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1 Einleitung

Harnleiterschienen sind in der Urologie haufig verwendete Implantate. Sie werden
heutzutage weltweit rund 100 Mio. Mal pro Jahr eingesetzt (Laube, 2006). Ihr Zweck
besteht in der Sicherstellung des ungehinderten Harnabflusses zwischen Niere und
Blase (Kinn und Lykkeskov-Andersen, 2002). Es gibt eine Reihe von Ursachen fur den
erschwerten Abfluss des Urins. Auf die verschiedenen Indikationen der Harnleiter-
schienung wird in einem spateren Abschnitt eingegangen.

Trotz grol3er Anstrengungen im Bereich der Krankenhaushygiene treten in Deutschland
jedes Jahr ca. 600.000 nosokomiale Infektionen auf (Robert-Koch-Institut, 2002 a und
b). Harnwegsinfektionen (HWI), die mit einem Anteil von 30-40% zu den haufigsten
nosokomialen Infektionen zahlen, sind in bis zu 90% der Falle ursachlich mit einer
Katheterisierung assoziiert (Ruden et al., 1997; Sokeland et.al., 2000). Ein Implantat,
welches im Harntrakt platziert wird, bietet als Fremdkdrper immer eine Oberflache flr
die Ansiedlung von Bakterien, welche zur Ausbildung von Inkrustationen aus kristallinen
Bakterienbiofilmen fuhrt (Laube et al., 2006). Die unmittelbaren Folgen sind unter
Umstanden erheblich: von einem banalen Harnwegsinfekt bis hin zur obstruktiven
Pyelonephritis mit Funktionsminderung der Nieren. Die Ausbildung einer Harnstauungs-
niere beruht im Zusammenhang mit einer Katheterisierung meist auf einer Katheter-
bzw. Stentobstruktion durch Inkrustation. Die Inkrustationsneigung der Harnleiter-
schienen stellt somit ein signifikantes Problem in der endourologischen Therapie dar
(Sofer und Denstedt, 2000). Bei 80% der Patienten mit Ureterstents treten einzeln oder
gemeinsam massive Bakteriurie, Hamaturie, Fieber, Inkontinenz und anhaltende
Tragebeschwerden auf (Bregg und Riehle 1989; Chew et.al., 2004; Joshi et.al., 2002;
Richter et al., 2000).

Man kann den Bakterienbiofilm als chronische Infektquelle ansehen, aus der sich unter
wechselnden Antibiotikatherapien leicht multiresistente Bakterienstamme entwickeln.
Bislang mussen die liegenden Stents bei ersten Anzeichen von Komplikationen
gewechselt werden, weshalb im Extremfall die intrakorporale Verweildauer eines
Standardimplantates nur wenige Tage oder Wochen betragen kann.

Trotz vielfaltiger materialwissenschaftlicher Ansatze konnte die Komplikationsrate der

Harnleiterschienung bisher nicht merklich gesenkt werden.
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Die dieser Dissertation zugrunde liegenden Experimente sind Teil eines
interdisziplinaren und  translationalen Projektes, welches  vom BMBF
(Bundesministerium fur Bildung und Forschung) geférdert wird. Dabei werden
Oberflachen handelsublicher Polyurethan-Stents aus der momentan laufenden
Produktion eines Herstellers mit plasmadeponierten amorphen Kohlenstoffen
beschichtet. In-vitro-Experimente zeigten bisher exzellente Ergebnisse bezlglich der
Verminderung von Biofilmbildungen. Heilversuche mit entsprechend beschichteten
Doppel-J-Stents zeigten eine Verstarkung des Effektes in-vivo.

Um diesen verstarkten Effekt auch experimentell nachvollziehen zu kdnnen, wurden in
den Versuchen, auf die sich die vorliegende Promotionsschrift bezieht, die in-vitro-
Bedingungen noch mehr denen in-vivo angepasst. Dafir wurde das bekannte und
etablierte Schema fur die Herstellung von kinstlichem Urin nach Griffith (1976) durch
die Hinzugabe des Harnproteins Albumin in verschiedenen Konzentrationen erweitert.
Wie schon Choong et al. (2000) zu bedenken geben, bertcksichtigen in-vitro-Versuche
zwar bereits eine Vielzahl verschiedenster Einflussgrofien, jedoch mangelt es ihnen an
Urinproteinen, die aber eine entscheidende Rolle im Inkrustationsprozess spielen.
Albumin, als eines der wichtigsten Harnproteine, gilt als Marker fur verschiedene
Nierenschaden (Diabetische Nephropathie, Tumore, etc.) und tritt dabei haufig im
Patientenurin erhoht auf. Albumin wurde bereits ein Einfluss bei der Steinbildung
nachgewiesen und deshalb sollte es auch bei der Frage der Inkrustationsneigung von
Harnleiterschienen Beachtung finden. Somit wurden fur diese Dissertationsarbeit die
bisherigen etablierten in-vitro-Experimente der Experimentellen Urologie des
Universitatsklinikums Bonn um den Faktor des Albumins erweitert.

Durch die Zugabe von Albumin Iasst sich die Biokompatibilitat der verschiedenen
amorphen Kohlenstoffbeschichtungen noch exakter untersuchen. In unseren speziellen
Experimenten wahlten wir Albuminkonzentrationen, die einer Normo- (5 mg/l Alb) bis zu

einer Makroalbuminurie (300 mg/I Alb) entsprechen.

2 Literaturtbersicht
In der folgenden Ubersicht soll zunachst auf die Grundlagen der kinstlichen
Harnleiterschienung eingegangen werden. Es folgt der Prozess der Biofilmbildung

allgemein sowie speziell auf urologischen Implantaten. Nach einem Uberblick zur
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Proteinurie schliet die Beschreibung der Eigenschaften und Besonderheiten von
Albumin die Ubersicht ab.

2.1 Grundlagen der kinstlichen Harnleiterschienung

2.1.1 Allgemeines

Die kunstliche Harnableitung ist eine in der Medizin generell haufig angewandte
Methode. In den USA zum Beispiel werden im Jahr Uber 100 Millionen Dauerkatheter
und Stents eingesetzt (Reid, 1999; Schierholz et al., 2002). Allgemein bezeichnet man
sie als ,Biomaterial®.

Definiert wird Biomaterial als jede Substanz, synthetisch oder naturlich, die in der
Medizin fur therapeutische bzw. diagnostische Zwecke verwendet wird und mit dem
umliegenden Gewebe in Kontakt tritt (Sofer und Denstedt, 2000). Dabei entstehen
Wechselwirkungen zwischen Biomaterial und dem umgebenden biologischem System.
Im engeren Sinne bezeichnet der Begriff ,Biomaterial® Substanzen, die als Implantate
langerfristig im Korperinneren verbleiben konnen.

Es existieren generell zwei Arten der kunstlichen Harnableitung: einerseits die
Schienung der Harnleiter, andererseits die Ableitung des Urins aus der Blase
(suprapubisch bzw. transurethral; siehe Abb. 1). Die dieser Arbeit zugrundeliegenden
Versuche beschaftigen sich ausschlieldlich mit den Eigenschaften verschieden

beschichteter Harnleiterschienen.
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Abb. 1 Katheter werden routinemafig in den Harntrakt eingesetzt — entweder als
Harnleiterschiene zwischen Nierenbecken und Harnblase oder als direkte
Drainage aus der Harnblase (transurethraler Katheter, siehe Abbildung links). Die
Abbildungen in der Mitte und rechts zeigen computertomographische
Darstellungen eines Abdomens mit liegender Harnleiterschiene. Die 3D-
Animation in der Mitte zeigt deutlich die Lage des Stents. Rechts werden
zusatzlich die viszeralen Organe veranschaulicht. Der Patient leidet an einer
tumordsen Erkrankung im Endstadium, die eine kunstliche Harnableitung noétig
macht. Der Tumor verlegt den Harnleiter fast auf seiner gesamten Lange und
komprimiert das Lumen des Harnleiters, welches zu einer Obstruktion des
Urinabflusses fuhrt (Kleinen et al., 2008).

Eine Harnleiterschiene, auch Uretersplint/-schiene, Stent oder Pigtail-Katheter genannt,
ist ein dinnes, meist 7 Charr. (1 Charriére = 1/3 mm) durchmessendes vorgeformtes
Plastikrohrchen individueller Lange [ca. 10-30 cm, meist 24 cm (Lam und Gupta, 2004)],
das zur Unterstutzung der Harnableitung in den Harnleiter eingelegt wird. Mit dem
kranialen Ende liegt es im Nierenbecken, mit dem kaudalen Ende in der Harnblase. Der
Katheter wird bei einer bestehenden Harnabflussstorung zur inneren Schienung des
Harnleiters verwendet. Die heutzutage verwendeten Schienen besitzen meist alle die
Madglichkeit, dass sich die beiden Enden um einige Zentimeter aufrollen kdnnen. Dies
wird durch einen so genannten Memoryeffekt ermdglicht. Aufgrund dessen werden die
Stents auch Doppel-J- bzw. ,Pigtail*-Katheter genannt (siehe Abb. 2). Diese Fahigkeit
verhindert die Dislokation und fixiert sie nach gelungener Platzierung jeweils in der

Niere und der Harnblase.
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Abb. 2 Die Fotografie zeigt das Ende einer Harnleiterschiene. Hier wird der sogenannte
Memoryeffekt deutlich, der bewirkt, dass sich das Katheterende nach Entfernen
des FuUhrungsdrahtes aufrollt (,Pigtail“-Katheter). Dies verhindert die Dislokation
des Stents.

Die Schiene kann antegrad wahrend einer offenen Operation oder perkutanen Punktion
des Nierenbeckens sowie retrograd transurethral durch ein Zystoskop in den Korper
eingebracht werden. Bei der letztgenannten Methode wird zunachst eine retrograde
Pyelographie durchgeflhrt und dann der Katheter Uber einen FUhrungsdraht in den
Harnleiter geschoben. Der Flihrungsdraht wird nach der Platzierung der Schiene wieder
entfernt.

Die Liegedauer einer Harnleiterschiene kann je nach Indikation, Material und
Vertraglichkeit durch den Patienten variieren und zwischen ein paar Tagen, mehreren
Wochen (Regelzeit) bis hin zu einigen Monaten betragen. Die Entfernung der Schiene

erfolgt dann endoskopisch.

2.1.2 Geschichte der kunstlichen Harnleiterschienung

Die Methode der Harnleiterschienung ist eine schon lange angewandte Therapieform.
Bei offenen Eingriffen werden Harnleiterschienen seit dem 19. Jahrhundert eingesetzt
(Lam und Gupta, 2004). Endoskopisch ist dies erstmalig 1967 beschrieben (Liedl,
2007).

Die Geschichte der Anwendung von Implantaten im Harntrakt reicht zurlick bis zu den

antiken Agyptern, welche Blei- und Papyruskatheter fiir die Harndrainage verwendeten



15

(Bitschai, 1952). Andere Materialien wie Bronze, Kupfer, Silber, Zinn, Tierhaut, Leinen
und Schilf wurden spater fur die Blasenkatheterisierung genutzt (Seiter et al., 2000). Im
18. Jahrhundert ermdglichte der neu entwickelte Werkstoff Gummi die Herstellung von
haltbaren und flexiblen Kathetern (Sofer und Denstedt, 2000). Der Gebrauch von
Glasrohrchen im Harnleiter ist bereits aus der Zeit vor dem Zweiten Weltkrieg bekannt.
Diese konnten sich allerdings wegen ihrer Neigung zu Dislokationen und Obstruktionen
nicht durchsetzen (Sofer und Denstedt, 2000). 1967 berichteten Zimskind et al.
erstmalig Uber eine erfolgreiche endoskopische Einsetzung eines Silikon-Réhrchens, um
Obstruktionen des Harnleiters zu behandeln. Dies lautete die moderne Ara der
Dauerkatheter ein. 1970 veranderte Marmar den Zimskind-Stent, indem er ihn mit
zahlreichen seitlichen Lochern versah. Diese ermoglichten das ZurtckflieRen des Urins
in das Stentlumen und minimierten die durch die Schienung auftretenden Driicke im
Harnleiter und Nierenbecken. Durch die Nutzung von Silikon wurde die Harnableitung
verbessert und die Inkrustationsneigung der Stents verringert.

Gibbons et al. (1974) experimentierten in den folgenden Jahren mit verschiedenen
Madglichkeiten, um die Dislokation der Stents zu verhindern. Ein entscheidender
Fortschritt in dieser Hinsicht wurde 1978 gemacht. Die Migrationsneigung der Stents
konnte durch die Erfindung des Doppel-J-Stents mit einem proximalen und einem
distalen J-férmigen Ende (Finney, 1978) verringert werden. Der Einrolleffekt an den
Enden dieses Stents, auch Double-pigtail-Stent genannt (siehe Abb. 2), wurde von
Mardis et al. (1979) sogar noch einmal verbessert. Diese Stentart hat sich fur die langer
dauernde innere Harnleiterschienung durchgesetzt und stellt heutzutage den
Goldstandard dar.

Seit 1980 ist der Gebrauch von Stents in der Erwachsenen- und Kinder-Urologie
weitverbreitet (Bloom et al., 1999; Yachia, 1997).

2.1.3 Indikationen zur kunstlichen Harnleiterschienung

Innere Harnleiterschienen werden generell eingesetzt, um bei mdglichen oder
manifesten Harnabflussstorungen den Urinfluss von der Niere zur Blase aufrecht-
zuerhalten oder wiederherzustellen. Die Anzahl verschiedener Indikationen zur
Schienung hat sich in den vergangenen Jahrzehnten aufgrund der Weiterentwicklung

von Materialien und Designs stark vergrofert.
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Bei vielen Operationen im Rahmen der Stein- und Tumorchirurgie aber auch bei
angeborenen Fehlbildungen im Bereich des Nierenbeckens und des Harnleiters ist die
vorubergehende Einlage eines Ureter-Stents erforderlich, um die intraoperativ
entstandene Anastomose zu schienen (Lam und Gupta, 2002; Singh et al., 2001).
Haufig werden Ureter-Stents zur Forderung des spontanen Abgangs kleiner Harnsteine
(bis zu einer Groke von 10 mm) bei bestehender Kolik, nach einer transurethralen
Bergung von Harnsteinen oder prophylaktisch vor oder nach einer ESWL eingesetzt
(Auge und Preminger, 2002; Chew et al., 2004). Die Schienung erleichtert dabei den
Abgang von Steinfragmenten und sichert den Harnfluss auch im Falle eines
Anschwellens des Harnleitergewebes.

Einsatz finden sie auch bei malignen tumordsen Geschehen (siehe Abb. 1), die
entweder von innen (z. B. durch ein Urothelkarzinom) oder von auf3en (z. B. durch ein
Kolon- oder Ovarialkarzinom oder durch Lymphknotenmetastasen) das Lumen des
Ureters komprimieren (Auge und Preminger, 2002; Robert et al., 1997). Benigne
Geschehen kdénnen auch zu einer Verlegung des Harnleiters fihren. Zu beachten sind
dabei narbige Strikturen aufgrund einer vorhergehenden Traumatisierung, einer
Bestrahlung im Bereich der Ureteren (Ringel et al., 2000) oder einer retroperitonealen
Fibrose (M. Ormond) (Auge und Preminger, 2002; Keane et al. 1994; Lam und Gupta,
2002).

Akute Verletzungen des Harnleiters durch einen Unfall oder wahrend einer
abdominellen Operation konnen ebenfalls Indikationen zur Schienung geben (Monga et
al., 1995), genauso wie die Kompression des Uterus auf den Ureter bedingt durch eine

Schwangerschaft (Auge und Preminger, 2002).

2.1.4 Die Stents
2.1.4.1 Anforderungen an das ideale Material
Obwohl das ideale Biomaterial flir den endourologischen Einsatz noch nicht gefunden
wurde (Singh et al., 2001), kennt man mittlerweile die Bedingungen, die das Material
erfullen sollte (Choong et al., 2000; Choong und Whitfield, 2000 a und b; Liedl, 2007;
Seiter et al., 2000):

e Sicherstellung des ungehinderten Urinflusses

e geringe Inkrustations- und Biofilmbildungsneigung
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e geringe Bakterienadharenz

e gute Biokompatibilitat (siehe unten)

e Migrations- und Dislokationsvermeidung

e problemlose retrograde, antegrade oder offene Platzierung

e hohe Rontgendichte

e einfaches Einsetzen und Entfernen

e Dbiologische Tragheit und damit chemische Stabilitat im Urin

o Widerstandsfahigkeit und Haltbarkeit

e partielle Flexibilitdat und auch Rigiditat

o Sterilisierbarkeit

o keine Toxizitat, Allergenitat oder Kanzerogenitat

e optimale Flusseigenschaften

e geringe Kosten in der Anschaffung
Biokompatibilitat wird definiert als das utopische Stadium, in dem ein Biomaterial eine
Beruhrungsflache mit dem umgebenden Milieu hat, ohne dass es zu einer
gegenseitigen Beeinflussung kommt. Momentan erfullt trotz vielversprechender
Entwicklungen in Material und Design noch kein verwendetes Material diese Bedingung
(Sofer und Denstedt, 2000).

2.1.4.2 Stentmaterialien
Nicht nur das Design der Harnleiterschienen hat sich im Laufe der Jahre geandert
(siehe Kapitel 2.1.2), sondern auch die Material-Grundstoffe und Beschichtungen

haben sich weiterentwickelt.

Polyvinylchlorid (PVC)

PVC stellt in der Regel ein relativ starres, hydrophobes und saureresistentes Material

dar. Katheter aus diesem Grundstoff zeichnen sich durch ein gunstiges Verhaltnis
zwischen Innen- und Auldendurchmesser aus und sichern damit hohe Durchflussraten.
Die Steifheit der PVC-Stents lasst sie selten knicken oder dislozieren (Liedl, 2007).

Der Nachteil dieses Materials liegt in seiner hohen Inkrustationsneigung. Diese fuhrt
dazu, dass der Stent bei langerer Liegezeit starr und zerbrechlich wird (Liedl, 2007).

Somit sind PVC-Stents nur fur eine kurzfristige Harnableitung geeignet (ebd.).
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Silikon

Dieses Material ist auch fur eine langere Harnableitung geeignet, da die Oberflachen
auch bei fortgeschrittener Liegedauer wenig inkrustieren (hohe Inkrustationsresistenz;
siehe Liedl, 2007). Ein weiterer Vorteil von Silikon ist das Nicht-Vorhandensein von
Toxizitdt (Denstedt et al.,, 1998). Die extreme Flexibilitdt und Elastizitat dieser
Harnleiterschienen erschweren allerdings massiv das Einfuhren durch den engen und
gewundenen Ureter entlang eines FlUhrungsdrahtes (Sofer und Denstedt, 2000).
Aulerdem bestehen eine hohe Dislokationstendenz, starke Reibungseffekte am
umgebenden Urothel und geringe Widerstandskrafte gegen mechanische

Einwirkungen.

Polyurethan (PU bzw. PUR)
Dieses Material wird heutzutage am haufigsten fur die Herstellung von Doppel-J- und

Double-pigtail-Kathetern eingesetzt (Dyer et al., 2002; Jones et al., 1997). Es kombiniert
die Elastizitat von Silikon mit der Steifheit von PVC (Sofer und Denstedt, 2000). Dies
erleichtert das Einbringen in und Entfernen aus dem Ureter (Liedl, 2007). Ein weiterer
Vorteil dieser Harnleiterschienen ist ihr im Vergleich zu anderen Materialien gunstiger
Preis (Arshad, 2006). Polyurethan-Stents besitzen allerdings eine rauere Oberflache
und fihren somit zu signifikant mehr urothelialen Ulzerationen und Erosionen (Marx et
al., 1988).

In den Versuchen, die dieser Pomotionsschrift zugrunde liegen, wurden ebenfalls
Polyurethan-Stents verwendet: einerseits unbeschichtete PU-Stents, die die Referenz-
Stents bildeten (entspricht BPU) und andererseits beschichtete PU-Stents (entspricht
u. a. DLC-Uro, DLC-2, etc.).

Hydrogel-Beschichtung

Dieses Material unterscheidet sich von den bisher aufgelisteten Stoffen insofern, als
dass es hydrophil ist. So kann es zwar Wasser aufnehmen, |6st sich aber nicht darin auf
(Beiko et al., 2003). Damit sorgt es fur eine niedrigere Reibung beim Gleiten entlang
des umgebenden Urothels (reduzierter Reibungskoeffizient). Diese Eigenschaft wird
u.a. bei der Beschichtung von FiUhrungsdrahten genutzt, wodurch das Einflhren

erleichtert wird und der Patient weniger Beschwerden hat (Sofer und Denstedt, 2000).
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Weitere Vorteile von Hydrogel sind die niedrige Inkrustationsneigung und die nahezu
fehlende bakterielle Adharenz (Beiko et al., 2003; Sofer und Denstedt, 2000), weshalb
es aktuell die am haufigsten benutzte Beschichtung fur Implantate im Harntrakt ist
(Beiko et al., 2003).

Bei der Therapie von malignen Obstruktionen oder Harnleiterstrikturen werden
Materialien mit hoherer Stabilitdt eingesetzt. Diese bestehen aus Metall oder
Legierungen wie Titan oder Nickel/Titan (Sofer und Denstedt, 2000).

Ein ganz neuer Aspekt der Katheterentwicklung ist die Nutzung von bioabsorbablem
Material, welches im Harntrakt nach einer gewissen Zeit—je nach Bedarf ca. 6-
12 Wochen — abgebaut wird (Sofer und Denstedt, 2000). Dies hat den Vorteil, dass ein
normalerweise notwendiger zweiter Eingriff zum Entfernen oder Wechseln der Schiene
entfallt.

Neben den hier beschriebenen Materialien gibt es noch eine Vielzahl weiterer
Grundstoffe und Beschichtungen, die aber fur die vorliegende Arbeit keine Relevanz

besitzen, weshalb an dieser Stelle nicht weiter auf sie eingegangen wird.

2.1.5 Komplikationen der kunstlichen Harnleiterschienung

unbeschichtet a-C:H beschichtet
(nach 1,5 Monaten) (nach 3,0 Monaten)

stark inkrustiert nicht inkrustiert

Abb. 3 Endoskopische Aufnahmen liegender Harnleiterschienen. Die linke Aufnahme
zeigt einen stark inkrustierten unbeschichteten Stent nach 1,5 Monaten
Liegedauer. In der rechten Aufnahme sieht man einen mit amorphen Kohlenstoff
(a-C:H)-beschichteten Stent, der im gleichen Patienten und unveranderter
Gesundheitssituation doppelt solange platziert war. Dieser zeigt bei dieser
VergroRerung keinerlei Anhaftungen (Kleinen und Laube, 2007).
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Die Schienung des Harnleiters stellt bei den in Kapitel 2.1.3 beschriebenen Indikationen
eine aul¥erst hilfreiche und notwendige Therapie dar. Trotz aller Weiterentwicklungen in
Sachen Material- und Designforschung, kann jede Schienung eine Reihe von
Komplikationen und Einschrankungen der Lebensqualitat des Patienten verursachen.
Joshi et al. (2002) berichten, dass bis zu 80% der Patienten, die mit einer
Harnleiterschiene behandelt wurden, an Symptomen ausgehend vom Harntrakt leiden.
Inkrustationen und damit haufig verbundene Infektionen sind die Hauptkomplikationen
der urologischen Stenteinlage (Chew et al., 2004; Keane et al., 1994), deren Resultat
eine vollstandige Obstruktion des Katheters sein kann (Dyer et al., 2002). Die
Untersuchungsergebnisse von Keane et al. (1994) zeigten, dass nach langerer
Liegedauer Inkrustationsraten von bis zu 48% auftraten. Das Ausmal} der Infektionen
kann von einem einfachen HWI Uber eine Pyelonephritis oder Septikamie bis hin zum
Schock fuhren (Stickler et al., 1998).

Harnleiterschienen, die nur begrenzte Zeit im Ureter liegen, konnen bis zu 69% mit
Bakterien besiedelt sein (Riedl et al., 1999). Eine solche Besiedelung des Stents ist
zwar nicht direkt mit einer Infektion verbunden, flhrt allerdings zu klinischen
Beschwerden fur den Patienten (Choong und Whitfield, 2000a). Momentan neigen alle
verwendeten alloplastischen Materialien zur Biofilmbildung — ein Problem, auf das im
folgendem Kapitel 2.2 naher eingegangen werden soll.

Trotz verbesserter Biokompatibilitat bleibt jede Harnleiterschiene — egal aus welchem
Material (siehe Kapitel 2.1.4.2) — ein Fremdkdrper und kann zu Odemen, Hyperplasien
und Entzindungen des Gewebes fuhren (Haleblian, 2008; Keane et al., 1994).

Weitere Komplikationen sind verschiedene Arten von Schmerzen (u.a. Flanken-
schmerz). In der Studie, die von Joshi et al. (2003) vorgestellt wurde, bendtigten mehr
als 70% der Patienten mit einer Harnleiterschiene Analgetika. Auch Hamaturien treten
bei Reizung des Urothels auf. (Adams, 1994; Candela und Bellman 1997). Keane et al.
(1994) stellten bei ihren Untersuchungen eine Hamaturierate von 30% fest.

Das distale Ende der Schiene ragt in die Blase hinein und kann dort durch eine Reizung
zu Harndranggefuhl bis hin zur Urge-Inkontinenz fuhren (Liedl, 2007). Candela und
Bellman (1997) geben daflr eine Inzidenz von 67% an.

Auch Dislokationen und Rupturen der Schienen sind mdglich (Candela und Bellman,

1997). Letzteres betrifft vor allem die weniger flexiblen Materialien wie etwa PVC, wenn
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sie Uber einen langeren Zeitraum im Harntrakt verbleiben. Ein Bruch der heute
verwendeten Stents ist aber in der Literatur nur noch selten beschrieben (Gorman et al.,
1997).

Es gilt zu beachten, dass die Schienung einen vesiko-ureteralen Reflux auslosen kann
(Cummings et al., 2004). Die Ursache dafur liegt in der standig bestehenden Verbindung
zwischen Blase und Nieren durch die Aufhebung der Uretersphinkterfunktion. Dadurch
wird eine Drucksteigerung innerhalb der Blase von dieser auf das Nierenbecken
Ubertragen (Thomas, 1993). Dies kann langfristig zu einer Schadigung der Niere
aufgrund einer Hydronephrose (Singh et al., 2001) sowie einer erleichterten bakteriellen
Aszendierung fuhren.

Durch die Schienung des Ureters bedingte Irritationen und Ulzerationen des Urothels
haben bisweilen narbige Veranderungen und Strikturen zur Folge (Ramsay et al., 1987).
Aulerdem besitzen alle inneren Harnleiterschienen den Nachteil, dass sie zwangslaufig
einen zweiten Eingriff notwendig machen, um die Schiene zystoskopisch zu entfernen.

Hier besteht, wie bei jedem Eingriff, das Risiko von Verletzungen und Infektionen.

Weitere Fortschritte in der Biomaterialzusammensetzung und Biokompatibilitat werden
notig sein, um die Inzidenz von katheterassoziierten Komplikationen zu reduzieren und
gleichzeitig die Haltbarkeit der Stents zu verbessern. lhre Beschichtung mit amorphen
Kohlenstoffen (a-C:H) stellt hier eine vielversprechende Neuerung dar, die in den dieser
Promotionsschrift zugrunde liegenden Experimenten untersucht wird. Eine

Beschreibung dieser Beschichtung findet sich in Kapitel 4.1.4.
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2.2 Grundlagen der Biofilmbildung

2.2.1 Allgemeines

Abb. 4 Inkrustation von Harnleiterschienen: Im linken Bild sieht man das Ende einer
unbeschichteten Harnleiterschiene (sogenannter Pigtail), die noch unbenutzt und
ohne Inkrustation ist. Das rechte Bild zeigt ein vergleichbares Modell, welches
nach einer Liegezeit von nur wenigen Wochen aus dem Harntrakt eines Patienten
entfernt wurde. Deutlich wird hierbei die massive Inkrustation (Kleinen und Laube,
2007).

Der Prozess, im Laufe dessen sich Kristalloide und Kolloide an Biomaterialoberflachen
anhaften, wird als ,Inkrustation“ bezeichnet (Choong und Whitfield, 2000). Der Begriff
,Inkrustation ist gleichzusetzen mit dem Begriff des ,Biofilms®. Die aktuelle Definition zu
Biofilmen geht auf Donlan und Costerton (2002) zuriick. Sie besagt, dass ein Biofilm
eine mikrobielle festsitzende Gemeinschaft ist. Diese ist charakterisiert durch Zellen und
Substanzen, die irreversibel an einen Feststoff oder untereinander verbunden sind. Ein-
gebaut sind die Zellen in eine Matrix aus extrazellularen polymeren Substanzen (EPS),
die von den Bakterien selber gebildet werden. Die Zellen innerhalb des Biofilmes zeigen
einen veranderten Phanotyp mit einer anderen Wachstumsrate und Gentranskription
gegenuber den in der umgebenden Flissigkeit frei schwebenden Bakterien.

Biofilme sind allgemein in der Natur ein sehr haufig auftretendes Phanomen (Choong
und Whitfield, 2000 b). Mehr als 99% der auf der Erde existierenden Bakterien leben in
Biofilmen und bilden dort Kolonien, in denen sie entweder aneinander oder an Ober-
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flachen haften (Costerton et al., 1999). Es gibt nahezu keine Grenzflache in der Natur,
die nicht von Biofilmen Uberzogen werden kann (Flemming und Wingender, 2001).

Fir viele Fachgebiete sind Biofilme von groliem Interesse: u. a fir die Human- und
Zahnmedizin, Immunologie, Biotechnologie, Biokorrosion oder Verfahrenstechnik
(Choong und Whitfield, 2000 b).

In der Medizin spielen Biofilme eine entscheidende Rolle bei Infektionen, die mit der
Implantation von medizinischen Hilfsmitteln verbunden sind (Choong und Whitfield, 2000
b). Die Inzidenz solcher Infektionen hat in den letzten 30 Jahren zugenommen. Es gibt
Annahmen, die besagen, dass 60% der behandelten Erkrankungen in den
1990er Jahren im Zusammenhang mit Infektionen standen, die durch Biofilme
verursacht worden waren (Verran und Whitehead, 2005).

Infektionen und Inkrustationen sind die Hauptkomplikationen, die mit dem Einsatz
urologischer Implantate verbunden sind (Keane et al., 1994; Kohler-Ockmore und
Feneley, 1996). Die Behandlung dieser Komplikationen verursacht in Westeuropa und
Nordamerika jeweils Kosten in Hohe von ungefahr einer Milliarde Euro pro Jahr (Choong
et al.,, 2001). Reid et al. (1992) beschreiben, dass 90% der langer liegenden Silikon-
Harnleiterschienen mit verschiedenen Bakterien infiziert sind. Ein entscheidendes
Problem ist, dass trotz vieler Fortschritte in Design und Material von urologischen
Implantaten bis heute kein Biomaterial gefunden wurde, welches die Bildung von
Biofilmen vermeiden kann (Choong und Whitfield, 2000 a und b; Flemming und
Wingender, 2001; Habash und Reid, 1999; Sofer und Denstedt, 2000).

2.2.2 Risikofaktoren fur die Biofilmbildung

Die Vorraussetzungen fur die Entstehung eines Biofilms sind einfach erfullt: Es miussen
Grenzflachen (z. B. Wasser/Feststoff, Wasser/Luft, Feststoff/Atmosphare), ausreichend
Feuchtigkeit, verwertbare Nahrstoffe und Mikroorganismen vorhanden sein (Flemming
und Wingender, 2001). Abgesehen davon entscheiden mehrere Faktoren Uber die
Bildung eines Biofilms: die Hydrophobizitat (und damit die Benetzbarkeit und die
Rauheit) der Oberflache, die Beschichtung, die Kontaktzeit zum Urin, metabolische
Stérungen sowie die Zusammensetzung des umgebenden Milieus (Flemming und
Wingender, 2001; Sofer und Denstedt, 2000). Choong und Whitfield (2000) betonen,
dass das Phanomen der Inkrustation ein ganz individuelles Problem sei. Selbst wenn
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man Patienten die gleichen Materialien einsetze, inkrustierten manche Implantate und
manche nicht. Dies zeige, dass die individuelle Zusammensetzung des Urins einen ganz
entscheidenden Faktor bei der Biofilmbildung darstelle.

Metabolische Storungen des Patienten konnen die individuelle Zusammensetzung des
Urins beeinflussen. Besondere Beachtung erhalten dabei die Hypercalciurie,
Hyperuricosurie und Hyperoxalurie (Sofer und Denstedt, 2000), die die Inkrustation von
urologischen Implantaten sogar in steriler Umgebung beschleunigen kénnen.

Auch physiologische Zustande, wie z. B. eine Schwangerschaft, kdnnen Einfluss auf die
Urinzusammensetzung und damit die Inkrustation von Harnleiterschienen nehmen
(Schwangerschafts-Hyperuricosurie oder -Hypercalziurie; siehe Denstedt und Razvi,
1992). Ein ansteigender pH-Wert und eine hohe Konzentration von Calcium im Urin
|&sst die Inzidenz von Inkrustationen ebenfalls ansteigen (Choong et al., 1999).

Als weitere Risikofaktoren sind zu nennen: geringe Compliance des Patienten, lange
Liegedauer des Implantats, Pyelonephritis, chronisches Nierenversagen, rezidivierende
oder verbliebene Steine, angeborene Anomalitaten, maligne Harnwegsverlegung oder

Chemotherapie mit Hyperuricosurie (Singh et al., 2001).

2.2.3 Einfluss von Harnproteinen auf die Biofilmbildung

Harnproteine sind entscheidend in der Initialphase des Biofilmbildungsprozesses
(Choong und Whitfield, 2000 a und b). Die Anlagerung von Proteinen an das
Biomaterial ist ein Zusammenspiel der Eigenschaften des Proteins, der
Materialoberflache, der Bindungskrafte sowie der Temperatur bzw. Zusammensetzung
der umgebenden Lésung (Choong und Whitfield, 2000 a und b). Die Proteinbindung an
die Oberflache stellt den ersten Schritt der Biofilmbildung dar. Die Oberflachenenergie
des Feststoffes entspricht der chemischen Zusammensetzung und beeinflusst die
Anlagerung von Proteinen (ebd.). In weiteren Schritten sorgen die angelagerten
Proteine fur eine Bindung von lonen, Kristallen und Bakterien (Choong und Whitfield,
2000 a und b; Santin et al., 1999). In ihrem Paper bemangeln Choong und Whitfield
(2000 a und b), dass in fruheren in-vitro-Inkrustationsmodellen synthetischer Urin
verwendet wurde, dem es an Harnproteinen mangelt. Diese spielen aber eine
entscheidende Rolle im Inkrustationsprozess, weswegen sie in den Versuchen, die

dieser Schrift zugrunde liegen, berucksichtigt und untersucht wurden.
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2.2.4 Charakteristische Eigenschaften von Biofilmen

Es existiert kein generell glltiges Modell fur den Aufbau von Biofilmen, denn dazu ist
dieser zu unterschiedlich (Flemming und Wingender, 2001). Die Art des Biofilms ist
abhangig von der Zusammensetzung der umgebenden Flussigkeit und den Eigen-
schaften des Untergrundes (Verran und Whitehead, 2005; siehe auch Kapitel 2.2.3).
Gemeinsames Phanomen der Biofilmbildung jeglicher Art ist, dass die Mikroorganismen
dabei in einer Matrix aus extrazellularen polymeren Substanzen (EPS) liegen. Diese
verbindet einerseits die einzelnen Substanzen untereinander und bindet diese
andererseits an die Oberflache eines Materials, was wiederum zu einer Immobilisation
der Substanzen selber fluhrt (Flemming und Wingender, 2001).

Fir die Mikroorganismen stellt das Leben innerhalb der Matrix einen grof3en Vorteil dar:
Sie sind geschutzt vor Austrocknung, pH-Schwankungen, mechanischer Belastung und
toxischen Einflissen durch Biozide und Antibiotika (ebd.). Die hohe Zelldichte ermoglicht
den Informationsaustausch zwischen den einzelnen Mikroorganismen durch
Gentransfer, aufgrund dessen Anpassungen an extreme Bedingungen schnell
weitergegeben werden konnen (ebd.). Der Oberbegriff daflr ist Quorum sensing und
bedeutet, dass die Mikroorganismen auf Veranderungen der Umgebung mit
Veranderungen ihrer physiologischen Eigenschaften reagieren kdnnen. Dabei handelt
es sich um ein koordiniertes Gruppenverhalten, das Ahnlichkeiten zu vielzelligen

Organismen aufweist und quasi eine Kontrolle der Genexpression darstellt.

2.2.5 Die Biofilmbildung in Einzelschritten
Biofilme stellen sehr heterogene Systeme dar. Flemming und Wingender (2001)
beschrieben drei Strukturen, die generell an ihrer Entstehung beteiligt sind:

1) Das Medium (flussige Phase):
In diesem spielen Temperatur, pH-Wert, geldste und anorganische Stoffe,
Oberflachenspannung, Viskositat und hydrodynamische Parameter (Scherkrafte,

Turbulenz und Druck) eine entscheidende Rolle.
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Der Feststoff (z. B. Biomaterialien wie Harnleiterschienen):

Dieser nimmt Einfluss aufgrund seiner chemischen Zusammensetzung, Hydro-
phobizitat, Oberflachenspannung, Oberflachenladung, ,biologischen Affinitat",
d. h. Besiedelbarkeit, Rauhigkeit und Porositat.

Die Mikroorganismen:

Diese entwickeln sich in Abhangigkeit von Spezies, Zellzahl, Ernahrungszustand,

Hydrophobizitat und Ladung der Zelloberflache, EPS und Wachstumsphase.

Da dies eine Vielzahl moglicher Einflussfaktoren darstellt, ist es verstandlich, dass man

keinen einheitlichen Adhasionsmechanismus fur alle Mikoorganismen an allen Ober-

flachen erwarten kann. Grundsatzlich kommt es zuerst zu einer Anlagerung der

Bakterien an eine Oberflache und dann zu einer Zell-zu-Zell-Interaktion mit einer

Vermehrung der Bakterien (Costerton et al., 2005).

Acht Schritte der_Inkrustationsbildung (aus Choong und Whitfield, 2000 a und b;

Morris und Stickler, 1998). Die entscheidenden Hauptschritte sind in dieser Auflistung
fett markiert. Die Einzelschritte der Biofilmbildung werden in den Abb. 5 bis Abb. 7

weiter verdeutlicht.

1)
2)
3)

4)

Proteinablagerung auf dem Biomaterial

Bildung eines organischen Films auf der Oberflache (sog. conditioning film)
Anlagerung von (Urease-produzierenden) Bakterien auf dem Biofilm  (siehe
Abb. 9)

Entwicklung einer Matrix aus bakteriellen extrazellularen polymeren
Substanzen (EPS)

Steigerung des pH-Wertes von Urin und Biofilmmatrix durch die Aktivitat der

Urease durch den Abbau von Harnstoff zu Ammonium (siehe Abb. 8)

Einlagerung von Calcium- und Magnesiumionen in das Kolloid der Matrix
Stabilisierung der Calcium- und Magnesium-Ammonium-Phosphat-Kristalle

durch die Biofilmmatrix

Bildung von Kristallen im alkalischen Urin und Anlagerung weiterer

Bakterien an die Oberflachen des Biofilms. Dadurch werden die Aggregation der

Organismen und das Wachstum des Biofilms geférdert.
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Bildung des Conditioning films auf Oberflachen
beginnend durch Anlagerung von Makromolekilen/lonen
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Abb. 5 Diese Abbildung zeigt den ersten Abschnitt der Biofilmbildung. A) Auf der
Oberflache lagern sich u.a. lonen und Proteine an. B) und C) Aus diesen
entsteht der sogenannte conditioning film, der die Grundlage fur die Anlagerung
weiterer Substanzen bildet.

Die Entstehung von Biofilmen basiert generell auf der Adhasion von Mikroorganismen
an einen Feststoff, die Bildung von Mikrokolonien und deren Zusammenwachsen zu
einem Biofilm (Flemming und Wingender, 2001). Die Entstehung eines Biofilms ist
komplex und beginnt mit der Anlagerung von Proteinen an die Stentoberflache, gefolgt
von der Bildung eines conditioning films (siehe Abb. 5) und eines endgultigen Biofilms
(Sofer und Denstedt, 2000) (siehe Abb. 7).

Entscheidend dabei ist aber, dass die Mikroorganismen nicht direkt mit dem Feststoff in
Kontakt treten. Die Verbindung besteht Gber einen conditioning film (siehe Abb. 5 und
Abb. 6), der sich innerhalb von Sekunden nach der Implantation an der Oberflache des
Biomaterials zeigt (Reid, 1999). Der conditioning film besteht aus organischen
Makromolekllen wie z. B. Proteinen und Polysacchariden (Habash und Reid, 1999;

Reid, 1999, Tieszer et al., 1998). Anfangs ist der Kontakt noch reversibel zwischen
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Makromolekll und Oberflache; er wird aber schon nach wenigen Minuten irreversibel

(Flemming und Wingender, 2001).

Bildung von Mikrokolonien und Produktion von EPS
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Abb. 6 Diese Darstellung zeigt die weiteren Schritte der Biofilmbildung. D) An den
conditioning film lagern sich Bakterien an. Der vergrof3erte Ausschnitt stellt die
Bindungen, die fir diese Anlagerung nétig sind, genauer dar. Es handelt sich
einerseits um Bindungen durch die Kationen Ca** und Mg?* und andererseits um
Van-der-Waals-Krafte. E) Die Bakterien lagern sich zu Mikrokolonien zusammen
und die Bildung von extrazellularen polymeren Substanzen (EPS) wird geférdert.

Die Bildung des conditioning films ermdglicht die Anlagerung von Mikroorganismen,
welche den nachsten Schritt der Biofilmbildung darstellt (Habash und Reid, 1999) (siehe
Abb. 6). Diese Adhasion ist ein komplexer Prozess, welcher von den unterschiedlichen
Eigenschaften der Zelloberflache und des umgebenden Milieus bestimmt wird (Habash
und Reid, 1999). Die Bindung erfolgt u. a. Uber Van-der-Waals-Krafte oder Gber Bricken
durch Kationen, wie Mg?* oder Ca?®*, die durch eine negative Ladung des conditioning
films und der Oberflache gehalten werden (Habash und Reid, 1999; siehe auch Abb. 6).
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Bakterielle Strukturen, wie Flagellen, Pili und andere Zelloberflachenproteine, wirken in
der anfanglichen Phase der Biofilmbildung unterstitzend; sie sind aber keine unbedingte

Voraussetzung dafir (Flemming und Wingender, 2001).

Biofilm-Bildung und Entwicklung einer Mikroumwelt
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Abb. 7 Diese Abbildung zeigt nun die endgultige Bildung des Biofilms und seine
charakteristischen Eigenschaften. Der Biofilm besitzt u. a. eine starkere Resistenz
gegenuber antimikrobiellen Substanzen und Veranderungen des umgebenden
Milieus. Zusatzlich ist die Kommunikation der Mikroorganismen durch
Signalmolekile und quorum sensing erleichtert (siehe Kapitel 3.2.4).

Nach der Adhasion erfolgen als nachste Schritte die Vermehrung der Bakterien und die
zusatzliche Anlage weiterer Substanzen aus der flissigen Umgebung an die Oberflache
des Feststoffes bzw. an den conditioning film. Dadurch entstehen Mikrokolonien und es
kommt zur gesteigerten Bildung von EPS (Flemming und Wingender, 2001, Habash und
Reid, 1999) (siehe Abb. 6). Wichtig fur diesen Ablauf ist die Veranderung der
Genaktivitat nach der Anlagerung, wodurch sich eine andere Zellstruktur und andere
Stoffwechselaktivitaten ergeben (sogenanntes quorum sensing).

Die EPS stellen einen entscheidenden Faktor im Aufbau des Biofilms dar. Sie sorgen fir

die Zusammensetzung, Struktur, Funktion, Stabilitat und den Schutz des Biofilms, indem



30

sie u. a. die Bakterien fest in die Mikrokolonien einbinden (Flemming und Wingender,
2001; Habash und Reid, 1999). Durch die EPS erhalt der Biofiim seine Form und
physikalischen Eigenschaften und sorgt fir die Anheftung des Biofims an die
Feststoffoberflache (Choong und Whitfield, 2000 a und b).

Im Weiteren weist die Oberflache des Biofilms eine gewisse Klebrigkeit auf. Diese ist die
Ursache fiir die zusatzliche Anlagerung von di- und trivalenten Kationen (z. B. Ca*",
Fe®') aus der wassrigen Umgebung (Flemming und Wingender, 2001).

Ein entscheidender Mechanismus der Biofilmbildung ist die Infektion mit Urease-
produzierenden Bakterien (v. a. Proteus mirabilis) (Choong und Whitfield, 2000 a und b)
(siehe Abb. 8). Aufgrund der durch Urease ausgelosten Hydrolyse des Harnstoffs
entsteht Ammonium und der Urin-pH-Wert steigt an (Stickler et al., 2002). Durch die
alkalische Umgebung fallen vermehrt Magnesiumammoniumphosphat (Struvit,
MgNH4PO4x6H,0) und Calcium-Hydroxylapatit (Carbonat-Hydroxylapatit,
Ca19(PO4)sCO3(0OH),) aus (Stickler, 2002).

Harnstoff Urease
H,O
0 \_
” > 2NH3+ C02
H.N — C — NH,

CO,+H,0 —— H,cO0, — (HCO,) +H* Carbonatapatit (pH>6.5)
Cao(PO,4)sCO4(0OH),

2NH; + H,0 —— (2NH,*) + 20H

Struvit (pH>7.25)
MgNH4PO46H2O

Abb.8 Schema der Ureasereaktion und des Kristallisationsmechanismus in
Anwesenheit von Urease-produzierenden Mikroorganismen: Harnstoff wird durch
das Enzym Urease in Ammoniak und CO, zersetzt. In weiteren Reaktionen
entsteht Carbonat(hydroxyl)apatit und Struvit (Choong und Whitfield, 2000; Jones
et al., 2005). Es ist allgemein bekannt, dass es durch den Anstieg des Urin-pHs
zu einer vermehrten Prazipitation von Calcium- und Magnesiumphosphat kommt,
als dies bei einem niedrigeren pH-Wert auftreten wirde (Suller et al., 2005).
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Abb. 9 Elektronenmikroskopische Untersuchung eines kristallinen Bakterienbiofilms:
Diese Aufnahme bestatigt, dass Kristalle und Urease-produzierende Bakterien
(hier Proteus mirabilis) an der Bildung des Biofilmes beteiligt sind (Kleinen und
Laube, 2007).

2.2.6 Einfluss auf die Gesundheit

Biofilme sind im menschlichen Korper natirlich auftretende und fir ihn natzliche
Phanomene, z. B. im Darm, auf Schleimhduten und auf der Haut. Stérungen dieser
Systeme kénnen deshalb zu massiven gesundheitlichen Problemen fihren (Flemming
und Wingender, 2001; Habash und Reid, 1999).

Geratetechnisch bedingte Harnwegsinfektionen und Inkrustationen sind haufige
Komplikationen, verursachen erhebliche Morbiditat und stellen den begrenzenden
Faktor beim langfristigen Gebrauch von Biomaterialien im Harntrakt dar. Ein weiteres
Problem, das durch Biofilme auf urologischen Implantaten auftritt, ist die mechanische
Verletzung des Urothels, welche zu einer héheren Morbiditat des Patienten fuhrt (Sofer
und Denstedt 2000; Stickler et al., 2002). Schwere Inkrustationen urologischer
Implantate  kdnnen ernste  Krankheitszustdnde (z. B. Pyelonephritiden)  und
lebensbedrohliche Urosepsen verursachen, wenn sie nicht verfolgt und adaquat
behandelt werden (Habash und Reid, 1999; Singh et al., 2001). Haufig bleibt als einzige
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Ldsung der Komplikationen nur das Entfernen der Implantate. Dies ist fur den Patienten

unangenehm und fur das Gesundheitssystem kostspielig (Verran und Whitehead, 2005).

2.2.7 Resistenz gegen Antibiotika durch Biofilmbildung

Antibiotika werden haufig verwendet, um die Biofilmbildung an medizinischen
Implantaten zu verhindern bzw. zu behandeln (Habash und Reid, 1999). Hier besteht
allerdings das Problem, dass Biofilme anders reagieren als ungebundene Teilchen und
sich auch phanotypisch von frei schwebenden Organismen unterscheiden (Choong und
Whitfield, 2000 b; Stickler, 1999). Biofilme sind resistenter gegen Antibiotika,
Desinfektionsmittel oder die Immunabwehr des Wirtes selber als die in der Flissigkeit
frei schwebenden Teilchen (siehe Abb. 7). Die Resistenz beruht u.a. auf einem
verlangsamten Wachstum der Bakterien innerhalb des Biofilms (Choong und Whitfield,
2000; Sofer und Denstedt, 2000). Dieses stellt ein grol3es Problem bei der Therapie von
Biofiilmen dar (Verran und Whitehead, 2005), da Antibiotika meist zu ihrer
Wirkungsentfaltung auf ein schnelles Wachstum angewiesen sind. Eine weitere Ursache
fur die Resistenz von Biofilmen ist der Schutz der Bakterien durch die sie umgebenden
EPS, da sie das Eindringen der Antibiotika in den Biofilm erschweren (Habash und Reid,
1999).

Noch nicht vollstandig geklart ist, warum die Bakterien kurz nach der Anheftung an die
Oberflache eine Veranderung der Genaktivitat durchfuhren. Dieser Mechanismus fuhrt
u.a. zu einer Veranderung der Stoffwechselaktivitdt oder der Signalmolekule, die
wiederum der Kommunikation der Bakterien innerhalb des Biofilms dienen (Flemming
und Wingender, 2001; siehe Abb. 7, Quorum sensing). Ebenfalls werden die Gene der
Zellhulle und des molekularen Zielbereichs verandert, so dass antimikrobielle Wirkstoffe

an diesen Punkten nicht mehr angreifen kdnnen (Choong und Whitfield, 2000 b).

2.2.8 Pravention und Management von Inkrustationen

Eine Vielzahl von Methoden wird derzeit angewendet, um Inkrustationen zu behandeln.
Dazu gehdren u.a. die Wahl einer anderen Katheterart oder -grof3e, vermehrte
Flissigkeitsaufnahme, diatetische Veranderungen des Urins durch z. B. Cranberry-Saft
oder Ansauerung durch Vitamin C, Blasenspullungen oder eine antibiotische Therapie

(Choong et al.,, 2001). Eine andere prophylaktische MalRnahme stellt das fruhzeitige
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Entfernen der Implantate dar (Sofer und Denstedt, 2000). Dies bedeutet, bei langeren
Liegezeiten den Katheter periodisch alle acht bis zwdlf Wochen zu wechseln (Singh et
al., 2001).

Eine weitere Strategie zur Pravention von Biofilmbildung besteht darin, neue Materialien
zu entwickeln, die die anfangliche Anheftung von Bakterien verhindern (Sofer und
Denstedt, 2000; Verran und Whitehead, 2005). Costerton et al. (2005) bezeichnen die
Materialentwicklung als die zurzeit vielversprechendste Methode von allen.

Schon Verran und Whitehead (2005) geben zu bedenken, dass die Veranderung von
Oberflacheneigenschaften (v. a. das Erreichen von Hydrophobizitat) ein entscheidender
Faktor bei der Reduzierung der Bakterienanheftung ist. Neue Biomaterialien mussen
daher vor allem die Inkrustationsneigung verringern, indem ihre Beschichtung die
Oberflachenbeschaffenheit derart verandert, dass Protein- und Bakterienablagerungen
nicht mehr moglich sind. Beschichtungen sollen neben der Neigung zu Inkrustationen
gleichzeitig auch Oberflachen-Rauheit verhindern und damit das Einsetzen erleichtern
bzw. das Wohlgeflhl der Patienten verbessern.

Bisherige Materialveranderungen beziehen sich u. a. auf das Einbringen antibakterieller
Wirkstoffe in die Polymere der Oberflache, die Veranderung physikalischer
Eigenschaften der Oberflache zur Abweisung von Bakterien, die Entwicklung extrem
weicher Oberflachen oder die Anwendung von Ultraschall oder von tissue engineering.
Bisher war aber keiner dieser Versuche erfolgreich (Reid, 1999; Sofer und Denstedt,
2000; Stickler, 1999; Verran und Whitehead, 2005).

Die in dieser Promotionsschrift untersuchte Methode zur Verringerung der Inkrustation
und Biofilmbildung ist die Beschichtung der Harnleiterschienen mit amorphen

Kohlenstoffen (a-C:H). Nahere Beschreibungen dazu finden sich in Kapitel 4.1.4.

2.3 Grundlagen der Proteinurie

2.3.1 Allgemeines

Unter einer Proteinurie versteht man das Vorhandensein von mehr als 150 mg Eiweil} in
einem Liter Harn (Barratt und Topham, 2007). Geringere Konzentrationen gelten als
normal. Ein Mann scheidet etwa 176 bis 221 ymmol/kg/d, eine Frau ungefahr zwischen

132 und bis 176 ymmol/kg/d aus (Bourquin und Giovannini, 2007). Diese Eiweilde
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bestehen aus Albumin, in der Niere gebildetem IgA, Tamm-Horsfall-Protein oder
Antikorperleichtketten.

Das Filtersystem der Niere setzt sich zusammen aus Millionen Glomerula. Hier sind
besonders die Eigenschaften ihrer Basalmembranen entscheidend fur die Harnbildung.
Denn die Basalmembran eines jeden Glomerulums wirkt gleichzeitig als mechanisches
Sieb und als Anionenfilter. Die glomerularen Kapillare sind besonders durchlassig fur
Wasser. Diese Permeabilitat ist bedingt durch die spezielle dreilagige Struktur der
glomerularen Filtrationsbarriere: das Endothelium mit Glykokalix, die Basalmembran
und die Podozyten (glomerulare Epithelzellen) (Deen et al., 2001). Unter
physiologischen Bedingungen werden 95% der Plasmaproteine (low-molecular-weight-
Proteine und Albumin), die die Glomerula passieren und filtriert werden kdnnen, in den
proximalen Tubuli resorbiert (Barratt und Topham, 2007).

Generell unterscheidet man eine pathologische von einer nicht-pathologischen
Proteinurie. Die Unterteilung der pathologischen Proteinurie erfolgt nach verschiedenen
Gesichtspunkten. Man unterscheidet die prarenale, die renale und die postrenale
Proteinurie, auf die im Folgenden naher eingegangen wird. Die genaue Einteilung der
Albuminurie als Unterform der Proteinurie wird im nachsten Kapitel verdeutlicht.

Das vermehrte Vorkommen von Proteinen im Urin kann ein Frihzeichen einer
Nierenerkrankung sein und auf ein erhdhtes Risiko fur die Entwicklung einer Nieren-
insuffizienz, einer arteriellen Hypertonie oder einer kardiovaskularen Erkrankung
hinweisen (Bourquin und Giovannini, 2007). Aus diesem Grund sollte jede auftretende
Proteinurie quantifiziert und differenziert werden (Liedl, 2007). Die Analyse der
verschiedenen Proteine (sogenannte Markerproteine) kann Hinweise auf die zugrunde
liegende Ursache geben und flr die Erstellung therapeutischer Leitlinien hilfreich sein
bzw. prognostische Informationen liefern (Barratt und Topham, 2007).

Bei der Bewertung der Ergebnisse ist zu berucksichtigen, dass die physiologische
Proteinausscheidung von vielen Faktoren (Alter, Blutdruck, korperliche Aktivitat,
Ernahrung, Alkoholkonsum) abhangt und somit eine grof3e intra- und interindividuelle
Variabilitdt aufweist — zusatzlich zu den methodenbedingten Abweichungen (Liedl,
2007).
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2.3.2 Atiologie
Fir die Klarung der Ursachen einer Proteinurie muss man zwischen den verschiedenen

Arten der Proteinurie unterscheiden.

2.3.2.1 Prarenale Proteinurie

Zu einer prarenalen Proteinurie kommt es, wenn ein Uberangebot an frei filtrierbaren
niedermolekularen Proteinen besteht: z. B. Hamoglobinmonomere bei intravasaler
Hamolyse, Myoglobin bei Rhabdomyolyse oder Bence-Jones-Proteine bei monoklonaler
Gammopathie. Die Reabsorptionskapazitat des Tubulusapparates wird dadurch
Uberlastet und es entsteht eine ,Overflow-Proteinurie“ (Liedl, 2007). Eine prarenale

Proteinurie kann verschiedene Ursachen haben (Bourquin und Giovannini, 2007):

o Hamolyse: Hamoglobinurie

o Muskelschaden, Myokardinfarkt: Myoglobinurie
o Entzindliche Prozesse: “Fieberprotein”
o Kardiale Insuffizienz: Wegen einer durch die Insuffizienz bedingten renalen

Ischamie wird die Permeabilitat der Glomerula erhoht.

o Orthostatische Proteinurie
o Nierenvenenthrombose: Diese fuhrt zu einer Erhdhung des Filtrationsdrucks.
o Myeloische Leukamie: Bei der seltenen Monocytenleukamie wird vermehrt

Lysozym ausgeschieden.

2.3.2.2 Renale Proteinurie
Die renale Proteinurie muss ebenfalls unterteilt werden. Man unterscheidet zwischen

glomerularer und tubularer Proteinurie.

2.3.2.2.1 Glomerulare Proteinurie

Die glomerulare Proteinurie stellt die haufigste Form der pathologischen Proteinurie dar
(Bourquin und Giovannini, 2007). Die glomerulare Filtrationsbarriere ist im
physiologischen Zustand einerseits fur Wasser und niedermolekulare Substanzen
hochpermeabel und verhindert andererseits selektiv den Durchtritt hochmolekularer

Substanzen sowie von Blutpartikeln (Tryggvason et al., 2006). Die glomerulare
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Proteinurie ist auf eine Funktionsstorung dieser Filterbarriere und somit auf eine erhdhte
Durchlassigkeit der Glomerula-Basalmembran zurlckzufihren (Barratt und Topham,
2007). Bei dieser Form der Proteinurie kommt es meist zu erheblichen Proteinverlusten
von uber 2 g/d (Bourquin und Giovannini, 2007).

Bezogen auf die MolekulgroRe kann eine weitere Unterteilung dieser Proteinurieform
vorgenommen werden.

a) selektiv-glomerulare Proteinurie

Hier ist die Grolenselektion der Basalmembran noch intakt und lediglich mittelgrolRe
Proteine wie Albumin gelangen in den Urin. Diese Form der Proteinurie findet sich vor
allem in den Fruhstadien der diabetischen und hypertensiven Nephropathie.

b) unselektiv-glomerulare Proteinurie

Bei dieser Unterform der glomerularen Proteinurie gelangen zusatzlich hochmolekulare
Proteine in den Urin, denn mit zunehmender Schadigung der Basalmembran nimmt
auch die GroRenselektion ab. Dadurch kdénnen Proteine mit einem Molekulargewicht
von mehr als 100'000 Dalton (wie z.B. Immunglobuline) im Urin auftreten. Diese

Schadigung ist meist irreversibel (Liedl, 2007).

2.3.2.2.2 Tubulare Proteinurie

Bei der tubularen Proteinurie fuhrt eine verminderte Ruickresorption der klein-
molekularen Proteine (z. B. ay-, az- und B,- Mikroglobulin) zu deren vermehrter
Ausscheidung (Barratt und Topham, 2007). Die Ultrafiltration und Grof3enselektion der
Proteine an der Basalmembran bleiben dabei unverandert (Liedl, 2007). Diese Form der
Proteinurie stellt ein Leitsymptom interstitieller Nierenerkrankungen dar [z. B. Fanconi-
Syndrom, monoklonale = Gammopathien (multiples Myelom), Vergiftung mit
Schwermetallen]. Der Proteinverlust liegt hier meist bei unter 1 g/d (Bourquin und

Giovannini, 2007) und die Albuminausscheidung ist nicht oder nur geringgradig erhoht.

2.3.2.3 Postrenale Proteinurie
Liegt eine postrenale Proteinurie vor, gelangen die Proteine erst in den ableitenden
Harnwegen in den Urin. Diese Form der Proteinurie tritt im Zusammenhang mit

Entzindungen, Tumoren des Urogenitaltraktes, Steinleiden, Verletzungen oder
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Blutungen auf (Liedl, 2007). Anhand groBmolekularer Serumproteine wie z.B. ap-

Makroglobulin und Apolipoprotein A1 Iasst sich eine postrenale Proteinurie bestimmen.
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2.4 Albumin
2.4.1 Eigenschaften des Albumins

Abb. 10 Molekulares Modell von humanem Serumalbumin (HSA) (He und Carter, 1992).

Albumin ist eines der am meisten untersuchten Proteine der letzten 40 Jahre. Es stellt
das im Plasma am haufigsten vorkommende Protein dar (Ding et al., 2004); es wird
aber auch in interstitiellen Gewebsflissigkeiten und im Urin gefunden (Gao et al., 2008).
Dieses Protein hat eine molare Masse von 66.5 kDa, ist von elliptischer Form und
macht 60% der Gesamtproteinmenge im Blut aus (Shaklai et al., 1984). Es gehort zur
Gruppe der globularen Proteine und besteht aus einer einzigen Polypeptidkette mit
585 Aminosauren, welche drei homologe a-helikale Bereiche einbindet, die wiederum
durch 17 Disulfidbindungen  stabilisiert ~ werden.  Albumin besitzt  zwei
Hauptbindungsregionen flr Liganden (Ding et al., 2004). Das Besondere an Albumin ist,
dass es ein Ampholyt ist und im Gegensatz zu anderen Kolloiden oder Kristalloiden
sowohl Anionen als auch Kationen reversibel binden kann. Aufgrund dieser Eigenschaft
besitzt Albumin sowohl einen hydrophilen als auch einen hydrophoben Anteil und ist

somit zum Teil wasserloslich.
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2.4.2 Vorkommen des Albumins im menschlichen Organismus
Durchschnittlich besitzt ein Mensch (KG 70 kg) im gesunden Zustand 250 - 300 g
Albumin. 40% davon befinden sich innerhalb der Blutgefale im Blutplasma geldst, 60%
aulerhalb der Gefalle im Gewebe (He und Carter, 1992). Neben Albumin enthalt Blut
noch weitere Proteine, die sogenannten Globuline. Albumin stellt zwar die kleinere
Proteinsorte dieser beiden Plasmaproteine dar, ist aber mit 60% (35-50 g/l)
mengenmaRig in der Uberzahl (Rondeau et al., 2008), Globuline machen nur 40% der
Plasmaproteine aus.

Die Synthese von Albumin erfolgt in der Leber mit einer durchschnittlichen Syntheserate
von 0,2 g Albumin/kg Koérpergewicht und Tag (Carter et al., 1994). Es besitzt eine
Halbwertszeit von 19 Tagen (ebd.). Der Abbau erfolgt Uber die Niere, Uber den
Gastrointestinaltrakt und in den Gewebezellen der Leber.

Korperflissigkeit | Normalwert Einheit
Serum 35-50 g/l

. <20 mg/g Kreatinin
Urin < 30 mg/24 h
Liquor < 350 mg/I
A_Ibumln—Quotlent = 0,002 — 0,008
Liquor/Serum

Tab. 1 Referenzwerte von Albumin in den verschiedenen Korperflissigkeiten (Eardley et
al., 2004; Rondeau et al., 2008).

2.4.3 Funktionen des Albumins

Albumin hat im menschlichen Organismus verschiedene Aufgaben. Seine bedeutendste
Aufgabe ist die Bindung und der Transport vieler endo- und exogener Stoffe wie etwa
Bilirubin, Fettsduren, Steroide, Spurenelemente, Vitamine, Hormone (z. B. Thyroxin),
Kationen (Mg2+, Ca”) und Medikamente (z. B. Penicillin). Ein einzelnes Albumin-
Molekul kann bis zu 25 Bilirubin-Molekule, 9 Stearinsdure-Molekule oder 5 Salizylsaure-
Molekule reversibel an sich binden. Die vielen Bindungsstellen ermdglichen es dem
Albumin, mit einer grolien Anzahl verschiedener Liganden zu interagieren (Gao et al.,
2008). Es regelt die Gewebsverteilung und Eliminierung der gebundenen Stoffe und

beeinflusst damit deren therapeutische oder toxische Wirkung (Ding et al., 2004).
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Eine weitere Aufgabe des Albumins ist die Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen
Drucks (Shaklai und Garlickunn, 1984). Durch seinen unter Kapitel 2.4.1
beschriebenen strukturellen Aufbau ist Albumin in der Lage, Wasser an sich zu binden
und verhindert somit das Austreten von Wasser aus den Blutgefal3en in das Interstitium.
Der kolloidosmotische Druck wird zu 80% durch das Albumin erzielt (Carter et al.,
1994), weswegen ein Albuminmangel zum Auftreten von Odemen fiihrt.

Eine Nebenrolle spielt Albumin bei der Aufrechterhaltung des Blut-pH-Werts (Carter und
Ho, 1994) und somit fur die Pufferkapazitat des Blutes. Aufgrund der ampholytischen
Eigenschaft des Albumins vermag es H¥-lonen sowohl aufzunehmen als auch

abzugeben. Damit kann es stabilisierend auf den pH-Wert des Blutes wirken.

2.4.4 Storungen des Albumin-Haushalts
Storungen des Albuminhaushalts aufern sich vor allem im Auftreten vermehrter
Mengen von Albumin im Urin oder an einem Albuminmangel im Serum. Albumin im Urin

unterteilt man in eine Normo-, Mikro- und Makroalbuminurie (siehe Tab. 2).

Pathologie Wert Einheit
Normoalbuminurie <20 mgﬂ beim ersten
orgenurin
<30 mg/24 h
Mikroalbuminurie 20 — 200 mgﬂ beim ersten
orgenurin
30 — 299 mg/24 h
Makroalbuminurie > 200 mgﬂ beim ersten
orgenurin
> 300 mg/24 h

Tab. 2 Definitionen von Normo-, Mikro- und Makroalbuminurie nach der National Kidney
Foundation. Die Werte muissen in zwei von drei aufeinanderfolgenden
Messungen von nichtketonischem sterilem Urin erfillt sein (Barrat und Topham,
2007; Eardley et al., 2004; Jones und Viberti, 1993; Tsioufis et al., 2004; Yilmaz
et al., 2010).

Mikroalbuminurie ist der frlheste Indikator fir eine chronische Nierenerkrankung bei
Patienten mit Diabetes mellitus und Hypertension (Hitha et al., 2008; Mogensen, 2003).
Sie ist aber auch assoziiert mir einer hohen Inzidenz fur kardiovaskulare Erkrankungen

(Barratt und Topham, 2007; Mogensen, 2003). Patienten mit Mikroalbuminurie besitzen
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ein hohes Risiko, Schaden eines Zielorgans zu erfahren. Diese auldern sich z. B. durch
das Erleiden eines Apoplexs, einer Retinopathie oder pathologischer kardiovaskularer
Ereignisse (Hitha et al., 2008). Hitha et al. (2008) und Tsioufis et al. (2005) geben zu
bedenken, dass Mikroalbuminurie mdglicherweise mit einer erhohten renalen
endothelialen Durchlassigkeit einhergeht und als frGher Marker fur diese betrachtet
werden kann.

Aufgrund der Tatsache, dass die Albuminsynthese in der Leber stattfindet, bedingen vor
allem Leberschaden einen Albuminmangel (sogenannte Hypoalbuminamie). Dadurch
sinkt der kolloidosmotische Druck und Odeme und Aszites treten auf.

Gleiche Symptome treten bei der chronischen Mangelernahrung auf. Hier kommt es
durch die fehlende Zufuhr von Proteinen und Aminosauren zu einer verminderten

Synthese von Albumin.

2.4.5 Albuminbestimmung

Die Ausscheidung von Albumin im Urin ist eine sensitive Methode zur Erkennung
glomerularer Erkrankungen (Eardley et al., 2004). Die fruhe Bestimmung einer
Mikroalbuminurie ermoglicht die Intervention, noch bevor es zu einer Abnahme der
glomerularen Filtrationsrate und somit zu massiveren Schadigungen kommt (Datta et
al., 2009; Mogensen, 1999 und 2003). Bisher konnte kein Marker gefunden werden, der
vergleichbar sensitive Ergebnisse liefert (Mogensen, 2003).

Durch die Filterfunktion der Niere (siehe Kapitel 2.3.1) wird eine Ausscheidung von
Albumin im Normalfall verhindert, so dass Albumin in der Regel nur in geringen Mengen
im Urin vorkommt. Wenn diese Filterfunktion jedoch geschadigt ist, steigen die
Albuminkonzentrationen im Urin an. Somit Iasst eine nachgewiesene Mikroalbuminurie
Ruckschlusse auf eine vermehrte Passage des Albumins durch die glomerulare
Filtrationsbarriere zu (Satchell und Tooke, 2008).

Bei Ladungsveranderungen der Basalmembran werden negativ geladene Molekule wie
beispielsweise  Albumin  zunehmend filtriert  (selektive  Proteinurie) (siehe
Kapitel 2.3.2.2). Bei weitergehender Schadigung der Basalmembran kann es zu einem
Selektivitatsverlust kommen, so dass auch héhermolekulare Proteine wie Ig G im Urin

ausgeschieden werden (unselektive Proteinurie) (siehe Kapitel 2.3.2.2).
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Je nach Krankheit wird Albumin in unterschiedlichen Korperflussigkeiten bestimmt. Im
Serum wird es bei akuten und chronischen Entzindungen, Leber- und
Nierenerkrankungen sowie bei verschiedenen Tumoren bestimmt. Im Urin dient der
Albumingehalt der Erkennung des Fruhstadiums einer Nierenschadigung bei Diabetes
(diabetische Nephropathie) oder Hypertonie (hypertensive Nephropathie) (Mogensen,
2003). Aber auch Nierenentzindungen (Glomerulonephritis), Nierenbecken-
entziindungen (Pyelonephritis), progressive Nephropathien (Eardley et al., 2004) und

Zigarettenkonsum (Pedrinelli et al., 2002) lassen die Albuminwerte im Urin ansteigen.

2.4.6 Albumin und Harnleiterschienen

Diese Einfuhrung zum Plasma- und Harnprotein Albumin verdeutlicht seine Wichtigkeit.
Haufig benodtigen Patienten mit Erkrankungen der Niere, und somit erhohten
Albuminwerten im Urin, zusatzlich eine Schienung des Harnleiters. In bisherigen
Untersuchungen zur Inkrustationsneigung von verschieden beschichteten Harnleiter-
schienen wurde der Einfluss von Albumin nicht berlcksichtigt. In den Untersuchungen,

die dieser Promotionsschrift zugrunde liegen, wurde genau dieser Einfluss ermittelt.

3 Problemstellung und Ziel der Arbeit

Ein wichtiges Ziel bei der Behandlung von Patienten mit Harnleiterschienen ist die
Erzielung einer moglichst langen Verweildauer im Patientenkorper.

Erkrankungen, die die Implantation von Harnleiterschienen erforderlich machen, gehen
meist mit Nierenschaden einher, wobei haufig Albumin in erhohten Mengen mit dem
Urin ausgeschieden wird.

In der vorliegenden Arbeit soll daher folgende Fragestellung untersucht werden:
Welchen Einfluss hat Albumin auf die in-vitro-Inkrustationsneigung von
verschieden beschichteten Harnleiterschienen?
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4 Eigene Untersuchung

4.1 Material und Methoden

4.1.1 Allgemein

Die in-vitro-Kristallisationsversuche der Experimentellen Urologie des
Universitatsklinikums Bonn werden unter definierten Bedingungen durchgefuhrt, um die
unterschiedlichen Inkrustationsneigungen der Testoberflachen von Harnleiterschienen
untersuchen zu kénnen. Abb.11 gibt einen allgemeinen Uberblick Uber die
standardisierten Versuchsbedingungen.

Mit Urease versetzter synthetischer Urin dient als Ubersattigte Losung, aus der sich
inkrustationsbildende Phosphatsalze abscheiden. Ein evaluiertes Analyseverfahren
ermoglicht die sowohl qualitative als auch quantitative Bestimmung des Mineralisats.
Zusatze, in dieser besprochenen Versuchsreihe das Harnprotein Albumin, ermoglichen
die systematische Erarbeitung kritischer Kontrollparameter und die Erforschung der
Inkrustationsmechanismen.

Die Versuchsbedingungen im Probenraum des Encrustators sind hinreichend genau
definiert und wiederholbar gestaltet. Fur alle Testkatheter herrschen im Probenraum
nahezu gleiche Prozessbedingungen; dies erlaubt einen gegenseitigen Vergleich der
Testergebnisse.

Es wurde ein verbindliches Versuchsdurchflihrungsprotokoll angefertigt (siehe Abb. 11).
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Experimenteller Aufbau

e T=37°C
51Lésung A 51Ldsung B e Magnetischer Rihrer
+ 500 Units Urease + Albumin e Peristaltische Pumpe
e 150 ml/h
Mischkammer e MSMPR-Encrustator
Kunstlicher e T=37°C
Urin e 45 Std. Inkubation
12 Harnleiterschienen e pH-Kontrolle
Vorbereitung und Analyse
Aufldsen des abgelagerten o Fotodokumentation
Mineralisats in 10ml 1mol/I e Stententfernung und
HCI Uberfiihrung in
Reagenzrohrchen

e 1 Std. Ruhezeit

Mg, Ca, PO4*, Oxalat e Chemische Analyse
Auswertung
Brushit e Berechnung der
Struvit Mineralisatzusammensetzung
Carbonat-Hydroxylapatit e Quantifizierung des Mineralisats
e Z3hlung der sphérischen
Strukturen

e Validierung

Vergleich der Ergebnisse

einer jeden Stentoberflache *  Evaluierung der

Oberflacheneigenschaften

Abb. 11 Schematischer Versuchsaufbau der in-vitro-Inkrustationsversuche. Die Zugabe
von Urease erfolgt in Losung A; Albumin (5 mg/l, 20 mg/l, 333 mg/l) und Harnstoff
werden in Losung B. zugegeben. Mit der Mischung der beiden Ldosungen im
Probenraum des Encrustatormodells beginnt die Ureasereaktion.
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4.1.2 Das Encrustatormodell

In den vorliegenden Versuchsreihen wird ein ,MSMPR-Encrustator® (mixed suspension
mixed product removal) verwendet, um unter in-vitro Bedingungen die
Inkrustationsneigung von Harnleiterschienen zu untersuchen. Dieses Gerat wurde von
der Experimentellen Urologie des Universitatsklinikums Bonn entwickelt und besteht
aus einem Kasten mit den MafRen 50 x 35 x 10 cm. Es ist auf zwei hdhenverstellbaren
Standflachen gelagert.

Abb. 12 zeigt schematische Zeichnungen des Encrustatormodells.

Auf die verschiedenen Systeme zur Konstanthaltung des Volumens (V) und der
Temperatur (T) sowie der pH-Messung wird im Folgenden naher eingegangen.

Der Encrustator ermdglicht die gleichzeitige Untersuchung von zwdlf Harnleiterschienen.
Fir alle Testkatheter herrschen im Probenraum nahezu gleiche Prozessbedingungen,
welche den gegenseitigen Vergleich der Testergebnisse ermoglichen.

Weitere allgemeine Eigenschaften des Encrustators sind:
e Eignung fur native und synthetische Urine
e pH-Stabilitat; Eignung fur wassrige Losungen (Urine) mit 2 < pH <10

e Ein Halterahmen, der die Untersuchung von bis zu 12 Harnleiterschienen (Stents)
ermdglicht, z. B. mit verschiedenen Oberflacheneigenschaften; sie kdnnen
gleichzeitig unter identischen Bedingungen getestet und die Ergebnisse

miteinander verglichen werden

e Ein integrierter Wasserkreislauf, durch den sich die Versuchstemperatur

regulieren lasst

e Die computergestutzte Aufzeichnung, Darstellung und Auswertung der pH- und

Temperaturwerte in beliebigen Intervallen
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p
H-Meter

Urinfluss

Abb. 12 Das in-vitro-Kristallisationsmodell wurde speziell entwickelt und erlaubt die
Untersuchung der jeweiligen Inkrustationsneigung verschiedener Testoberflachen
unter definierten Bedingungen. Dieser sogenannte ,Encrustator” ist ein durch ein
Wasserbad temperierter Durchflusskristallisator. Er ermdglicht die gleichzeitige
Untersuchung von 12 Testkathetern im kunstlichen oder nativen Urin. Zwei
Teilldsungen, A und B, werden jeweils mit einer konstanten Flussrate in die
Reaktionskammer des Encrustators gepumpt und vermischt. Dadurch entsteht
eine Ubersattigte Losung, die Inkrustationen férdern kann. Ein Abfluss sorgt flr
ein konstantes Urinvolumen in der Reaktionskammer (Kleinen et al., 2009).

4.1.2.1 Systeme zur Konstanthaltung von T und V

Die Temperatur des Urins wird mithilfe eines Wasserbades aufrechterhalten. Unterhalb
des Bodens des Probenraumes befindet sich ein zweiter Raum, der als warmendes
Wasserbad dient. Durch ihn flieRt Wasser mit ca. 45 °C, wodurch die Temperatur des
Urins konstant bei 37 °C gehalten wird und die physiologischen Verhaltnisse im
menschlichen Organismus nachgestellt werden (siehe Abb.12). Das Wasser wird
mithilfe einer Heizspirale in einem separaten Wasserbecken erhitzt und in den zweiten

Raum des Kastens gepumpt. Mithilfe einer Sonde wird die Temperatur des Urins
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wahrend der Inkubationszeit von 45 h gemessen und bei Schwankungen automatisch
angepasst. Um diese Temperatur Uber die gesamte Versuchsdauer (von 45 h)
gewabhrleisten zu konnen, wird der kiunstliche Urin sowohl im Encrustator als auch in
den Vorratsbehaltern moglichst rasch auf 37 °C erwarmt. Da beim Transport des
Wassers vom Warmebad zum Encrustator Uber die Schlauche und bei der
Warmeenergieabgabe vom zweiten Raum unter dem Encrustator in den Probenraum
des Encrustators durch den Boden hindurch stets ein Warmeenergieverlust auftritt,
muss die Temperatur am Thermostat des Warme-bades hoher eingestellt werden (auf
45 °C) als im Encrustator (37 °C) erwunscht.

Verglichen mit der ihn umgebenden Raumtemperatur (ca. 21 °C) ist die Temperatur im
Encrustator mit 37 °C relativ hoch. Um dem Problem des Volumenverlustes durch
Verdunstung Abhilfe zu schaffen, wurde ein Kunststoff-Deckel entwickelt, der
Aussparungen fur Temperatursonde, pH-Sonden und Zugabeschlauche des
synthetischen Urins aufweist. Zusatzlich wird durch den Verdunstungsschutz der Urin

vor Kontamination (z. B. Fremdpartikeleintrag) geschutzt (siehe Abb. 12).

4.1.2.2 Aufbau fur Zugabe und Abfluss des Urins

Im Deckel des Encrustators befinden sich zwei Offnungen, durch die der frische
kinstliche Urin Uber zwei Zugabeschlauche einfliel3t. Der Kasten selber hat einen
Ablauf, durch den der Urin ausflieRen kann, so dass ein gleichmalig hoher
Flussigkeitsstand gegeben ist (siehe Abb. 12).

Mithilfe einer doppellaufigen peristaltischen Pumpe wird der kinstliche Urin mit einer
konstanten Geschwindigkeit von 2x75ml/h (=150 ml/h) Uber die gesamte

Inkubationszeit von 45 h in den Probenraum des Encrustators gepumpt.

4.1.2.3 Zeitlicher Ablauf einer Messung im Encrustator

Das Monitoring der Versuchsbedingungen (aktueller pH-Wert, Temperatur) erfolgt
automatisch Uber die gesamte Versuchsdauer in 2-Minutenintervallen. Drei in
FlieRrichtung angeordnete Elektroden fur den pH-Wert (siehe Abb.12) messen
gleichzeitig die Werte und Ubertragen diese mit dem XLS 200 Messsystem zur spateren
Auswertung in eine MS-Exceldatei eines angeschlossenen Computers. Die gesamte

Inkubationsdauer betragt 45 h.
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4.1.3 Die Harnleiterschienen

Die verwendeten Harnleiterschienen wurden aus laufenden Produktionen des
Herstellers (Uro Tech GmbH. Produktbezeichnung TECOFL07125, Tecoflex, Lange
31 cm) entnommen. Es handelt sich dabei jeweils um Standardpolyurethanstents, die
auch im Kliniksalltag zum Einsatz kommen. Unterschiede zwischen den einzelnen
Harnleiterschienen ergeben sich durch die Beschichtung mit amorphen
Kohlenstoffschichten, auf die an anderer Stelle genauer eingegangen wird.

Die zu testenden Harnleiterschienen werden nach vorgegebenem Verteilungsschema in
einen Halterahmen gespannt. Dieser Rahmen fasst 12 Harnleiterschienen und wird auf
den Boden des Encrustators gelegt (siehe Abb. 13). In jeder Versuchsreihe werden vier
Referenz-Polyurethanstents und acht mit amorphen Kohlenstoffen beschichtete Stents

(jeweils vier von zwei verschieden zusammengesetzten Beschichtungen) untersucht.

Abb. 13 Exemplarische Ubersicht der zwolf in den Halterahmen des Encrustators
eingespannten Harnleiterschienen.

Tab. 3 gibt einen Uberblick Uber die Anzahl der verwendeten Harnleiterschienen. Es
wurden insgesamt 101 unbeschichtete Stents aus Polyurethan (BPU) verwendet. Von



49

den mit a-C:H-beschichteten Stents (DLC-2, DLC-Uro, etc.) wurden 151 Stlck getestet.
In den Versuchen ohne Albuminzugabe wurden insgesamt 120 Stents untersucht, in

denen mit Albuminzugabe 132 Stent

0 mg/l 5 mg/l 20 mg/l 333 mg/l Summe
BPU 59 19 8 15 101
DLC-2 22 12 8 12 54
DLC-Uro 39 8 8 12 67
DLC-125 0 8 0 3 11
ACOX:H 0 3 0 3 6
DLC-F2 0 3 0 3 6
DLC-NH3-3 0 3 0 4 7
Summe 120 56 24 52 252

Tab. 3 Ubersicht tUber die jeweilige Anzahl der verwendeten Harnleiterschienen in den
Versuchsreihen (Run) 1-44. Run 1-21 waren Versuche, die ohne Zugabe von
Albumin abliefen (deswegen keine Unterteilung in unterschiedliche
Albuminkonzentrationen). Bei Run 25-31 wurde Albumin hinzugegeben. Es
wurden aber nur Katheter vom Typ BPU (unbeschichtet), DLC-2 und DLC-Uro
verwendet. Ab Run 31-44 wurden zusatzlich noch andere amorphe
Kohlenstoffschichten verwendet. Es wurden 120 Stents ohne und 132 Stents mit
Albumin untersucht.

4.1.4 Plasmadeponierte amorphe Kohlenstoffschichten (a-C:H)
Plasmadeponierte amorphe Kohlenstoffschichten (a-C:H) in variabler
Zusammensetzung werden bereits in vielen anderen medizinischen Fachbereichen
verwendet. Ein Beispiel dafur ist die Beschichtung von Gelenkprothesen, um sie vor
VerschleiBung zu schiutzen. Im Falle hamatologischer Verweilkanulen sollen
plasmadeponierte amorphe Kohlenstoffschichten die Anheftung von Mikroorganismen
und Proteinen vermeiden (Laube et al., 2007).

Diese Dissertationsschrift befasst sich speziell mit dem Einfluss von a-C:H-Schichten
auf die Inkrustationsneigung urologischer Harnleiterschienen (Stents).

Ein Problem urologischer Katheter und Stents besteht darin, dass sie aus
temperaturempfindlichen Polymeren hergestellt werden. Ein Niedertemperatur-
Plasmaverfahren (T < 70°C), entwickelt vom Institut fur Dunnschichttechnologie der TU
Kaiserslautern, IDST, ermoglicht es erstmalig, a-C:H-Schichten auf diesen

temperaturempfindlichen Materialien abzuscheiden (Laube et al., 2007).
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Um die fur den urologischen Einsatz am besten geeignete Beschichtung zu ermitteln,
werden auf den Polyurethan-Stents unterschiedlich zusammengesetzte a-C:H-
Schichten verwendet.

Das Ziel ist dabei, diejenige Beschichtungszusammensetzung herauszufinden, die die
niedrigste Inkrustationsneigung besitzt (Laube et al., 2007).

Kleinen et al. (2009) geben einen Uberblick liber die Abldufe der Herstellung von
amorphen Kohlenstoffbeschichtungen. Diese bestehen aus einer Vielzahl von
amorphen Kohlenstoffverbindungen, die in einem Plasmadepositionsverfahren
abgeschieden werden. Ausschlaggebend fur den diamantahnlichen Charakter der
Beschichtung ist dabei der Anteil an sp®-Bindungen im metastabilen amorphen
Netzwerk aus sp® und sp®-gebundenen Kohlenstoffatomen (Diamant= 100% sp°,
Graphit = 100% sp?).

Die Beschichtungen aus Acetylengas werden auf Harnleiterschienen abgeschieden,
welche aus unbehandeltem Polyurethan (PU) bestehen. Das Verfahren ist ein speziell
fur die Beschichtung temperaturempfindlicher Implantate entwickeltes PECVD- (plasma

enhanced chemical vapour deposition) Verfahren (siehe Abb. 14).
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Versorgungs-, Steuer- Prozessgase
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Rauhigkeit
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atomare Zusammensetzung
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Dichte, Harte, Elastizitat, etc.
Anwendung
medizinische Implantate, etc.

Abb. 14 Prinzipskizze des zur Beschichtung der Harnleiterschienen eingesetzten
PECVD-Prozesses sowie eine Auswahl wichtiger Prozessparameter und
physikalischer GroRen; bei geeigneter Wahl der Prozessparameter lassen sich
uber die Eigenschaften des erzeugten Plasmas und des aus ihm hervorgehenden
schichtbildenden Teilchenflusses die fur die jeweilige Anwendung vorteilhaftesten
Oberflachen und Schichteigenschaften herstellen (Kleinen und Laube, 2007).

Trotz der zusatzlichen Beschichtung behalten die Harnleiterschienen ihre Flexibilitat.
Dichte und Aufbau der Schichten kdnnen sich je nach ihren Herstellungsbedingungen
unterscheiden. Speziellere Veranderungen der Oberflachen kdonnen zusatzlich durch
den Einbau von Fremdatomen erzielt werden.

Es stehen also verschiedenste Mdglichkeiten zur Verfugung, Veranderungen an den
Oberflachen von Harnleiterschienen vorzunehmen und damit die Inkrustationsneigung
Zu verringern.

Abb. 15 zeigt einen Blick in eine Plasmabeschichtungsanlage, in der die

Harnleiterschienen mit den amorphen Kohlenstoffen beschichtet werden.
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Abb. 15 Aufbau zur Plasmabeschichtung von Harnleiterschienen mit amorphen
Kohlenstoffen: Die Implantate werden auf einem rotierenden Halter montiert (links
im Bild) und in dem von einer Plasmastrahlquelle (rechts im Bild) erzeugten
Teilchenfluss gedreht. Nach vorbereitenden, die Oberflache reinigenden und
aktivierenden Prozessschritten werden die ca. 50 bis 70 nm dicken a-C:H-
Schichten aus Acetylengas auf den Implantaten abgeschieden (Kleinen und
Laube, 2007).

Eine Moglichkeit, um die verschiedenen Oberflacheneigenschaften der amorphen
Kohlenstoffschichten zu beurteilen, ist die Messung von Kontaktwinkeln, auch
Benetzungswinkel genannt (siehe Abb. 16). Sie stellt ein etabliertes Verfahren dar und
gibt Auskunft Uber die Benetzbarkeit von Oberflachen bzw. Gber die Wechselwirkung
zwischen Stoffen an Beruhrungsflachen. Dafur werden Wassertropfen in einem
standardisierten Verfahren auf die Oberflachen aufgetragen und der Winkel gemessen,
den der Tropfen zu der Oberflache bildet. Je niedriger der Kontaktwinkel desto hdher
die Benetzbarkeit und desto hoher die Wechselwirkungen auf der Oberflache. Aus der
Messung des Winkels kénnen u. a. Aussagen uber die Oberflachenenergie gemacht
werden. Geringe Winkel werden bei hydrophilen, gro3e Winkel bei hydrophoben

Oberflachen gemessen.
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Referenz a-CH3 a-CH7

a-C:H1 a-CH?2

Abb. 16 Kontaktwinkelmessung: Wassertropfen auf der Oberflache unterschiedlich
beschichteter Harnleiterschienen; Uber die Messung des Kontaktwinkels 6 H,0
lassen sich Ruckschlisse auf die an der Grenzflache ablaufenden
Wechselwirkungen ziehen. Das eingesetzte PECVD-Verfahren ermoglicht durch
Zugabe geeigneter weiterer Prozessgase (z. B. stickstoff- oder fluorhaltiger Gase)
den Erhalt der gewunschten Oberflacheneigenschaften. Die Benetzbarkeit der
Oberflache kann stark variiert werden. Die Tropfen sind nach zunehmender
Benetzbarkeit angeordnet. Die Mittelwerte der gemessenen Winkel 6 H,0 [°]
(n = 6) sind rechts oberhalb des Tropfens angegeben (Kleinen und Laube, 2007).

4.1.5 Herstellung der Versuchslésungen

4.1.5.1 Voruberlegungen

FuUr die Inkrustationsversuche wird der synthetische Urin generell nach dem bekannten
und etablierten Schema nach Griffith et al. (1976) hergestellt (siehe Tab. 4). Durch die
Hinzugabe des Harnproteins Albumin in verschiedenen Konzentrationen wird die in-
vitro-Situation den in-vivo-Bedingungen angenahert. Die jeweiligen Konzentrationen des
Albumins (5 mg/l, 20 mg/l und 333 mg/l) werden nach den allgemeingultigen
Definitionen der Mikro- und Makroalbuminurie (siehe Tab. 2) ausgewahlt und der
Einfluss der Albuminkonzentrationen auf die Inkrustationsneigung der Harnleiter-

schienen naher untersucht. Eine Konzentration von 5 mg/l stellt eine Normo-, eine
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Konzentration von 20 mg/l eine Mikro- und eine Konzentration von 333 mg/l eine
Makroalbuminurie dar.

Die Herstellung des Urins erfolgt in zwei verschiedenen Lésungen — A und B (siehe
Tab. 4). Es werden jeweils 5 Liter (mit H2Oqest) hergestellt. Beide zusammen ergeben im
Encrustator den kunstlichen Urin, welcher durch die Zugabe von Urease mit
fortschreitender Versuchsdauer den pH-Wert auf bis zu 9 ansteigen lasst. Denn Urease
reagiert mit Harnstoff zu Ammoniak, das den pH-Wert steigen lasst (Jones et al., 2005)

und damit die Situation einer Harnwegsinfektion simuliert (siehe Abb. 17).

Urease
CH4N,0O + 3 H,O > 2 NH4Jr + OH + HCO3

Abb. 17 Ureasereaktion: Harnstoff (CHsNH;) wird durch das Enzym Urease in
Ammoniak (NH;") und Kohlendioxid (HCOj3’) gespalten. Durch die Bildung des
Ammoniaks steigt der pH-Wert an.

4.1.5.2 Synthetischer Urin

Fir jeden Versuch wird der kunstliche Urin frisch hergestellt. Bei diesem
Versuchskonzept werden zwei verschiedene, untersattigte Losungen angefertigt und in
dem Reaktionsraum des Encrustators zusammengefuhrt. Erst die Mischung der
Lésungen fiihrt zu der Ubersattigung, die fiir eine Kristallbildung notwendig ist.

Die einzelnen Bestandteile werden exakt nach Schema (siehe Tab. 4) abgewogen und
mit insgesamt 10 Litern sterilem und pyrogenfreiem H,0 (Ampuwa, Fresenius Kabi)
gemischt. Zur Herstellung der Losungen werden ausschlieBlich Reinst-Chemikalien
(Merck, Sigma) und steriles deionisiertes Wasser (Ampuwa) verwendet.

Hierbei wird eine Trennung nach Loésung A und B (jeweils 5 Liter) vorgenommen.
Lésung A wird das Enzym Urease; Lésung B der Harnstoff und die fur den Versuch
jeweils gewahlte Albuminmenge hinzugegeben. Es ist darauf zu achten, dass vor
Versuchsbeginn das Enzym Urease keinen Kontakt zum Harnstoff hat, da es sonst zu
einem verfrihten Reaktionsbeginn kommt (siehe Abb. 17).

Nachdem sich die Losungen im Reaktionsraum vermischt haben, beginnt die
Ureasereaktion (siehe Abb. 17). Der Anstieg des pH-Werts bildet eine in-vivo-

Infektsituation realitatsnah nach.
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. Einwaage 3 Einwaage
LOSUNg A 1 gssLiter] | FOSUN9B | (g/sLiten
CaCl,x2H,0 | 6,5 Harnstoff 250
MgCl,x6H0 | 6,5 KH>PO4 28
NaCl 46 Kreatinin 11
Na>,SO,4 23 Na,Oxalat 0,2
NasCitrat 6,5 NH4CI 10
KCI 16
Urease 5 mgll,
. 0,02941 Albumin 20 mg/l
500 Units
333 mgl/l

Tab. 4 Herstellung des kinstlichen Urins; von Losung A und B werden jeweils 5 Liter
(mit H2O4est) hergestellt. Beide zusammen ergeben im Encrustator einen
kinstlichen Urin, welcher durch die Zugabe von Urease mit fortschreitender
Versuchsdauer den pH-Wert auf bis maximal 9 ansteigen lasst, wodurch ein
Harnwegsinfekt simuliert wird. Die Albuminkonzentration von Lésung B ist
variabel. Je nach Versuchs-Run werden Albuminmengen von 5 mg/l, 20 mg/l oder
333 mg/l hinzugeflugt.

Der Reaktionsraum des Encrustators selber hat ein Flllungsvolumen von ca. 3 Litern.
Zum Zeitpunkt O jeder Versuchsreihe werden 3 Liter des kunstlichen Urins, jeweils
1,5 Liter jeder LOosung (A und B), als Vorfullung in den Encrustator gegeben. Die
restlichen 7 Liter (3,5 Liter in A und 3,5 Liter in B) werden in ein Umwalzthermostat-
Wasserbad gestellt und unter standigem Ruhren durch eine magnetische Ruhrhilfe bei
einer Temperatur von 37°C gehalten. Mithilfe einer doppellaufigen peristaltischen
Pumpe wird der klnstliche Urin mit einer konstanten Geschwindigkeit von 2x75 ml/h
(=150 ml/h) Uber die gesamte Inkubationszeit von 45 h in den Probenraum des
Encrustators gepumpt.

Durch den Uberlauf flieBt der Urin aus dem Kasten und wird in einem Behalter
aufgefangen. Somit bleibt das Urinvolumen innerhalb des Kastens konstant bei 3 Litern.
Die FlieBRbewegung zwischen Ein- und Ausfluss wird durch die Bewegung eines

Magnetrihrers unter den Einflussoffnungen unterstutzt.



56

4.1.6 Auswertungsverfahren und statistische Methoden

Die Inkubationsdauer betragt 45 h. Nach Ende jedes Inkrustationsversuchs wird die
Stenthalterung dem Encrustator entnommen und anschlielend zum Trocknen
24 Stunden staub- und erschutterungsgeschutzt bei Zimmertemperatur gelagert.

Die getrockneten Proben werden der Halterung unter Berucksichtigung moglichst steriler
Bedingungen entnommen, zerschnitten und mit 10 ml 1-molarer HCL-Lésung in
verschlieBbare Rollrandglasrohrchen verbracht. Die Inkrustationen, die sich auf der
Katheteroberflache gebildet haben, 16sen sich unter gelegentlichem Schutteln und nach
einer Reaktionszeit von einer Stunde in der Salzsaure vollstandig auf.

Danach folgt die chemische Analyse der Losung. Aus funf Millilitern der entstandenen
Lésung werden im Labor fur Klinische Biochemie des Universitatsklinikums Bonn die
Ca-, Mg- und POs-Konzentrationen bestimmt. Die verbleibende Losung wird flr
gegebenenfalls nétige Wiederholungsanalysen im eigenen Labor bei Zimmertemperatur
dunkel gelagert.

Die Analyse erfolgt in einem, u. a. durch infrarotspektrometrische Untersuchungen
begleiteten, evaluierten Analyseverfahren der Experimentellen Urologie des
Universitatsklinikums Bonn. Hier wird eine qualitative und quantitative Bestimmung des
Mineralisats vorgenommen. Mit Hilfe einer Massenbilanzberechnung wird ein
normativer Mineralbestand der gelésten Salze ermittelt. Der errechnete Mineralbestand
besteht aus den Kalziumphosphaten Carbonat-Hydroxylapatit und Brushit sowie dem
Magnesiumphosphat Struvit. Diese Mineralisatzusammensetzungen in Biofiimen auf
Harnleiterschienen gelten als die am haufigsten auftretenden (Kleinen und Laube,
2007). lhre jeweiligen Idealzusammensetzungen werden wie folgt angenommen:
Ca10(PO4)sCO3(0OH),  (Carbonat-Hydroxylapatit), CaHPO4 x 2H,0  (Brushit) und
MgNH4PO4 x 6H20 (Struvit). Anhand der Magnesium-, Calcium- und Phosphat-
konzentrationen wird also die Evaluation durchgeflhrt. Es werden somit einerseits die
Qualitat (Zusammensetzung aus Struvit, Brushit und Carbonat-Hydroxylapatit) und
andererseits die Quantitat (Mengen in [mg] und [mmol]) des Mineralisats untersucht.
Nach der fur jeden einzelnen Katheter durchgefuhrten Analyse erfolgt der Vergleich mit
Kathetern, deren Oberflachen mit anderen Beschichtungen versehen sind. Auch die
verschiedenen Albuminkonzentrationen stellen ein Vergleichskriterium fir die

verschiedenen Versuchslaufe dar.
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Als statistischer Test wurde der etablierte Zweistichproben t-Test unter der Annahme
gleicher Varianzen gewahlt. Der dabei erhaltene Signifikanzwert (p) gibt an, ob die
erzielten Ergebnisse u.a. bezuglich der Datenlage als signifikant bezeichnet werden
konnen bzw. wie extrem das Ergebnis ist. Ein p-Wert <0,05 gibt an, dass die erreichten

Ergebnisse als signifikant angesehen werden kdnnen.

5 Ergebnisse

5.1 Allgemeines

Aus den Ergebnissen der Inkrustationsversuche wurden fur jede Katheterart und jede
Albuminkonzentration (5, 20 und 333 mg/l) der Mittelwert, die Standardabweichung und
die Signifikanz (p) errechnet und graphisch dargestellt. Bezlglich der Signifikanz bzw.
der verwendeten statistischen Tests erfolgt der Verweis auf das Kapitel 4.1.6. Als
Streuungsmaf} in den Diagrammen wird die Standardabweichung als MalR fur die
Streuung der Mittelwerte verwendet.

Die Zahlen innerhalb der Diagrammbalken geben jeweils die Anzahl der verwendeten
Katheter an (entspricht ,n“). Einen Uberblick zur Gesamtzahl der in allen Versuchsreihen
verwendeten Katheter kann man Tab.3 im Material und Methodenteil (S. 46)
entnehmen. Im Rahmen der einzelnen Auswertungen werden die Ergebnisse jeweils
unter Berucksichtigung eines speziellen Schwerpunktes dargelegt. Zuerst werden die
jeweiligen Mineralisatmengen auf den verschieden beschichteten Katheterarten ohne
Albuminzugabe betrachtet; danach folgt die Untersuchung der Mineralisatmengen unter
Zugabe von Albumin in die Urinldsung. Anschlielend wird untersucht, ob die
verschiedenen Albuminkonzentrationen (5, 20 und 333 mg/l) Einfluss auf die Quantitat
bzw. Qualitat des Mineralisats haben und, wenn ja, inwiefern sie die
Mineralisatzusammensetzung beeinflussen. Es folgt daher ein Uberblick zu den
Veranderungen des Mineralisats ohne und mit Albuminzugabe. Den Abschluss dieses
Kapitels bilden die Betrachtungen des pH-Verlaufs wahrend der Inkrustationsversuche
ohne und mit Albuminzugabe sowie die Untersuchungen bezlglich der auftretenden

spharischen Prazipitation unter Albuminzugabe.
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5.2 Katheterversuche ohne Zugabe von Albumin

Die folgenden Diagramme stellen die durchschnittlichen Gesamtmineralisatmengen auf
den verschiedenen Stenttypen, und zwar in den Versuchen ohne Zugabe von Albumin

im kdnstlichen Urin dar und vergleichen diese.

5.2.1 Gesamtmineralisatmenge ohne Zugabe von Albumin
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Abb. 18 Durchschnittliche Gesamtmineralisatmengen in a) [mg] und b) [mmol] auf den
verschiedenen Katheterarten (BPU, DLC-Uro, DLC-2) mit den jeweiligen
Standardabweichungen ohne Zugabe von Albumin in die Urinldsung. Die Zahlen
in den Balken geben die Anzahl der jeweils verwendeten Katheterart an (BPU
n =59, DLC-Uro n =39, DLC-2 n = 22).

In Abb. 18 a) werden die Gesamtmineralisate in [mg] ausgewertet. Es ist festzustellen,
dass sich an den BPU-Stents die hochsten Gesamtmineralisatmengen von
durchschnittlich 47,33 + 10,67 mg abgelagert haben; danach folgen die DLC-Uro-Stents
mit im Durchschnitt 43,77 £ 10,66 mg (p = 0,109). Die geringsten Mengen kommen bei
DLC-2-Stents mit 40,31 + 10,21 mg (p = 0,009) vor.

Abb. 18 b) stellt die Ergebnisse in [mmol] dar. Auch hier zeigt sich, dass die grof3ten
Mineralisatmengen auf den BPU-Stents vorkommen (0,19 + 0,05 mmol). Es folgen die
DLC-Uro-Stents mit 0,18 £ 0,05 mmol (p = 0,416) und die geringsten Mengen treten auf
den DLC-2-Stents [0,17 + 0,04 mmol (p = 0,129)] auf.

5.2.2 Gesamtmineralisatmengen ohne Zugabe von Albumin in normierter
Darstellung

Fir die Normierung der Ergebnisse werden die Mineralisatmengen auf den BPU-Stents

gemittelt und gleich eins gesetzt. Die Mengen der anderen Stenttypen werden damit in
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Beziehung gesetzt. Eine Zahl kleiner eins bedeutet somit, dass die gemessene
Mineralisatmenge geringer ist als die, die auf den unbeschichteten BPU-Referenzstents

auftritt, und anders herum.

[N
[N

°
|
°
|

F[mmol_l

Gesamtmineralisat

[mg]

o o
=} ™
. \

o
=} ™
.
—

o
ESN
L

Gesamtmineralisat
o
ES

o
N
.
o
N
.

B9 39 22 B9 22
BPU DLC-Uro DLC-2 b) ' BPU DLC-Uro DLC-2

o
o
o
o

a)

Abb. 19 Normierte Darstellung der Ergebnisse aus Abb. 18 in a) [mg] und b) [mmol].
Bei dieser Form der Darstellung werden die Mineralisatmengen der BPU-Stents
gemittelt und gleich eins gesetzt. Die Mineralisatmengen der anderen Stenttypen
(DLC-Uro, DLC-2) werden damit in Beziehung gesetzt.

Abb. 19 a) zeigt die normierte Gesamtmineralisatmenge in [mg]. Es wird deutlich, dass
sich an den unbeschichteten BPU-Stents mit 1+0,0 die grofdte normierte
Mineralisatmenge abscheiden. Geringere Mengen lagern sich an den DLC-Uro-Stents
ab [0,95 + 0,13 (p = 0,057)]. Die geringsten Mineralisatmengen bilden sich auf den DLC-
2-Stents mit 0,84 + 0,16 (p = 0,00004).

Auch in der normierten Darstellung der Ergebnisse in [mmol] [siehe Abb. 19 b)] ist die
Gesamtmineralisatmenge auf den BPU-Stents am grofdten (1 £ 0,0), etwas geringer auf
den DLC-Uro-Stents [0,96 + 0,15 (p = 0,193)] und auf den DLC-2-Stents mit 0,83 + 0,16
(p = 0,00003) am niedrigsten.

5.2.3 Gesamtmineralisatmengen der einzelnen Katheterarten aufgeteilt in
Stru, Kap und Bru ohne Zugabe von Albumin

In den Diagrammen dieses Kapitels werden die Gesamtmineralisate der verschiedenen

Katheterarten genauer betrachtet. Sie werden jeweils in die drei Hauptbestandteile

Struvit (Stru), Carbonat-Hydroxylapatit (Kap) und Brushit (Bru) aufgeteilt und

anteilsmafig bestimmt.
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Abb. 20 Durchschnittliche Mineralisatmenge der einzelnen Katheterarten (BPU, DLC-
Uro, DLC-2) aufgeteilt in Struvit (Stru), Carbonat-Hydroxylapatit (Kap) und Brushit
(Bru) ohne Zugabe von Albumin [a) [mg] und b) [mmol]].

Abb. 20 a) [mg] zeigt, dass bei allen drei Katheterarten Struvit den gréfiten Anteil am
Mineralisat ausmacht, danach folgt Brushit, und den geringsten Anteil hat Kap.

Wenn man die Verteilung auf die einzelnen Katheterarten genauer betrachtet, sieht
man, dass Struvit und Kap auf den BPU-Stents am haufigsten vorkommen
(22,78 £+ 6,38 mg bzw. 8,93 mg+*5,66). Danach folgen die DLC-Uro-Stents
[20,8 £ 6,0 mg bzw. 7,15 + 5,65 mg (p = 0,126 bzw. 0,129)] und am wenigsten kommen
diese beiden Arten auf den DLC-2-Stents vor [18,73 £ 5,73 mg bzw. 5,87 £ 5,52 mg
(p =0,01 bzw. 0,032)]. Brushit dagegen ist anteilsmafig auf fast allen Katheterarten
gleich vertreten, nur geringfliigig mehr auf den DLC-Uro-Stents [BPU 15,61 + 8,4 mg;
DLC-Uro 15,82 + 8,08 mg (p =0,903); DLC-2 15,71 £6,36 mg (p = 0,961)]. Es stellt

somit auf allen drei Katheterarten den zweithaufigsten Mineralisatanteil.

Auch in Abb. 20 b) [mmol] hat Kap auf allen drei Katheterarten den geringsten Anteil am
Gesamtmineralisat [BPU 0,01 + 0,01 mmol; DLC-Uro 0,008 £ 0,01 mmol (p = 0,221);
DLC-2 0,006 £ 0,01 mmol (p = 0,016)].

Auf den BPU-Stents besteht das Gesamtmineralisat zum grofdten Teil aus Struvit
(0,093 +0,03 mmol). Struvit tritt bei den DLC-Uro- bzw. DLC-2-Stents mit Mengen von
jeweils 0,085 + 0,02 (p = 0,126) bzw. 0,077 + 0,02 (p = 0,011) auf. Bei den DLC-Uro-
bzw. DLC-2-Stents nimmt Brushit den groften Anteil ein [0,092 £ 0,05 mmol (p = 0,903)
bzw. 0,091 + 0,04 mmol (p =0,961)], und auf den BPU-Stents tritt Brushit mit einer
Menge von 0,091 £ 0,05 mmol auf.
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5.3 Katheterversuche unter Zugabe von Albumin

In  den Diagrammen dieses Unterkapitels werden die durchschnittlichen
Gesamtmineralisatmengen der verschiedenen Stenttypen (BPU, DLC-Uro, DLC-2)
dargestellt, wie sie in den Versuchen unter Zugabe von Albumin in die Urinlésung

entstanden sind.

5.3.1 Gesamtmineralisatmenge der einzelnen Stentarten unter Zugabe von

Albumin
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Abb. 21 Durchschnittliche Gesamtmineralisatmengen in a) [mg] und b) [mmol] der
verschiedenen Katheterarten (BPU, DLC-Uro, DLC-2) mit den jeweiligen
Standardabweichungen unter Zugabe von Albumin in der Urinlésung. Die Zahlen
in den Balken geben die Anzahl der jeweils verwendeten Katheterart an. Es
wurden jeweils 40 Katheter untersucht.

Am meisten Gesamtmineralisat in [mg] bildet sich [siehe Abb. 21 a)] an den BPU-Stents
mit 44,29 £ 7,59 mg, etwas weniger auf den DLC-2-Stents [39,31 + 7,12 mg (p = 0,003)]
und am wenigsten auf den DLC-Uro-Stents mit 37,48 + 6,48 mg (p = 0,00005).

In Abb. 21 b) werden die Gesamtmineralisate in [mmol] betrachtet. Die anteilsmallige
Verteilung ist mit den [mg]-Ergebnissen aus Abb. 21 a) vergleichbar, am meisten auf
den BPU-Stents, geringer auf den DLC-2- und am wenigsten auf den DLC-Uro-Stents
[BPU 0,168 £ 0,04 mmol; DLC-2 0,144 £ 0,04 mmol (p =0,003); DLC-Uro
0,137 £ 0,03 mmol (p = 0,0001)].
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5.3.2 Normierte Darstellung der Gesamtmineralisatmengen unter Zugabe
von Albumin

FiUr diese Diagramme wurden die Gesamtmineralisatmengen der BPU-Stents gemittelt,

gleich eins gesetzt und somit normiert. Die Gesamtmineralisatmengen der anderen

Stentarten wurden damit in Beziehung gesetzt.
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Abb. 22 Normierte Darstellung der Ergebnisse aus Abb. 21 in a) [mg] und b) [mmol].
Bei dieser Form der Darstellung werden die Mineralisatmengen der BPU-Stents
gemittelt und gleich eins gesetzt. Die Mengen der anderen Stenttypen werden
damit in Beziehung gesetzt. Die Stentanzahl jeder Katheterart ist n = 40.

In Abb. 22 a) [mg] zeigt sich, dass die Gesamtmineralisatmenge auf den BPU-Stents
am grolten (1 £0,0) ist; etwas geringer ist sie auf den DLC-2-Stents [0,889 + 0,08
(p =0,0006). Auf den DLC-Uro-Stents liegt die Gesamtmineralisatmenge bei
0,848 + 0,07 (p = 0,000001) und ist somit am niedrigsten.

Die in Diagramm Abb. 22 b) dargestellten Werte sind mit denen von Abb. 22 a)
vergleichbar. Hier werden die [mmol-]Mengen betrachtet. Die Gesamtmineralisatmenge
ist auf den BPU-Stents am groflten (1 +0,0), etwas geringer ist sie mit 0,853 + 0,09
(p = 0,00006) auf den DLC-2-Stents. Die geringste Menge, namlich 0,816 + 0,07
(p = 0,0000003), tritt auf den DLC-Uro-Stents auf.
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5.3.3 Aufteilung der Gesamtmineralisatmengen in Stru, Kap und Bru unter
Zugabe von Albumin

In dieser Auswertung wird die Zusammensetzung des Mineralisats untersucht.
Entscheidend sind hierbei die drei Hauptbestandteile Struvit (Stru), Carbonat-

Hydroxylapatit (Kap) und Brushit (Bru). Diese werden anteilsmafig bestimmt.
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Abb. 23 Durchschnittliche Mineralisatmenge der einzelnen Katheterarten (BPU, DLC-
Uro, DLC-2) aufgeteilt in Struvit (Stru), Carbonat-Hydroxylapatit (Kap) und
Brushit (Bru) unter Zugabe von Albumin in die Urinlésung (a) [mg] und b) [mmol]).

Abb. 23 a) zeigt die Ergebnisse in [mg]. Es wird deutlich, dass der Struvit-Anteil bei
allen drei Katheterarten am hochsten ist [BPU 23,61 + 4,59 mg; DLC-2 22,09 + 4,9 mg
(p =0,155); DLC-Uro 20,61 £4,15 mg (p = 0,003)]. Bei den BPU-Stents folgt danach
Brushit mit 10,58 £ 4,4 mg. Bei den anderen Stentarten steht dagegen Kap an zweiter
Stelle [DLC-2 9,71 £ 2,1 mg (p = 0,47); DLC-Uro 9,39 £+ 1,44 mg (p = 0,145)]. Der Kap-
Anteil bei den BPU-Stents liegt bei 10,1 + 2,69. Im Falle der DLC-2- und DLC-Uro-
Stents hat Brushit mit [DLC-2 7,52 +4,32 mg (p =0,002); DLC-Uro 7,48 + 3,43 mg
(p = 0,0007)] den geringsten Anteil.

Abb. 23 b) zeigt die Aufteilung der Gesamtmineralisate in [mmol]. Auch hier stellt Struvit
bei allen drei Katheterarten den grofdten Anteil [BPU 0,1+ 0,02 mmol; DLC-2
0,09 + 0,02 mmol (p = 0,155); DLC-Uro 0,08 + 0,02 mmol (p = 0,003)]. Danach folgt, im
Gegensatz zu Abb. 23 a) bei allen Katheterarten Brushit [BPU 0,061 £ 0,03 mmol; DLC-
2 0,044 £ 0,03 mmol (p = 0,002); DLC-Uro 0,043 + 0,02 mmol (p = 0,0007)]. Kap besitzt

bei allen drei Kathetertypen den geringsten Anteil am Gesamtmineralisat [BPU
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0,0104 £+ 0,003 mmol; DLC-2 0,0100 £ 0,002 mmol (p=0,47), DLC-Uro
0,0097 = 0,001 mmol (p = 0,145)].

5.4 Katheterversuche unter Albuminzugabe mit Berticksichtigung
unterschiedlicher Albuminkonzentrationen (5, 20 und 333 mg/l)

Die  folgenden Diagramme sind Darstellungen der  durchschnittlichen
Gesamtmineralisate auf den verschiedenen Stenttypen (BPU, DLC-Uro, DLC-2)
entstanden unter Zugabe von Albumin. Anders als bei den vorherigen Diagrammen aus
Kapitel 5.3 werden hier die unterschiedlichen Albuminkonzentrationen 5, 20 und

333 mg pro Liter synthetischen Urins bertcksichtigt.

5.4.1 Vergleich der Gesamtmineralisatmengen unter Beachtung
verschiedener Albuminkonzentrationen
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Abb. 24 Durchschnittliche Mineralisatmengen auf den verschiedenen Katheterarten
(BPU; DLC-Uro, DLC-2) wunter Berlcksichtigung der verschiedenen
Albuminkonzentrationen (5, 20 und 333 mg/l) (a) und c) [mg], b) und d) [mmol]).

Im Diagramm Abb. 24 a) zeigt sich, dass die héchsten Gesamtmineralisatmengen bei

allen drei Katheterarten bei einer Albuminkonzentration von 20 mg/l auftreten [BPU
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49,39+ 8,35 mg; DLC-2 44,88+6,72mg (p=0,159); DLC-Uro 43,09 + 6,08 mg
(p =0,046)]. Danach folgen die Gesamtmineralisatmengen, die bei Albumin-
konzentrationen von 333 mg/l vorkommen [BPU 43,01 + 7,63 mg; DLC-2 37,7 £ 6,28 mg
(p =0,76); DLC-Uro 36,17 £ 6,4 mg (p = 0,026)]. Die geringsten Mengen zeigen sich bei
einer Albuminkonzentration von 5 mg/l [BPU 41,42 + 5,02 mg; DLC-2 36,34 + 5,77 mg
(p =0,012); DLC-Uro 34,26 + 3,81 mg (p = 0,00008)]. Auffallig ist, dass die Differenz der
Gesamtmineralisatmenge zwischen Albuminkonzentrationen von 5 und 333 mg/l nur
sehr gering ist. Die jeweilige Differenz zur Gesamtmineralisatmenge bei einer
Albuminkonzentration von 20 mg/l ist dagegen jeweils bedeutend grofer.

Es zeigt sich, dass sich an den unbeschichteten BPU-Stents bei allen Albuminmengen
die groften Gesamtmineralisatmengen bilden. An den DLC-2-Stents entstehen
geringere Mineralisatmengen, die geringsten bei allen drei Albuminmengen auf den
DLC-Uro-Stents.

In Diagramm Abb. 24 b), bei dem die Gesamtmineralisatmengen in [mmol] untersucht
wurden, zeigt sich, dass die Mengen bei einer Albuminkonzentration von 20 mg/l
[vergleichbar mit Abb. 24 a)] am hochsten sind [BPU 0,195 + 0,04 mmol; DLC-2
0,174 £ 0,03 mmol (p = 0,194); DLC-Uro 0,167 + 0,03 mmol (p = 0,068)]. Danach folgen
aber, im Gegensatz zu Abb. 24 a) die Mengen die sich bei 5 mg Albumin pro Liter
Urinlésung bilden [BPU 0,161 + 0,03 mmol; DLC-2 0,136 + 0,03 mmol (p = 0,017); DLC-
Uro 0,126 £ 0,02 mmol (p =0,0001)]. Die geringsten Mineralisatmengen treten bei
Albuminkonzentrationen von 333 mg/l auf [BPU 0,15+ 0,03 mmol; DLC-2
0,124 + 0,03 mmol (p = 0,027); DLC-Uro 0,123 + 0,03 mmol (p = 0,028)].

In Abb. 24 c) werden die Ergebnisse mit umgekehrter Beschriftung dargestellt [im
Gegensatz zu Abb. 24 a)], d.h. auf der x-Achse wird die Albuminkonzentration
abgebildet.

Das Diagramm zeigt deutlich, dass bei einer Albuminkonzentration von 20 mg/l die
Gesamtmineralisatmengen auf allen Stentarten am hochsten sind  [BPU
49,39 + 8,35 mg; DLC-2 44,88+6,72mg (p=0,159); DLC-Uro 43,09 +6,08 mg
(p =0,046)]. Ebenfalls zeigt es, dass auf den BPU-Stents bei allen

Albuminkonzentrationen die hochsten Gesamtmineralisatmengen auftreten (Albumin
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5 mg/l 41,42 + 5,02 mg; Albumin 333 mg/l 43,01 + 7,63 mg); geringere auf den DLC-2-
[Albumin 5mg/l 36,34 +5,77 mg (p=0,012); Albumin 333 mg/l 37,7 £6,28 mg
(p = 0,76)] und die geringsten auf den DLC-Uro-Stents [Albumin 5 mg/l 34,26 £ 3,81 mg
(p = 0,00008); Albumin 333 mg/l 36,17 + 6,4 mg (p = 0,026)].

Auch in Abb.24d) wurde ein Achsentausch zu Abb. 24 b) durchgefihrt. Die
verschieden Albuminkonzentrationen sind auf der x-Achse dargestellt. Die Aussagen,
die zu Abb. 24 b) getroffen wurden, sind aber auch hier gultig.

Es wird deutlich, dass die hochsten Mineralisatmengen auf den BPU-Stents auftreten
(Albumin 5 mg/l 0,161 £ 0,03 mmol; Albumin 20 mg/l 0,195 £ 0,04 mmol; Albumin
333 mg/l 0,150 = 0,03 mmol).

Die Verwendung von DLC-2-Stents fuhrt zu geringeren Mineralisatablagerungen
[Albumin 5 mg/l 0,136 £ 0,03 mmol (p =0,017); Albumin 20 mg/l 0,174 £ 0,03 mmol
(p = 0,194); Albumin 333 mg/l 0,124 + 0,03 mmol (p = 0,027)].

Die geringsten Mineralisatmengen treten auf den DLC-Uro-Stents auf [Albumin 5 mg/|
0,126 £ 0,02 mmol (p =0,0001); Albumin 20 mg/l 0,167 £ 0,03 mmol (p = 0,068);
Albumin 333 mg/l 0,123 £ 0,03 mmol (p = 0,028)].

In der durchgefluhrten Varianzanalyse flur [mg] und [mmol] unter Beachtung der
verschiedenen Stenttypen (BPU, DLC-Uro, DLC-2) und Albuminkonzentrationen (5, 20,
333 mg/l) zeigt sich ein F-Wert von 5,1433. Somit unterscheiden sich die einzelnen

Gruppenmittelwerte signifikant voneinander.

5.4.2 Normierter Vergleich der Gesamtmineralisatmengen unter
Berlcksichtigung verschiedener Albuminkonzentrationen

Bei dieser Diagrammdarstellung dient der Mittelwert der Gesamtmineralisatmengen auf

den BPU-Stents als Leitwert und wird gleich eins gesetzt. Die

Gesamtmineralisatmengen der anderen Stents werden damit verglichen; d. h. Werte

kleiner als eins bedeuten, dass weniger Mineralisat auf den Stents vorhanden ist als auf

den BPU-Referenzstents.
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Abb. 25 Normierte Darstellung der Ergebnisse aus Abb.5.7. Bei dieser Form der
Darstellung werden die Mineralisatmengen der BPU-Stents gemittelt und gleich
eins gesetzt. Die Mengen der anderen Stenttypen werden damit in Beziehung
gesetzt. (a) und c) [mg], b) und d) [mmol]).

In Abb.25a) und c) werden die normierten [mg]-Mengen des Gesamtmineralisats
betrachtet.

Es zeigt sich, dass sich auf den BPU-Stents bei allen Albuminkonzentrationen die
héchsten Gesamtmineralisatmengen ablagern (jeweils 1 £0,0). Auller bei einer
Albuminkonzentration von 20 mg bilden sich immer auf den DLC-Uro-Stents die
geringsten Mineralisatmengen [DLC-Uro Alb 5 mg/l 0,831 £ 0,1 (p = 0,018); Alb 20 mg/I
0,976 £ 0,05 (p=0,009); Alb 333 mg/l 0,842+ 0,01 (p=0,004)] [DLC-2 Alb5 mgl/l
0,879 £ 0,12 (p = 0,082); Alb 20 mg/l 0,916 + 0,1 (p = 0,223); Alb 333 mg/l 0,875 + 0,02
(p = 0,0002)].

Ebenso wird deutlich, dass bei einer Albuminkonzentration von 20 mg/l jeweils das
meiste Mineralisat auftritt [BPU 1 +0,0; DLC-Uro 0,976 £+ 0,05 (p =0,009); DLC-2
0,916 £ 0,1 (p = 0,223)].

Abb. 25 b) und d) zeigen, vergleichbar zu den Abb. 25 a) und c), dass sich auf den

unbeschichteten BPU-Stents bei allen Albuminkonzentrationen die groften
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Gesamtmineralisatmengen bilden (jeweils 1 £ 0,0). Die Mineralisatmengen der DLC-2-
Stents sind geringer [Alb 5mg/l 0,84 £0,13 (p =0,046); Alb 20 mg/l 0,90 + 0,05
(p = 0,032); Alb 333 mg/l 0,82 + 0,06 (p = 0,005)].

Auf den DLC-Uro-Stents lagern sich bei allen Albuminkonzentrationen die geringsten
Mineralisatmengen ab [Alb 5mg/l 0,78 £0,1 (p =0,004); Alb 20 mg/l 0,86 + 0,02
(p = 0,0004); Alb 333 mg/l 0,81 + 0,07 (p = 0,009)].

Bei genauer Betrachtung der Albuminkonzentrationen wird deutlich, dass die DLC-2-
Stents die geringste Mineralisatmenge bei einer Albuminkonzentration von 333 mg/I
[0,82 + 0,06 (p =0,005)] zeigen. Die DLC-Uro-Stents bilden dagegen die geringste

Mineralisatmenge bei einer Albuminkonzentration von 5 mg/I [0,782 + 0,1 (p = 0,004)].

5.4.3 Gesamtmineralisatmengen der BPU-Stents aufgeteilt in Stru, Kap und
Bru unter Berticksichtigung verschiedener Albuminkonzentrationen
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Abb. 26 Durchschnittliche Mineralisatmenge der BPU-Stents aufgeteilt in Struvit (Stru),
Carbonat-Hydroxylapatit (Kap) und Brushit (Bru) unter Beachtung der
verschiedenen Albuminkonzentrationen (a) [mg] und b) [mmol]).

Zusammenfassend ist zum Diagramm Abb. 26 a) zu sagen, dass Struvit auf den BPU-
Stents bei allen Albuminkonzentrationen anteilsmafig in den gréfdten Mengen auftritt
[Albumin 5 mg/l 21,79 £ 3,07 mg; Albumin 20 mg/l 26,1 £ 4,78 mg (p = 0,007); Albumin
333 mg/l 23,54 + 5,24 mg (p = 0,277)]. Die grofdte Struvitmenge lagert sich bei einer
Albuminkonzentration von 20 mg/| ab.

Mengenmalig folgt aulRer bei einer Konzentration von 333 mg/l der Brushit-Anteil
[Albumin 5 mg/l 10,97 £ 3,84 mg; Albumin 20 mg/l 13,44 + 4,76 mg (p = 0,14); Albumin
333 mg/l 7,2 £ 2,11 mg (p = 0,005)].
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Carbonat-Hydroxylapatit stellt aul3er bei einer Konzentration von 333 mg/l den
geringsten Anteil [Albumin 5 mg/l 8,66 + 1,96 mg; Albumin 20 mg/l 9,85 + 2,16 mg
(p = 0,141); Albumin 333 mg/l 12,27 + 2,75 mg (p = 0,0004)].

Abb. 26 b) gibt die Ergebnisse in [mmol] wieder. Auch hier bildet Struvit bei allen
Albuminkonzentrationen den gréf3ten Anteil [Albumin 5 mg/l 0,09 + 0,01 mmol; Albumin
20 mg/l 0,11 £ 0,02 mmol (p = 0,007); Albumin 333 mg/l 0,1 £ 0,02 mmol (p = 0,277)].
Einen geringeren Anteil besitzt Brushit [Albumin 5 mg/l 0,06 £ 0,02 mmol; Albumin
20 mg/1 0,08 £ 0,03 mmol (p = 0,14); Albumin 333 mg/l 0,04 + 0,01 mmol (p = 0,005)].
Am wenigsten tragt Kap bei allen Albuminkonzentrationen zum Gesamtmineralisat bei
[Albumin 5 mg/l 0,009 £ 0,02 mmol; Albumin 20 mg/l 0,01 £ 0,002 mmol (p =0,141);
Albumin 333 mg/l 0,013 + 0,003 mmol (p = 0,0004)].

5.4.4 Gesamtmineralisatmengen der DLC-Uro-Stents aufgeteilt in Stru, Kap
und Bru unter Berticksichtigung verschiedener Albumin-
konzentrationen

w
o

o
>

@5 mg/l Alb 20 mg/l Alb 0333 mg/l Alb

am —

a) Stru Kap Bru b) Stru Kap Bru

[@5 mg/l Alb @20 mg/I Alb [1333 mg/l Alb]

Mineralisat [m’\g] o

o (%) o (&
Mineralisatl’mmol]

ks CRREE: o o

o o = P

(o] © o N

o
[=3
=

o
o
o
N

o
o
S

Abb. 27 Durchschnittliche Mineralisatmenge der DLC-Uro-Stents aufgeteilt in Struvit

(Stru), Carbonat-Hydroxylapatit (Kap) und Brushit (Bru) unter Berucksichtigung
der verschiedenen Albuminkonzentrationen (a) [mg] und b) [mmol]).

In Abb. 27 a) zeigt sich, dass Struvit bei allen Albuminkonzentrationen auf den DLC-
Uro-Stents den grofldten Anteil bildet [Alboumin 5 mg/l 18,34 + 2,41 mg; Albumin 20 mg/I
23,89 £ 4,05 mg (p = 0,0001); Albumin 333 mg/l 20,37 £ 4,19 mg (p = 0,116)].

Kap tritt bei allen Albuminkonzentrationen, auf3er 20 mg/l, in geringeren Mengen auf
[Albumin 5 mg/l 8,74 £ 1,3 mg; Albumin 20 mg/l 8,85+ 1,2 mg (p = 0,816); Albumin
333 mg/l 10,79 £ 0,73 mg (p = 0,00004)].
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Brushit allerdings bildet bei allen Albuminkonzentrationen, auf3er 20 mg/l, die geringsten
Mengen [Albumin 5 mg/l 7,19 + 2,56 mg; Albumin 20 mg/l 10,35 + 2,72 mg (p = 0,004);
Albumin 333 mg/l 5,01 £ 3,09 mg (p = 0,052)].

Abb. 27 b) stellt die Gesamtmineralisat-Anteile in [mmol] dar. Struvit besitzt dabei bei
allen Albuminkonzentrationen den grof3ten Anteil auf den DLC-Uro-Stents [Albumin
5mg/l 0,07 £ 0,01 mmol; Albumin 20 mg/l 0,1+ 0,02 mmol (p=0,0001); Albumin
333 mg/l 0,08 + 0,02 mmol (p = 0,116)].

Im Unterschied zu Abb. 27 a) folgt darauf bei allen Albuminkonzentrationen Brushit
[Albumin 5 mg/l 0,04 £ 0,02 mmol; Albumin 20 mg/l 0,06 £ 0,02 mmol (p =0,004);
Albumin 333 mg/l 0,03 £ 0,02 mmol (p = 0,052)].

Die niedrigsten Anteile am Gesamtmineralisat besitzt Kap [Albumin 5 mg/l
0,01 £ 0,001 mmol; Albumin 20 mg/l 0,01 £ 0,001 mmol (p = 0,816); Albumin 333 mg/I
0,01 £ 0,001 mmol (p = 0,00004)].

5.4.5 Gesamtmineralisatmengen der DLC-2-Stents aufgeteilt in Stru, Kap
und Bru unter Berlcksichtigung verschiedener Albumin-
konzentrationen
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Abb. 28 Durchschnittliche Mineralisatmenge der DLC-2-Stents aufgeteilt in Struvit
(Stru), Carbonat-Hydroxylapatit (Kap) und Brushit (Bru) unter Berucksichtigung
der verschiedenen Albuminkonzentrationen (a) [mg] und b) [mmol]).

Abb. 28 a) gibt die Anteile am Gesamtmineralisat in [mg] wieder. Es zeigt sich, dass
Struvit bei allen Albuminkonzentrationen den hdchsten Anteil auf den DLC-2-Stents
besitzt [Albumin 5 mg/l 19,99 + 3,5 mg; Albumin 20 mg/l 25,3 £ 5,19 mg (p = 0,003);
Albumin 333 mg/l 21,67 £ 4,86 mg (p = 0,296)].
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Geringere Anteile am Gesamtmineralisat bei allen Albuminkonzentrationen, aul3er bei
20 mg/l, hat Kap [Albumin 5mg/l 8,47 + 1,51 mg; Albumin 20 mg/l 9,04 + 1,8 mg
(p = 0,372); Albumin 333 mg/l 12,02 + 0,85 mg (p = 0,00000009)].

Brushit kommt bei allen untersuchten Albuminkonzentrationen, auf’er 20 mg/l, am
wenigsten vor [Albumin 5mg/l 7,88 + 3,27 mg; Albumin 20 mg/l 10,54 + 4,29 mg
(p =0,073); Albumin 333 mg/l 4,01 + 3,08 mg (p = 0,004)].

In Abb. 28 b) werden die Ergebnisse in [mmol] dargestellt. Auch hier zeigt sich, dass
Struvit den grof3ten Anteil bildet [Albumin 5 mg/l 0,08 £ 0,01 mmol; Albumin 20 mg/I
0,1 £ 0,02 mmol (p = 0,003); Albumin 333 mg/I 0,09 + 0,02 mmol (p = 0,296)].

Einen geringeren Anteil am Gesamtmineralisat besitzt Brushit [Albumin 5 mg/Il
0,05 £ 0,02 mmol; Albumin 20 mg/l 0,06 + 0,03 mmol (p =0,073); Albumin 333 mg/I
0,02 £ 0,02 mmol (p = 0,004)].

Kap macht am Gesamtmineralisat den geringsten Anteil aus [Albumin 5 mg/l
0,01 £ 0,002 mmol; Albumin 20 mg/l 0,01 £ 0,001 mmol (p = 0,372); Albumin 333 mg/I
0,01 £ 0,001 mmol (p = 0,00000009)].

5.5 Vergleiche der Katheterversuche mit und ohne Albuminzugabe

5.5.1 Gesamtmineralisatmengen mit und ohne die Zugabe von Albumin
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Abb. 29 Vergleich der durchschnittichen Gesamtmineralisatmengen in a) [mg] und b)
[mmol] der verschiedenen Katheterarten (BPU, DLC-Uro, DLC-2) mit und ohne
die Zugabe von Albumin. Die jeweils verwendete Anzahl von Stents pro
Katheterart ist durch die Zahlen in den Balken angegeben (BPU ohne Alb n = 59,
mit Alb n =40; DLC-Uro ohne Alb n = 39, mit Alb n =40; DLC-2 ohne Alb n =22,
mit Alb n = 40).
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Das Diagramm Abb. 29 a) zeigt, dass bei allen Stenttypen die Mineralisatmengen unter
Albumin geringer sind als ohne die Zugabe von Albumin. Bei den BPU-Stents treten die
groldten Mengen auf, jeweils ohne (47,33+10,67 mg) und mit Albumin
(44,29 £ 7,59 mg) (p = 0,124). Die DLC-Uro-Stents zeigen ohne Albuminzugabe eine
Mineralisatmenge von 43,77 £10,66 mg und mit Albuminzugabe eine von
37,48 £6,48 mg (p=0,002). Auf den DLC-2-Stents bilden sich ohne Albumin
Mineralisatmengen von 40,31 £ 10,21 mg und mit Albumin 39,31 £ 7,12 mg (p = 0,654).
Somit zeigt sich, dass die DLC-2-Stents ohne Albumin und die DLC-Uro-Stents mit
Albumin die geringsten Mineralisatmengen haben.

In Abb. 29 b) sind die Ergebnisse in [mmol] dargestellt und von der anteilsmafigen
Verteilung mit Abb. 29 a) vergleichbar. Auffallig ist allerdings, dass die Differenzen
zwischen den Ergebnissen der Versuche mit und ohne Albumin innerhalb eines
Stenttyps grof3er sind und somit die Ergebnisse signifikanter sind.

Die BPU-Stents weisen ohne Albumin eine Mineralisatmenge von 0,193 + 0,05 mmol
auf, unter Zugabe von Albumin 0,168 + 0,04 mmol (p = 0,011). Auf den DLC-Uro Stents
bilden sich ohne Albumin Mineralisatmengen von 0,184 + 0,05 mmol, mit Albumin
0,137 £ 0,03 mmol (p =0,000004). Bei den DLC-2-Stents zeigt sich eine
Mineralisatmenge ohne Albumin von 0,174 + 0,04 mmol, mit Albumin von
0,144 + 0,04 mmol (p = 0,005).

Somit ist die Mineralisatmenge bei den DLC-2-Stents ohne Albumin am geringsten, bei
den DLC-Uro-Stents mit Albumin. Damit sind diese Ergebnisse vergleichbar mit denen
in [mg] [siehe Abb. 29 a)].

5.5.2 Normierte Darstellung der Gesamtmineralisatmengen mit und ohne die
Zugabe von Albumin

Bei diesem Diagramm wird der Mittelwert der Gesamtmineralisatmengen in [mmol] der

BPU-Stents gleich eins gesetzt. Anhand dieses Wertes werden die anderen

Mineralisatwerte der Stents normiert. Somit bedeutet ein Wert kleiner als eins, dass die

Gesamtmineralisatmenge geringer ist als auf den BPU-Stents.
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Abb. 30 Normierte Darstellung der Ergebnisse aus Abb. 29 in a) [mg] und b) [mmol].
Bei dieser Form der Darstellung werden die Mineralisatmengen der BPU-Stents
gemittelt und diese gleich eins gesetzt. Die Mengen der anderen Stenttypen
werden damit in Bezug gesetzt.

Abb. 30 a) zeigt, die normierten [mg]-Ergebnisse. Dabei haben die unbeschichteten
BPU-Referenzstents ohne (1 +0,0) und mit Albumin (1+0,0) jeweils das meiste
Mineralisat. Bei den DLC-Uro-Stents liegt die Mineralisatmenge ohne Albumin bei
0,945 + 0,13, mit Albumin bei 0,848 + 0,07 (p = 0,042). Die DLC-2-Stents zeigen ohne
Albumin eine Mineralisatmenge von 0,835 + 0,16, mit Albumin eine von 0,889 + 0,08
(p =0,37).

Das Diagramm Abb. 30 b) in [mmol] ist mit der Darstellung des Gesamtmineralisats in
[mg] [siehe Abb. 30 a)] vergleichbar.

Bei den Versuchen ohne Albumin haben die BPU-Stents die grofdte
Gesamtmineralisatmenge (1 = 0,0), gefolgt von den DLC-Uro- (0,957 + 0,15) und dann
den DLC-2-Stents (0,83 + 0,16).

Bei den Experimenten mit Albumin haben ebenfalls die BPU-Stents das grofte
Gesamtmineralisat (1 £ 0,0), dann aber folgen die DLC-2-Stents (0,853 + 0,09) und
danach die DLC-Uro-Stents (0,816 + 0,07). Somit besteht zwischen den DLC-Uro-Stents
und den BPU-Referenzstents ein signifikanter Unterschied (p =0,011). Nicht so
zwischen Referenz- und DLC-2-Stents (p = 0,712).



74

5.5.3 Gesamtmineralisatmengen der BPU-Stents aufgeteilt in Stru, Kap und
Bru mit und ohne Albuminzugabe
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Abb. 31 Durchschnittliche Mineralisatmenge der BPU-Stents aufgeteilt in Struvit (Stru),
Carbonat-Hydroxylapatit (Kap) und Brushit (Bru) mit und ohne Albuminzugabe (a)
[mg] und b) [mmol]).

In Abb. 31 a) sind die Ergebnisse in [mg] dargestellt. Struvit besitzt auf den BPU-Stents
den grofdten Anteil [ohne Albumin 22,78 £ 6,38 mg; mit Albumin 23,61 + 4,59 mg
(p = 0,482)].

Danach folgt Brushit [ohne Albumin 15,61 + 8,4 mg; mit Albumin 10,58 £ 4,4 mg
(p = 0,0008)].

Den geringsten Anteil am Gesamtmineralisat hat Kap [ohne Albumin 8,93 £ 5,66 mg; mit
Albumin 10,1 £ 2,66 mg (p = 0,229)].

Abb. 31 b) zeigt die Ergebnisse in [mmol]. Auch hier stellt Struvit den grof3ten Anteil
[ohne Albumin 0,0929 £ 0,03 mmol; mit Albumin 0,1 £ 0,02 mmol (p = 0,482)].

Den zweitgroRten Anteil besitzt Brushit [ohne Alb 0,0907 £ 0,05 mmol; mit Albumin
0,06 + 0,03 mmol (p = 0,0008)].

Am  Gesamtmineralisat hat Kap den geringsten Anteil [ohne Albumin
0,0097 = 0,01 mmol; mit Albumin 0,01 + 0,003 mmol (p = 0,486)].

Zusammenfassend ist zu diesen beiden Diagrammen zu sagen, dass sich die Struvit-
und Kap-Anteile unter Albumingabe vermehren, die Brushit-Anteile vermindern sich

dagegen unter Albumin.
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5.5.4 Gesamtmineralisatmengen der DLC-Uro-Stents aufgeteilt in Stru, Kap
und Bru mit und ohne Albuminzugabe
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Abb. 32 Durchschnittliche Mineralisatmenge der DLC-Uro-Stents aufgeteilt in Struvit
(Stru), Carbonat-Hydroxylapatit (Kap) und Brushit (Bru) mit und ohne
Albuminzugabe (a) [mg] und b) [mmol]).

In Abb. 32 a) ist der Struvit-Anteil auf den DLC-Uro-Stents ohne und mit Albuminzugabe
am groften [ohne Albumin 20,8 £ 6,0 mg; mit Albumin 20,61 + 4,15 mg (p = 0,874)].
Ohne Albuminzugabe folgt mengenmalig Brushit (15,82 £ 8,08 mg). Kap zeigt mit
7,15 £ 5,65 mg die geringsten Mengen.

Unter Albuminzugabe andert sich die Mineralistverteilung: zuerst folgt Kap
(9,39 £ 1,44 mg), danach Brushit (7,48 £ 3,43 mg).

Die Brushit-Anteile vermindern sich unter Albumin mit einer Signifikanz von
p = 0,00000006. Die Kap-Anteile vermehren sich dagegen bei Albumingabe mit einer
Signifikanz von p = 0,174.

In Abb. 32 b) sind die Ergebnisse in [mmol] wiedergegeben.

Struvit stellt hier, im Gegensatz zu den vorherigen Ergebnissen, nicht den grof3ten Anteil
[ohne Albumin 0,0848 + 0,02 mmol; mit Albumin 0,084 + 0,02 mmol (p = 0,874)], denn
bei der Gabe von Albumin tritt mehr Brushit als Struvit auf [ohne Albumin
0,09 £ 0,05 mmol; mit Albumin 0,04 + 0,02 mmol (p = 0,00000006)]. Kap tritt mit und
ohne Albuminzugabe in den geringsten Mengen auf [ohne Albumin 0,01 £ 0,006 mmol,
mit Albumin 0,01 £ 0,001 mmol (p = 0,139)].



76

5.5.5 Gesamtmineralisatmengen der DLC-2-Stents aufgeteilt in Stru, Kap
und Bru mit und ohne Albuminzugabe
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Abb. 33 Durchschnittliche Mineralisatmenge der DLC-2-Stents aufgeteilt in Struvit

(Stru), Carbonat-Hydroxylapatit (Kap) und Brushit (Bru) mit und ohne
Albuminzugabe (a) [mg] und b) [mmol]).

Die Abb. 33 a) gibt die Ergebnisse flir die DLC-2-Stents in [mg] wieder. Auch hier ist
Struvit das am meisten auftretende Mineral [ohne Alb 18,73 £5,73 mg; mit Alb
22,09 £ 4,9 mg (p = 0,018)].

Darauf folgt ohne Albumingabe Brushit (ohne Alb 15,71 + 6,36 mg), dann Kap (ohne Alb
5,87 £ 5,52 mg). Unter Albuminzugabe tritt mengenmafig mehr Kap (9,71 £ 2,1 mg) als
Brushit (7,52 + 4,32 mg) auf.

Die Brushit-Anteile vermindern sich unter Albumin mit einer Signifikanz von
p = 0,0000001. Die Kap-Anteile vermehren sich dagegen bei Albumingabe mit einer
Signifikanz von p = 0,0002.

Wenn man die Ergebnisse von Abb. 33 a) in [mmol] betrachtet [siehe Abb. 33 b)] zeigt
sich, dass Struvit hier nicht immer das haufigste Mineralisat ist [Struvit ohne Albumin
0,076 = 0,02 mmol; mit Albumin 0,09 £ 0,02 mmol (p = 0,018)]. Ohne die Zugabe von
Albumin tritt namlich mehr Brushit als Struvit auf [Brushit ohne Albumin
0,09 £ 0,04 mmol; mit Albumin 0,04 £ 0,03 mmol (p = 0,0000001)]. Kap stellt bei allen
den geringsten Anteil am Gesamtmineralisat [ohne Albumin 0,006 £ 0,01 mmol; mit
Albumin 0,01 + 0,002 mmol (p = 0,0002)].
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5.6 pH-Wert

Dieses Kapitel befasst sich mit dem Einfluss der Albuminzugabe auf den Verlauf des
pH-Wertes wahrend der 45 stindigen Inkubationszeit. Alle pH-Wert-Verlaufe haben den
stetigen Anstieg der Werte wahrend der Untersuchungszeit gemeinsam.

Die dargestellten Verlaufe sind Mittelwerte, die sich aus den Werten der drei pH-

Messsonden pro Versuchsreihe (Run) ergeben.

5.6.1 pH-Werte ohne Zugabe von Albumin
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Abb. 34 Ubersicht der pH-Werte wahrend der 45 stiindigen Inkubationszeit ohne die
Zugabe von Albumin mit Hervorhebung des Durchschnitts der Mittelwerte.

Abb. 34 stellt die pH-Werte ohne Albuminzugabe in die kiunstliche Urinlosung wahrend
der 45 stindigen Inkubationszeit dar. Die Mittelwerte schwanken im Durchschnitt
zwischen einem Minimum von 5,5 und einem Maximum von 7,7. Auffallig ist, dass der

Verlauf ab einem pH-Wert von ca. 7,0 weniger stark ansteigt als zuvor.
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5.6.2 pH-Werte unter Zugabe von Albumin
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Abb. 35 Ubersicht der pH-Werte wahrend der 45 stiindigen Inkubationszeit unter
Zugabe von Albumin mit Hervorhebung des Durchschnitts der Mittelwerte.

In Abb. 35 wird der pH-Wert-Verlauf unter Albuminzugabe wahrend der 45 stundigen
Inkubationszeit gezeigt. Die pH-Mittelwerte wahrend der Experimentdauer steigen im
Durchschnitt von einem pH-Wert von 5,6 auf 8,6. Im Unterschied zu dem Verlauf der
pH-Werte ohne Albuminzugabe (Abb. 34) zeigt sich zum stetigen Anstieg allerdings das
Erreichen eines kurzzeitigen Niveaus. Dieses bildet sich ca. uber 5 Stunden bei einem

pH-Wert von 7,5. Danach steigen die Werte weiter bis auf ca. 8,6 im Durchschnitt.
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5.6.3 Vergleich der pH-Werte mit und ohne Zugabe von Albumin

Mittelwerte iiber Runs — ohne Albumin
— ohne Albumin
9,5 -
:
8.0 1 f-.
=
@
=
T
o
5,0 I I | I T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 i .

Zeit [h]

Abb. 36 Vergleich der pH-Werte mit und ohne die Zugabe von Albumin mit
Hervorhebung des Durchschnitts der jeweiligen Mittelwerte.

Abb. 36 vergleicht die pH-Wert-Verlaufe mit und ohne die Zugabe von Albumin in die
Urinlésung. Deutlich wird hierbei der anfangs noch ahnliche Anstieg der pH-Werte bis
zur ca. 27ten Stunde auf 7,5 (im Durchschnitt). Im Verlauf der weiteren Inkubationszeit
steigen die Durchschnittswerte unter Albuminzugabe deutlich héher (8,6) an als ohne
Albumin (7,6).

5.7 Spharische Préazipitation

Ein Phanomen trat bei den vorherigen Katheterversuchen (K 1 bis K 21), die von der
Experimentellen Urologie des Universitatsklinikums Bonns ohne Albuminzugabe
durchgefuhrt wurden, nicht auf: die spharische Bildung von Prazipitaten auf den
Harnleiterschienen. Diese wird nur bei den Versuchen mit Albuminzugabe beobachtet
und ist auf den Abb. 37 und 38 exemplarisch dargestellt. Seit dieser Entdeckung wurde

jeder Versuchs-Run fotodokumentiert, d.h. nach einer eintagigen Trocknung der
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12 Harnleiterschienen im Halterahmen wurden eine Ubersichtsaufnahme und zum Teil
Nahaufnahmen der einzelnen Stents von der Fotoabteilung des Universitatsklinikums
Bonn angefertigt. Die Ubersichtsaufnahmen dienen zur Feststellung der
Prazipitatanzahl auf jedem einzelnen Stent (siehe Abb. 39 und 40).

Nach unserer Definition ist ein ,spharisches Prazipitat® eine mindestens 1 mm grof3e,
relativ runde Erhabenheit, die sich vom flachen Mineralisatrasen auf den Stents abhebt

und selbst von Kristallen Uberzogen ist (siehe Abb. 37 und 38).

| —_

Abb. 37 Ubersichtsaufnahme eines unbeschichteten BPU-Polyurethan-Referenzstents
nach 45 stundiger Inkubationszeit im Albumin-haltigen (333 mg/l) synthetischen
Urin. Sichtbar wird hier die spharische Prazipitation. Es besteht ein groler
Unterschied in der Hohlkdrperanzahl zu den mit a-C:H-beschichteten Stents (hier
in den Bildecken angeschnitten), an denen sich deutlich weniger Hohlstrukturen
bilden. Die GroRRe dieser betragt ca. Tmm im Durchmesser.
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Abb. 38 Lichtmikroskopische Untersuchungen machen deutlich, dass die Prazipitate,
die sich an den Stents bilden, hohle Kugeln sind, an denen sich wiederum
Kristalle anlagern.

Die jeweilige Prazipitatanzahl eines jeden Stents (BPU, DLC-2, DLC-Uro, etc.) wird in
einer normierten Zahlweise mithilfe der Fotographien bestimmt. Diese Ergebnisse
werden, wie in den Abb. 39 und 40 verdeutlich, gegen die Gesamtmineralisatmenge des

jeweiligen Stents gesetzt und auf bestimmte Aspekte hin untersucht.
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5.7.1 Beziehung zwischen spharischer Prazipitatanzahl und
Gesamtmineralisatmenge unter Berlcksichtigung verschiedener
Albuminkonzentrationen
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Abb. 39 Zusammenhang zwischen spharischer Prazipitatanzahl und

Gesamtmineralisatmenge [mmol] in Bezug auf die verschiedenen
Albuminkonzentrationen (5 mg/l, 20 mg/l, 333 mg/l). Es wird deutlich, dass die
Albuminkonzentration keinen Einfluss auf die Prazipitatanzahl hat.

In Abb. 39 wird die Gesamtmineralisatmenge [mmol] in Bezug zur Prazipitatanzahl und
der jeweils zugeflhrten Albuminmenge (5 mg/l, 20 mg/l, 333 mg/l) gesetzt.

Es wird durch diese Darstellung deutlich, dass es keinen Zusammenhang zwischen der
jeweiligen Albuminmenge und der Hohlkorperanzahl gibt. Bei jeder Albuminmenge gibt
es hohe wie auch niedrige Prazipitatzahlen.

Bei 5 mg/l liegt das Maximum der Hohlkdrperanzahl bei 124, das Minimum bei 0
(Mittelwert 24,03 + 28,44). Bei einer Albuminzugabe von 20 mg/I tritt ein Maximum von
67 und ein Minimum von 0 auf [Mittelwert 18,46 + 23,98) (p = 0,4)]. Die Zugabe von
333 mg/l Albumin fuhrte zu einem Maximum von 145 Prazipitaten und einem Minimum
von 0 [Mittelwert 39,6 + 41,45) (p = 0,023)].
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Ebenfalls gibt es keinen Zusammenhang zwischen der Menge des Gesamtmineralisats
und der Prazipitatanzahl. Bei ahnlichen Mengen des Gesamtmineralisats kann es ganz
unterschiedliche Anzahlen geben, z. B. bei einer Gesamtmineralisatmenge von ca.
0,17 mmol treten Prazipitatzahlen von 85, 48, 34, 15, 7 bis 0 auf.

Andererseits treten auch bei ahnlichen Prazipitatzahlen unterschiedliche
Gesamtmineralisatmengen auf, z.B. bei einer Anzahl von ca.60 treten
Gesamtmineralisatmengen von 0,103 mmol, 0,142 mmol, 0,16 mmol, 0,189 mmol bis
0,249 mmol auf.

5.7.2 Zusammenhang zwischen spharischer Préazipitatanzahl und
Gesamtmineralisatmenge unter Berlicksichtigung verschiedener

Stentarten
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140 - DLC Uro, n=28
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Abb. 40 Zusammenhang zwischen Prazipitatanzahl und Gesamtmineralisatmenge in
[mmol] in Bezug auf verschieden beschichtete Stentarten [BPU, DLC-Uro, DLC-2
und weitere a-C:H-Beschichtungen (zusammengefasst als ,Andere®)]. Deutlich
wird, dass auf den unbeschichteten BPU-Stents die Prazipitatzahl bedeutend
hoéher ist, als auf den mit amorphen Kohlenstoffen beschichteten Stents (DLC-
Uro, DLC-2, ,Andere*).
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In Abb. 40 wird, wie in Abb. 39, die Gesamtmineralisatmenge [mmol] in Bezug zur
Prazipitatanzahl gesetzt. Hier wird der Analyseschwerpunkt auf die verschiedenen
Stentarten (BPU, DLC-2, DLC-Uro, “Andere®) gelegt.

Im Gegensatz zur Unterscheidung nach den verschiedenen Albuminmengen (siehe
Abb. 39) zeigt sich hier ein signifikanter Zusammenhang zwischen der jeweiligen
Stentart und der Prazipitatanzahl. Im Diagramm wird dies deutlich durch die
hervorgehobene Gruppierung. Es zeigt sich, dass bei den unbeschichteten BPU-Stents
die Anzahl der Hohlkorper am hochsten ist. Der Durchschnitt liegt hier bei
68,12 + 31,02 Prazipitate pro Stent. Geringere Mengen treten auf den DLC-Uro-Stents
auf mit im Durchschnitt 14,07 + 17,24 Stiick (p = 4 x 10™"%). Eine noch geringere Anzahl
zeigt sich auf den ,Anderen“-Stents mit im Durchschnitt 13,77 + 13,29 Stick (p =3 x 10°
'3). Diese Stent-Art zeichnet sich durch das Einbringen verschiedener Atome in die
amorphen Kohlenstoffbeschichtungen (z. B. Stickstoff) aus. Die wenigsten
Prazipitatzahlen pro Stent treten bei DLC-2 auf. Hier liegt der Durchschnitt bei
3,69 Stiick (p =3 x 107™"®).
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6 Diskussion

6.1 Einleitung zum Diskussionsteil

In der Urologie stellt die Verwendung von Implantaten eine wichtige Therapie
verschiedenster Krankheitsbilder dar und ist aus dem Alltag eines Urologen nicht mehr
wegzudenken. Leider sind auch Komplikationen durch die Schienung des Harnleiters
allgegenwartig (siehe Kapitel 3.1.5) und beeinflussen die Genesung und die
Lebensqualitat der betroffenen Patienten (Chew et al., 2006).

Infektionen aufgrund von Inkrustationen stellen immer noch das gréfite Problem bei der
Verwendung von urologischen Implantaten dar. Aktuell gibt es noch keine Mdglichkeit,
die Anlagerung von Bakterien an die Implantatoberflache zu verhindern (Habash und
Reid, 1999). In Anbetracht der Haufigkeit von Inkrustationen (siehe Kapitel 3.2) wurde
erkannt, dass die Entwicklung von inkrustationsresistenten, biokompatiblen
Biomaterialien erste Prioritat fur die Entwicklung urologischer Implantate haben sollte
(Sofer und Denstedt, 2000). Fur die Testung geeigneter Materialien bendtigt man ein
reproduzierbares in-vitro-Inkrustationsmodell. Den Einfluss eines jeden Bestandteiles
der Inkrustation gezielt zu analysieren, ist aufgrund zweier Aspekte wichtig: erstens, um
die Einzelschritte der Biofilmbildung besser zu verstehen, und zweitens, um
Moglichkeiten zu entwickeln, die Inkrustation auf Biomaterialien zu verringern.

Die Ergebnisse der bisherigen Grundlagenarbeiten zu a-C:H-beschichteten Stents, die
von der Experimentellen Urologie des Universitatsklinikums Bonn erzielt wurden, zeigen
bereits vielversprechende Optionen zur Hemmung von Bakterienbiofiimen und
Inkrustationen auf (Laube et al., 2007). In weiteren Untersuchungsschritten, welche die
Grundlage fur diese Dissertation bilden, wurde versucht, die in-vitro-Bedingungen der
in-vivo-Situation und urologischen Bedurfnissen besser anzugleichen.

In friheren Versuchen wurde die etablierte Rezeptur von Griffith (1976) verwendet, um
kUnstlichen Urin far in-vitro-Versuche herzustellen. Diese Zusammensetzung enthalt
alle nétigen Bestandteile, welche an der Biofilmbildung beteiligt sind. Es fehlt ihr aber,
wie schon Choong und Whitfield (2000 a und b) bemangeln, an Harnproteinen, welche
in der Zusammensetzung des naturlichen Urins eine entscheidende Rolle spielen. So
gilt das Harnprotein Albumin, welches unter physiologischen Bedingungen im Urin
vorkommt, in erhdhten Konzentrationen u. a. als Marker fir Nierenschaden (siehe

Kapitel 3.4). Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals untersucht,
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welchen Einfluss verschiedene Albuminkonzentrationen im kunstlichen Urin (5, 20 und
333 mg pro Liter Urinldsung) auf die Inkrustationsneigung von mit a-C:H beschichteten
Harnleiterschienen haben. Die Untersuchung wurde in einem etablierten in-vitro-

Inkrustationsmodell durchgefuhrt.

6.2 Einfluss von Albumin auf die Mineralisatmengen der verschieden
beschichteten Harnleiterschienen

In unserer Studie konnte ein Einfluss von Albumin auf die Inkrustationsneigung von
Harnleiterschienen gezeigt werden. Die Ergebnisse machen deutlich, dass die Zugabe
von Albumin die Inkrustationsneigung sowohl von be- als auch von unbeschichteten
Harnleiterschienen generell mindert (siehe Abb. 29). Auf den BPU-Stents kommt es
durch die Zugabe von Albumin zu einer Verminderung der Inkrustation um 6,4% [ohne
Albumin 47,33 £ 10,67 mg, mit Albumin 44,29 + 7,59 mg (p = 0,124)], bei den DLC-2-
Stents ist die Inkrustation um 2,5% gemindert [ohne Albumin 40,31 + 10,21 mg, mit
Albumin 39,31 + 7,12 mg (p = 0,654)]. Die massivste Minderung der Inkrustation tritt bei
DLC-Uro-Stents auf: Durch Hinzugabe von Albumin vermindert sich die
Mineralisatmenge auf den DLC-Uro-Stents um 14,4% [ohne Albumin 43,77 £ 10,66 mg,
mit Albumin 37,48 + 6,48 mg (p = 0,002)].

Somit zeigt sich, dass allein die Zugabe von Albumin und die dadurch erreichte
Annaherung an die naturliche Urin-Zusammensetzung zu einer signifikanten

Verringerung der Mineralisatmengen fuhrt.

6.3 Einfluss der a-C:H-Beschichtungen auf die Inkrustationsneigung
von Harnleiterschienen

Es konnte gezeigt werden, dass sich an die unbeschichteten Polyurethan-Stents (BPU),
die dem heutigen Klinikstandard entsprechen, mit und ohne Zugabe von Albumin in
allen Versuchen die grofdten Mengen an Gesamtmineralisat anlagern. Dank amorpher
Kohlenstoffbeschichtungen kommt es zu einer signifikanten Senkung der
Mineralisatmengen auf den Harnleiterschienen. Die DLC-2-Stents senken mit einer
Signifikanz von p = 0,009 die Inkrustation der Stents (um 14,8%) ohne Albuminzugabe,
mit Albuminzugabe um 11,2%. Die Anwendung von DLC-Uro-Stents mindert die

Inkrustation von HLS um 7,6% ohne Albuminzugabe; gibt man Albumin in den Urin



87

hinzu vermindern sich die Mineralisatmengen auf diesen Stents mit einer Signifikanz von
0,00005 um 15,4% (siehe Abb. 18 und 21, zusammenfassende Darstellung Abb. 29).
Das beweist, dass durch die Anwendung von amorphen Kohlenstoffbeschichtungen die

Inkrustationsneigung von Harnleiterschienen signifikant verringert werden kann.

6.4 Einfluss der Albuminkonzentrationen auf die Inkrustations-
neigung von un- und mit a-C:H-beschichteten Harnleiter-schienen

Wie bereits erwahnt (siehe Kapitel 6.2), hat das Zufigen von Albumin Einfluss auf die
Inkrustationsneigung der Harnleiterschienen, weil es die Mineralisatmengen vermindert.
Dabei ist nicht nur das generelle Vorhandensein, sondern auch die Konzentration des
Albumins entscheidend. Hier wird deutlich, dass die Konzentration von 20 mg/l, die einer
Mikroalbuminurie entspricht (siehe Kapitel 3.4.4), die grof3te Mineralisatmenge auf den
Stents verursacht. Im Falle der BPU-Stents ist die Inkrustation bei einer
Albuminkonzentration von 20 mg/l um 16,1% hoher als bei einer Konzentration von
5 mg/l und um 12,9% hdher als bei einer Albuminkonzentration von 333 mg/l. Bei den
DLC-2-Stents ist ebenfalls die Mineralisatmenge bei 20 mg Albumin pro Liter am
hochsten; im Gegensatz zu 5 mg/l um 19% hoher und im Gegensatz zu 333 mg/l um
16% hoher. Auch bei den  DLC-Uro-Stents treten die  hdchsten
Gesamtmineralisatmengen bei einer Albuminkonzentration von 20 mg/l auf. Sie ist um
20,5% hoher als bei der Hinzugabe von 5 mg/l Albumin und um 16,1% hoher als bei
einer Konzentration von 333 mg/l Albumin [20 mg/l: BPU 49,39 + 8,35 mg, DLC-2
44,88 £ 6,72mg (p =0,159), DLC-Uro 43,09 + 6,08 mg (p = 0,046); 333 mg/l: BPU
43,01 £7,63 mg, DLC-2 37,7 £ 6,28 mg (p = 0,76), DLC-Uro 36,17 + 6,4 mg (p = 0,026);
5mg/l: BPU 41,42+5,02mg, DLC-2 36,34+577mg (p=0,012), DLC-Uro
34,26 £+ 3,81 mg (p = 0,00008)].

Bei der Auswertung der Untersuchung ist es wichtig, zwischen der
Gesamtmineralisatmenge gemessen in Milligramm und Millimol zu unterscheiden. So
tritt bei der geringsten Albuminmenge (5 mg/l) gemessen in [mg] auch am wenigsten
Gesamtmineralisat auf. Misst man dagegen das Ergebnis in [mmol], ist die geringste
Mineralisatmenge bei einer Konzentration von 333 mg Albumin pro Liter zu
verzeichnen. In beiden Fallen entsteht die groRte Mineralisatmenge bei einer Albumin-

konzentration von 20 mg/l. DLC-Uro-Stents zeigen in den Untersuchungen geringere
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Mineralisatmengen als die DLC-2-Stents. Denn sowohl bei einer Normierung in [mg] als
auch bei der in [mmol] lagert sich nach Hinzugabe von Albumin am DLC-Uro-Stent
weniger Mineralisat ab als an DLC-2-Stent — die geringsten Mineralisatmengen weist
DLC-Uro bei 5 mg Albumin pro Liter auf; DLC-2 bei 333 mg/l.

6.5 Einfluss des Albumins auf die Mineralisatzusammensetzung auf
den un- und mit a-C:H-beschichteten Harnleiterschienen

Das Mineralisat der Harnleiterschienen setzt sich generell aus Struvit (Stru), Carbonat-
Hydroxylapatit (Kap) und Brushit (Bru) zusammen. Es konnte jedoch gezeigt werden,
dass sich durch Albumin die Zusammensetzung des Mineralisats bezlglich der
anteilsmafigen Verteilung der drei Mineralisat-Arten verandert. Betrachtet man also die
Zusammensetzung des Mineralisats genauer, zeigt sich, dass in den [mg]-

Versuchsreihen ohne Albuminzugabe Struvit den grofdten Anteil ausmacht

(unabhangig davon, ob be- oder unbeschichtete Stents); einen geringeren Anteil bildet
Brushit und die wenigsten Mengen treten von Kap auf. In den [mmol]-Versuchsreihen
muss man zwischen be- und unbeschichteten Stents unterscheiden: Auf den
unbeschichteten tritt Struvit am meisten auf, auf den beschichteten ist es Brushit (siehe
Abb. 20). Gemessen in [mmol] ist der Kap-Anteil im Gegensatz zu den Ergebnissen in
[mg] stark vermindert.

Auch bei den Versuchsreihen mit Albumin tritt Struvit gemessen in [mg] am meisten auf
(unabhangig davon, ob be- oder unbeschichtete Stents). Durch Albuminzugabe andert
sich jedoch, abhangig davon, ob es sich um beschichtete oder unbeschichtete Stents
handelt, die anteilsmaRige Verteilung der Mineralisate Kap und Brushit. Bei den
beschichteten Stents steigt der Anteil von Kap Uber den von Brushit. Bei den BPU-
Stents ist die Reihenfolge andersherum. Die Ergebnisse in [mmol] bestatigen letztere
Reihenfolge. Hier entstehen unabhangig davon, ob die Stents beschichtet sind oder
nicht, am meisten Struvit und mehr Brushit als Kap.

Generell ist also zu sagen, dass durch die Albuminzugabe der Struvit- und der Kap-
Anteil im Gesamtmineralisat steigen und dass sich demgegenuber der Brushit-Anteil
massiv verringert. Zusatzlich zeigte sich in den Untersuchungen, dass auch die

verschiedenen Konzentrationen des Albumins Einfluss auf die Zusammensetzung des
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Gesamtmineralisats haben: Bei einer Konzentration von 20 mg/I treten vor allem Struvit
und Brushit vermehrt auf (siehe Abb. 26 bis 28).

6.6 Einfluss des Albumins auf den pH-Wert der Urinlésung

Die Versuche haben gezeigt, dass es bei der Zugabe von Albumin zu einem starkeren
Anstieg der pH-Werte kommt. Vor dem Hintergrund der gleichzeitig sinkenden
Inkrustationsneigung ist dies ein erstaunliches Ergebnis. Es wird namlich allgemein
angenommen, dass ein Anstieg des pH-Wertes zu einer vermehrten Biofilm- und damit
Inkrustationsbildung fuhrt (siehe Kapitel 3.2.2). Unter Zugabe von Albumin steigt der
pH-Wert aber nicht nur starker an, dieser Anstieg verhalt sich auch durch das Erreichen
eines kurzzeitigen Niveaus anders als der pH-Anstieg ohne Albuminzugabe (siehe dazu
Abb. 34 bis 36 bzw. Kapitel 5.5).

6.7 Sphéarische Prazipitation
6.7.1 Allgemein

Der Zusatz von Albumin im in-vitro-Kristallisationsmodell verandert die Morphologie des
Mineralisats auf der Implantatoberflache. Die entscheidende Frage, die im
Zusammenhang mit den dieser Arbeit zugrunde liegenden Encrustatorversuchen

aufkommt, ist somit:

Warum bilden sich die beobachteten spharischen Préazipitate auf der Oberflache
der Stents?

Fir die Beantwortung dieser Frage kommen mehrere Theorie-Ansatze in Betracht, auf
die im Folgenden naher eingegangen werden soll. Ein potentieller Einflussfaktor auf die
Bildung von spharischen Prazipitaten sind Gasblaschen-Ablagerungen auf der
Implantatoberflache. Die hydrophoben Gasblaschen beeinflussen die Proteinab- und
Bakterienanlagerungen und fordern die Einlagerung von Kristallen durch einen
Heterokoagulationsprozess.

Als weitere mdogliche Ursache wird der spezielle Aufbau von Albumin angenommen
(siehe auch Kapitel 2.4), welcher die gebildeten Gasblasen stabilisiert und somit die
Spharolithenbildung auf den Harnleiterschienen begunstigt. Aufgrund dieser

stabilisierenden Wirkung gilt Albumin auch allgemein als Schaumbildner.



90

Albumin zeichnet sich dadurch aus, dass es einen hydrophilen und einen hydrophoben
Anteil besitzt (siehe Kapitel 3.4). Das Protein kann mit seinem hydrophoben Anteil in
die Gasblase, die sich auf der Stentoberflache ablagert, eindringen. Im Gegensatz dazu
ragt der hydrophile Anteil aus der Gasblase heraus. Der hydrophile Anteil kann dadurch
mit lonen, die sich in der umgebenden Flussigkeit befinden, Bindungen eingehen und
mit ihnen reagieren. Durch diese Verbindungen kommt es zu Mineralisatablagerungen
auf der Oberflache der Gasblase. Es ist anzunehmen, dass die Gasblasen auch bei
Versuchen ohne Albumin auftreten, diese werden aber durch das Fehlen von Albumin

nicht stabilisiert.

6.7.2 Einfluss der verschiedenen Beschichtungen auf die Sphéarolithen-
anzahl

Die Versuche bestatigten den Einfluss der verschiedenen Stentoberflachen auf die
Spharolithenbildung, da auf den Harnleiterschienen mit a-C:H-Beschichtung (DLC-2,
DLC-Uro) signifikant weniger spharische Prazipitate auftraten als auf den
unbeschichteten Schienen (BPU) (siehe Abb. 40).

An den unbeschichteten Schienen bildet sich die groRte Anzahl Spharolithen. Der
Durchschnitt liegt hier bei 68,12 + 31,02 Stlick pro Stent. Bei den DLC-Uro-Stents
kommt es zu einer Minderung der Prazipitatanzahl um 79,46% [14,07 + 17,24 Stlck
(p = 4 x 10™"%)]. Eine noch signifikantere Senkung der Prazipitatanzahl zeigt sich bei den
DLC-2-Stents: Hier lagern sich gegenuber den unbeschichteten Schienen 94,6%
weniger Spharolithen an [3,69 + 4,64 (p =3 x 107'9)].

Die  Ergebnisse zeigen, dass die amorphen Kohlenstoffschichten die
Spharolithenbildung vermindern. Wenn man erganzend dazu die verminderte
Gesamtmineralisatmenge berlcksichtigt, ist dies ein enormer Fortschritt in der
Beeinflussung und Verhinderung der Inkrustation von Harnleiterschienen.

Um die Untersuchungsergebnisse noch besser zu verdeutlichen, wurde eine
Photodokumentation  durchgefuhrt, d.h. die Stents wurden wahrend des

Versuchablaufes Uber 45 Stunden alle 2 min fotografiert (siehe Abb. 41).
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Abb. 41 Uberblick von Aufnahmen, die wahrend der Uberwachung des
Inkrustationsprozesses entstanden. Anhand von drei Beschichtungsbeispielen (a-
C:H 1, unbeschichteter Polyurethan-Stent, a-C:H 2) wird die Inkrustationsbildung
zu Beginn und nach 2, 4, 8, 18 und 28 Stunden dokumentiert. Nach 4 Stunden
bilden sich erste Gasblasen an der Stentoberflache; deutlich wird, dass sich auf
den unbeschichteten Polyurethan-Stents deutlich mehr Gasblasen ablagern als
auf den a-C:H-beschichteten Stents. Nach 18 Stunden setzt bei ansteigender
Tribung der Losung eine massive Kristallisation an der Grenzflache zwischen
Gasblase und Flussigkeit ein. Die Gasblasen sind nun irreversibel in den
kristallinen Biofilm integriert, klar erkennbar an den Spharolithen auf der
Stentoberflache nach der Inkubation.

Nach 4 Stunden wurde zunachst eine Gasnukleation beobachtet; auf den
unbeschichteten mehr als auf den beschichteten Stents. Wahrend der Inkubation stieg
der pH-Wert (siehe Abb. 34 bis Abb. 36) und es kam zu einer Mineralabscheidung.
Diese bewirkte auch die Trubung des synthetischen Urins ab einer Inkubationszeit von
8 Stunden (siehe Abb. 41). Die Gasblasen auf den unbeschichteten Stents zeigten sich
als ortsfest und stabil; auf den beschichteten Stents I0sten sie sich dagegen nach einer
gewissen Versuchsdauer ab.

Die durchgefiihrte Photodokumentation belegt somit, dass die a-C:H-Beschichtungen
ein Ablosen von Gasblasen bewirken. Kontaktwinkelmessungen belegen zusatzlich die
veranderte Benetzbarkeit der beschichteten Stents (siehe Kapitel 4.1.4). Die verstarkte
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Hydrophobizitat der Beschichtung bzw. das dadurch bedingte Ablésen der Gasblasen
verhindert die Bildung von Spharolithen und vermindert die Gesamtmenge des

Mineralisats auf den Stents.

6.7.3 Theorien der spharischen Prazipitation

Zurzeit wird die kristalline Biofilmbildung als ein Prozess diskutiert, der nur zwischen
zwei Phasen (Oberflache/Flussigkeit) stattfindet (Tieszer et al., 1998). Diese Auffassung
stellen wir in Frage, denn wir beweisen, dass eine dritte, gasformige Phase Einfluss auf

den Kristallationsprozess nimmt.

Die Abbildungen 42 bis 44 stellen die verschiedenen Theorien zu den wahrend der
Inkubation ablaufenden Prozessen der spharischen Prazipitation schematisch dar. Die
Grundlagen zu diesen Theorien sind dem Kapitel der Biofilmbildung zu entnehmen
(siehe Kapitel 2.2).

6.7.3.1 Theorie 1 zur sphérischen Prazipitation

‘ Gasnukleation Wachstum M—

. T gibumin /77 Mg-Phosphat
gelostes Gas /7 Ca-Phosphate

(N,, CO,, O,, ...) o oo o . o/ TR
Q Q oKonditionierungsfilm .// =\ 5
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5 57 % 553N o /7

Abb. 42 Schematische Darstellung der ablaufenden Prozesse laut Theorie 1 zur
Spharolithenbildung auf unbeschichteten Polyurethan-Stents (BPU) ohne den
Einfluss von Bakterien.
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Abb. 42 zeigt den Prozess der spharischen Prazipitation auf den unbeschichteten
Stents. Ein Einfluss durch Bakterien wird bei dieser Theorie nicht angenommen. Es
kommt zur Gasnukleation. In der Gasblase kann sich dann das Albumin geordnet
ausrichten.  Ein  Konditionierungsfilm  bildet sich auf der Stent- und
Spharolithenoberflache und fordert die Anlagerung von Mineralen. Dabei ist die
Zusammensetzung des Mineralisats auf den Spharolith (mehr Magnesiumphosphat)

eine andere als direkt auf dem Stent (mehr Calciumphosphat).

6.7.3.2 Theorie 2 zur sphérischen Prazipitation

‘ Gasnukleation Wachstum M—

, Alburin Nahrstoffe

gelostes Gas
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Abb. 43 Schematische Darstellung der Prozesse gemall Theorie2 zur
Spharolithenbildung auf unbeschichteten Polyurethan-Stents (BPU) unter dem
Einfluss von Bakterien.

In Abb. 43 sind die ablaufenden Prozesse der spharischen Prazipitation auf den
unbeschichteten Stents wahrscheinlich der in-vivo-Situation etwas naher dargestellt.
Denn in diesem Fall wird der Einfluss von Bakterien berucksichtigt. Wie schon in
Kapitel 2.2 beschrieben spielen Bakterien eine groRe Rolle bei der Biofilmbildung

allgemein. Da auch die Spharolithenbildung zur Biofilmbildung zu zahlen ist, ist auch
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hier ein Einfluss von Bakterien anzunehmen. Die Bakterien treten in Interaktion mit dem

Albumin, dem Konditionierungsfilm und den Mineralen.

6.7.3.3 Theorie 3 zur sphéarischen Prazipitation

‘ Gasnukleation Wachstum M—

1, Alburnin /7 Mg-Phosphat

ablésen
T Ca-Phosphate

gelostes Gas
N,, CO,, O,, ...)

Konditionierungsfilm

a-C:H

Abb. 44  Schematische Darstellung der Prozesse nach Theorie3 der
Spharolithenbildung auf mit a-C:H-beschichteten Polyurethan-Stent

ADbb. 44 beschreibt nun die Prozesse auf den mit a-C:H beschichteten Stents. Anders
als bei den unbeschichteten Stents lagern sich hier erstens weniger Gasblasen an und
I6sen sich zweitens die Gasblasen ab einer bestimmten GroRe ab. Der Grund daflr
liegt in der veranderten Benetzbarkeit der Stents durch die Beschichtung mit amorphen
Kohlenstoffen (siehe Kapitel 4.1.4), welche zu einer vermehrten Hydrophobizitat der
Harnleiterschienen fuhren. Dadurch verandert sich das Verhaltnis zwischen

Gasblasengrofie und Kontaktflache so, dass es zur Ablésung der Gasblase kommt.
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6.7.4 Einfluss der verschiedenen Albuminkonzentrationen auf die
Prazipitatanzahl

Deutlich wird bei den durchgefuhrten Versuchen unter Albuminzugabe, dass kein

Zusammenhang zwischen der jeweils zugegebenen Albuminmenge (d.h. 5, 20 oder

333 mg/l) und der Anzahl der Spharolithen besteht (siehe Abb. 39). Entscheidend fir

das Auftreten der spharischen Prazipitate ist somit nur das generelle Vorhandensein

von Albumin im kinstlichen Urin.

6.8 Die in-vivo-Heilversuche mit a-C:H-beschichteten Harnleiter-
schienen

Die in-vitro erreichten, hier vorgestellten Ergebnisse stellen ein exzellentes Resultat
bezlglich der Minderung von Inkrustationen auf Harnleiterschienen dar. Von Laube et
al. (2006) wurden in-vivo-Heilversuche in Folgestudien der Experimentellen Urologie des
Universitatsklinikums Bonn durchgefuhrt. Daflir wurden mit a-C:H-beschichtete
Harnleiterschienen bei einem bestimmten Patientenkollektiv eingesetzt. Dieses bestand
aus Patienten mit z. T. mehrjahriger dauerhafter Harnleiterschienung aus
unterschiedlichen Indikationen (Narbe/Fibrose, Stein, verschiedene Karzinome). Bisher
mussten bei den ausgewahlten Patienten in einem Intervall von im Mittel 77 + 55 Tagen
die Harnleiterschienen gewechselt werden. Die haufigste Ursache fur einen vorzeitigen
Wechsel waren massive Inkrustationen in Verbindung mit symptomatischen
Harnwegsinfektionen.

Das Ergebnis der in-vivo-Untersuchung bestatigte die hervorragenden Ergebnisse der
in-vitro-Inkrustationsversuche: Stent-bedingte Komplikationen traten nicht auf. In allen
Fallen wurden eine aullergewohnlich leichte Handhabung, eine deutlich geringere
Schmerzbelastung wahrend des Wechsels, sowie ein deutlich héherer Tragekomfort
festgestellt. RegelmaRig durchgefuhrte mikrobiologische Untersuchungen zeigten, dass
symptomatische Harnwegsinfektionen um mehr als 50% reduziert wurden. Die Stents
blieben praktisch ohne Inkrustationen. Der Wechsel der Schienen erfolgte aufgrund
selbstgesetzter Sicherheitsvorgaben in der Regel nach dreimonatiger Liegezeit; auf
Wunsch des Patienten wurden die Liegezeiten der Schienen verlangert. Die mittlere
Liegezeit konnte trotz der vorzeitigen indikationsfreien Sicherheitswechsel mit

189 + 93 Tage mehr als verdoppelt werden.
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Aus Patientensicht trugen die a-C:H-beschichteten Schienen zu einer subjektiven
,2Quality-of-life-Verbesserung® bei. Alle Patienten berichteten Uber einen schmerzfreieren
Wechsel der Schienen und lobten die durch die a-C:H-Beschichtung maoglich
gewordenen langeren Liegezeiten.

Ursachen fur die verminderten Schmerzen bei der Verwendung von a-C:H-
beschichteten Stents sind einerseits die verminderte Inkrustationsneigung und

andererseits die extrem niedrige Haft- und Gleitreibung am Harnleiterurothel.

6.9 Ausblick

Es konnte gezeigt werden, dass a-C:H-Schichten auf urologischen Verweilkathetern
effektiv die Ausbildung eines Biofilms und somit eine begleitende Inkrustation
verhindern. Somit bieten sie exzellente klinische Vorteile gegenuber den, bei
urologischen Problempatienten bisher verwendeten, herkdmmlichen Beschichtungen.

Die hervorragenden Ergebnisse der in-vitro-Versuche bestatigten sich auch in-vivo.
Daher stellen in Zusammenschau aller erreichten Ergebnisse (in-vitro und in-vivo) die

a-C:H-Schichten eine neue Mdglichkeit dar, um einerseits die Liegezeiten der Stents zu

verlangern und andererseits die Trageeigenschaften zu verbessern.

In nachfolgenden Studien sollen die physikalisch-chemischen Eigenschaften und die
Abscheidebedingungen der a-C:H-Beschichtungen fur den urologischen Einsatz weiter
optimiert werden. Zum gleichen Zweck soll in weiteren in-vivo-Versuchen das

Patientenkollektiv vergroRert und beziglich der Indikationen ausgeweitet werden.

Aber nicht nur fur die Urologie, sondern auch fur andere Fachbereiche der Medizin
konnen die Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit von groRem Nutzen sein. Denn die
Entwicklung von an die individuellen Anforderungen angepassten a-C:H-
Beschichtungen zur Unterdrickung der Biofilmbildung auf Implantaten kann vielen
Patienten zu mehr Lebensqualitdt verhelfen und das Gesundheitssystem generell

entlasten.



97

7 Zusammenfassung

Harnleiterschienen dienen zur Sicherstellung des ungehinderten Harnabflusses
zwischen Niere und Blase und sind im urologischen Klinikalltag haufig verwendete
Implantate. Griinde fur eine Schienung des Harnleiters sind vielfaltig. In der Regel sind
sie assoziiert mit einem Steinleiden [z.B. nach einer ESWL-Behandlung
(Extrakorporalen StoRwellen-Lithotripsie) oder einer Ureterorenoskopie (URS) zur
Sicherung des Abflusses der Steintrimmer] oder einem tumordsen Geschehen im
Abdominalraum. Auch Strikturen durch Vernarbung aufgrund verschiedener Ursachen
machen den Einsatz von Harnleiterschienen notwendig.

Stentpatienten, die aufgrund einer chronischen Erkrankung Harnleiterschienen
bendtigen, weisen meist eine schon lange bestehende Leidensgeschichte auf. Diese
Patienten stellen sich haufig mit hartnackigen Harnwegsinfekten vor, wodurch sich der
(Urin-)Stoffwechsel verandert und entgleist. Dies bildet dann wiederum die Grundlage
fur Harnwegsinfekt-Rezidive und lasst die Inkrustationsneigung der Harnleiterschienen
ansteigen. Die daraus resultierende kristalline Biofilmbildung stellt ein massives Problem
dieser Harnleiterschienen dar. Dadurch werden haufige Wechsel der Stents nétig. Bei
manchen Patienten betragt die Katheter-Liegezeit nur wenige Tage. Da die
Harnleiterschienung fur viele Patienten lebensnotwendig ist, bleibt nur die
Oberflachenmodifikation als letzte Wahl tbrig. Um die Inkrustationsneigung und somit
die Wechselfrequenz der Stents und damit den Leidensdruck der Patienten zu
verringern, hat die Experimentelle Urologie des Uniklinikums Bonn in Zusammenarbeit
mit dem Institut fir Dunnschichttechnologie der Technischen Universitat (TU)
Kaiserslautern Beschichtungen entwickelt, die die Inkrustationsneigung verringern. Die
Beschichtungen bestehen aus plasmadeponierten amorphen Kohlenstoffen, wobei sich
die verschiedenen Beschichtungsarten in ihren physikochemischen Eigenschaften (z.B.
Kontaktwinkel, Hydrophilie bzw. Hydrophobie) unterscheiden. Getestet werden sie in
einem Encrustatormodell, in dem 12 Harnleiterschienen (beschichtet und unbeschichtet)
gleichzeitig uber 45 h in kunstlichem Urin inkubiert werden kdnnen. In den neuartigen
Versuchen, die dieser Arbeit zugrunde liegen, wird der Einfluss von Albumin auf die
Inkrustationsneigung der verschiedenen Stents untersucht. Albumin ist ein Harnprotein,
das als Marker fur Nierenschaden dient. Nierenschaden treten u.a. bei dem

nephrotischen Syndrom, chronischer Niereninsuffizienz oder Glomerulonephritis auf, bei
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denen u. a. die Werte des Albumins im Urin ansteigen. FiUr die Versuche werden
verschiedene Albuminkonzentrationen gewahlt, die entweder einer Normo-, Mikro- oder

Makroalbuminurie entsprechen (5 mg/l, 20 mg/l, 333 mg/l).

Es zeigt sich, dass an die unbeschichteten Polyurethan-Stents (BPU) sich mit und ohne
Zugabe von Albumin die gréften Mengen an Gesamtmineralisat anlagern. Die
amorphen Kohlenstoffbeschichtungen fuhren zu einer signifikanten Senkung der
Mineralisatmengen auf den Harnleiterschienen. Die DLC-2-Stents senken mit einer
Signifikanz von p = 0,009 die Inkrustation der Stents (um 14,8%) ohne Albuminzugabe,
mit Albuminzugabe um 11,2%. Die Anwendung von DLC-Uro-Stents mindert die
Inkrustation von HLS um 7,6% ohne Albuminzugabe; gibt man Albumin in den Urin
hinzu vermindern sich die Mineralisatmengen auf diesen Stents mit einer Signifikanz von
0,00005 um 15,4% Somit kommt es also zu einer signifikanten Verringerung der

Inkrustationsneigung durch die Verwendung von amorphen Kohlenstoffbeschichtungen.

In den Versuchen unter Albuminzugabe tritt ein Phanomen auf, welches im Vergleich zu
den vorherigen 20 Versuchsreihen ohne Albuminzugabe nicht auftrat. Auf der
Oberflache der Stents lagern sich spharische Prazipitate ab. Zu beobachten ist dabei,
dass diese deutlich vermehrt auf den unbeschichteten Stents, die dem momentanen
Klinikstandard entsprechen, auftreten (68,12 + 31,02 Spharolithen pro Stent). Auf den
mit plasmadeponierten amorphen Kohlenstoffen kommt es zu einer Minderung der
Spharolithenanzahl um 79,46% [DLC-Uro-Stents 14,07 + 17,24 Stiick (p =4 x 107?)]
bzw. um 94,6% [DLC-2-Stents 3,69 + 4,64 Stiick (p = 3 x 107'®)].

Eine Abhangigkeit zwischen Haufigkeit der Spharolithen und der jeweiligen
Albuminkonzentration konnte jedoch nicht gezeigt werden, d.h. die Hohlkorper treten bei
Albuminkonzentrationen auf, die sowohl einer Mikro- wie auch einer Makroalbuminurie

entsprechen. Als Erklarung fir dieses Phanomen kommen mehrere Theorien in Frage.

Ob diese Spharolithenbildung auch in-vivo auftritt, konnte bisher noch nicht hinreichend
untersucht bzw. beobachtet werden.
Inwieweit die spharische Prazipitation Einfluss auf die Inkrustation von in-vivo liegenden

Harnleiterschienen hat, muss daher noch untersucht werden.
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8 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1 Katheter werden routinemalig in den Harntrakt eingesetzt — entweder als
Harnleiterschiene zwischen Nierenbecken und Harnblase oder als direkte
Drainage aus der Harnblase (transurethraler Katheter, siehe Abbildung links). Die
Abbildungen in der Mitte und rechts zeigen computertomographische
Darstellungen eines Abdomens mit liegender Harnleiterschiene. Die 3D-
Animation in der Mitte zeigt deutlich die Lage des Stents. Rechts werden
zusatzlich die viszeralen Organe veranschaulicht. Der Patient leidet an einer
tumorésen Erkrankung im Endstadium, die eine klnstliche Harnableitung nétig
macht. Der Tumor verlegt den Harnleiter fast auf seiner gesamten Lange und
komprimiert das Lumen des Harnleiters, welches zu einer Obstruktion des
Urinabflusses fuhrt (Kleinen et al., 2008).

Abb. 2 Die Fotografie zeigt das Ende einer Harnleiterschiene. Hier wird der sogenannte
Memoryeffekt deutlich, der bewirkt, dass sich das Katheterende nach Entfernen
des Fuhrungsdrahtes aufrollt (,Pigtail“-Katheter). Dies verhindert die Dislokation
des Stents.

Abb. 3 Endoskopische Aufnahmen liegender Harnleiterschienen. Die linke Aufnahme
zeigt einen stark inkrustierten unbeschichteten Stent nach 1,5 Monaten
Liegedauer. In der rechten Aufnahme sieht man einen mit amorphen Kohlenstoff
(a-C:H)-beschichteten Stent, der im gleichen Patienten und unveranderter
Gesundheitssituation doppelt solange platziert war. Dieser zeigt bei dieser
VergrofRerung keinerlei Anhaftungen (Kleinen und Laube, 2007).

Abb. 4 Inkrustation von Harnleiterschienen: Im linken Bild sieht man das Ende einer
unbeschichteten Harnleiterschiene (sogenannter Pigtail), die noch unbenutzt und
ohne Inkrustation ist. Das rechte Bild zeigt ein vergleichbares Modell, welches
nach einer Liegezeit von nur wenigen Wochen aus dem Harntrakt eines Patienten
entfernt wurde. Deutlich wird hierbei die massive Inkrustation (Kleinen und Laube,
2007).

Abb.5 Diese Abbildung zeigt den ersten Abschnitt der Biofilmbildung. A) Auf der
Oberflache lagern sich u. a. lonen und Proteine an. B) und C) Aus diesen
entsteht der sogenannte conditioning film, der die Grundlage fur die Anlagerung
weiterer Substanzen bildet.

Abb. 6 Diese Darstellung zeigt die weiteren Schritte der Biofilmbildung. D) An den
conditioning film lagern sich Bakterien an. Der vergroRerte Ausschnitt stellt die
Bindungen, die fir diese Anlagerung nétig sind, genauer dar. Es handelt sich
einerseits um Bindungen durch die Kationen Ca?* und Mg?* und andererseits um
Van-der-Waals-Krafte. E) Die Bakterien lagern sich zu Mikrokolonien zusammen
und die Bildung von extrazellularen polymeren Substanzen (EPS) wird gefordert.
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Abb. 7 Diese Abbildung zeigt nun die endgultige Bildung des Biofilms und seine
charakteristischen Eigenschaften. Der Biofilm besitzt u. a. eine starkere Resistenz
gegenuber antimikrobiellen Substanzen und Veranderungen des umgebenden
Milieus. Zusatzlich ist die Kommunikation der Mikroorganismen durch
Signalmolekuile und quorum sensing erleichtert (siehe Kapitel 3.2.4).

Abb.8 Schema der Ureasereaktion und des Kristallisationsmechanismus in
Anwesenheit von Urease-produzierenden Mikroorganismen: Harnstoff wird durch
das Enzym Urease in Ammoniak und CO, zersetzt. In weiteren Reaktionen
entsteht Carbonat(hydroxyl)apatit und Struvit (Choong und Whitfield, 2000; Jones
et al., 2005). Es ist allgemein bekannt, dass es durch den Anstieg des Urin-pHs
zu einer vermehrten Prazipitation von Calcium- und Magnesiumphosphat kommt,
als dies bei einem niedrigeren pH-Wert auftreten wurde (Suller et al., 2005).

Abb. 9 Elektronenmikroskopische Untersuchung eines kristallinen Bakterienbiofilms:
Diese Aufnahme bestatigt, dass Kristalle und Urease-produzierende Bakterien
(hier Proteus mirabilis) an der Bildung des Biofilmes beteiligt sind (Kleinen und
Laube, 2007).

Abb. 10 Molekulares Modell von humanem Serumalbumin (HSA) (He und Carter, 1992).

Abb. 11 Schematischer Versuchsaufbau der in-vitro-Inkrustationsversuche. Die Zugabe
von Urease erfolgt in Losung A; Albumin (5 mg/l, 20 mg/l, 333 mg/l) und Harnstoff
werden in Losung B. zugegeben. Mit der Mischung der beiden Losungen im
Probenraum des Encrustatormodells beginnt die Ureasereaktion.

Abb. 12 Das in-vitro-Kristallisationsmodell wurde speziell entwickelt und erlaubt die
Untersuchung der jeweiligen Inkrustationsneigung verschiedener Testoberflachen
unter definierten Bedingungen. Dieser sogenannte ,Encrustator” ist ein durch ein
Wasserbad temperierter Durchflusskristallisator. Er ermdglicht die gleichzeitige
Untersuchung von 12 Testkathetern im kunstlichen oder nativen Urin. Zwei
Teilldsungen, A und B, werden jeweils mit einer konstanten Flussrate in die
Reaktionskammer des Encrustators gepumpt und vermischt. Dadurch entsteht
eine Ubersattigte Losung, die Inkrustationen fordern kann. Ein Abfluss sorgt fur
ein konstantes Urinvolumen in der Reaktionskammer (Kleinen et al., 2009).

Abb. 13 Exemplarische Ubersicht der zwolf in den Halterahmen des Encrustators
eingespannten Harnleiterschienen.

Abb. 14 Prinzipskizze des zur Beschichtung der Harnleiterschienen eingesetzten
PECVD-Prozesses sowie eine Auswahl wichtiger Prozessparameter und
physikalischer GroRen; bei geeigneter Wahl der Prozessparameter lassen sich
uber die Eigenschaften des erzeugten Plasmas und des aus ihm hervorgehenden
schichtbildenden Teilchenflusses die fur die jeweilige Anwendung vorteilhaftesten
Oberflachen und Schichteigenschaften herstellen (Kleinen und Laube, 2007).
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Abb. 15 Aufbau zur Plasmabeschichtung von Harnleiterschienen mit amorphen

Kohlenstoffen: Die Implantate werden auf einem rotierenden Halter montiert (links
im Bild) und in dem von einer Plasmastrahlquelle (rechts im Bild) erzeugten
Teilchenfluss gedreht. Nach vorbereitenden, die Oberflache reinigenden und
aktivierenden Prozessschritten werden die ca. 50 bis 70 nm dicken a-C:H-
Schichten aus Acetylengas auf den Implantaten abgeschieden (Kleinen und
Laube, 2007).

Abb. 16 Kontaktwinkelmessung: Wassertropfen auf der Oberflache unterschiedlich
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beschichteter Harnleiterschienen; Uber die Messung des Kontaktwinkels 8 H,0
lassen sich Ruckschliusse auf die an der Grenzflache ablaufenden
Wechselwirkungen ziehen. Das eingesetzte PECVD-Verfahren ermoglicht durch
Zugabe geeigneter weiterer Prozessgase (z. B. stickstoff- oder fluorhaltiger Gase)
den Erhalt der gewinschten Oberflacheneigenschaften. Die Benetzbarkeit der
Oberflache kann stark variiert werden. Die Tropfen sind nach zunehmender
Benetzbarkeit angeordnet. Die Mittelwerte der gemessenen Winkel 6 H,0 [°]
(n = 6) sind rechts oberhalb des Tropfens angegeben (Kleinen und Laube, 2007).

17 Ureasereaktion: Harnstoff (CH4sNH;) wird durch das Enzym Urease in
Ammoniak (NH;") und Kohlendioxid (HCOg3) gespalten. Durch die Bildung des
Ammoniaks steigt der pH-Wert an.

. 18 Durchschnittliche Gesamtmineralisatmengen in a) [mg] und b) [mmol] auf den

verschiedenen Katheterarten (BPU, DLC-Uro, DLC-2) mit den jeweiligen
Standardabweichungen ohne Zugabe von Albumin in die Urinldsung. Die Zahlen
in den Balken geben die Anzahl der jeweils verwendeten Katheterart an (BPU
n =59, DLC-Uro n = 39, DLC-2 n = 22).

. 19 Normierte Darstellung der Ergebnisse aus Abb. 18 in a) [mg] und b) [mmol].

Bei dieser Form der Darstellung werden die Mineralisatmengen der BPU-Stents
gemittelt und gleich eins gesetzt. Die Mineralisatmengen der anderen Stenttypen
(DLC-Uro, DLC-2) werden damit in Beziehung gesetzt.

. 20 Durchschnittliche Mineralisatmenge der einzelnen Katheterarten (BPU, DLC-

Uro, DLC-2) aufgeteilt in Struvit (Stru), Carbonat-Hydroxylapatit (Kap) und
Brushit (Bru) ohne Zugabe von Albumin [a) [mg] und b) [mmol]].

. 21 Durchschnittliche Gesamtmineralisatmengen in a) [mg] und b) [mmol] der

verschiedenen Katheterarten (BPU, DLC-Uro, DLC-2) mit den jeweiligen
Standardabweichungen unter Zugabe von Albumin in der Urinlésung. Die Zahlen
in den Balken geben die Anzahl der jeweils verwendeten Katheterart an. Es
wurden jeweils 40 Katheter untersucht.

. 22 Normierte Darstellung der Ergebnisse aus Abb. 21 in a) [mg] und b) [mmol].

Bei dieser Form der Darstellung werden die Mineralisatmengen der BPU-Stents
gemittelt und gleich eins gesetzt. Die Mengen der anderen Stenttypen werden
damit in Beziehung gesetzt. Die Stentanzahl jeder Katheterart ist n = 40.
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23 Durchschnittliche Mineralisatmenge der einzelnen Katheterarten (BPU, DLC-
Uro, DLC-2) aufgeteilt in Struvit (Stru), Carbonat-Hydroxylapatit (Kap) und
Brushit (Bru) unter Zugabe von Albumin in die Urinldsung (a) [mg] und b) [mmol]).

24 Durchschnittliche Mineralisatmengen auf den verschiedenen Katheterarten
(BPU; DLC-Uro, DLC-2) wunter Berlcksichtigung der verschiedenen
Albuminkonzentrationen (5, 20 und 333 mg/l) (a) und c¢) [mg], b) und d) [mmol]).

25 Normierte Darstellung der Ergebnisse aus Abb. 24. Bei dieser Form der
Darstellung werden die Mineralisatmengen der BPU-Stents gemittelt und gleich
eins gesetzt. Die Mengen der anderen Stenttypen werden damit in Beziehung
gesetzt. (a) und c) [mg], b) und d) [mmol]).

26 Durchschnittliche Mineralisatmenge der BPU-Stents aufgeteilt in Struvit (Stru),
Carbonat-Hydroxylapatit (Kap) und Brushit (Bru) unter Beachtung der
verschiedenen Albuminkonzentrationen (a) [mg] und b) [mmol]).

27 Durchschnittliche Mineralisatmenge der DLC-Uro-Stents aufgeteilt in Struvit
(Stru), Carbonat-Hydroxylapatit (Kap) und Brushit (Bru) unter Bericksichtigung
der verschiedenen Albuminkonzentrationen (a) [mg] und b) [mmol]).

28 Durchschnittliche Mineralisatmenge der DLC-2-Stents aufgeteilt in Struvit
(Stru), Carbonat-Hydroxylapatit (Kap) und Brushit (Bru) unter Bericksichtigung
der verschiedenen Albuminkonzentrationen (a) [mg] und b) [mmol]).

29 Vergleich der durchschnittichen Gesamtmineralisatmengen in a) [mg] und b)
[mmol] der verschiedenen Katheterarten (BPU, DLC-Uro, DLC-2) mit und ohne
die Zugabe von Albumin. Die jeweils verwendete Anzahl von Stents pro
Katheterart ist durch die Zahlen in den Balken angegeben (BPU ohne Alb n = 59,
mit Alb n =40; DLC-Uro ohne Alb n = 39, mit Alb n =40; DLC-2 ohne Alb n =22,
mit Alb n = 40).

30 Normierte Darstellung der Ergebnisse aus Abb. 29 in a) [mg] und b) [mmol].
Bei dieser Form der Darstellung werden die Mineralisatmengen der BPU-Stents
gemittelt und diese gleich eins gesetzt. Die Mengen der anderen Stenttypen
werden damit in Bezug gesetzt.

31 Durchschnittliche Mineralisatmenge der BPU-Stents aufgeteilt in Struvit (Stru),
Carbonat-Hydroxylapatit (Kap) und Brushit (Bru) mit und ohne Albuminzugabe (a)
[mg] und b) [mmol]).

32 Durchschnittliche Mineralisatmenge der DLC-Uro-Stents aufgeteilt in Struvit
(Stru), Carbonat-Hydroxylapatit (Kap) und Brushit (Bru) mit und ohne
Albuminzugabe (a) [mg] und b) [mmol]).

33 Durchschnittliche Mineralisatmenge der DLC-2-Stents aufgeteilt in Struvit
(Stru), Carbonat-Hydroxylapatit (Kap) und Brushit (Bru) mit und ohne
Albuminzugabe (a) [mg] und b) [mmol]).
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34 Ubersicht der pH-Werte wahrend der 45 stiindigen Inkubationszeit ohne die
Zugabe von Albumin mit Hervorhebung des Durchschnitts der Mittelwerte.

35 Ubersicht der pH-Werte wahrend der 45 stiindigen Inkubationszeit unter
Zugabe von Albumin mit Hervorhebung des Durchschnitts der Mittelwerte.

36 Vergleich der pH-Werte mit und ohne die Zugabe von Albumin mit
Hervorhebung des Durchschnitts der jeweiligen Mittelwerte.

37 Ubersichtsaufnahme eines unbeschichteten BPU-Polyurethan-Referenzstents
nach 45 stundiger Inkubationszeit im Albumin-haltigen (333 mg/l) synthetischen
Urin. Sichtbar wird hier die spharische Prazipitation. Es besteht ein grofler
Unterschied in der Hohlkérperanzahl zu den mit a-C:H-beschichteten Stents (hier
in den Bildecken angeschnitten), an denen sich deutlich weniger Hohlstrukturen
bilden. Die GroRRe dieser betragt ca. Tmm im Durchmesser.

38 Lichtmikroskopische Untersuchungen machen deutlich, dass die Prazipitate,
die sich an den Stents bilden, hohle Kugeln sind, an denen sich wiederum
Kristalle anlagern.

39 Zusammenhang zwischen spharischer Prazipitatanzahl und

Gesamtmineralisatmenge [mmol] in Bezug auf die verschiedenen
Albuminkonzentrationen (5 mg/l, 20 mg/l, 333 mg/l). Es wird deutlich, dass die
Albuminkonzentration keinen Einfluss auf die Prazipitatanzahl hat.

40 Zusammenhang zwischen Prazipitatanzahl und Gesamtmineralisatmenge in
[mmol] in Bezug auf verschieden beschichtete Stentarten [BPU, DLC-Uro, DLC-2
und weitere a-C:H-Beschichtungen (zusammengefasst als ,Andere®)]. Deutlich
wird, dass auf den unbeschichteten BPU-Stents die Prazipitatzahl bedeutend
hoher ist, als auf den mit amorphen Kohlenstoffen beschichteten Stents (DLC-
Uro, DLC-2, ,Andere*).

41 Uberblick von Aufnahmen, die wahrend der Uberwachung des
Inkrustationsprozesses entstanden. Anhand von drei Beschichtungsbeispielen (a-
C:H 1, unbeschichteter Polyurethan-Stent, a-C:H 2) wird die Inkrustationsbildung
zu Beginn und nach 2, 4, 8, 18 und 28 Stunden dokumentiert. Nach 4 Stunden
bilden sich erste Gasblasen an der Stentoberflache; deutlich wird, dass sich auf
den unbeschichteten Polyurethan-Stents deutlich mehr Gasblasen ablagern als
auf den a-C:H-beschichteten Stents. Nach 18 Stunden setzt bei ansteigender
Trubung der Losung eine massive Kristallisation an der Grenzflache zwischen
Gasblase und Flussigkeit ein. Die Gasblasen sind nun irreversibel in den
kristallinen Biofilm integriert, klar erkennbar an den Spharolithen auf der
Stentoberflache nach der Inkubation (Kleinen et al., 2009).

Abb. 42 Schematische Darstellung der ablaufenden Prozesse laut Theorie 1 zur

Spharolithenbildung auf unbeschichteten Polyurethan-Stents (BPU) ohne den
Einfluss von Bakterien.
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Abb. 43 Schematische Darstellung der Prozesse gemall Theorie2 zur
Spharolithenbildung auf unbeschichteten Polyurethan-Stents (BPU) unter dem
Einfluss von Bakterien.

Abb. 44  Schematische Darstellung der Prozesse nach Theorie3 der
Spharolithenbildung auf mit a-C:H-beschichteten Polyurethan-Stent
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O Tabellenverzeichnis

Tab. 1 Referenzwerte von Albumin in den verschiedenen Korperflussigkeiten (Eardley et
al., 2004; Rondeau et al., 2008).

Tab. 2 Definitionen von Normo-, Mikro- und Makroalbuminurie nach der National Kidney
Foundation. Die Werte muissen in zwei von drei aufeinanderfolgenden
Messungen von nichtketonischem sterilem Urin erflllt sein (Barrat und Topham,
2007; Eardley et al., 2004; Jones und Viberti, 1993; Tsioufis et al., 2004; Yilmaz
et al., 2010).

Tab. 3 Ubersicht (iber die jeweilige Anzahl der verwendeten Harnleiterschienen in den
Versuchsreihen (Run) 1-44. Run 1-21 waren Versuche, die ohne Zugabe von
Albumin abliefen (deswegen keine Unterteilung in unterschiedliche
Albuminkonzentrationen). Bei Run 25-31 wurde Albumin hinzugegeben. Es
wurden aber nur Katheter vom Typ BPU (unbeschichtet), DLC-2 und DLC-Uro
verwendet. Ab Run 31-44 wurden zusatzlich noch andere amorphe
Kohlenstoffschichten verwendet. Es wurden 120 Stents ohne und 132 Stents mit
Albumin untersucht.

Tab. 4 Herstellung des kunstlichen Urins; von Losung A und B werden jeweils 5 Liter
(mit H2O4est) hergestellt. Beide zusammen ergeben im Encrustator einen
kinstlichen Urin, welcher durch die Zugabe von Urease mit fortschreitender
Versuchsdauer den pH-Wert auf bis maximal 9 ansteigen lasst, wodurch ein
Harnwegsinfekt simuliert wird. Die Albuminkonzentration von Lésung B ist
variabel. Je nach Versuchs-Run werden Albuminmengen von 5 mg/l, 20 mg/l oder
333 mg/l hinzugeflugt.
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