zugrunde liegen.“ (DGGG, 2010; Haylen et al., 2010)

Pollakisurie wird hierbei als eine Miktionsfrequenz von 8 Mal pro 24 Stunden bei
einer normalen Harnmenge von 2,5 Litern pro 24 Stunden definiert. Die Patienten
sind haufig von einem imperativen Harndrang geplagt. Dieser ist definiert als ein
plotzlich einsetzender und nur schwer zu unterdrickender Harndrang, der nicht

selten mit Harnverlust einhergehen kann (Haylen et al., 2010).

Die Diagnose wird klinisch anhand der vorhandenen Symptome gestellt. Sowohl
Manner als auch Frauen kénnen erkranken, wobei Frauen jedoch haufiger von der
OAB betroffen sind (Irwin et al., 2006; Stewart et al., 2003). Allgemein wird die OAB
falschlicherweise als eine Erkrankung des hohen Lebensalters betrachtet, tatsachlich
kann sie in jedem Lebensalter mit steigender Pravalenz auftreten (Bschleipfer,
Wagenlehner, Ludecke, Pilatz, & Weidner, 2013). Fur die betroffenen Patienten
bedeutet die Erkrankung oftmals einen grol3en Verlust an Lebensqualitat. Besteht
neben dem im Alltag dominierenden haufigen Harndrang und der gesteigerten
Miktionsfrequenz zusatzlich eine Inkontinenz, werden soziale Kontakte und
Freizeitaktivitaten oft auf ein Minimum beschrankt (Papanicolaou, Hunskaar, Lose, &
Sykes, 2005)
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Die idiopathische OAB wird primar konservativ mit Beckenbodentraining und Fuhren
eines Miktionsprotokolls meist in Kombination mit einem oralen Anticholinergikum
therapiert. Bei Versagen konservativer Mallnahmen kann im Sinne einer ,second-
line“ Therapie Botulinumtoxin-A (BoNT-A) endoskopisch transurethral in den

Detrusormuskel appliziert werden.

Seit Januar 2013 ist die vormalige BoNT-A off label’ Therapie nun auch fir die

idiopathische Uberaktive Blase in Deutschland zugelassen.

Die Diagnostik und Therapie der OAB gewinnt aufgrund der zunehmenden Inzidenz

und der steigenden Kosten im Gesundheitssystem immens an Bedeutung.

Seit 1971 wird durch die ICS die Erforschung der Ursachen einer OAB konsensuell
geférdert und publiziert. Wie oben beschrieben wurden bisher lediglich die
Symptome nach Ausschluss anderer moglicher Ursachen (z.B. chronische Zystitis
oder neurogene Grunderkrankungen wie die neurogene Reflexblase bei
Querschnittslahmung) therapiert. Uber den wirklichen Entstehungsmechanismus der
OAB ist bisher sehr wenig bekannt, es werden unterschiedliche Mechanismen der
Entstehung diskutiert. Als ein bekannter Pathomechanismus werden Veranderungen
bestimmter Mediatoren in der Harnblase diskutiert. Im Folgenden werden der
Aufbau, Innervierung und Funktionen des Urothels sowie die verschiedenen

bekannten Transmittersubstanzen kurz dargestellt.

1.2 Pathogenese und Pathophysiologie

Die ableitenden Harnwege werden von mehrschichtigem Epithel ausgekleidet. Diese
hochspezialisierte Zellschicht wird als Urothel bezeichnet und besteht aus einer

= Basalzellschicht, die der Basalmembran aufliegt,

= einer Intermediarschicht und einer

= Deckzellschicht.
Die Zellerneuerung erfolgt aus der Basallamina, die Zellen erneuern sich ca. alle 200
Tage. Hierbei wandern die Zellen von basal nach luminal. Die luminal gelegene

Deckzellschicht besteht aus grofl¥flachigen, hexagonalen Epithelzellen, die mit
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Uroplakinen ausgestattet und durch ,tight junctions® untereinander verbunden sind
(Apodaca, 2004; Sun, 2006; Wu, Kong, Pellicer, Kreibich, & Sun, 2009).
Eine Schicht aus Glucosaminoglykanen (GAG-Schicht) schliel3t das Urothel zum
Harnblasenlumen ab (Abb. 1).
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Abbildung 1:

humanes, mehrschichtiges Urothel aus: Urothelial signaling (Birder & Andersson, 2013)

1.3 Funktionen des Urothels

Die Blase dient als Speicherort fir den ausscheidungspflichtigen Urin. Sie ist ein
stark dehnbares Organ. Nach Erreichen einer bestimmten Fullmenge wird durch
Kontraktion des M. detrusor der gespeicherte Inhalt entleert. Das Urothel im
Blasenlumen spielt hier eine entscheidende Rolle. Bei zunehmender Blasenfullung
ist es in der Lage, sich extrem zu dehnen. Die verschiedenen Schichten des Urothels

werden hierbei auseinandergezogen. Dies wird durch apikal eingebaute Vesikel
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erklart, die bei zunehmender Blasenfullung die extreme Dehnung des Urothels

ermdglichen (Balestreire & Apodaca, 2007).

Bis vor wenigen Jahren ordnete man dem Urothel lediglich eine Barrierefunktion zu.
Durch die luminale GAG-Schicht, Uroplakine und ,tight junctions® zwischen den
Zellen wird ein Osmoseschutz gebildet (Hu et al., 2002; Parsons, Boychuk, Jones,
Hurst, & Callahan, 1990), der so die Ruckresorption ausscheidungspflichtiger
Substanzen oder das Eindringen von Bakterien verhindert. Die Diffusion kleiner
Molekule und lonen (Lewis, 2000) wird ebenfalls durch das Urothel reguliert.

Neueste Ergebnisse bestatigen mittlerweile eine weit wichtigere Rolle des Urothels.
Gegenstand der Forschung ist das Suburothel, das Gewebe zwischen dem
eigentlichen Urothel und der glatten Muskulatur. Zahlreiche Nervenfasern,
Fibroblasten und ein ausgepragtes Gefallnetz, in Kollagen eingebettet, bilden diese
Schicht (Drake, Fry, & Eyden, 2006; Wiseman et al., 2002). Suburothel und Urothel
bilden eine funktionelle Einheit, die nach neuesten Erkenntnissen in der Lage ist, die
Blasenfunktionen durch Freisetzung verschiedener Transmittersubstanzen durch
Kommunikation untereinander zu regulieren. Auf diese Vorgange wird im

nachfolgenden Abschnitt naher eingegangen.

1.4 Innervation von Urothel und Suburothel

Die Harnblase muss 2 Funktionen erfillen:
= Speicherorgan

= Entleerungsorgan.

Der gespeicherte Urin wird Uber den Blasenauslass entleert.
Dieser besteht aus:

= Blasenhals,

= Urethra und

= externem Sphinkter.
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Zur Erfullung dieser Funktionen wird die Blase von 3 Typen peripher Nerven
innerviert:
1. die sakralen parasympathischen Nerven, die den Beckenplexus bilden,
2. Nervenfasern aus dem thorakolumbalen Ubergang (N. hypogastricus,
sympathischer Grenzstrang).

3. das somatische Nervensystem aus dem N. pudendus.
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Modifiziere schematische Darstellung der Blaseninnervation aus:

Neurologie des Beckenbodens (Jost, 1997)

Efferente und afferente Fasern ziehen von thorakolumbal und sakral zur Blase.
Die efferenten parasympathischen Nerven I|6sen Blasenkontraktionen aus und

relaxieren die Urethra. Efferente sympathische Nerven relaxieren die Blase und

5
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kontrahieren die Urethra, wahrend somatische Nervenfasern den Sphinkter externus
kontrahieren.

In den Vordergrund der Forschung sind mittlerweile die afferenten Fasern zur
Innervation des Suburothels und Urothels gerlckt. Speziell Uber myelinisierte Ad und
nicht myelinisierte, nozizeptive C-Fasern aus den Spinalganglien in Héhe S2 - 4 und
Th11 — L2 erfolgt die Innervation Uber eine dichtes Nervenfasernetz, vor allem im
Trigonum und dem Blasenhals. Diese Nerven reagieren weniger auf Spannung als
auf chemische Reize und gelten eher als Rezeptoren fur pathologische Vorgange.
Man geht davon aus, dass die Blase in ihrer Funktion Uber diesen Weg moduliert
wird (Birder & Andersson, 2013).

1.5 Kommunikation des Urothels mit dem Nervensystem

Zum Verstandnis der bisher bekannten Funktionen des Urothels und Suburothels
und deren Rolle beim Krankheitsbild der Uberaktiven Blase ist es notwendig, die

verschiedenen Signaltransduktionswege kurz darzustellen.

Neben der Barrierefunktion setzt das Urothel auf physikalische (z.B.
Harnblasendehnung) oder chemische (z.B. Infektion) Reize Transmittersubstanzen
frei, die eine afferente Nervenstimulation und somit eine Stimulation von unter dem
Urothel liegenden Geweben (z.B. M. detrusor) auslésen kdnnen. Das Urothel und die
im Suburothel liegenden afferenten Nervenendigungen sind malgeblich an der
sensorischen Funktion der Blase beteiligt (Andersson, 2002; Yoshimura et al., 2008).
Zahlreiche urotheliale lonenkandle wie epitheliale Na*-Kanale und Transient
Receptor Potential-Kanale (TRP) sowie Rezeptoren fur Bradykinin, Neutrophin-
Rezeptoren (p75"™%), Tropomyosin-verwandte Tyrosinkinaserezeptoren (TrKA-A),
Noradrenalin und Acetylcholin, Purine und Protease-Rezeptoren sind
nachgewiesenermalien an der Blasenfunktion beteiligt. Die vom Urothel sezernierten
Neurotransmitter Stickoxid (NO), Prostaglandine (PG), Adenosintriphosphat (ATP),
NGF und Acetylcholin (ACh) haben exzitatorische oder inhibitorische Effekte auf
afferente Nerven im oder in der Nahe vom Urothel und I6sen eine direkte Reaktion

am Detrusor oder den afferenten Nerven aus (Birder et al., 2012). Die
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Stimulationsstarke und das Ausmald der sezernierten Substanzen bestimmen die
verschiedenen physiologischen oder pathologischen Zustande der Blase.

Dem Urothel kommt somit eine sekretive und modulierende Funktion zu. Die
genauen physiologischen und pathophysiologischen Vorgange sind noch

weitestgehend unbekannt.

1.5.1 Rezeptoren und ihre Transmitter

1.5.1.1 Transient receptor potential channels (TRP)

Eine wichtige Rolle fur die normale Blasenfunktion scheinen Vanilloidrezeptoren zu
spielen. Es sind 22 verschiedene, fur das Urothel spezifische TRP-Kanale bekannt.
Transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV4), ein nicht spezifischer Kationenkanal
(Caterina et al., 1997), ist in seiner Funktion am besten beschrieben (Birder et al.,
2002; Birder, Kanai, Cruz, Moore, & Fry, 2010). Er wird im Urothel, Suburothel, auf
afferenten Nerven und der glatten Muskulatur der Blase exprimiert (Birder et al.,
2012; Ost, Roskams, Van Der Aa, & De Ridder, 2002) und durch moderate Warme,
Protonen, Capsaicin und dessen Analoga und Anandamide aktiviert (Zygmunt et al.,
1999).

In TRPV1-negativen knockout Mausen konnten verminderte Detrusorkontraktionen
sowie eine reduzierte ATP-Ausschuttung bei Blasendehnung gesehen werden
(Birder, Nealen et al., 2002). TRPV1 ist bei funktionsgestorten Blasen vermehrt auf
dem Urothel und afferenten Nerven exprimiert (Charrua, Cruz, Cruz, & Avelino,
2007).

1.56.1.2 Adenosintriphosphat (ATP)

ATP ist ein ubiquitares Nukleotid und der Energielieferant in der Zelle. Lange war nur
die intrazellulare Funktion als Cosubstrat verschiedener Kinasen zur Induktion von
Endo- und Exozytose bekannt. Mittlerweile konnten Studien belegen, dass ATP
urothelial von den Deck- und Basalzellen bei Dehnung des Urothels freigesetzt wird
(Ferguson, Kennedy, & Burton, 1997; Knight, Bodin, De Groat, & Burnstock, 2002)
und extrazellular als Agonist purinerger Rezeptoren auf afferenten

Nervenendigungen und Zellen im Suburothel, z.B. Myofibroblasten, wirkt (Wang et

7
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al., 2005). Extrazellulaér ist es hauptsachlich fur die sensorische Erfassung der
Blasenflllung zustandig (Cockayne et al., 2000). Im Suburothel werden zwei
purinerge Rezeptortypen exprimiert, an die ATP bindet: P1 und P2. P2-Rezeptoren
teilen sich weiter auf in die Untergruppen P2X und P2Y, sie binden spezifisch ATP
und seine Vorstufe ADP (Wang et al., 2005). Uber P2X3-Rezeptoren an afferenten
Nervenendigungen und Myofibroblasten wird eine Steuerung der Blasenfunktion
durch ATP vermutet (Apostolidis et al., 2005).

Bei Mausen mit fehlender P2X3- Expression konnte weiterhin eine urotheliale ATP-
Ausschittung nachgewiesen werden, eine Stimulation afferenter suburothelialer
Nerven durch ATP fehlte jedoch. Die Mause zeigten eine erhdhte Miktionsfrequenz
und gesteigerte Blasenkapazitat (Cockayne et al., 2000). Zusatzlich zu den o.g.
Ergebnissen lasst sich eine Signalweiterleitung nach ATP-Freisetzung Uber das
Synzytium im Suburothel Uber weite Teile der Blasenwand vermuten (Birder et al.,
2012).

1.56.1.3 Acetylcholin (ACh) und Stickoxid (NO)

Das Urothel kann stress- (=Dehnung) oder chemoinduziert neuronal und nicht-
neuronal Acetylcholin (ACh) und Stickoxid (NO) freisetzen. ACh ist ein im
parasympathischen und sympathischen Nervensystem wirkender Transmitter, der
seine Wirkung uber nikotinerge und muskarinerge Rezeptoren entfaltet. Nikotinerg
wirkt es in einem first messenger System (iber lonenkanale exzitatorisch. Uber die
Rezeptoren M1 - M5 wird muskarinerg G-Protein gekoppelt die Kaliumleitfahigkeit
verandert (Uber M2 und M4), was in der Zelle eine Hyperpolarisation bewirkt. Die
Rezeptoren M1, M3 und M5 vermitteln einen erhohten Ca++ - Einstrom in die Zelle,
der weitere Signalkaskaden in Gang setzt. Muskarinerge ACh-Rezeptoren (M1 - M5)
konnten in allen Schichten der Harnblase nachgewiesen werden (Bschleipfer et al.,
2007).
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Rezeptor Vorkommen Vermittelter Effekt
M1 Basalzellen ATP-Ausschittung,
Ca++A\
M2 Deckzellen inhibitorisch, K+ - Leitfahigkeit
der Zelle erhoht
M3 homogene Verteilung im | ATP-Ausschuttung,
Urothel Ca++Ap
M4 homogene Verteilung im | inhibitorisch, K+ - Leitfahigkeit
Urothel der Zelle erhoht
M5 von luminal nach basal | whs. Indirekte Effektvermittiung
abnehmend auf afferenten Nerven
Tabelle 1

Muskarinerge Rezeptoren und ihre Wirkung im Urothel
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Je nach Stimulationsintensitat und Konzentration muskarinerger Rezeptoren werden
entsprechend die Effekte an den Zielorganen verstarkt oder gemindert. Weiterhin
wird eine indirekte Wirkung von Ach am afferenten Nerven durch eine komplexe
Interaktion verschiedener Transmitter (NO, PG, ATP) vermutet, die zu einer
Zunahme von Detrusorkontraktionen fuhren kann (Birder & Andersson, 2013; Nile &
Gillespie, 2012).

Eine ahnliche Funktion wird NO in der Blase zugeschrieben. NO ist gasformig, wird
intrazellular aus L-Arginin abgespalten und hat eine sehr kurze Lebensdauer. In der
Blase wird es aus allen Zellschichten sowie im Suburothel auf verschiedene Reize
sezerniert. In Studien konnte z.B. eine Freisetzung von NO durch Aktivierung von
Vanilloidrezeptoren Ca**-abhdngig gesehen werden. So wird offenbar die
Detrusorkontraktilitat (Birder et al., 2001). Ebenfalls erfolgt eine NO-Sekretion nach
Stimulation muskarinerger M5-Rezeptoren (Andersson, Tobin, & Giglio, 2008) oder
nach Noradrenalinausschuittung (Birder, Apodaca, De Groat, & Kanai, 1998). Hierbei
werden dem NO allerdings eher inhibitorische Eigenschaften zugeschrieben. Nach
Entfernung des Urothels bei Ratten (Munoz, Gangitano, Smith, Boone, & Somogyi,
2010) beobachtete man eine hauptsachliche spontane Freisetzung von NO aus dem
Suburothel. Nile vermutet eine komplexe Regulation der PGE2-Produktion im
Urothel (Nile, de Vente, & Gillespie, 2010) uber M2—Rezeptoren, getriggert durch NO
und ATP in Kombination. Die genauen Mechanismen sind jedoch auch hier weiterhin

unbekannt.

10
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Schematische Darstellung der moéglichen verschiedenen Transmitter/Signaltransduktionswege in
Nerven und Muskeln der Harnblase, Urothel und Suburothel.

Aus: Urothelial signaling (Birder & Andersson, 2013)

1.5.1.4 Nerve Growth Factor (NGF)

1986 gewannen Stanley Cohen und Rita Levi-Montalcini den Nobelpreis fur die
Entdeckung von NGF, welches zur Gruppe der Neurotrophine (NT) gehort.

Die Familie der NT umfasst weiterhin den Brain derived neurotrophic factor (BDNF)

und die NT 3 und 4. Im Folgenden wird nur auf den fur diese Arbeit wichtigen NGF

eingegangen.

NGF wird als ca. 27 kDa groRes Vorlauferprotein synthetisiert und Gber intrazellulare
enzymatische Spaltung in pro-NGF umgewandelt. Weitere Prozessierung fuhrt zur
Ausbildung des ca. 12 kDa schweren reifen NGF. Seine Effekte vermittelt NGF Uber
die Bindung an zwei unterschiedliche Rezeptorsysteme. Es bindet spezifisch an den

Tropomyosin-verwandten Tyrosinkinaserezeptor (Trk) der Gruppe A (Skaper, 2012).
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Weniger spezifisch bindet NGF an p75"'® ein Rezeptor aus der Superfamilie der
Tumor-Nekrose-Faktoren, der alle Neutrophine binden kann (Chao, 2003; Skaper,
2008). Nach der Proteinbindung induziert der TrkA-Rezeptor die Zellaktivierung,
Differenzierung und Zelliberleben, wahrend die Aktivierung von p75"™" die
Apoptose und damit den Zelltod vermitteln kann (Skaper, 2012). p75"™ und TrkA
werden in der gesamten Blase im Urothel, Suburothel, auf afferenten Nerven des
Detrusors und benachbarten Nerven im suburothelialen vaskularen Gewebe
exprimiert (Klinger & Vizzard, 2008).

Durch den wachstumsstimulierenden NGF werden in der embryonalen Phase das
Nervenwachstum sowie die Enddifferenzierung einzelner Nerven bestimmt. Beim
erwachsenen Menschen dient NGF dem Funktionserhalt nicht myelinisierter
afferenter Neurone (C-Fasern), die Schmerzreize Ubermitteln. Weiterhin spielt NGF
eine zentrale Rolle bei somatischen und viszeralen Entzindungen (Chuang et al.,
2001; Huang & Reichardt, 2001).

In der Blase wird NGF sowohl vom Urothel, glatter Muskulatur als auch von
afferenten Neuronen sezerniert (Steers & Tuttle, 2006 February). Eine
Uberexpression filhrt zu Hyperreflexie oder Detrusoriiberaktivitat (Yokoyama,
Kumon, & Nagai, 2008). In M3usen mit NGF-Uberexpression des Urothels konnten
eine Hyperplasie der Nervenfasern im submukdsen Blasengewebe, ein dichteres
Nervenfasernetz, eine fokale Mastzellinfiltration (Levi-Montalcini, Skaper, Dal Toso,
Petrelli, & Leon, 1996), eine Hyperreflexie der Blase sowie eine gesteigerte

somatische Hypersensitivitat (Schnegelsberg et al., 2010) nachgewiesen werden.

1.5.1.5 Prostaglandin E2 (PGE2)

PG sind Gewebshormone, die im Korper von Saugetieren und Menschen
hauptsachlich aus der Arachidonsaure mit Hilfe der Cyclooxygenasen 1 und 2 (COX)
gebildet werden. In den 1930er Jahren wurden sie von Von Euler (Von Euler, 1939)
und Goldblatt (Goldblatt, 1935) erstmals als in der Samenflussigkeit vorkommende
Substanz beschrieben. Sie benannten sie nach ihrem Entdeckungsort (Samenblase)
,Prostaglandin’. 1962 isolierten S. Bergstrom und B. Samuelsson (Bergstrom &

Samuelsson, 1962) kristalline Derivate, die sie nach ihrer jeweiligen Ldslichkeit mit
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PG-E und PG-F bezeichneten. 1982 wurde ihnen zusammen mit J.R. Vane der

Nobelpreis far Medizin und Physiologie verliehen.

Prostaglandine sind Carbonsauren, die aus 20 C-Atomen bestehen und Uber
Cyclooxygenasen gebildet werden. Je nach Modifikation des Carbonsaurerings
entstehen verschiedene Typen der Prostaglandine (A-1) sowie Thromboxan A2.

Es werden verschiedene Serien von Prostaglandinen unterschieden: Serie 1 wird
aus der Dihomogammalinolensaure synthetisiert, Serie 2 aus der Arachidonsaure
und Serie 3 aus Eicosapentaensaure. Die 3 Serien losen jeweils unterschiedliche
Reaktionen im Korper aus. Fur diese Arbeit wird im Folgenden lediglich auf die Serie

2, im speziellen auf Prostaglandin E2 eingegangen.

Die Prostaglandinsynthese ist ein wesentlicher Bestandteil des Fettstoffwechsels.
Auf verschiedene physikalische und pathologische Reize wird das Enzym
Phospholipase A2 freigesetzt, es katalysiert die Freisetzung von Fettsduren aus
Membranphospholipiden. Fur die Synthese der Prostaglandine der Serie 2 wird aus
Arachidonsaure Uber Cyclooxygenasen zunachst Prostaglandin H2 synthetisiert.
Uber die PGE-Synthase entsteht schlieRlich PGE2. Das gebildete Prostaglandin wird
auf Reize unmittelbar ausgeschuttet und hat lediglich eine kurze Halbwertszeit. Es
wird rasch metabolisiert, so dass der Schluss zugelassen werden kann, dass die
Wirkung der Prostaglandine auf ihren Syntheseort begrenzt ist (Narumiya, Sugimoto,
& Ushikubi, 1999).

Coleman konnte 1994 eine Reihe von G-Protein gekoppelten Membranrezeptoren
identifizieren, die nach ihrer Praferenz fur die Prostaglandine mit den
entsprechenden Buchstaben bezeichnet werden (D, E, F, | oder T) (Coleman, Smith,
& Narumiya, 1994). Speziell fir Prostaglandin E2 wurden 4 Subtypen ermittelt: die
Rezeptoren EP-1 bis EP-4 vermitteln spezifisch die Wirkungen von PGE2
(McCafferty, Misajet, Laping, Edwards, & Thorneloe, 2008a).

Im gesamten menschlichen Korper modulieren Prostaglandine second messenger
Systeme. |hre Wirkweise ist vielfaltig. Typische Prostaglandin-induzierte Effekte sind
beispielsweise die Relaxation und Kontraktion glatter Muskulatur sowie die
Neuromodulation (Inhibition oder Stimulation der Neurotransmitterfreisetzung,

Sensibilisierung sensorischer Fasern, Fieberinduktion oder Schlafinduktion). Im
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Gastrointestinaltrakt steuern sie Sekretion und Motilitat, renal werden lonen- und
Wassertransport reguliert. Weiterhin sind sie bei der Zellapoptose und -—dif-
ferenzierung sowie der Onkogenese beteiligt.
Eine weitere wichtige Funktion bildet die Homdostase und Hamostase sowie die

Blutplattchenaktivitat (Narumiya et al., 1999).

Phospholipids

Epithelial cell

Arachidonic
acid

PGG, Abbildung 4

Prostaglandinsynthese in der Zelle und
PG|

H.
: Darstellung der rezeptor-vermittelten
/ \\ Effekte an der Muskelzelle.
PG

PGD, PGl . PGF,, Aus: Regulation of smooth muscle

2 TXA;
\ | LA 2] B | 4 contraction by the epithelium: role of
l { / { \ \ X l prostaglandins (Ruan, Zhou, & Chan,

[cAMP]; | [Ca®; |

Relaxation Contraction

FuUr die Blasenfunktion in Saugetieren spielt PGE2 eine entscheidende Rolle. Es ist
in der Blase von allen Prostaglandinen am meisten vorhanden. In vielen Studien ist
eine Synthese sowohl im Urothel als auch von der glatten Muskulatur belegt (Gee,
Lee, Grossman, & Sabichi, 2008; Klausner et al., 2011; Kobayter, Young, & Brain,
2012). Vor allem bei physikalischen Reizen wie Blasendehnung oder elektrischer
Stimulation wird es synthetisiert (Masunaga et al., 2006; Pinna, Zanardo, & Puglisi,
2000) und kann so zu Detrusorkontraktionen (Schroder, Newgreen, & Andersson,
2004a) und reduzierter Blasenkapazitat (Rahnama'i, Biallosterski, de Wachter, Van

Kerrebroeck, & van Koeveringe, 2012; Schussler, 1990) fuhren.
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1.5.1.6 Botulinumtoxin (BoNT)

BoNT wird von dem Bakterium Clostridium botulinum produziert und besitzt 7
Serotypen: A-G (Foran et al.,, 2003). In der Humanmedizin ist lediglich das
langwirksame BoONT Typ A (BoNT-A) therapeutisch relevant, toxisch sind fur
Menschen jedoch die Serotypen A, B und E. Die toxische Wirkung beruht auf einer

prasynaptischen Blockade der ACh-Ausschuttung an der motorischen Endplatte.

BoNT ist ein hochmolekulares, homologes Protein, welches aus zwei Teilen besteht:
einem leichtkettigen Anteil und einer schweren Kette, die Uber eine Disulfidbricke
verbunden sind. Hochspezifisch bindet BoNT-A an cholinerge Nervenendigungen,
prasynaptische  sympathische  und parasympathische = Ganglien  sowie
postsynaptische parasympathische Ganglien. Die hdchste Bindungssensitivitat
besteht fur die motorische Endplatte. Mit dem schweren Kettenanteil, dem
sogenannten Hullprotein, bindet es an die Zelle. Der eigentlich paralysierende
Proteinanteil, die zinkbindende leichte Kette, bildet eine Endoprotease. Diese wird
via Endozytose in das Zytosol transloziert und spaltet dort SNARE-Proteine (soluble
N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor). Die proteolytische Aktivitat
und Spezifitat variiert zwischen den einzelnen Serotypen: die Serotypen A,C und E
spalten SNAP-25 (Synaptosomal - associated protein 25). Serotyp B, D, E und F
spalten VAMP (vesicle associated membrane protein) (Kanai et al., 2012a). Die
Acetylcholinfreisetzung wird hierdurch gehemmt und es kommt zu einer schlaffen
Muskellahmung.

Die Aufnahme von BONT-A in die jeweilige Zelle ist abhangig von deren
Nervenaktivitat und der Expression sogenannter synaptischer Vesikel. Insbesondere
die Typgruppe 2 (Dong et al., 2006; Mahrhold, Rummel, Bigalke, Davletov, & Binz,
2006) der terminalen Nervenenden (Kanai et al., 2012b) ist fur die Aufnahme von
BoNT-A ins Zytosol wichtig. In der Blase sind wahrend der Miktion parasympathische
Fasern aktiv, die eine hohe Expression von SV-2 besitzen. Hierdurch kann das gute

Ansprechen auf BONT-A bei Blasenentleerungsstorungen erklart werden.
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Abbildung 5

BoNT-Aufnahme und Wirkung im terminalen Nerven, aus:

Mechanisms of action of botulinum neurotoxins, beta3-adrenergic
receptor agonists, and PDES5 inhibitors in modulating detrusor function in
overactive bladders (Kanai et al., 2012a)

1.6 Ziel der Untersuchung

Mit dieser Studie sollte erstmals die Proteinkonzentrationen von NGF und PGE2 im
Serum bei Patienten mit Uberaktiver Blase vor und nach BoNT-A Injektion untersucht
und mit dem klinischen Verlauf wie z.B. Ansprechen auf die Therapie korreliert
werden. Unsere Studie soll zur Differenzierung der vielen verschiedenen Ursachen
der Blasenentleerungsstorung beitragen und die Moglichkeit einer leichteren

Diagnosestellung und Therapieuberwachung im klinischen Alltag untersuchen.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Es handelt sich um eine prospektive, nicht randomisierte Studie, die objektiv und

subjektiv erhobene Parameter vergleicht.

2.1.1 Patientenauswahl

Die Studie wurde von der zustandigen Ethikkommission der Philipps-Universitat
Marburg positiv bewertet (AZ 12/11).

Fir die Untersuchung wurden Patientinnen und Patienten mit einer diagnostizierten
Uberaktiven Blase aus der Kontinenzsprechstunde der urologischen
Hochschulambulanz Marburg ausgewahilt.

Voraussetzung fur die Teilnahme an der Untersuchung war das Versagen
konservativer Therapiemalinahmen. Gemal} den Leitlinien der Deutschen Kontinenz
Gesellschaft e. V. wurde die Indikation zur BoNT-A Applikation in die Blase gestellt.
Lagen von medizinischer Seite keine Kontraindikationen flr den operativen Eingriff
vor und waren die Ein- und Ausschlu3kriterien erflllt, konnten die Patienten in die
Studie eingeschlossen werden. Die Studienteilnahme konnte von den Patienten
jederzeit widerrufen werden. Erfasst wurden Patientenalter und —geschlecht,
Vorlagenverbrauch und Miktionsfrequenz, Inkontinenzepisoden und die individuelle
Lebensqualitédt. Gaben die Patienten Harndrang mit Inkontinenzereignissen an,
wurde dies als OAB/wet, andernfalls als OAB/dry nach den Kriterien der ICS
klassifiziert (Milsom et al., 2001; Stewart et al., 2003). Im PGE2-Studienteil konnte

ebenfalls die Wirkdauer von BoNT-A ermittelt werden.

2.1.2 Ein- und Ausschlusskriterien
In die Studie eingeschlossen wurden informierte und einverstandene weibliche und
mannliche Patienten im Alter von mindestens 18 Jahren mit symptomatischer,

Uberaktiver Blase.

Einschlusskriterien waren die urodynamisch nachweisbare, nicht-neurogene

Uberaktive Blase mit DetrusorUberaktivitat oder die hypersensitive, kleinkapazitare
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Blase ohne Detrusoruberaktivitat. Die vorangegangene, erfolglose konservative
Therapie war Voraussetzung fur die Studienteilnahme.

Patienten mit mangelnden Deutschkenntnissen, nicht gegebener Aufklarungs- oder
Einwilligungsfahigkeit oder Kontraindikationen fur die BoNT-A Therapie bzw. bereits
erfolgter BONT-A Injektion wurden ausgeschlossen. Ebenso wurden Patienten mit
nachgewiesener neurogener Blasenentleerungsstorung, chronischer interstitieller

Zystitis oder Prostatahyperplasie nicht in die Studie aufgenommen.

2.2 Studienablauf

Die Untersuchungen erfolgten ca. eine Woche pra- und vier Wochen postoperativ
analog zu den sonst ublichen vorbereitenden Operationsvorbereitungen bzw. im

Rahmen der Kontinenzsprechstunde.

2.3 Praoperative Vorbereitung

2.3.1 Erste préoperative Untersuchung

Die fur die Studie geeigneten Patienten wurden in der urodynamischen
Sprechstunde zunéchst einer erneuten ausfuhrlichen allgemeinen und urologischen,
bei den weiblichen Teilnehmern auch gynakologischen Anamnese, unterzogen.
Validierte Fragebdgen zu Kontinenzsituation und Lebensqualitdt (King’s Health
Questionnaire (KHQ) und ICI Questionnaire Short Form (ICIQ-SF), siehe Anhang 9)
wurden den Patienten ausgehandigt. Voraussetzung fur die Studienteilnahme war
ein fur mindestens 3 Tage gefuhrtes Miktionsprotokoll mit Dokumentation der
Trinkmenge, Harnmenge und Miktionsfrequenz. Akute Erkrankungen wie z.B. eine
Harnwegsinfektion wurden zunéchst durch eine korperliche Untersuchung,
Urinanalyse (Urinstix und eventuell Urinkultur) sowie einer Blutabnahme mit
Bestimmung von  Blutbild, Elektrolyten,  Nierenfunktionsparametern  und
Entzindungswerten ausgeschlossen. Ebenfalls zum Ausschluss organischer
Ursachen oder Fehlbildungen erfolgte die sonographische Darstellung beider Nieren
und der geflllten Blase. Alle Patienten wurden urodynamisch evaluiert. Vor der
urodynamischen Messung wurden alle Patientinnen vaginal mittels geteilter Spekula
eingestellt und die Harnrohre mit Bougies—a—boules kalibriert. Eine Meatusenge

wurde bei mannlichen Patienten inspektorisch ausgeschlossen.
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Im Rahmen der ersten Aufklarung erhielten die Patienten Informationsmaterial zur
Studie und der BoNT-A Behandlung, ein weiterer Termin zur OP-Planung wurde
terminiert. So bestand ausreichend Bedenkzeit fur die Entscheidung zur

Studienteilnahme.

2.3.2 Zweiter préaoperativer Termin

Circa eine Woche vor dem vereinbarten Operationstermin erfolgte eine detaillierte
schriftiche Aufklarung Uber den Eingriff mit den moglichen Risiken und
Komplikationen. Die Einverstandniserklarungen zur Operation und Studienteilnahme

wurden an diesem Tag eingeholt und archiviert.

Die Behandlung der Uberaktiven Blase mit BONT-A war zum Zeitpunkt der Studie
noch nicht zugelassen, die Therapie erfolgte ,off label'. Alle Patienten wurden
gesondert hieruber aufgeklart. Die weitere Operationsvorbereitung beinhaltete
aullerdem die Aufklarung durch die Anasthesie, falls der Eingriff in Narkose

gewulnscht wurde.

2.4 Stationarer Aufenthalt und Operation

Die stationare Aufnahme erfolgte am Morgen des Operationstages ntchtern. In einer
kurzen Visite wurden die Patienten erneut Uber Ihre Einwilligung zur
Studienteilnahme befragt. Alle Patienten erhielten praoperativ eine einmalige
antibiotische Prophylaxe. Die Eingriffe wurden — je nach Patientenwunsch — in lokaler
Anasthesie oder Vollnarkose durchgefuhrt.

Postoperativ blieben die Patienten fur 48 Stunden stationar. Am 1. postoperativen
Tag erfolgte eine sonographische Restharnkontrolle. Bei hohen Restharnmengen
erfolgte nach weiteren 24 Stunden eine Re-Evaluation. Bestand weiterhin hoher
Restharn war eine Kathetereinlage fur zunachst 14 Tage notwendig. Ein
Kontrolltermin 4 Wochen postoperativ wurde vereinbart, zu dem ein Miktionsprotokoll

mindestens Uber 3 Tage mitgebracht werden sollte.
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2.5 Ablauf der BoNT-A Injektion

Wir fuhrten den Eingriff, je nach Patientenwunsch, in lokaler Betdubung
(intravesikaler Injektion von Scandicain 1%, 40 ml mit 20-minutiger Einwirkzeit) oder
Vollnarkose durch.

Die Lagerung erfolgte in Steinschnittposition. Initial erfolgte eine diagnostische
Urethrozystoskopie, um urotheliale Pathologien wie z.B. einen Blasentumor
auszuschliefen und das Blasenvolumen, falls dies nicht im Rahmen der
urodynamischen Untersuchung eruiert wurde, zu bestimmen. War der Befund
unauffallig, erfolgte bei gefullter Blase die Injektion von BoNT-A Uber eine flexible,
Uber das Zystoskop gefuhrte Hohinadel an 20 verschiedenen Stellen des M. detrusor
vesicae. Gemal den aktuellsten Publikationen (Frohme et al., 2010) wurde der
trigonale Bereich ebenfalls mit einbezogen. Es wurden insgesamt 500 Mouse Units
(MU) der BoNT-A Formulierung Dysport® (Ipsen Pharma, Ettlingen, Deutschland)
injiziert. AbschlieBend erfolgte eine erneute Zystoskopie, um Blutungen

auszuschlielRen.

2.6 Postoperative Kontrollen

2.6.1 Erste postoperative Kontrolle

Eine erste postoperative Kontrolle zur Evalueriung der BoONT-A Wirkung erfolgte 4
Wochen nach dem Eingriff. Bei dieser Vorstellung wurden das postoperative
Ergebnis sowie eventuelle Komplikationen erfasst. Zur Evaluation des
Therapieerfolgs postoperativ flllten die Patienten erneut die Fragebdgen zu
Inkontinenz und Lebensqualitat (KHQ und ICIQ-SF) aus. Die Angaben der Patienten
zur Verbesserung der Lebensqualitat, verbrauchter Inkontinenzvorlagen und
Haufigkeit der Inkontinenzepisoden wurden anhand der Fragebdgen ausgewertet
und zusatzlich in einem personlichen Gesprach erfragt.

Sonographisch wurde die Blasenentleerung kontrolliert und die obligatorische
Blutentnahme zur Proteinbestimmung durchgeflhrt. Analog zu den praoperativen

Untersuchungen untersuchten wir den Urin auf Infektionen.
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Bestanden sonographisch Restharnmengen bis 200 ml wurde auf eine
Katheteranlage verzichtet und ein erneuter Kontrolltermin nach 4-6 Wochen
vereinbart. Mit allen Patienten wurde eine erneute klinische Vorstellung erst bei
Nachlassen der BoNT-A Wirkung bzw. andersweitiger urologischer Probleme

besprochen.

2.6.2 Weitere postoperative Kontrollen

Im Durchschnitt stellten sich die Patienten ca. 9 Monate nach der ersten BoNT-A
Injektion mit zunehmendem Harndrang und erhdhter Miktionsfrequenz, welches sich
auch im obligatorischen Miktionsprotokoll widerspiegelte, vor. Erneut erfolgte die
Untersuchung wie in der ersten praoperativen Vorstellung auf Infektionen mittels
Urindiagnostik und sonographischer Kontrolle der Blasenentleerung sowie eine
Blutabnahme inklusive der Zusatzrohrchen fur die Proteinbestimmung. Patienten
wurden klinisch untersucht, auf eine erneute Urodynamik wurde bei eindeutigem

klinischem Bild im Regelfall verzichtet.

2.7 Erfassung der Lebensqualitat

Die Diagnosestellung der Uberaktiven Blase erfolgte klinisch. Mittels standardisierter
Fragebdgen sowie einer urodynamischen Untersuchung (siehe 2.3.3) wurde die

Diagnose bestatigt.

2.7.1 Fragebdgen

Zur besseren Erfassung der Lebensqualitit und der Form  der
Blasenentleerungsstorung wurden verschiedene validierte Fragebdgen eingesetzt.
Fur diese Studie wurden auf Empfehlungen der internationalen Kontinenzverbande
(Kelleher, Cardozo, Khullar, & Salvatore, 1997) der ICIQ-SF (Screening
Questionnaire for Incontinence, short form der International Consultation on

Incontinence) und der King’s Health Questionnaire eingesetzt (KHQ).
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a) ICIQ-SF
Mit Hilfe von vier Fragen werden die Haufigkeit und Quantitat von Harnverlust, die
Urinverlust induzierenden Situationen und der Einfluss von Urininkontinenz auf die

Lebensqualitat erfasst. Der Test ist in mehr als 20 Sprachen verfugbar (s. Anhang
9.1)

b) KHQ

Der KHQ erfasst die Lebensqualitdt und umfasst neun Domanen des alltaglichen
Lebens. Pro Frage innerhalb einer Domane wird ein Punktwert vergeben, nach
Auswertung des Tests kann Uber die Gesamtpunktzahl die Lebensqualitat des
Patienten beurteilt werden: Je hoher die Punktzahl desto schlechter die

Lebensqualitat (s. Anhang 9.2).

¢) Miktionsprotokoll

Die Patienten wurden gebeten, vor und nach dem Eingriff zur Quantifizierung der
Miktionsmenge und -haufigkeit Uber mindestens 3 Tage ein 24-Stunden-
Miktionsprotokoll zu fuhren. Die Trinkmenge sollte ebenfalls festgehalten werden,

ging aber nicht in die Studienauswertung mit ein.

2.8 Urodynamische Untersuchung

Zum  Ausschluss einer neurogenen Blasenentleerungsstorung,  solitarer
Belastungsinkontinenz bei Blasensenkung oder obstruktiver Miktion wurde bei allen
Patienten prainterventionell eine Urodynamik durchgefuhrt. Hierzu sollten die
Patienten vor der Untersuchung die Blase mdglichst vollstandig entleeren. Zu Beginn
wurde durch einen Einmalkatheterismus in der Blase verbliebener Restharn
gemessen und gegebenenfalls abgelassen. AnschlielRend folgte die langsame
Blasenflllung mit steriler Kochsalzlésung (NaCl 0,9%) bis 200 ml. Im Falle eines
verfriht einsetzenden Harndrangs wurde die Fillung vorzeitig unterbrochen.

Die weiblichen Teilnehmer erhielten vor der eigentlichen Urodynamik eine
Harnréhrenkalibrierung bei gefillter Blase, um eine Meatusstenose auszuschliefl3en.
Im Stehen und Liegen wurde ein Stresstest durchgefuhrt (Husten bei 200 mi

Blasenflllung) und nach Ingelmann-Sundberg eingeteilt.
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Grad | Tropfen im Stehen
Grad Il Strahl im Liegen oder Tropfen im Liegen
Grad Il Strahl im Liegen

Tabelle 2: aus: Ingelmann-Sundberg classification of stress incontinence (Schussler, 1990). Klinische Einteilung
des Urinabganges beim Stresstest.

Zur weiteren Diagnostik eines eventuell gleichzeitig vorliegenden Descensus
genitalis bei der Frau wurde eine Spekulumuntersuchung durchgefuhrt. Zum
Abschluss der Voruntersuchung folgte eine sonographische Darstellung der
Blasenmobilitat. Die urodynamische Untersuchung der Frau st in der
Hochschulambulanz der Klinik fir Urologie und Kinderurologie der Philipps-

Universitat Marburg zur Vereinfachung der Ablaufe standardisiert.

Nach Ablassen der zuvor eingeflullten 200 ml Kochsalzlésung wurde fur die
Zystometrie ein dunner, zweilumiger Messkatheter (9 Charriere) zur Bestimmung der
intravesikalen Drlcke transurethral eingelegt und am Oberschenkel mittels
Klebeband fixiert. Zur Beurteilung der Beckenbodenaktivitat wurden zwei
Klebeelektroden jeweils rechts und links der groRen Labien und eine Elektrode am
Oberschenkel platziert. Eine rektale Messsonde diente der Messung des
intraabdominellen Drucks. Uber den zweilumigen Messkatheter wurde nun
physiologische Kochsalzlosung in einer Geschwindigkeit von 50 ml/min kontinuierlich
bis zum Erreichen der individuellen maximalen Blasenkapazitat infundiert. Die
maximale Fullrate betrug ca. 800 ml. Die Patienten wurden gebeten, sich bei
Auftreten eines ersten Harndranges und dem Gefuhl einer vollen Blase zu melden.
Wahrend der gesamten Fulllungsphase wurden die Patienten in Abstanden von ca.
50 ml gebeten zu Husten. Eventuelle Urinabgange durch diesen Reiz wurden
markiert, ebenfalls konnten durch HustenstoRe getriggerte Detrusorliberaktivitaten
aufgezeichnet werden. Bei Erreichen der individuellen maximalen Blasenkapazitat

wurden die Patienten aufgefordert, moglichst entspannt zu urinieren.
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Hierbei wurden die Miktionsmenge, die minimale und maximale Harnflussrate
(Volumen pro Zeiteinheit), die Detrusordricke sowie die Beckenbodenaktivitat

aufgezeichnet.

Die Zystometrie diente der Beurteilung der Druckverhaltnisse in der Blase wahrend
der Fullungsphase und Miktion. Die Miktiometrie zur Untersuchung der Druck-Fluss-
Verhaltnisse am Ende der Untersuchung gaben Aufschluss Uber mdgliche
obstruktive  Blasenentleerungsstorungen, Restharnbildung oder gesteigerter
Detrusordricke. Auf ein Urethradruckprofii wurde in diesen Untersuchungen

verzichtet.

Die urodynamische Messung wurde mit dem Ellipse—System (Firma Andromeda,
Medizinische Systeme, Deutschland) durchgefuhrt und Uber die firmeneigene

AUDACT Pro-Analysesoftware ausgewertet.

2.9 Proteinbestimmung
2.9.1 Serumgewinnung flir NGF und PGE2

Den Patienten wurden fur beide Proteinbestimmungen 4 Wochen vor und 4 Wochen
nach Therapie Vollblutproben a 10 ml in Serum-Gel-Réhrchen (S-Monovette® der
Firma Sarstedt, 92 x ©15mm) entnommen. Nach Gerinnung des Blutes bei
Raumtemperatur fur 30 Minuten wurde das Serum bei 3500 rounds per minute (rpm)
fur 10 Minuten bei 4°C vom Koagulat getrennt. Das Serum wurde in Eppendorf-

Roéhrchen (1ml) uberfuhrt und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren.

Zur Bestimmung der Konzentrationen von NGF und PGE2 wurden kommerziell
erwerbliche Labor - Kits (Ray Biotech®, USA und R & D Systems®, USA) verwendet.

Die Testdurchfuihrung erfolgte jeweils nach Herstellerangaben.

Das Detektionslimit der ELISA-Kits lag fur NGF bei > 14 pg/ml und fur PGE2 bei >16
bis 41 pg/ml.
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Material und Methoden
2.9.2 Humanes B-NGF ELISA Kit (Ray Biotech®)
Reagenzien

1. B-NGF-Mikrotiterplatte (96 wells): mit Anti-humanem RB-NGF Antikorper
beschichtet

Waschpufferlosung: 25 ml, 20-fach konzentriert

2 Ampullen rekombinantes humanes R3-NGF

Probenverdunner: 15 ml, 5-fach konzentriert

2 Ampullen biotinylierter Anti-humaner 3-NGF Antikorper

HRP-konjugiertes Streptovidin-Substrat: 200 ul, 800-fach konzentriert

TMB one - step Substrat (3,3’, 5,5 -Tetramethylbenzidin): 12 ml

Stopplésung: 8 ml 0,2M H2S04

© N o g bk~ Wb

FUr den Nachweis der Immunglobuline wurden 100 ul der verdinnten Serumprobe
und 100 pl einer zuvor angefertigten Standardlésung mit rekombinantem humanem
R-NGF in eine Mikrotiterplatte pipettiert und fur 2,5 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Platte wurde vier Mal mit Waschpuffer gewaschen und anschliel3end
wurden 100 pl des biotinylierten Sekundarantikorpers anti-humanes R-NGF
aufgetragen. Die Platte wurde fir 45 min bei Raumtemperatur schuttelnd inkubiert.
Nach erneutem Waschen wurden 100 pyl TMB one-step-Substratldsung aufgetragen
und far 30 Minuten lichtgeschutzt und schuttelnd inkubiert. Die Farbreaktion wurde

durch Zugabe von 50 pl 0,2M H,SO, gestoppt und bewirkte einen Farbumschlag von

blau nach gelb. Die Absorption wurde anschliefend bei 450 nm in einem

Absorptionsphotometer gemessen und mittels Photometersoftware analysiert.
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2.9.3 Prostaglandin E2 Assay (R & D Systems®)
Reagenzien

Mikrotiterplatte: Ziege Anti-Maus PGE2 beschichtet
PGE2-Standard: 1 Ampulle mit 25.000 pg lyophilisiertem PGE2
HPR-konjugiertes PGE2: 6 ml

Antikorperldosung: 6 ml monoklonaler Mausantikorper
Kalibratorlésung: 21 ml Puffer

Waschpuffer: 21 ml, 25-fach konzentriert

Farbreagenz A: 12,5 ml Wasserstoffperoxid

Farbreagenz B: 12,5 ml TMB-L6sung (Tetramethylbenzidin)

© ® N o a s~ b=

Stopplésung: 11 ml H,SO4

Zur Durchfuhrung des Assays wurden zunachst die Serumproben mit der
Kalibratorlosung 3-fach verdinnt. Fur den Nachweis der Immunglobuline wurden
dann 200 pl Kalibratorlésung in die unspezifisch bindenden Vertiefungen pipettiert,
150 pl in die fr den Null-Standard vorgesehenen Vertiefungen. Anschliellend wurde
in alle Vertiefungen 150 pl Serum hinzugefugt. In alle nicht spezifisch bindenden
Vertiefungen wurden nun 50 pl monoklonaler Anti-Maus-Antikorper hinzugefugt. Ein
Farbumschlag zu Blau konnte beobachtet werden. Nach einer Stunde Inkubation bei
Raumtemperatur unter leichtem Schutteln wurde ohne vorige Waschung 50 pl HRP-
konjugiertes PGE2 in alle Vertiefungen pipettiert, ein Farbumschlag zu Violett war
erkennbar. Nach erneuter 2-stiindiger Inkubation bei Raumtemperatur unter leichtem
Schatteln wurde die Platte 4x mit Waschpuffer gewaschen, jegliche Flussigkeit wurde
anschlieBend entfernt. Nach Zugabe von 200 pl der =zuvor gemischten
Farbreagenzien und Inkubation Uber 30 Minuten lichtgeschutzt wurden 100 ul
Stopplésung hinzugefugt.
Ein Farbumschlag von Blau zu Gelb trat ein, die Lichtabsorption wurde sofort bei 450
nm in einem Absorptionsphotometer gemessen und mittels Photometersoftware

analysiert.
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3.0 Datenauswertung

Die Datensammlung und statistische Datenauswertung erfolgte mit Excel
(Microsoft®) und SPSS®-Software fur Windows, Version 18. Fur unabhangige
Stichproben wurde der nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Test, fir verbundene
Stichproben der Student’s t-Test durchgefuhrt und ein Signifikanzniveau von

p<0,05 festgelegt. Die Angaben erfolgen + Standardabweichung und
minimalem/maximalem Messwert.

Die standardisierten Frageb6gen wurden nach Verfasserangaben ausgewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientengruppen

4.2.1 Patienten NGF

Hierbei gaben 26 Patienten (21 Frauen, 5 Manner, mittleres Alter 66,5 Jahre, 28-83
Jahre) Symptome einer idiopathischer OAB an. Davon gaben 18 Patienten
Inkontinenz (OAB wet) und 8 Patienten fehlende Inkontinenz (OAB dry) an. Bei allen
Patienten hatten die bisherigen konservativen Malinahmen versagt und eine
anticholinerge Therapie wurde aufgrund von Nebenwirkungen bzw. Wirkungslosigkeit

abgebrochen. Alle Patienten waren zum Zeitpunkt der Untersuchung BoNT-A naiv.

4.2.2 Patienten PGE2

56 Patienten (48 Frauen, 8 Manner, mittleres Alter 52 Jahre, 18-87 Jahre) mit den
typischen Symptomen der OAB wurden in die Studie eingeschlossen.

Zu Beginn wurde bei 56 Patienten PGE2 im Serum bestimmt. Hiervon waren 44
Patienten von einer OAB wet und 12 von einer OAB dry betroffen. 4 Wochen nach
der BoNT-A Applikation war es mdglich bei insgesamt 30 der initial 56 Patienten
(53,6%) sPGE2 erneut zu bestimmen.

Auch hier waren alle Patienten BoNT-A naiv, alle konservativen Mallhahmen zur

Therapie der OAB waren ausgeschopft.

4.2.3 Kontrollgruppe
32 Gesunde (18 Frauen, 14 Manner, mittleres Alter 41 Jahre, 19-60 Jahre) ohne
relevante Nebendiagnosen oder bestehende Miktionssymptomatik fungierten als

Kontrollgruppe fur beide Proteinbestimmungen.
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4.3 Objektive Parameter sNGF

4.3.1 sNGF vor der Therapie

Die mittlere Konzentration fir sNGF der OAB-Gruppe war mit 58,8 pg/ml (+ 209,
range 0-1060, Median 4,5 pg/ml) im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 2,0 pg/ml (+

5,5, range 0-15, Median 0 pg/ml) signifikant erhoht (p<0,005, siehe Abbildung 6).

sNGF [pg/ml]
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201

Abbildung 6:

T T
Controls OAB

sNGF-Konzentration bei Gesunden (2 pg/ml) und erkrankten Patienten

(58,8 pg/ml) vor BoNT-A Therapie (p<0,005)
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4.3.2 wet OAB versus dry OAB

Bei Patienten mit einer wet OAB (n=18) zeigten sich im Vergleich zu Patienten mit
einer dry OAB (n=8) signifikant erhdhte mittlere SNGF-Spiegel (85 pg/ml (x 250) vs.
0,73 pg/ml (x 2,1), p<0,005, siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: Vergleich OAB dry (0,73 pg/ml) und OAB wet (85 pg/ml) vor BoNT-A Therapie
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4.3.3 sNGF und Lebensalter

Bezogen auf das Lebensalter zeigten Patienten bis 60 Jahre (n=7) im Vergleich zu
Patienten Uber 60 Jahre (n=19) signifikant niedrigere mittlere sNGF-Spiegel (8,9
pag/ml (£ 11,2) vs. 77,2 pg/ml (x 244), p<0,05).

4.3.4 sNGF nach BoNT-A Therapie

4 Wochen nach BoNT-A Injektion zeigte sich ein signifikanter Abfall der mittleren

sNGF-Konzentrationen (2,4 pg/ml (£7,8)) verglichen mit den praoperativen Werten
(58,8 pg/ml (£209), p<0,005, siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8: sSNGF-Konzentration pra- (58,8 pg/ml) und postoperativ (2,4 pg/ml) bei OAB (p<0,005)
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Ergebnisse

Die Daten zu sNGF sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Gruppe |Anzahl|NGF [pg/ml *SD]| p-Wert
Kontrolle | 32 2 (5,5) <0,005
(vs.OAB)
OAB
Pra-BoNT | 26 58,8 (209) <0,005
Post-BoNT| 26 24 (7,8)
OAB/wet 18 85 (250) <0,005
OAB/dry 8 0,73 (2,1)
Pat. <60 7 8,9 (11,24) <0,05
Pat. >60 19 77,2 (244)

Tabelle 3: Mittlere NGF-Werte der verschiedenen
Gruppen und Sub-Gruppen

4.3.5 Non Responder

Bei 2 Patienten zeigte sich 4 Wochen nach BoNT-A Applikation kein ausreichender
Erfolg der Therapie. Beide Patienten wiesen initial erhéhte sSNGF-Spiegel (1060 bzw.
56 pg/ml) auf. Wahrend bei einem Patienten der sNGF-Spiegel deutlich abfiel (12
pg/ml), konnte bei dem zweiten Patienten ein nur geringer sNGF Abfall

nachgewiesen werden (37 pg/ml).

4.3.6 Ansprechen und Lebensqualitat
Die Ubrigen 24 Patienten berichteten 4 Wochen postoperativ Uber ein sehr gutes

Ansprechen auf BoNT-A, welches sich in einer deutlichen Verbesserung der

Miktionssymptomatik als auch in der Lebensqualitat (ICIQ-SF + KHQ) ausdruckte.
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4.4 Objektive Parameter sPGE2

4.4.1 sPGE2 vor Therapie

Die mediane Serumkonzentration von PGE2 war bei OAB-Patienten im Vergleich zur

Kontrollgruppe signifikant erhoht (2749,5 pg/ml, SD 2375,7, range 332-9422

vs.1674,3 pg/ml SD 873, range 611-4038, p<0,005, siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: sPGE2-Konzentrationen OAB-Patienten versus Kontrollen (p<0,05)
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4.4.2 wet OAB versus dry OAB

Der Subgruppenvergleich zwischen den inkontinenten und kontinenten Patienten

zeigte signifikant hdhere sPGE2 Werte in der Gruppe der Patienten mit Inkontinenz.

(3241 pg/ml versus 1734 pg/ml, p<0,01, siehe Abbildung 10) .
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Abbildung 10: sPGE2-Konzentrationen bei OAB dry und OAB wet vor BoNT-A (p<0.01)

4.4.3 sPGE2 und Lebensalter

Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen Patientenalter und sPGE2

gefunden werden.
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4.4.4 sPGE2 nach BoNT-A

Ergebnisse

Postoperativ konnte bei 30 Patienten nach der BoNT-A Applikation erneut sPGE2
bestimmt werden. Verglichen mit den initialen Werten zeigte sich ein signifikanter
Abfall der Serumkonzentrationen von PGE2 4 Wochen postoperativ (2995 pg/ml, SD
2022, range 389-8861 versus 1486 pg/ml, SD 2414, range 201-11286; p<0,005,

siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: sPGE2-Konzentrationen pra-

T
post-op

und 4 Wochen postoperativ (p<0.005)
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4.4.5 Non Responder

Drei Patienten (1,8%) zeigten kein Ansprechen auf die BONT-A Therapie.

Bei 2 dieser 3 Non Responder (66,6%) zeigte sich ein postoperativer sPGE2 -
Anstieg auf bis zu 51% der initial gemessenen sPGE2-Werte (Pat 1: 1815 pg/ml auf
2749 pg/ml (+51,5%) / Pat 2: 1797pg/ml auf 2333pg/ml (+29,8%)). Lediglich ein
geringer sPGE2-Abfall lie® sich bei dem 3. Non Responder nachweisen (3677 pg/ml
auf 2686 pg/ml (-27%)).

Die individuellen vergleichenden (pra/post) sPGE-2 Verlaufe sind in Abbildung 12

dargestellt.

-80

-100 -

Abbildung 12: prozentualer Anstieg/Abfall von sPGE2 bei 30 Patienten 4 Wochen postoperativ
(rote Linien: non responder)
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4.4.6 Ansprechen und Lebensqualitat

4 Wochen postoperativ konnte ein signifikanter Ruckgang der Miktionsfrequenz

(p<0,01) sowie der Inkontinenzepisoden verzeichnet werden.

Inkontinenzvorlagen (4 (1-18) praoperativ vs. 1 (0-8) postoperativ) wurden signifikant
weniger bendtigt (p<0,05). Die Patienten gaben in den Fragebdgen eine signifikant
verbesserte Lebensqualitat in allen Lebensbereichen (Alltag, soziales und

physisches Erleben, emotional, partnerschaftlich, Schlaf, Miktionsverhalten) an.

4.4.7 BoNT-A Wirkdauer

Die mittlere Wirkdauer von BoNT-A lag in unserer Untersuchung bei durchschnittlich
9 Monaten und korrelierte mit den gesunkenen sPGE2-Werten. Die Patienten mit
einer kurzeren Wirkung (< 9 Monate) zeigten einen signifikant geringeren sPGE2 -
Abfall postoperativ (22%) verglichen mit Patienten, die einen Iangeren Therapieeffekt
(> 9 Monate) aufwiesen (57%, p<0,05, siehe Abbildung 13).
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Abbildung 13: Prozentuale Darstellung des sPGE2-Abfalls nach BoNT-A
in Korrelation zur mittieren BoNT-A Wirkdauer (9 Monate, p<0.05)
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6 Patienten (5 Frauen und 1 Mann, mittleres Alter 63,7 Jahre, range 40-76)
berichteten Uber eine erneute deutliche Zunahme von Harndrang und
Miktionsfrequenz nach einer medianen Wirkzeit von 8,5 Monaten (range 6-12).
Erneute sSPGE2-Messungen bestatigten einen Wiederanstieg bei nachlassender
BoNT-A Wirkung. Nach einer zweiten Therapiesitzung fielen die Serumwerte 4

Wochen postoperativ erneut ab.
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5 Diskussion

OAB ist eine Erkrankung der Harnblasenflllung. Wahrend der Fullungsphase wird
durch Dehnung des Urothels Stress auf den Detrusor ausgeldst, es kommt
physiologisch zur Ausschuttung von verschiedenen Transmittern. Im Falle von
pathologischen Blasenentleerungsstdrungen konnten speziell einzelne
Entzindungsmediatoren nachgewiesen werden. Insbesondere sind hierbei NGF und
PGE2 in Kombination mit ATP, NO und ACh in den Fokus der intensiven Forschung
getreten. NGF und PGE2 scheinen Hinweise auf eine Entzindungskomponente bei
Blasenentleerungsstorungen zu geben. Im Folgenden werden unsere Ergebnisse

anhand der bereits in der Literatur erhobenen Daten diskutiert.

5.1 Patientenkollektive

Die jeweiligen Patientenkollektive von 26 (NGF) und 56 (PGE2) Patienten sind
vergleichsweise klein. Dies ist unter anderem auf die immer noch hohe Dunkelziffer
der tatsachlich unter OAB leidenden Patienten zurtuckzufuhren. Durch die
fortbestehende Tabuisierung der Blasenentleerungsstérungen fehlt vielen Patienten
der Mut, sich in Behandlung zu begeben sowie der Zugang zu weiteren
Therapieinformationen, da oftmals im Bekannten- oder Verwandten-/Freundeskreis,
gerade in landlichen Gebieten, Uber diese Problematik nicht gesprochen wird ("das
verschwiegene Problem"). Viele Patienten befinden sich meist jahrelang in
urologischer oder gynakologischer Behandlung und werden auf weitere Malinahmen
aullerhalb der konservativen Therapie nicht hingewiesen. Bereits informierte
Patienten (z.B. durch das Internet), haufig weiblich, winschen sich einen operativen
Eingriff zur Problembehebung, der oftmals jedoch nicht die korrekte
Behandlungsmethode darstellt, da nicht jede Form der Blasenentleerungsstérung auf
eine Senkungsproblematik zurlckzufuhren ist. Ein weiteres Rekrutierungsproblem
war zu Beginn der Studie die noch nicht zugelassene Behandlung mit BONT-A zur
Behandlung der OAB. Obwohl seit Jahren erfolgreich bei neurogenen
Blasenentleerungsstorungen eingesetzt, fehlten bis Ende 2012 ausreichende
Datensatze zur vollstandigen Zulassung des Medikaments bei neurogenen und nicht

neurogenen Blasenentleerungsstérungen.
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Meist wurde die BoONT-A Applikation erst von sehr verzweifelten Patienten akzeptiert
(Anmerkung: seit Januar 2013 ist BONT- A zur Therapie der OAB uber die Firma
Allergan offiziell zugelassen).

Im Vergleich zur existenten Literatur finden sich aber auch selten Studien mit
Patientenkollektiven >30 Personen. Erst 2013 wurden die Zulassungsstudien mit
grolReren Patientenkollektiven publiziert (Chapple et al., 2013; Sievert et al., 2014).

Hierauf wird unter Punkt 5.4 noch naher eingegangen.

5.2 Dysport

In unseren Patientenkollektiven verwendeten wir zur Therapie der OAB die BoNT-A
Formulierung Dysport® (Firma Ipsen, Ettlingen, Deutschland). Zum Zeitpunkt der
Datenerhebung war die Injektion in den Detrusormuskel nur als Off-label-Therapie
zugelassen. Die aktuelle Datenlage zeigt keine signifikanten Unterschiede in der
Behandlung von Blasenentleerungsstorungen zwischen Onabotulinumtoxin A
(Botox®, Firma Allergan) und Abotulinumtoxin A (Dysport®, Firma Ipsen) (Ravindra,
Jackson, & Parkinson, 2013). Die Therapie mit Dysport war zur Studienzeit in der
Klinik bereits etabliert.

5.3 OP-Methode

Die Operation wurde von 2 verschiedenen erfahrenen Operateuren durchgefuhrt, so
dass eine Lernkurve der Operateure bei der Erhebung der Ergebnisse auller Acht
gelassen werden kann.

Nach internationalen Empfehlungen wurde wie bereits beschrieben (Punkt 2.2) die
Injektion Uber eine Zystoskopie in lokaler Anasthesie oder auf Wunsch in Vollnarkose
durchgefuhrt.
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5.4 Lebensqualitat

2013 wurde nach mehrjahriger positiver Erfahrung (off-label) mit BoNT-A bei
Blasenentleerungsstérungen Onabotulinumtoxin A (Botox®, Firma Allergan) als
Therapie bei nicht-neurogenen Blasenentleerungsstorungen zugelassen. Chapple et
al. untersuchten Uber 400 Patienten nach frustraner anticholinerger Therapie in einer
multizentrischen, doppelblinden und randomisierten, plazebokontrollierten Phase-llI-
Studie auf eine gebesserte Symptomatik die OAB betreffend. Zur objektiven
Erfassung der o.g. Kriterien wurde in dieser Studie unter anderem der King’s Health
Questionnaire (KHQ) verwendet. Dieser umfasst wie unter Punkt 2.7 genannt Fragen
zum Gesundheitszustand sowie zu Einschrankungen im taglichen Leben, bei
korperlichen und sozialen Aktivitdten, in personlichen Beziehungen, den
Geflhlszustand sowie Beeintrachtigungen des Schlafs durch Inkontinenz/haufiges
Miktionieren und wie sehr sich die Patienten durch die Blasenentleerungsstérungen
im allgemeinen beeintrachtigt fuhlen. Der Fragebogen ist mehrfach validiert und kann
als zuverlassig bezeichnet werden (Margolis, Vats, Coyne, & Kelleher, 2011). Bei
allen Patienten war nach Instillation von 100 IE BoNT-A eine signifikant gebesserte
Lebensqualitat im Vergleich zur Plazebogruppe nachweisbar (Chapple et al., 2013).
Die Autoren vermuten die Wirkung von BoNT-A wie bereits dargestellt Gber eine

Modifikation der afferenten und efferenten neuronalen Miktionskontrolle.

Wir erfassten in unserer Studie die weiteren subjektiven Parameter ebenfalls anhand
standardisierter und von der ICS empfohlener Fragebogen. Zusatzlich zum o.g. KHQ
verwendeten wir den ICIQ-SF (International Consultation on Incontinence
Questionnaire - short form), der wie unter Punkt 2.7 genannt mit vier Fragen die
Haufigkeit und die Quantitat des Urinverlusts, die Situationen, in denen es zum
Harnverlust kommt sowie die daraus folgende Beeintrachtigung des Alltags erfasst.
Auch hier sind die Testkriterien gerade bei der Erfassung der OAB-Symptome
mehrfach validiert (Avery et al., 2004).

Wir konnten ebenfalls in beiden Studienkollektiven eine signifikante Besserung der

Lebensqualitat durch geminderten Harndrang, geringere Miktionsfrequenz und
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geringeren Vorlagenverbrauch nachweisen. Trotz der geringen Patientenzahlen

decken sich auch hier die Daten mit der plazebokontrollierten Studie von Chapple.

5.5 sNGF und sPGE2 > 60 Jahre

Wie in der Einleitung bereits beschrieben sind die Serumwerte fur NGF bei Pat. Gber
60 Jahren und OAB deutlich hdher als bei jungeren Erkrankten (Irwin et al., 2006). Im
Gegensatz zu Ergebnissen von Liu fanden sich in unserem NGF-Studienkollektiv
jungere Patienten (<60 Jahre) mit im Mittel geringeren sNGF-Spiegeln als Patienten
> 60 Jahre (Liu, Chen, & Kuo, 2011). Dies war bei den erhobenen sPGE2—-Werten
nicht der Fall.

5.6 Non Responder

Beide Patientenkollektive wiesen 4 Wochen postoperativ Patienten ohne ein
ausreichendes Ansprechen auf die Therapie auf (sSNGF n=2, sPGE2 n=3). Non
Responder zeigten sogar einen sPGE2-Anstieg oder einen nur sehr geringen Abfall
der Werte. Diese Beobachtung im Verlauf nach BoNT-A Applikation bei OAB ist bis

dato nicht in der Literatur beschrieben worden.

5.7 NGF und PGE2

Bei der Erforschung von NGF als Entzindungsmediator konnte in mehreren Studien
ein direkter Zusammenhang zwischen Zytokininduktion und NGF und/oder
immunregulierenden Prozessen nachgewiesen werden. NGF bewirkt Uber
Mastzellen die Freisetzung von Prostaglandin E2, Histamin sowie Serotonin. Diese
fuhren allgemein zu einer Sensibilisierung der Nozizeptoren und kénnen Schmerz
oder Entziindungen auslésen (Taiwo & Levine, 1990), die T-Lymphozytensynthese
im menschlichen Korper ist unter Einfluss von NGF deutlich gesteigert (Manning,
Russell, Simmons, & Johnson, 1985).

Liu et al. gingen davon aus, dass bei Patienten mit chronischen Blaseninfektionen
Entzindungsparameter im Urin oder Urothel messbar sein mussten und

untersuchten 122 Patienten mit chronischer Zystitis und chronischem
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Beckenschmerzsyndrom auf erhdhte Konzentrationen von NGF im Urin (Liu, Tyagi,
Chancellor, & Kuo, 2009).

Da erhdhte Werte nachgewiesen werden konnten erweiterte sich die Forschung auf
die OAB. Kuo et al. konnten bei symptomatischen OAB-Patienten eine Erhéhung von
NGF im Urin und Blut nachweisen (Kuo, Liu, & Chancellor, 2010). Dies fuhrte zu der
Annahme, dass NGF auch eine Rolle bei der physiologischen Blasenentleerung

spielen kann.

Die Autoren testeten die NGF-Konzentration im Urin vor und nach Blasendistension,
ein Absinken der NGF-Werte sowie eine signifikante Reduktion der subjektiven

Symptome konnten gemessen werden (Liu et al., 2009).

Neben NGF scheint PGE2 als Entzindungsmediator eine wichtige Rolle zu spielen.
Die Prostaglandinsekretion wird mitogen- oder inflammatorisch im gesamten
menschlichen Organismus physiologisch induziert. Typischerweise ist PGE2 bei
Karzinomen, Herz- Kreislauferkrankungen, Infektionen sowie Erkrankungen des
Harntraktes erhdht (Narumiya et al., 1999).

In der Blase wird es - wie NGF auch - speziell vom Urothel, glatter Muskulatur
(Masunaga et al., 2006; Pinna et al., 2000), Neuronen und Gliazellen produziert
(Maggi et al., 1988; Narumiya et al., 1999).

Zur Bestimmung der naheren Funktion von PGE2 bei der Blasenentleerung wurde
Ratten PGE2 in die Blase instilliert. Das Prostaglandin triggerte intravesikal
phasische Detrusorkontraktionen (Schroder, Newgreen, & Andersson, 2004b),
wahrend topische Applikation in die Urethra zu Relaxation ebendort fuhrte
(Yokoyama et al., 2007). Weitere Studien konnten an Ratten mit ausgepragtem
Schaden der urothelialen Barriere, z.B. durch Infektionen des unteren Harntraktes
mit Escherichia coli, eine herabgesetzte Blasenkapazitat (Weng, Chen, Wu, & Liu,
2006) mit erhdhten PGE2-Leveln im Urin nachweisen (Wheeler, Hausladen, Yoon, &
Weiss, 2002). McCafferty et al. testeten nach diesen Erkenntnissen OAB-Patienten
auf PGE2 im Urin und konnten signifikant erhohte Werte nachweisen. Zusatzlich
stellten die Autoren eine negative Korrelation von erhdéhten PGE2-Werten zur
maximalen Blasenkapazitat fest (McCafferty, Misajet, Laping, Edwards, & Thorneloe,
2008b).
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In unseren Studienkollektiven fanden wir im Vergleich zu den o.g. Studien ebenfalls
signifikant erhohte Serumwerte fur NGF und PGE2 im Serum. Die von uns
untersuchten Patienten unterschieden sich nicht in den spezifischen Symptomen der
OAB. Beide Patientenkollektive waren deutlich in ihrer Lebensqualitat durch erhdhte
Miktionsfrequenzen, Urgency und/oder Inkontinenzepisoden mit erhdhtem
Vorlagenverbrauch eingeschrankt. Eine medikamentése Therapie mittels
Anticholinergika und konservativen Mallnahmen war bis zur Studienteilnahme
erfolglos, andere Erkrankungen wurden vor Studienbeginn ausgeschlossen.
Analog zu den o.g. Studien untersuchten wir unterschiedliche Endpunkte (OAB
wet/dry, Alter der Patienten, Lebensqualitat). Sowohl in der NGF- als auch in der
PGE2- Gruppe lieBen sich signifikante  Unterschiede der mittleren
Serumkonzentrationen beider Proteine zwischen den einzelnen Subgruppen (OAB
wet vs OAB dry) feststellen. Hier fanden sich die hochsten Serumkonzentrationen bei
Patienten mit imperativem Harndrang und erhohter Miktionsfrequenz sowie
Inkontinenz (OAB wet). AulRerdem bestanden in unseren Messungen individuell
relativ groRe Unterschiede in den sNGF-Konzentrationen. Der grof3te Unterschied
liel sich zwischen der Messgruppe wet OAB (range + 209) und Patienten alter als 60
Jahre (range + 244) vor BoNT-A-Therapie nachweisen. Dieses Phanomen der
individuell sehr ausgepragten NGF-Schwankungen zeigte sich auch bei Messungen
im Urin (Liu, Chancellor, & Kuo, 2009b). Eine Korrelation zwischen der Schwere der
klinischen Symptomatik und Hohe der sNGF—Konzentrationen liel} sich in unserem

Kollektiv nicht feststellen.

Kuo et al. zeigten in einem Patientenkollektiv mit unterschiedlichen Erkrankungen
(OAB wet/dry, Detrusoruberaktivitat, benignem Prostatasyndrom und gemischter
Inkontinenz) erhdohte NGF-Werte im Urin (Kuo et al., 2010). Die Studie zeigte bei
allen Krankheitsformen signifikant erhdhte NGF-Werte vor Beginn der Therapie mit
einem Anticholinergikum im Vergleich zu gesunden Kontrollen. Um eine moglichst
hohe NGF-Konzentration im Urin zu erhalten wurde der Urin vor der Untersuchung
bei subjektiv voller Blase und dringendem Miktionswunsch abgenommen.
AnschlielRend erfolgte die Verdinnung der Proben nach Herstelleranweisung, die
NGF-Konzentration wurde angepasst an die zuvor gemessenen Kreatinin-Werte im

Urin gemessen.
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Laut Herstelleranweisung des von uns verwendeten ELISA-Kits ist vor der
eigentlichen Messung von NGF im Urin eine vom Untersucher angenommene
Konzentration des Proteins anzugeben, anhand derer eine Verdunnungsreihe
anzufertigen ist. Ist die angenommene NGF-Konzentration falsch eingeschatzt, lasst
sich im verdinnten Urin kein NGF mehr nachweisen. Nach mehrfachen
Verdlinnungsversuchen konnten wir trotz einer NGF-Sensitivitdt von <14 pg keine
Ergebnisse in der Urinmessung verzeichnen. Die oben genannten Studienergebnisse
von Kuo decken sich mit den von uns gemessenen Serumwerten fir NGF- und
PGE2 bei Patienten mit OAB.

5.8 NGF und PGE2 unter Therapie

Die internationalen Leitlinien zur Therapie der OAB empfehlen initial konservative
Maflnahmen und anticholinerge Medikation (DGGG, 2010). Obwohl viele Praparate
mit mittlerweile geringer Nebenwirkungsrate zur Verfugung stehen, muss die orale
Therapie haufig aufgrund von Nebenwirkungen wie Mundtrockenheit oder
Obstipation abgesetzt werden (Sexton et al., 2011). Um neue Therapieansatze fur
die OAB zu finden testete Liu die Auswirkungen einer anticholinergen Therapie auf
die NGF-Konzentrationen im Urin bei 70 Patienten mit OAB. Nach 3 Monaten waren
bei 50 Patienten signifikant rlicklaufige NGF-Werte messbar (Liu, Chancellor, & Kuo,
2009a). Unter Therapie bestand zudem neben der reduzierten Miktionsfrequenz ein
gesteigertes Miktionsvolumen. 20 Patienten sprachen auf die Therapie nicht
ausreichend an. Nach einem Monat Therapiekarenz konnte bei 23 der 50 Patienten
erneut ein NGF-Anstieg gemessen werden, ebenso bei 5 der eigentlich initialen Non
Responder. Kim et al. testeten Veranderungen von NGF und PGE2 unter
anticholinerger Therapie in Abhangigkeit von subjektiver Symptomlinderung.
Interessant ist hier, dass lediglich bei Patientinnen mit signifikant geminderten
Symptomen eine NGF-Reduktion nachweisbar war, PGE2 jedoch keine signifikanten

Veranderungen unter anticholinerger Therapie zeigte (Kim et al., 2005).
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Da eine erhohte  NGF-Konzentration im  Urothel bei  neurogenen
Blasenentleerungsstorungen  bereits mehrfach nachgewiesen wurde, kam
Giannantoni auf die Idee, zunachst an 23 Patienten nach Spinalkanalverletzung und
mit urodynamisch nachweisbaren Detrusoraktivitaten die Auswirkungen einer
Therapie mit BoNT-A auf die urotheliale Proteinkonzentration zu testen. Alle
Patienten erhielten ab Beginn der Studie Oxybutinin 5 mg 3 x taglich, auch nach
BoNT-A-Injektion. Zystoskopisch wurden kalte Blasenbiopsien entnommen,
anschliefend 300 IE BoNT-A unter Aussparung des Trigonums an 30 verschiedene
Stellen in die Blase injiziert. Nach 1 und 3 Monaten wurden erneut Urodynamiken
und Blasenbiopsien mit dem Ergebnis einer signifikant abgefallenen NGF-
Konzentration in der Blasenwand durchgefihrt. Urodynamisch lie3 sich eine
gesteigerte Blasenkapazitat sowie eine deutlich reduzierte Schwelle fur autonome
Detrusorkontraktionen nachweisen.

Die Autorin vermutet hier eine durch das Neurotoxin bedingte verminderte
Detrusorkontraktilitat durch vermindert sezerniertes ACh am prasynaptischen Spalt.
Weiterhin wird eine Inhibition der Freisetzung von ATP und Substanz P durch die
reduzierte Sekretion von ACh vermutet (Giannantoni et al., 2006). Die Autorin beruft
sich auf in vitro Studien, die bereits den inhibierenden Einfluss von ATP auf die NGF-
Sekretion nachweisen konnten (Tanner, Chambers, Khadra, & Gillespie, 2000). Sie
diskutiert als weitere Wirkweise den Einfluss von BoNT-A als entzindungshemmend
auf sensorische Nerven (Hemmung der Vasodilatation und damit des entzindlichen
Odems).

In einer zweiten Studie aus dem Jahr 2013 vergleicht die Autorin die BONT-A-
Auswirkungen an Patienten mit neurogener und idiopathischer Detrusoruberaktivitat
(DO). Das Ziel der Untersuchung ist neben dem Nachweis reduzierter NGF-
Proteinwerte der Zusammenhang zwischen einer mutmallichen Modulation der
NGF-Expression und Expression seiner spezifischen Rezeptoren in der Blase (TrkA,
p75"™® und TRPV1) durch das Neurotoxin BoNT-A. Patienten mit neurogener DO
erhielten nach vorheriger kalter Blasenbiopsie 300 IE BoNT-A, der idiopathische
Therapiearm 100 IE BoNT-A. Die zeitgleiche anticholinerge Therapie wird in dieser
Studie nicht durchgefuhrt. Auch hier Iasst sich wieder ein deutlicher Rickgang von
NGF in den Blasenbiopsien einen Monat nach BoNT-A Injektion bei allen Patienten

nachweisen (Giannantoni et al., 2013). Gleichzeitig war jedoch die Genexpression
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von NGF, TRPV1, TrkA und p75"™} signifikant gesteigert. Giannantoni vermutet eine
durch das Neurotoxin modulierte NGF-Expression und gleichzeitig eine Expression
NGF-assoziierter Rezeptoren. Am ehesten soll dies durch eine geminderte NGF-

Freisetzung auf post-transskriptionaler Ebene erklarbar sein (Giannantoni et al.,
2013).
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Beide Studien sind verhaltnismaRig klein, so dass fur beide die Untersuchungen an
einem groReren Kollektiv wiederholt werden mussten, um reprasentative Ergebnisse

zu erhalten.

Fur PGE2 gibt es bis dato keine Untersuchungen bei OAB und BoNT-A Therapie, so
dass unsere Arbeitsgruppe hierzu die ersten Daten prasentiert. Cho et al.
untersuchten lediglich Veranderungen von PGE2 unter anticholinerger Therapie im
Urin. Die Autoren konnten trotz 4 Wochen langer Therapie keine signifikant
geminderten PGE2-Werte im Urin feststellen (Cho, Kim, Koh, & Kim, 2013).

Unsere Daten prasentieren erstmals signifikante Veranderungen von PGE2 im
Serum nach BoNT-A Therapie (Hegele et al.,, 2014). Grunde dieser differenten
Ergebnisse kdnnten das unterschiedliche Material (Urin/Plasma), welches untersucht

wurde als auch die unterschiedliche Therapieform (BoNT-A/Anticholinergikum) sein.

Wir konnten postoperativ einen signifikanten Ruckgang sowohl von NGF als auch
sPGE2 4 Wochen nach der BoNT-A Applikation zeigen. In der sPGE2-Gruppe wurde
zusatzlich die mittlere Wirkdauer von BoNT-A bestimmt, die im Mittel bei 9 Monaten
lag. Deutlich konnte hier die Abhangigkeit der BoNT-A Wirkung zum prozentualen
Abfall der sPGE2-Konzentrationen gezeigt werden: Patienten mit einem geringeren
Abfall der Serumkonzentration 4 Wochen postoperativ (22%) hatten eine signifikant
kirzere Wirkdauer als Patienten, deren sPGE2-Spiegel postoperativ prozentual
deutlicher sanken (57,4%). 6 Patienten blieben Uber die erste postoperative Kontrolle
hinaus in unserer Behandlung. Alle berichteten bei nachlassender BoNT-A-Wirkung
eine deutliche Zunahme von Harndrang und Miktionsfrequenz. Die nachlassende
BoNT-A Wirkung konnte anhand der wiederansteigenden Serumkonzentrationen von
PGEZ2 bestatigt werden. Nach einer zweiten Therapiesitzung fielen die Serumwerte 4

Wochen postoperativ erneut ab.

Im Folgenden werden die moglichen Wirkungen durch BoNT-A anhand der

verschiedenen Transmitter diskutiert.
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5.9 BoNT-A als Therapeutikum

Wahrend der Miktion (=Detrusorkontraktion) sind in der Blase parasympathische
Nerven aktiv. Diese besitzen - wie unter Punkt 1.2.1 bereits dargestellt - die hdchste
Expression von SV-2 (synaptic vesicle 2) und somit die hochste BONT-A Aufnahme.
Sympathische Fasern, die wahrend der Fullungsphase aktiv sind, exprimieren
weniger SV-2 und nehmen somit weniger BoNT auf (Kanai et al., 2011). Bisher
wurde lediglich eine Wirkung auf efferente Nerven in der Blase vermutet. In
Versuchen bei Mausen mit Ruckenmarksverletzungen, bei denen zirkumferent die
Halfte der Blase mit BoNT behandelt wurde, konnte jedoch eine Wirkung auf
afferente und efferente Nervenfasern beobachtet werden.

Auffallig war eine Diffusion von BONT-A Uber die Injektionsgrenze hinaus zur
Mukosaoberflache (Kanai et al., 2011). Kanai vermutet eine durch pathologische
Veranderungen der Blase gesteigerte afferente Nervenaktivitat, hohere SV-2
Expression und somit gesteigerte BoNT-A- Aufnahme in die terminalen

Nervenenden.

3 Wirkansatze von BoNT-A werden in der Studie diskutiert:

1. eine uber efferente Nerven durch BoNT-A modulierte Transmitterfreisetzung aus
pra- und postsynaptischen ganglionaren Fasern, so dass in der Blase eine Inhibition
der Acetylcholinfreisetzung aus efferenten Nerven die Detrusoraktivitat wahrend der
Miktion reduziert. Urodynamisch kann sowohl die reduzierte Detrusorkontraktion

sowie die Zunahme an interkontraktilen Intervallen aufgezeigt werden.

2. durch inhibierte Neurotransmitterfreisetzung afferenter Neurone wird die

Sensibilisierung sensorischer Fasern und die Nervenaktivitat reduziert

3. im Urothel wird durch physikalische Reize wie Detrusordehnung vermehrt ATP
ausgeschuttet. Liegt eine vermehrte ATP-Ausschittung durch eine pathologisch

veranderte Blase vor, kann BoNT-A zur Sensibilisierung afferenter Nervenfasern
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Uber P2X2 und P2X2/3-Rezeptoren fuhren. Da ATP vesikular freigesetzt wird,

vermutet Kanai eine Inhibition der vesikularen ATP-Sekretion durch BoNT-A.

Wie bereits in der Einleitung beschrieben wird nach BoNT-A-Injektion die vesikulare
Ausschuttung von ACh inhibiert, wodurch es zu einer schlaffen Lahmung am Muskel
kommt. ACh wird zudem durch ein nicht-neuronales cholinerges System urothelial
freigesetzt (Lips et al., 2007). Da ACh (ber muskarinerge Rezeptoren die K'-
Leitfahigkeit sowie den Ca’’-Einstrom der Zelle verandert ist hier als Folge eine
geminderte ATP- und NO-Freisetzung suburothelial vorstellbar, welche wiederum zu
Modulationen in der NGF- und PGE2-Sekretion fuhrt. Die geminderte NGF-
Freisetzung ware Uber C- und Ad- Fasern fur ein gemindertes Schmerzempfinden im
Blasenbereich verantwortlich. Eine &hnliche Wirkung konnte PGE2 vermitteln.
Insbesondere dem muskarinergen M2-Rezeptor wird eine regulierende Wirkung

bezlglich der PGE2-Sekretion zugesprochen (Nile & Gillespie, 2012).
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Da Su et al. in einer Studie an weiblichen Sprague-Dawley-Ratten mit Verletzungen
des Spinalkanals zeigen konnten, dass die PGE2 vermittelte Nozizeption spinal und
der Harndrang supraspinal Uber den EP-3 Rezeptor vermittelt werden (Su et al.,
2008)

ist nach BoNT-A-Therapie ebenfalls eine geminderte Nozizeption durch geminderte
PGE2-Sekretion denkbar.

Dies lasst auch die Vermutung zu, dass die NGF- und PGE2-Synthese durch BoNT-
A eine geminderte vesikulare ATP-Ausschittung und somit eine Reduktion der P2X2
und P2X2/3-Rezeptorexpression bewirkt (Birder & Andersson, 2013).

Somit wirde eine Sensibilisierung afferenter Nervenfasern gemindert werden, worauf
Punkt 2. der Studie anspielt. Kausal wirde weniger NGF und PGE2 von afferenten
Nerven produziert, was wiederum eine Reduktion der Sensibilisierung und
Detrusortberaktivitat zur Folge hat. Eine geringere NGF-Ausschuttung wirde die
Mastzellproduktion reduzieren, fokale Mastzellinfiltrate in der Blase waren rucklaufig.
Da Mastzellen ebenfalls eine PGE2-Sekretion induzieren, ware auch hier durch den

Ruckgang der Mastzellinfiltrate eine geringere PGE2-Ausschuttung denkbar.

Ebenfalls konnte durch die BoNT-A Wirkung und deren kausal geminderte NGF-,
ATP- und PGE2-Produktion die Expression von TRPV1-Rezeptoren gemindert
werden. NGF-induziert werden bei chronischer Zystitis mehr TRPV1-Rezeptoren
exprimiert (Nagy, Santha, Jancso, & Urban, 2004). Bei normaler Blasenfunktion lasst
das eine Rolle von TRPV1 in der Blasenspeicherfunktion (Sensibilitat) vermuten .
Dies hatte eine gesteigerte Blasenkapazitat zur Folge (Birder et al.,, 2002; Daly,
Rong, Chess-Williams, Chapple, & Grundy, 2007).

Das Ziel unserer Studie war es, messbare Marker zur Verbesserung der Diagnostik
und ggf. auch Therapie der OAB flir den klinischen Alltag zu finden. Nach den
bisherigen Erkenntnissen lassen sich NGF und PGE2 spezifisch im Urin bestimmen,
gerade fur NGF ist die Messbarkeit aber schwierig und ist bis zum jetzigen Zeitpunkt
nur einer Arbeitsgruppe gelungen. PGE2 spiegelt sich zwar gut bei erkrankten,
jedoch bisher therapienaiven Patienten im Urin wieder, allerdings konnte bisher keine

signifikante Reduktion des Proteins im Urin nach Therapie gezeigt werden. Wie in
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der Einleitung schon besprochen ist PGE2 ein ubiquitarer Mediator, der jedoch am
jeweiligen Syntheseort wirkt und bereits nach wenigen Minuten abgebaut ist.
Bei unseren Patienten lag anamnestisch und klinisch keine weitere, offensichtliche
Erkrankung vor, so dass sich die Frage stellt, warum sich 4 Wochen
posttherapeutisch zusatzlich zur verbesserten Lebensqualitat signifikant geminderte
Werte eines normalerweise lokal synthetisierten und eliminierten Proteins
nachweisen lassen. Die gleiche Frage stellt sich fur NGF, welches ebenfalls im
allgemeinen Entzindungsgeschehen erhdht nachgewiesen werden kann. Um diese
Fragen beantworten zu konnen, ist eine tiefere Sicht in immunregulierende Prozesse

notwendig.

Oberflachlich betrachtet sind beide Proteine im menschlichen Kdrper im allgemeinen
Entzindungsgeschehen in allen Geweben beteiligt. Beiden Proteinen ist eine
Beteiligung in vielerlei allergischen Reaktionen nachgewiesen, z.B. bei chronisch
allergischem Asthma (Godard, Chantreuil, Clauzel, Crastes de Paulet, & Michel,
1981; Virchow et al., 1998).

Bei der OAB finden sich NGF-produzierende afferente Nervenfasern in direktem
Kontakt mit Mastzellen. Diese bilden NGF-induziert fokale Mastzellinfiltrate in der
Blase. Das von den Mastzellen produzierte Histamin fuhrt zur chemotaktischen
Migration anderer Immunzellen, die wiederum NGF produzieren (Aloe, 2001;
Sawada, Itakura, Tanaka, Furusaka, & Matsuda, 2000). Eine Erklarung far im
peripheren Blut messbares NGF bei OAB-Patienten kann eventuell eine Studie an
Patienten mit kutaner und systemischer Mastozytose geben. Die Autoren
untersuchten den Ursprung von erhdohten Serum-NGF-Werten sowie erhdhtem NGF
in kutanen Gewebeproben. Zusatzlich wurde als Mastozytosemarker Tryptase
bestimmt. Die NGF-Spiegel im Blut korrelierten mit den gemessenen Tryptase-
Spiegeln, auch bei gesunden Kontrollen. Zusatzlich wurde ein vermehrtes
Vorkommen von TrkA—(=spezifischer Rezeptor fur NGF) positiven Zellen in
Hautpraparaten gesunder als auch erkrankter Patienten gesehen. Die TrkA-
exprimierenden Zellen konnten durch immunhistochemische Untersuchungen als
Mastzellen identifiziert werden. Um das Migrationsverhalten von Mastzellen, Gber
das bisher nur wenig verstanden ist, weiter zu entschlisseln untersuchten die

Autoren in vitro Mastzellvorlauferzellen.
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Hier fiel bereits bei Kontrollzellen ein gesteigertes Migrationsverhalten von
Mastzellvorlauferzellen aus dem Blut entlang eines NGF-Gradienten ins Gewebe auf,
was sich bei den Vorlauferzellen der Mastozytosepatienten verstarkt bestatigte. Die
Autoren vermuten die NTs selbst als eine Ursache der gesteigerten Mastzellinfiltrate
bei Mastozytose. Da Mastzellen selbst eine NT-Quelle mit funktionsfahigen
Rezeptoren darstellen ist Uber einen autokrinen Ruckkopplungsmechanismus sogar

eine Effektsteigerung denkbar.

Die Autoren vermuten diesen Mechanismus der Mastzellmigration anhand eines
NGF-Gradienten bei allen Mastzell-gesteuerten Erkrankungen. Als Quelle der
peripher messbar gesteigerten NGF-Serumwerte bei erkrankten Patienten vermuten

die Autoren also die Mastzellen selbst (Peng et al., 2013).

Uber PG war bisher lediglich klar, dass sie eine Vasodilatation und einen
gesteigerten lokalen Bluteinstrom im Entzindungsgeschehen mit der Folge einer
lokalen Uberwarmung und Rétung auslésen. Der eigentliche Mechanismus, der zu
dieser Vasodilatation fuhrt, war jedoch bisher unklar. Morimoto et al. wiesen in einer
Studie Uber inflammatorische Hauterkrankungen in einem Mausmodell eine direkte
Wirkung von PGE2 selbst Uber den EP3-Rezeptor Mastzelldegeneration triggert und
zur Zytokinausschittung fuhrt, was zur vaskularen Hyperpermeabilitat und
Leukozytenrekrutierung fuhrte (Morimoto et al., 2014). Die Autoren postulieren eine
PGE2-getriggerte, gesteigerte Chemotaxis und Bindungsaktivitat von Mastzellen im
akut entziindlichen Gewebe. Die PGE2-EP3-Signalkaskade kdnnte laut den Autoren

als Sensor der Mastzellen gegen Veranderungen in ihrem Mikroumfeld dienen.

Die Ergebnisse der beiden o.g. Studien stiutzen die These einer chronischen
Entzindung als eine der Ursachen der OAB. Die bei der OAB nachgewiesenen und
NGF-getriggerten  Mastzellinfiltrate in  der Blase bilden einen lokalen
Entzindungsherd, der zur Hyperpermeabilitat fahrt. Durch die gesteigerte
Gewebedurchlassigkeit kommt es zur Ausschuttung von in der Blase gebildetem
NGF ins periphere Blut, das wiederum zu einer Mastzellmigration fihren konnte.
Gleichzeitig konnte durch das in der Blase vermehrt gebildete PGE2 Uber die PGE2-
EP3-Signalkaskade eine gesteigerte Mastzellmigration in die Blase eingeleitet

werden. Beide Proteine  kénnten so  verstarkt den o0.g. NGF-
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Ruckkopplungsmechanismus zur Effektverstarkung initiieren.

Durch eine Therapie mit BoNT-A wirde die bereits diskutierte Sekretion von
Neurotransmittern inhibiert bzw. deutlich reduziert, dies wirde wiederum zu einer
Unterbrechung des o0.g. Entziindungsgeschehens und somit der Mastzellmigration
fuhren. Peripher liel3e sich also ein signifikanter Rickgang der gemessenen Proteine

nachweisen.

Eine mdgliche Erklarung fur im Serum nachweisbare erhdhte NGF- und PGE2-
Konzentrationen kdnnten also Mastzellen sein. Uber eine Tryptasebestimmung im
Blut konnte diese Hypothese gesichert werden, allerdings sind hierzu groRere
Patientenkollektive  und ebenfalls immunhistochemische = Nachweise  zur

|dentifizierung der Mastzellen notwendig.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden bei insgesamt 82 Patienten mit Uberaktiver Blase (OAB)
prospektiv die Serumwerte Nerve Growth Factor (NGF) und Prostaglandin E2
(PGEZ2) vor und nach Therapie mit Botulinumtoxin A (BoNT-A) untersucht. Die OAB
ist in ihren Ursachen noch nicht vollstandig verstanden, aktuell werden
Entzindungsvorgange als ein Ausloser diskutiert. Verschiedene Transmitter spielen
sowohl bei der  physiologischen Blasenentleerung als  auch bei
Blasenentleerungsstorungen eine wichtige Rolle. Die genauen Vorgange wahrend
der Miktion sind jedoch nicht vollstandig bekannt. NGF und PGE2 sind bei der OAB
als deutlich erhdhte Marker nachgewiesen worden. Messungen im Urin konnten
Veranderungen vor und nach anticholinerger Medikation und BoNT-A Applikation

zeigen. Bisher liegen jedoch keine Datensatze zu Messungen im Serum vor.

Wir untersuchten Serumkonzentrationen beider Proteine bei Patienten mit OAB vor
und nach BoNT-A Therapie. Zum Vergleich wurden 32 gesunde Patienten
herangezogen. Die Messungen erfolgten nach Anamnese, Urinstatus,
Miktionstagebuch und Urodynamik. EinschluRkriterien war die urodynamisch
nachweisbare nicht neurologische OAB mit Detrusoriberaktivitat oder die
kleinkapazitare, Ubersensible Blase ohne Detrusortberaktivitat. Alle Patienten waren
zuvor frustran mit Anticholinergika behandelt worden.

Die Lebensqualitdt wurde anhand standardisierter Fragebdgen (King’s Health
Questionnaire und International Consultation on Incontinence Questionnaire - short
form) 4 Wochen pra- und 4 Wochen postoperativ erfragt. Serumproben wurden
ebenfalls 4 Wochen pra- und 4 Wochen postoperativ abgenommen. Fur die Serum-
Messungen verwendeten wir kommerziell erwerbliche ELISA-Kits. Fur unabhangige
Stichproben wurde der nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Test, flir verbundene
Stichproben der Student’s t-Test durchgeflhrt und ein Signifikanzniveau von p<0,05
festgelegt.

Die Serumproben erkrankter Pat. unterschieden sich in beiden Proteingruppen
signifikant von den Kontrollen.

26 Pat. der NGF-Gruppe, davon 18 mit Inkontinenz (OAB wet) wiesen praoperativ
deutlich erhdhte NGF-Serumwerte (sNGF 58,8 pg/ml, p<0,005) auf. SNGF konnte bei
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inkontinenten Pat. deutlich hdher gemessen werden als bei kontinenten (85 pg/ml (x
250) vs. 0,73 pg/ml (x 2,1), p<0,005). 4 Wochen postoperativ zeigten alle Pat. eine
signifikante  Wertreduktion (2,4 pg/ml, p<0,005) und gaben signifikante
Symptomreduktion (geminderter Vorlagenverbrauch, reduzierte Miktionsfrequenz,
geringerer Harndrang, bessere Lebensqualitat) an. Fur Pat. >60 Jahre lief3en sich
héhere sNGF-Spiegel nachweisen als bei jingeren Pat. (8,9 pg/ml (x 11,2) vs. 77,2
pag/ml (£ 244), p<0,05). 2 Pat. der NGF-Gruppe sprachen subjektiv nicht auf die
BoNT-A Therapie an, was sich in nur geringem oder nicht vorhnandenem sNGF-Abfall

wiederspiegelte.

Gleichwertige Ergebnisse konnten in der PGE2-Gruppe gezeigt werden. Von initial
56 Pat. mit idiopathischer OAB im Vergleich zur Kontrollgruppe wiesen
pratherapeutisch deutlich erhdhte sPGE2-Werte (2749,5 pg/ml, p<0,005) auf. Fur
die Subgruppen OAB wet/dry war sPGE2 signifikant erhdht nachweisbar (3241 pg/mi
versus 1734 pg/ml, p<0,01). Bei 30 (53,6%) Pat. lie® sich 4 Wochen
postinterventionell SPGE2 bestimmen. Hier zeigte sich ebenfalls eine signifikante
Wertreduktion (2995 pg/ml vs. 1486 pg/ml, p<0.005). BoNT-A hatte in unseren
Messungen eine mittlere Wirkdauer von 9 Monaten, es wurden deutlich weniger
Vorlagen gebraucht (p<0,05). Insgesamt 3 Pat. der sPGE2-Gruppe zeigten keine
oder nur geringe Symptombesserung nach BoNT-A. Nachweislich wiesen 2 der Pat.
(66,6%) anstatt einer Wertreduktion sogar einen Anstieg von sPGE2 bis auf 51% des
Ausgangswertes auf, der 3. Pat. zeigte einen nur geringen sPGE2-Abfall (-27%).
Insgesamt 6 Pat. gaben nach dieser Zeit eine erneute Symptomverstarkung an. Dies
spiegelte sich in erneut angestiegenen sPGE2-Werten wieder, die 4 Wochen nach
einer zweiten BoNT-A Sitzung signifikant abfielen. sPGE2 korrelierte nicht mit dem

Lebensalter.

Unsere Ergebnisse zeigen eine eindeutige Verbindung zwischen den im Serum
erhdht gemessenen NGF- und PGE2-Werten und OAB. Unsere Arbeitsgruppe
prasentiert erstmals relevante Datensatze zum Einfluss von BoNT-A auf die NGF-
und PGE2- Sekretion bei Pat. mit OAB. Die erhobenen Messwerte korrelieren mit der
Schwere der Erkrankung, was sich in hdheren Werten bei Pat. mit OAB wet im
Vergleich zu Pat. mit OAB dry wiederspiegelt. Zusatzlich konnten wir einen

Zusammenhang zwischen einem Therapieerfolg nach BoNT-A und fallenden
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Serumleveln beider Proteine nachweisen. Limitierend fur diese Studie ist die relativ
kleine Kohortenzahl von 82 Pat. Unsere vielversprechenden Ergebnisse missten an
grolReren Patientenkollektiven bestatigt werden. Insgesamt stellen NGF und PGE2
gut messbare Entzindungsmarker im Serum dar, die im klinischen Alltag als

Indikatoren fur Diagnostik und eine gute Therapiefihrung verwendet werden kdnnen.
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7 Summary

This prospectively designed study aims to analyze neurotransmitters nerve growth
factor (NGF) and prostaglandin E2 (PGE2) serum blood levels in patients with
overactive bladder (OAB) before and after botulinum toxin A (BoNT-A) therapy.
Cause and development of OAB are still not fully understood. Currently, chronic
inflammatory processes are discussed as a trigger. Different transmitters play an
important role both during physiological micturition and bladder disorders. However
the exact regulations during micturition are still obscure. Recent studies showed
significantly increased urinary NGF and PGE2 levels in OAB patients. Moreover, a
significant change in protein levels before and after anticholinergic therapy and
BoNT-A treatment could be shown in several studies.

Up to now relevant data about serum levels is lacking.

We measured serum blood levels of both proteins in patients with OAB before and
after BoNT-A therapy. 32 healthy patients served as control group. Evaluation
included patient history, urine analysis, a voiding diary and urodynamic studies.
Inclusion criteria were urodynamic proven non-neurogenic overactive bladder with

detrusor hyperactivity or hypersensitive low capacity bladder without detrusor
hyperactivity. Patients were excluded if they did not meet the criteria. All patients

were non-responder to medical treatment.
Before and 4 weeks after treatment therapeutic success was assessed on the basis
of standardized questionnaires ICIQ-SF and KHQ. Before and 4 weeks after BONT-A

treatment, blood samples were collected. Serum blood levels were measured by a

commercialized enzyme linked immunosorbent assay. The statistical data analysis
was performed using the non-parametric Mann—Whitney U test and paired t-test to

compare the different groups and the individual changes.

Serum blood levels of the two protein groups differed significantly from controls.

Significantly higher sSNGF levels were detected in 26 patients with OAB (sNGF 58,8
pg/ml, p<0,005), hereof 18 with OAB wet. Furthermore sNGF levels were increased
in patients with OAB wet compared to OAB dry (85 pg/ml (x 250) vs. 0,73 pg/ml (x
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2,1). sNGF levels decreased significantly after BoNT-A treatment (2,4 pg/ml,
p<0,005). Incontinence pads were needed significantly less frequent . Patients >60
years showed significantly higher sNGF levels (77,2 pg/ml vs. 8,9 pg/ml, p<0.05)
compared to younger OAB patients. 2 patients had no significant effect after BONT-A

treatment. They showed no or only slightly decreased sNGF-levels.

We could demonstrate equivalent results for sPGE2: significantly higher sPGE2
levels were detected in 56 patients with OAB compared to controls (2750 pg/ml vs.
1674 pg/ml, p<0.005). Furthermore sPGE2 levels were increased in patients with
OAB wet compared to OAB dry (3241 pg/ml versus 1734 pg/ml, p<0,01). In 30
patients (53,6%) sPGE2 levels decreased significantly 4 weeks after BoNT-A
treatment compared to baseline (2995 pg/ml vs. 1486 pg/ml, p<0.005). Patients
reported an average drug effect of 9 month; incontinence pads were needed
significantly less frequent (p<0.05). 3 patients reported no postoperative effect.
sPGE2 increased in two patients (66,6%) compared to initial levels (51%), a single
patient showed a remotely decreased sPGE2 (-27%). Six patients were treated
repeatedly with BoNT-A after showing an sPGE2 re-rise. 4 weeks after BONT-A

treatment sSPGE2 levels decreased again. sPGE2 did not correlate with age.

Our results clearly demonstrate the relationship between sNGF, sPGE2 and OAB
reflected in significantly elevated serum levels of both proteins in patients suffering
from OAB.

For the first time we present data that SNGF and sPGE2 development is influenced
by intravesical BONT-A therapy in OAB. Moreover, our data detect a correlation of
both protein blood levels with the severity of OAB reflected by significant higher
levels in wet compared to dry OAB. Furthermore, we detected a correlation between
the success of therapy as well as the degree and duration of decreased protein
levels.

A limitation of this prospective single-center examination was the relatively small
patient cohort of 82 OAB-patients. These promising results have to be confirmed in
further investigations with a larger population.

This possible potential to differentiate between various OAB stages reveals sNGF
and PGE2 as promising for future use as markers and additional helpful tools for

therapeutic decisions in OAB.
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Anhang

9 Anhang

9.1 Inkontinenzfragebogen (ICIQ-UI-SF)

1. Bitte tragen Sie lhr Geburtsdatum ein:

2. Sind Sie? (Bitte ein Feld ankreuzen) [ | weiblich | mannlich

3. Wie haufig verlieren Sie Harn? (Bitte ein Feld ankreuzen)

1  niemals 0
L] ungefahr 1 Mal pro Woche oder weniger 1
] zwei oder drei Mal pro Woche 2
[ ungefdhr 1 Mal pro Tag 3
[J  mehrmals am Tag 4
[]  standig 5

4. Wie viel Harn verlieren Sie gewohnlich? (unabhangig davon, ob Sie
Vorlagen tragen oder nicht) (Bitte ein Feld ankreuzen)

[]  kein Harnverlust 0
L] eine kleine Menge Harn 2
L] eine mittlere Menge Harn 4
[]  eine groRe Menge Harn 6



Anhang

5. Wie sehr beeintrachtigt generell der Harnverlust lhren Alltag?
Bitte markieren Sie eine Zahl zwischen 0 und 10
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Uberhaupt stark
nicht
Summenscore der Fragen 3+4+5:

6. Wann verlieren Sie Harn? (Bitte kreuzen Sie zutreffendes an)

[] niemals — kein Harnverlust

[] Harnverlust vor dem Erreichen der Toilette

]

Harnverlust beim Husten oder Niesen

[] Harnverlust wahrend des Schlafes

L] Harnverlust bei korperlicher Betatigung/sportlicher Aktivitat

[] Harnverlust nach dem Wasserlassen und Wiederankleiden

[] Harnverlust ohne erkennbare Ursache

[]  standiger Harnverlust

Vielen Dank!
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9.2 Fragebogen zum Gesundheitszustand

King’s Health Questionnaire

1. Wie wirden Sie zur Zeit Ihren allgemeinen Gesundheitszustand beschreiben?

0 Sehr gut

0 Gut

0 MittelmaRig
0 Schlecht

0 Sehr schlecht

2. Wie sehr wirkt sich Ihrer Meinung nach Ihr Blasenproblem auf Ihr Leben aus?

0 Uberhaupt nicht

0 Ein wenig
0 MaRig
0 Sehr

Bitte kreuzen Sie an, wie sehr Sie in den folgenden Bereichen im Alltag durch
lhr Blasenproblem beeintrachtigt sind!

Einschrankungen bei
Alltagsaktivitaten

Nicht
vorhanden

Uberhaupt
nicht

Ein
wenig

MaRig

Sehr

3. | In welchem Ausmal} beeintrachtigt
Sie lhr Blasenproblem bei lhren
Aufgaben im Haushalt (z.B. Putzen,
Einkaufen usw.)?

4. | Beeintrachtigt Ihr Blasenproblem Ihre
berufliche Arbeit oder |hre Gblichen
taglichen Aktivitaten au3erhalb des
Hauses?

78




Wie sehr belasten Sie |hre Probleme?

Anhang

Bitte zutreffendes ankreuzen!

Korperliche/Soziale
Einschrankungen

Nicht
vorhanden

Uberhaupt
nicht

Ein
wenig

MaRig

Sehr

Beeintrachtigt Ihr Blasenproblem
Ihre korperlichen Aktivitaten (z.B.
Spazieren gehen, Laufen, Sport,
Gymnastik)?

Beeintrachtigt Ihr Blasenproblem
Ihre Fahigkeit zu reisen?

Schrankt Sie Ihr Blasenproblem im
Kontakt mit Menschen ein?

Schrankt Ihr Blasenproblem lhre
Fahigkeit ein, Freunde zu treffen/zu
besuchen?

Personliche Beziehungen

Nicht
vorhanden

Uberhaupt
nicht

Ein
wenig

MaRig

Sehr

Beeintrachtigt Ihr Blasenproblem
die Beziehung zu ihrem Partner?

10.

Beeintrachtigt Ihr Blasenproblem
Ihr Sexualleben?

11.

Beeintrachtigt Ihr Blasenproblem
Ihr Familienleben?

Gefiihlszustand

Nicht
vorhanden

Uberhaupt
nicht

Ein
wenig

MaRig

Sehr

12.

Sind Sie wegen lhres
Blasenproblems deprimiert?

13.

Sind Sie wegen lhres
Blasenproblems angstlich oder
nervos?

14.

Beeintrachtigt Ihr Blasenproblem
Ihr Selbstwertgefihl?

Schlaf/Energie

Nie

Manchmal

Oft

Immer

15.

Beeintrachtigt Ihr Blasenproblem
Ihren Schlaf?

16.

Fuhlen Sie sich wegen lhres
Blasenproblems erschopft/mide?

17.

Tragen Sie Einlagen, um trocken
zu bleiben?

18.

Achten Sie darauf, wie viel
Flissigkeit Sie trinken?

19.

Wechseln Sie |lhre Unterwasche,
wenn Sie nass wird?

20.

Haben Sie Angst zu riechen?

21.

Ist Ihnen lhr Blasenproblem

peinlich?
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Bitte kreuzen Sie an, wie sehr Sie in den folgenden Bereichen im Alltag durch
lhr Blasenproblem beeintrachtigt sind!

Wie sehr belasten Sie |hre Probleme?

Bitte zutreffendes ankreuzen!

Ein MaRig | Sehr | Nicht zutreffend
wenig
22. | Haufigkeit: sehr oft zur Toilette gehen
23. | Nachtlicher Harndrang: nachts
aufstehen, um Wasser zu lassen
24. | Starker und schwer kontrollierbarer Drang,
Wasser zulassen
25. | Unwillkarlicher Harnabgang, verbunden
mit dem starken Drang Wasser zu lassen
26. | Unwillkurlicher Harnabgang bei
korperlicher Aktivitat, z.B. Husten, Niesen,
Laufen
27. | Nachtliches Bettnassen
28. | Unwillkurlicher Harnabgang beim
Geschlechtsverkehr
29. | Haufige Harnwegsentziindungen
30. | Blasenschmerzen
31. | Schwierigkeiten beim Wasser lassen
32. | Weiteres Blasenproblem

Wenn ja, welches?

Vielen Dank!
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Abklrzungsverzeichnis

10 Abkurzungsverzeichnis

ACh

ADP

ATP
BDNF
BoNT-A
Ca™
cAMP
COX

DO

DRU
EP1-4
G-Protein
GAG
H2S04
HRP-konjugiert
ICIQ-SF

ICS

IE
IP3-Rezeptor
K*

kDa

KHQ

M

Min.

Acetylcholin

Adenosindiphosphat
Adenosintriphosphat

brain derived neurotrophic factor
Onabotulinumtoxin A

Calcium

cyclisches Adenosinmonophosphat
Cyclooxygenasen
Detrusoruberaktivitat

digital rektale Untersuchung
Prostaglandin E-Rezeptoren
GTP-bindende Proteine
Glykosaminoglykan

Schwefelsaure

horse radish peroxidase conjugated Streptovidin
International Consultation on Incontinence
Questionnaire - short form
International Continence Society
internationale Einheit
Inositoltriphosphat-Rezeptor
Kalium

Kilo-Dalton

King’s Health Questionnaire
molare Masse

Minute
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ml

Ml

mm

M. detrusor
MU

Na®

NaCl

N. hypogastricus
N. pudendus
sNGF

nm

NO

OAB

0.9.

p

Pat.

Pg
PG

PG I-F
sPGE2
PKC
p75N™R
P2X3

r

rem

SD
SNAP-25
SNARE

Abklrzungsverzeichnis
Milliliter
Mikroliter
Millimeter
Musculus detrusor vesicae

mouse units

Natrium

Natriumchlorid

Nervus hypogastricus

Nervus pudendus

Serum-nerve growth factor

Nanometer

Stickoxid

over active bladder

oben genannt

p-Wert, Wahrscheinlichkeit

Patient

Pikogramm

Prostaglandin

Prostaglandin I-F

Serum-Prostaglandin E2

Proteinkinase C

Neurotrophin-Rezeptor p75
Korrelationskoeffizient

purinergic receptor P2X3

rounds per minute

Standardabweichung
synaptosomal-associated protein 25
soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment

receptor
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SPSS

SV

TMB one-step
TrKA

TRP

TRPV1

TXA2

whs

VAMP

Abklrzungsverzeichnis

statistical package for social siences
synaptic vesicles

3,3,5,5'- Tetramethylbenzidin
Tyrosinkinaserezeptor A

transient receptor potential channel
transient potential vanilloid receptor 1
Thromboxan A2

wahrscheinlich

vesicle associated membrane protein
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