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1 Einleitung

1.1 Die menschliche Harnblase

1.1.1 Anatomie und Histologie

Die Harnblase ist ein Sammel- und Ausscheidungsorgan, das im kleinen Becken lokalisiert
ist. Der Uber die Niere ausgeschiedene Harn gelangt Uber die Harnleiter in die Blase, welche
in der Lage ist, gréRere Mengen davon zu speichern, zuriickzuhalten und auszuscheiden. Um
diese Funktionen erfullen zu koénnen, verflgt sie Uber eine hohe Dehnbarkeit sowie
verschiedene aufeinander abgestimmte Muskeln. Funktionell bildet die Blase eine Einheit mit
der Urethra. Topographisch 1&Bt sich vom restlichen Blasenkdrper das sogenannte trigonum
vesicae abgrenzen, welches anatomisch definiert ist als Dreieck zwischen den
Harnleitermindungen und dem Harnréhrenabgang. An funktionell bedeutenden Muskeln gibt
es zum einen den grofiten Blasenmuskel, den M. Detrusor, sowie den muskularen Anteil des
trigonum vesicae, welche beide Bestandteile der Blasenwand sind. Weiterhin existiert eine
glattmuskuldre Schicht im proximalen Teil der Urethra, welche auch als Blasenhals
bezeichnet wird, und den &ulReren Harnréhrensphinkter. Der Harnréhrensphinkter ist der fur
die Kontinenz entscheidende Muskel. Er ist weiter distal im Verlauf der Urethra, etwa im
Niveau des Beckenbodens gelegen und setzt sich aus intramuraler Harnréhrenmuskulatur,
Anteilen der quergestreiften Beckenbodenmuskulatur (Mm. Perinei transversi superficialis et
profundus, M. Levator ani) und Sphincter urethrae zusammen. Die periphere Innervation
erfolgt sowohl Uber viszerale, als auch Gber somatische Bahnen. Somatische Fasern verlaufen
uber den N. pudendus (S2-S4) und Uber den Plexus pelvicus (S2+S3). Die parasympathische
Innervation erfolgt aus dem sakralen Miktionszentrum Uber den Plexus pelvicus, die

sympathische ber die Nn. hypogastrici aus dem thorakalen Grenzstrang (Th10-L2).

Die zentralen Steuerungszentren liegen in der GroBhirnrinde, im Kleinhirn und den
Basalganglien. Die Bahnen verlaufen tber das pontine Miktionszentrum und das Rickenmark

zu den peripheren Nerven. [1-4]
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Abbildung 1.1: Anatomie der Harnblase (Mann) (Quelle: Wikipedia)

Histologisch besteht die Blasenwand aus einem Epithel (Urothel), darunter liegendem
subepithelialem Bindegewebe und einer Tunica muscularis. Das Urothel besteht aus einem
sog. ,,Ubergangsepithel®, d.h. einem primir 5-10-schichtigen Epithel, das sich bei erhéhtem
Blasenvolumen auseinanderzieht und dann aus weniger Schichten besteht. Dieser
Mechanismus ist ursachlich beteiligt an der guten Dehnbarkeit der Harnblase bei Gber weite
Strecken  kaum  verdndertem intravesikalem Druck. Auch die subepitheliale
Bindegewebsschicht und die Muskelschicht verschmélern sich bei Erhohung des
Blasenvolumens. Die Tunica muscularis besteht innen und auBen aus langsverlaufender
glatter Muskulatur und dazwischen aus Uberwiegend zirkuldr verlaufenden glatten
Muskelfasern. Sie lasst sich Ubergeordnet unterteilen in Anteile an Detrusormuskel,

muskul&rer Schicht des trigonum vesicae und innerem Sphinktermuskel. [5] [6]

1.1.2 Embryologie

Die Harnblase des Menschen entwickelt sich embryologisch aus zwei verschiedenen Anteilen.
Zum einen entwickelt sich aus der sich in der 4. Schwangerschaftswoche septierenden Kloake
das Rektum und der Sinus urogenitalis aus dem sich der grofite Anteil der Harnblase, sowie
beim Mann die Prostata und Teile der Harnréhre, bei der Frau die gesamte Harnr6hre und die
auBeren Geschlechtsorgane entwickeln. Etwa zur selben Zeit entstehen die Ureterknospen, die

dem Mesoderm entstammen. Die Ureteren inserieren im Verlauf ihrer Entwicklung in die sich



entwickelnde Harnblase und wandern nach kranial. Das von den Ureteren abstammende
Gewebe bildet das Trigonum vesicae, welches sich (ber den Bereich zwischen den
Uretermindungen und Harnréhrenabgang erstreckt. Somit entstammen die Gewebe der

Blasenwand im Trigonum anderen embryonalen Anlagen als der Rest der Harnblase. [1, 7-9]

Urnieren-  Ureter-
gang knospe Ureter

Harnblasenhinterwand Trigonum Ductus
vesicae deferens

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Insertion der Ureteren und der Bildung des

Trigonum vesicae in der Embryonalentwicklung (Quelle: [1])

1.1.3 Physiologie und Urodynamik

Harnspeicherung und Harnentleerung unterliegen einem komplexen Zusammenspiel aus
willkirlicher Kontrolle und Reflexen. Der normale Innendruck der Blase bei Fillvolumen
unter 500ml betragt in der Regel nicht mehr als 15 cmH,O und &ndert sich aufgrund der
hohen Dehnbarkeit der Blasenwand in diesem Volumenbereich auch kaum. Die Dehnung der
Blase erfolgt zundchst nahezu wahrnehmungsfrei, da afferente Signale intraspinal unterdriickt
werden. Ab einem Fillungsvolumen von ca. 150-250ml kommt es zu einem ersten leichten
Harndrang, der ab 350-450ml als stark wahrgenommen wird. Uber das pontine
Miktionszentrum kann die Blasenentleerung willkirlich unterdriickt werden, bis die duf3eren
Umsténde sie zulassen. Pl6tzliche intraabdominelle oder intravesikale Druckanstiege werden
uber eine reflektorische Zunahme des Sphinktertonus kompensiert. Die Blasenentleerung
kann willkdrlich tber eine Reduktion des Tonus der Sphinkter- und Beckenbodenmuskulatur

eingeleitet werden. Im Zuge dessen kommt es automatisch zu einer Kontraktion des M.
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Detrusor, wodurch der intravesikale Druck den HarnréhrenverschluRdruck tbersteigt und die
Harnentleerung  beginnt. Der  Detrusorkontraktionsdruck  liegt bei  ungestérten
Abfluverhéltnissen bei maximal 40 cmH,O (Frau) bzw. 50 cmH,O (Mann). Am Ende der
Miktion kontrahiert sich die Sphinkter- und Beckenbodenmuskulatur wieder, wodurch die
Detrusorkontraktion endet. Das Zusammenwirken der vielen verschiedenen Abldufe kann in

vielféltiger Weise gestort werden. [2, 9-11]



1.2 Die infravesikale Obstruktion

Liegt ein distal der Harnblase gelegenes Abflusshindernis vor, kommt es infolge dessen zu
einem dauerhaft erhdhten Druck innerhalb derselbigen. Die hdufigste Ursache hierfiir im
Erwachsenenalter ist die benigne Prostatahyperplasie beim Mann, im Kindesalter sind
angeborene Anomalien der infravesikalen Harnwege haufiger. Die hochste Inzidenz (1:8000-
12.500) haben hier die posterioren Urethralklappen. Es handelt sich hierbei um eine
intraurethrale gefensterte Membran, die ein erhebliches Hindernis fir den UrinabfluR
darstellt. Bezuglich der embryologischen Pathogenese gibt es verschiedene Theorien, von

denen sich bis heute keine eindeutig etablieren konnte. [12].

Etwa siebenmal weniger hdufig sind anteriore Urethralklappen, die ein vollig anderes
anatomisches Korrelat aufweisen, als die posterioren Klappen. Sie treten fast immer in Form
eines im distalen Abschnitt der Harnréhre ventral gelegenes Divertikel auf, welches eine
ahnlich hinderliche Wirkung auf den HarnabfluR austibt, wie die posterioren Urethralklappen.
Ob es sich hierbei um eine inkomplette Harnrohrenduplikatur handelt, oder eine andere

embryologische Pathogenese zugrunde liegt, ist umstritten. [13]

Andere Ursachen fiir eine angeborene infravesikale Obstruktion sind die sogenannte ,,Valve
de Guérin“, eine klappenartige Struktur mit Sinus, dorsal im distalen Harnrohrenabschnitt
gelegen, sowie der ,,Cobb's collar®, ein Uberrest des Sinus urogenitalis, und die Cowper'sche

Syringozele. [13]

Ebenfalls mdogliche  Ursachen einer  HarnabfluRbehinderung sind  kongenitale

Harnrohrenstenosen, die in der Regel iatrogen, durch Traumata oder Entziindungen entstehen.

Die angeborene Harnréhrenatresie ist extrem selten und mit dem Leben nur theoretisch bei
gleichzeitig bestehender Urachusfistel vereinbar. Generell 1&R3t sich im tbrigen festhalten, daf3
die infravesikale Obstruktion in ihren s&émtlichen Erscheinungsformen fast ausschlieRlich
méannliche Individuen betrifft und beim weiblichen Geschlecht zwar in Einzelfallen

beschrieben ist [14], aber eine ausgesprochene Raritét darstellt.

Bei Uber langere Zeit bestehendem erhdhtem Blaseninnendruck (tiber 40 cmH,0) kommt es
zu morphologischen Verdnderungen der Blasenwand, es bildet sich die sogenannte

,,Balkenblase® oder auch ,Trabekelblase“. Ein wesentlicher Bestandteil der
10



Blasenwandverdnderungen ist hierbei eine GroRenzunahme der muskuldren Schicht, die
sowohl eine Hypertrophie als auch eine Hyperplasie des Gewebes einschlielt [15], wobei die
klinischen Erfahrungen in der Zystoskopie gezeigt haben, daf im Gegensatz zu den kranial

gelegenen Anteilen der Blasenboden im Bereich des Trigonum vesicae kaum betroffen ist.

Aullerdem fiihrt das vermehrte Wachstum von Bindegewebe zu einer verminderten
Dehnbarkeit und Elastizitdt der Blase [16], so dal die Blasenfunktion insgesamt stark
beeintrachtigt wird. Die Balkenblase ist des weiteren mit einem erhohten Risiko fur
Folgeerkrankungen behaftet, wie z.B. Harnblasendivertikel oder Harnwegsinfekte. Neuere
Arbeiten legen auBerdem den SchluB nahe, daB die Karzinomentstehung unter
Karzinogenexposition bei der chronischem Uberdruck ausgesetzten Harnblase beschleunigt
ist [17].
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1.3 Zytokine und Intrazellulare Signalwege

Zytokine sind Polypeptide mit einer Molekilmasse von 15-25 kDa, die von den meisten
Korperzellen exprimiert und sezerniert werden kdnnen und die lber Rezeptoren und die
Aktivierung von Signalkaskaden Stoffwechsel, Genexpression, Differenzierung, Proliferation
und Apoptose an der Zielzelle beeinflussen konnen. Zytokine werden als Reaktion auf
bestimmte Noxen, wie z.B. mechanische Reize, Verletzungen oder Infektionen freigesetzt. Sie
kénnen rasch produziert und sezerniert werden und wirken im pico- bis nanomolaren Bereich.
Im Gegensatz zu endokrinen Substanzen, wie z.B. Insulin, die Uber gréfiere Entfernungen
Zielgewebe beeinflussen konnen, ist die Wirkung von Zytokinen regional begrenzt. Sie
wirken entweder autokrin oder parakrin. Dabei koénnen sowohl zwei unterschiedliche
Zytokine Uber Aktivierung derselben Signalkaskade die gleiche Wirkung haben, als auch
dasselbe Zytokin an zwei unterschiedlichen Geweben eine verschiedene Wirkung entfalten.
Die Ubergeordnete Gruppe der Zytokine 1aRt sich in vier Untergruppen unterteilen:
Wachstumsfaktoren, Interleukine, Interferone und Chemokine. Fiir die vorliegende Arbeit von
besonderem Belang sind die Wachstumsfaktoren. Sie beeinflussen die Differenzierung und
Proliferation bestimmter Gewebe. Durch extrazelluldre Bindung der Ligandenproteine an die
korrespondierenden Rezeptoren werden auf der zytoplasmatischen Seite Signalkaskaden
aktiviert, d.h. es werden nacheinander verschiedene Signalproteine aktiviert, meist durch
Phosphorylierung oder Austausch von GDP durch GTP. Am Ende der Kaskade steht eine
Modifikation der Expression entsprechender Zielgene. Allen Wachstumsfaktoren gemein ist
eine Aktivierung der Ras/Raf/MAPK-Kaskade.

Sie binden insgesamt an drei verschiedene Rezeptortypen: Rezeptor-Tyrosin-
(Serin/Threonin)Kinasen, Rezeptoren mit assoziierten Kinasen und G-Protein gekoppelte
Rezeptoren. Ob und in welchem Malie ein Zelltyp auf einen bestimmten Wachstumsfaktor
reagiert, hangt davon ab, ob der entsprechende Rezeptor dort exprimiert wird und an der
Zelloberflache vorhanden ist. [18, 19]

12



1.4 Der Platelet-derived-growth-factor (PDGF)

1.4.1 Allgemeines

Der Platelet-derived-growth-factor — kurz: PDGF — ist ein Wachstumsfaktor, der aus zwei
Untereinheiten besteht und als Hetero- oder Homodimer vorkommt. Zum ersten mal als
solcher identifiziert wurde er vor tiber 35 Jahren [20, 21] und ist seither Gegenstand intensiver
Forschung gewesen. Es sind bislang vier verschiedene Typen von Untereinheiten beschrieben:
PDGF-A,B,C und D, wobei die erst kirzlich nachgewiesenen C- und D-Untereinheiten im
Gegensatz zu den A- und B-Untereinheiten Proteolytisch aus Vorlauferformen entstehen und

nach bisherigem Kenntnisstand keine Heterodimere bilden.

Der PDGF-Rezeptor — kurz: PDGFR — liegt in der aktivierten Form ebenfalls als Dimer
zweier Rezeptorproteinuntereinheiten vor. Hier sind eine a- und eine B-Untereinheit
beschrieben, die ebenfalls Hetero- oder Homodimere bilden kdnnen. Die unterschiedlichen

Ligandendimere binden an verschiedene Rezeptordimere:

Rezeptor a/a a/B B/B

Liganden AA, AB, BB, CC AB, BB, CC BB, DD

Beim PDGFR handelt es sich um einen Rezeptor vom Rezeptor-Tyrosinkinase-Typ. Er
besteht aus einer extrazelluldren Ligandenbindungsstelle, einer Transmembrankomponente
und einem zytoplasmatischen Anteil. Bei Ligandenbindung dimerisiert der Rezeptor und
aktiviert die zytoplasmatisch gelegene Kinase, was zu einer Autophosphorylierung von
Tyrosinresten fihrt. Die entstehenden Phosphotyrosinreste dienen als Interaktionsstelle mit
intrazelluldren Signalmolekdilen, wobei es sich sowohl um reine Adapterproteine, als auch um
Enzyme oder Transkriptionsfaktoren handeln kann. Uber eine Aktivierung des PDGF-
Rezeptors werden im wesentlichen vier verschiedene Signalkaskaden aktiviert: die
Ras/Raf/MAPK-Kaskade, der Jak/Stat-Signalweg, die PI;K-Kaskade und die PLC-y-Kaskade.
[19] Der PDGF und sein Rezeptor spielen sowohl eine Rolle bei der Proliferation, als auch bei
der Migration bestimmter Zielzellen. [22] Auch in der Embryonalentwicklung haben sie eine

grolle Bedeutung. Die fehlende Expression einer der Untereinheiten von Ligand oder
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Rezeptor sind mit dem Leben nicht vereinbar. Untersuchungen an knock-out-Mé&usen zeigten

eine groRe Bandbreite an Fehlbildungen in vielen vital bedeutenden Bereichen. [23]

FOGF
= hindst

ILL__,/

di iciert :
& Imerisier F 3

PDGF_Rezeptor_2 PDGF_Rezeptor
PDGF_Rezeptor_1 i aktiviert
Sigralwege

Zdlle

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Ligandenbindung, Dimerisierung und
Autophosphorylierung des PDGF-Rezeptors

1.4.2 Klinische Bedeutung des PDGF

Dem PDGF wird eine Mitbeteiligung oder kausale Rolle in der Pathogenese verschiedener
Krankheiten, insbesondere bestimmter Krebsarten, zugeschrieben und PDGF-Inhibitoren
werden gegenwartig als moglicher Ansatz bei der Behandlung mehrerer Krankheiten erforscht
und erprobt. Die klinische Bedeutung des PDGF konzentriert sich im wesentlichen auf drei
Untergruppen: Tumoren, GefaRerkrankungen und Fibrosen. Hierbei stehen zwei Zelltypen
besonders im Fokus, da ihnen eine starke Reaktion auf PDGF-Stimulation zugeschrieben

wird: Fibroblasten und glatte Muskelzellen. [24]

Der PDGF scheint tumorbiologisch an drei der wesentlichen Prozesse in Genese und
Progression von Kreberkrankungen beteiligt zu sein: selbsterhaltendes Wachstum,

Angiogenese und Metastasierung.
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Als Beispiel seien hier die Glioblastome angefiihrt. Uber diese Gruppe wurde diesbeziiglich
bereits eine Reihe von Arbeiten verdffentlicht, in denen gezeigt werden konnte, dal3 sémtliche
bekannten Liganden- und Rezeptorenuntereinheiten von Glioblastomzellen exprimiert
werden. [25, 26] Ebenso demonstrierten weitere Arbeiten, dal Gliagewebe bei
Uberexpression von PDGF/R zur Bildung gliomartiger Tumore neigt [27] und daR die
Wachstumsgeschwindigkeit solcher Tumorzellen in vitro durch PDGF-Inhibitoren reduziert
werden kann. [28] Es wird vermutet, dal’ auto- und parakrine Sekretionsschleifen des PDGF
pathogenetisch von Bedeutung sind. PDGF-Inhibitoren befinden sich in der Chemotherapie
des Glioblastoms derzeit in klinischer Erprobung, z.B. Imatinib, welches bereits zur
Behandlung anderer maligner Erkrankungen Eingang in die klinische Praxis gefunden hat.
[24, 29]

Auch in der Arteriosklerose scheint der PDGF in die Pathophysiologie involviert zu sein, so
14kt sich in arteriosklerotisch veranderten GefalBwénden stets eine erhdhte Expression der
PDGF-Untereinheiten A-D nachweisen, in glatter Muskulatur zeigt sich hierbei eine
Uberexpression beider PDGFRs [30]. Bei der pulmonalen Hypertonie und in vaskularen
Retinopathien wird dem PDGF ebenfalls eine Rolle zugeschrieben, wobei insbesondere die

glatte Muskulatur der GefaRwande betroffen zu sein scheint [24].

Zuletzt konnte auch bei fibrotischen Umbauprozessen, wie z.B. Lungen- und Leberfibrose in
den jeweiligen Geweben eine erhthte Expression von PDGF nachgewiesen werden. Dies
deckt sich mit der Beobachtung, daR auler glatten Muskelzellen auch Fibroblasten in vitro

mit einer deutlichen Proliferationssteigerung auf Stimulation mit PDGF reagieren. [24]

Zusammenfassend &Rt sich festhalten, dal der gegenwartige Stand der Forschung uber die
klinische Bedeutung des PDGF den SchluR zuldft, dal bei bestimmten Krankheitsbildern
uber auto- oder parakrine Sekretionsschleifen von PDGF eine abnorme Gewebsproliferation
und -migration ausgelost oder unterhalten wird und hierbei insbesondere glatte Muskelzellen

und Fibroblasten betroffen sind.
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1.5 Andere Wachstumsfaktoren und weitere Zielgene

Neben dem PDGF existieren noch viele weitere Gene, bzw. von solchen codierte Proteine, die
die Zellproliferation unter bestimmten Voraussetzungen beeinflussen kénnen und insofern fir
die Belange dieser Arbeit von Interesse sind. An erster Stelle zu nennen sind hier weitere
Vertreter aus der Familie der Wachstumsfaktoren. Eng verwandt mit dem PDGF ist der
Vascular-Endothelial Growth factor (VEGF), da sie in Teilen dieselbe Amonisduresequenz
aufweisen. Sein Rezeptor ist der VEGFR, sowohl von Ligand, als auch vom Rezeptor
existieren mehrere Unterformen. Der VEGF wird vorwiegend bei Hypoxie ausgeschiittet und

induziert durch seine Wirkung an der Zielzelle Angiogenese. [31]

Ein weiterer, in seinen Eigenschaften sehr gut erforschter Wachstumsfaktor ist der Epidermal
growth factor (EGF) und sein korrespondierender Rezeptor EGFR, der auch unter der
Bezeichnung Human-epidermal-growth-factor-receptor (HER1-4) firmiert. Der EGF aktiviert
den PI3K, den Jak/STAT und den Ras/Raf-Signalweg und wirkt auf diese Weise an der
Zielzelle proliferationsstimulierend und apoptoseverhindernd. Er ist ein wichtiger
Angriffspunkt fur moderne Krebstherapie und EGF-antagonisierende Medikamente haben
bereits Eingang in die klinische Anwendung gefunden. [32] Der EGF-Rezeptor kann aulRer
durch den EGF auch durch andere Liganden aktiviert werden, so z.B. durch den Heparin-
binding EGF-like growth factor (HB-EGF). Beide Faktoren, EGF und HB-EGF, werden
zundchst als membranstandige Proteine synthetisiert und dann proteolytisch in eine 16sliche
Form umgewandelt. Die l6sliche Form ist der letztendliche Ligand des Rezeptors, doch auch
fir die membranstdndigen Vorldufermolekiile werden verschiedene Funktionen diskutiert.
[33] So auch beim Transforming growth factor o (TGFA), der ebenfalls als
membranassoziiertes Molektl vorkommt und ebenfalls den EGFR aktivieren kann. Fur ihn ist
bei der verankerten Form eine sogenannte ,,juxtakrine Stimulation® iiber Zell-Zell-Kontakt
nachgewiesen. [33] Zu einer anderen Gruppe von Wachstumsfaktoren gehort der Insulin-like-
growth-factor (IGF) und sein Rezeptor (IGFR). Es existieren jeweils 2 Unterformen (IGF1/2
bzw. IGFR1/2). Darlber hinaus gibt es 6 regulierende Proteine, die IGF-binding-proteins
(IGFBP1-6) und Proteasen, die wiederum diese Proteine beeinflussen. Fast jeder Zelltyp im
menschlichen Korper 1a8t sich durch IGF stimulieren, der Rezeptor aktiviert den Ras/Raf- und
den PI3K-Signalweg. In der klinischen Forschung hat sich der IGFR in den letzten Jahren als

maogliches Ziel in der Krebstherapie etabliert. [34]
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Ein in seiner Rolle beziglich Zellproliferation und Pathogenese verschiedener Krankheiten
noch nicht vollstandig verstandener Wachstumsfaktor ist der Hepatocyte growth factor (HGF,
auch scatter factor genannt). Er aktiviert unter anderem auch die Ras/Raf- und die PI3K-
Kaskade und stellt ebenfalls einen Ansatzpunkt in der neueren Tumorforschung dar, jedoch ist
seine Wirkung auf verschiedene Zelltypen wesentlich vielféltiger als bei anderen
Wachstumsfaktoren. So ist flr ihn eine proliferationsfordernde Wirkung fur Epithelzellen der
Niere beschrieben, jedoch eine apoptoseinduzierende Wirkung an Epithelzellen der Ovarien.
[35] An Blasenkrebszellen konnte fiir ihn eine invasions- und migrationsfordernde Wirkung

beschrieben werden [36].

Die grolite hier behandelte Gruppe von Wachstumsfaktoren sind die fibroblast growth factors
(FGF). Im menschlichen Organismus sind 22 verschiedene FGFs beschrieben, wovon FGF1-
10 an fibroblast growth factor receptors (FGFR) binden. FGF11-14 weisen zwar deutliche
strukturelle Ahnlichkeiten zu den anderen FGFs auf, binden jedoch an andere Rezeptoren und
erfillen unterschiedliche Funktionen. FGF16-23 sind bis jetzt noch nicht vollstandig
charakterisiert. FGF15 existiert im Menschen nicht. Die FGF-Familie wird sowohl in
embryonalem als auch in adultem Gewebe exprimiert und ist an der Embryonalentwicklung,
z.B. der Extremitdten und des Nervensystem beteiligt, sowie beim Erwachsenen an

Wundheilung und Geweberegeneration. [37]

AuBer Wachstumsfaktoren seien hier noch weitere Proteine erwéhnt, die im Folgenden von
Bedeutung sein werden: der leukemia inhibitory factor (LIF) und zwei Vertreter der
sogenannten CCN-Proteine — Cyr61 (cysteine-rich, angiogenic inducer, 61) und CTGF

(Connective tissue growth factor).

LIF ist ein in nahezu allen Geweben vorkommendes Zytokin aus der Gruppe der Interleukine
mit einer groBen Anzahl verschiedener Funktionen im Organismus, u.a. als Regulator der
Hamatopoese, der ACTH-Sekretion und auch der Proliferation verschiedener Zelltypen.
Hervorzuheben ist hier seine stimulierende Eigenschaft auf Muskel-Satellitenzellen und auf
Herzmuskelzellen. Seit eine biotechnologische Herstellung mdglich ist, findet er dariber
hinaus breite Anwendung in der Stammzellforschung aufgrund seiner Eigenschaft, die

Totipotenz embryonaler Stammzellen zu erhalten. [38]

Die CCN-Familie beinhaltet eine Reihe von Genen, die sich in den letzten Jahren im
Gegensatz zu ihrer friheren Einordnung in die N&he der Wachstumsfaktoren als
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eigenstandige Gruppe etabliert hat. Zwei von ihnen sollen hier kurz beleuchtet werden. Der
CTGF wird vorwiegend in Fibroblasten, Endothelzellen, glatten Muskelzellen von GefaRen
und Epithelzellen exprimiert und besitzt mitogenes Potential fur verschiedene Zelltypen.
Hierbei scheint er aber nicht als eigenstandiger Wachstumsfaktor, sondern als Mediator
anderer Signalgeber zu fungieren. Der synergistische Effekt mit Wachstumsfaktoren (z.B.
PDGF, EGF) auf die Zellproliferation deutet darauf hin, dal} er andere Signalwege aktiviert
als diese. [39]

Cyr61 kommt in variierender Starke der Prasenz in vielen adulten menschlichen Geweben
vor. Das Protein gilt als Mediator mitogener Substanzen, wie PDGF, EGF und FGF. Es
besitzt selbst kein mitogenes Potential, verstarkt aber die Wirkung o.g. Faktoren. Abh&ngig
vom jeweiligen Zelltyp kann die Expression des Cyr61-Gens von Wachstumsfaktoren z.T.

schnell und betrachtlich gesteigert werden. [39]
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1.6 Reaktionen glatter Muskulatur auf mechanischen Stref3

Die Ablaufe auf zellulérer Ebene, die sich innerhalb glatter Muskulatur bei mechanischer,
insbesondere Druck- und Dehnungsbelastung, abspielen und fir eine Entstehung von
Hyperplasie und Hypertrophie bedeutsam sind, sind seit langerer Zeit von besonderem
wissenschaftlichem Interesse. Im Zentrum der Forschung standen hier bisher vor allem die
glatten Muskelzellen von arteriellen GefalBwénden unter Belastung mit Driicken, die im
physiologischen Bereich des arteriellen GeféalRsystems liegen. Im Hinblick auf den
Gegenstand der vorliegenden Arbeit sei im Folgenden jedoch ein Schwerpunkt auf
Erkenntnisse im Hinblick auf glatte Muskulatur der Blasenwand gelegt. Desweiteren wird die
Rolle des PDGF und PDGF-abhangiger Signalwege bei der Reaktion glatter Muskulatur auf
mechanische Krafte an dieser Stelle ausgeklammert, da sie aufgrund ihres zentralen

Charakters fur diese Arbeit detailliert im folgenden Abschnitt besprochen wird.

Wie Dbereits dargelegt wurde, werden durch chronische Druckbelastung der Harnblase
Umbauprozesse induziert, die zu pathologischer Proliferation von Bindegewebe und
Hypertrophie und Hyperplasie der glatten Muskulatur fiihren. Bereits vor einiger Zeit konnte
gezeigt werden, dal? durch Druckbelastung die Bildung von Typ I11-Kollagen und Fibronectin
durch glatte Muskelzellen verstarkt wird und somit mechanische Reize einen direkten Einfluf3
auf Bildung extrazellularer Matrixproteine haben. [16] Ebenso gilt seit langerem als gesichert,
dall erhohte bzw. erniedrigte Expression bestimmter Gene bei den auf eine infravesikale
Obstruktion folgenden Umbauprozessen eine Schltsselrolle spielt. [40, 41] Auch bei nur
kurzfristiger Uberdehnung der Blase von Tagen bis Wochen konnte am Rattenmodell sowie
am Meerschweinchen ein direkter Anstieg der DNA-Synthese in glatten Muskelzellen der
Blasenwand nachgewiesen werden. [42, 43] Andere Untersuchungen zeigten, dal3 die durch
mechanische Reize provozierte Reaktion vom Ausmal der einwirkenden Kréfte abhangt. So
zeigte sich bei leichter Dehnung glatter Blasenmuskelzellen in vitro vordergriindig eine
erhohte Proteinsynthese, bei starkerer Dehnung ausschlieBlich eine vermehrte DNA-Synthese.
[44] In einer weiteren in-vitro-Studie wirkte ein hydrostatischer Druck von 100mmHg
proliferationsfordernd, ein Druck von 200mmHg hingegen apoptoseinduzierend auf glatte
Muskelzellen der Blase. [45]

Da wie oben bereits dargelegt die Regulation der Expression bestimmter Gene fir die

zelluldre Antwort glatter Muskelzellen auf Druck- und Dehnungsreize von zentraler
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Bedeutung ist, existiert bereits eine Reihe von Untersuchungen bezuglich Auf- und
Abregulation der Genexpression. So konnte schon vor einiger Zeit der IGF1 als Kandidat fur
eine relevante Uberexpression sowohl unter zyklischer als auch kontinuierlicher
Druckbelastung identifiziert werden. [46, 47] Als gesichert gilt in der Literatur weiterhin eine
bereits nach Stunden zyklischer Druckbelastung nachweisbare Uberexpression des HB-EGF
in glatten Muskelzellen. [48-50] Darlber hinaus zeigte sich in einer weiteren Untersuchung
ein Anstieg der Expression des Gens des Entziindungsmediators Cyclooxygenase-2 (COX-2,
auch: PTGS2) unter zyklischer Druckbelastung. [51] Ebenso konnte in verschiedenen
Arbeiten ein Anstieg der Expression des LIF [50] und von Cyr61l und CTGF [52-54] bei
mechanischen Reizen gezeigt werden. Uber welche Rezeptoren und Signalwege eine Antwort
auf Druckbelastung intrazellulér vermittelt wird, ist eine weitere Frage, die sich im
Zusammenhang dieser Beobachtungen stellt und deren Beantwortung bereits zahlreiche
Publikationen gewidmet sind. Es wird derzeit angenommen, dal? mehrere Signalwege und
Transkriptionsfaktoren fir diese Mechanotransduktion verantwortlich sind. Gezeigt werden
konnte eine mechanosensitive Aktivierung der JNK [55], eine Kinase aus der Familie der
MAP-Kinasen, sowie eine erhéhte Aktivitat der PKC [56, 57] und des PI3K-Signalwegs [58].
Als wichtigster hierdurch regulierter Transkriptionsfaktor gilt hierbei AP1. [41, 49] Bezlglich
beteiligter Rezeptoren scheint, passend zur bekannten Uberexpression von EGF und HB-EGF
der EGFR eine wichtige Funktion zu haben. So konnte kiirzlich nachgewiesen werden, daf}
eine Antagonisierung des EGFRs die stimulierende Wirkung mechanischer Reize an der
glatten Muskelzelle abschwachen kann.[59] AulRerdem wird dem PDGF und seinem Rezeptor
eine Schlisselrolle in der Mechanotransduktion glatter Muskelzellen zugesprochen. [41] Dies

soll nun u.a. im folgenden Abschnitt besprochen werden.
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1.7 Die Rolle des PDGF im Proliferationsverhalten glatter

Muskelzellen

Dal} der PDGF eine wichtige Rolle im Proliferationsverhalten und auch in der Reaktion auf
mechanische Belastung in glatten Muskelzellen hat, ist weithin eine akzeptierte Tatsache.
Auch pathogenetische Bedeutung bei Hyperplasie glatter Muskulatur, insbesondere als
Reaktion auf Druckbelastung wird ihm beigemessen. [41] Noch nicht vollstandig gekléart ist
hierbei der genaue Mechanismus mittels dem der PDGF physikalische Reize in mitogene
Signale umsetzt. An Zellkulturen aus glatten Gefalmuskelzellen konnte in vitro durch Druck
eine autokrine Sekretion hervorgerufen werden. [60] Desweiteren lie sich in
GefaRmuskelzellen eine druckbedingte Uberexpression des PDGFR-B beobachten. [61] In den
im Zellverbund den Muskelzellen benachbarten Fibroblasten wurde in Kulturen aus
Blasengewebe unter mechanischer Belastung ebenfalls eine Uberexpression sowohl des
PDGFB, als auch des PDGFR-B nachgewiesen [62], so dall auch parakrine
Stimulationsmechanismen vermutet werden konnen, da eine Mitogenitat fir PDGF-BB an
glatten Muskelzellen bestimmter Herkunft ebenfalls bereits gezeigt wurde. [63] Einen
weiteren Anhalt fur eine parakrine Sekretion liefert eine Untersuchung, in der eine PDGF-BB-
Sekretion aus kultivierten bovinen arteriellen Endothelzellen mittels Dehnungsbelastung
provoziert wurde. [64] Ebenso scheint eine rein mechanosensitive Komponente des PDGF-
Rezeptors plausibel, da, wiederum an Kulturen aus GeféaBmuskelzellen, eine
ligandenunabhédngige Phosphorylierung des PDGFR-a allein durch zyklische Druckbelastung
hervorgerufen werden konnte. [65] Ein weiterer Punkt ist die unterschiedliche Bedeutung der
jeweiligen Untereinheiten von Ligand und Rezeptor fir die PDGF-vermittelte zelluldre
Reaktion. Der PDGF-AA, bzw. der PDGFR-a scheinen diesbeziiglich eher flr gesteigerte
Proteinsynthese, der PDGF-BB bzw. PDGFR-J fiir vermehrte Zellproliferation verantwortlich
zu sein. Daher wird vermutet, daf} der PDGF sowohl an der Hyperplasie, als auch an der
Hypertrophie glatter Muskulatur einen Anteil hat. [66]

Beziiglich der Signaltransduktion weisen die bisherigen Beobachtungen eine gewisse
Schnittmenge zwischen PDGF-aktivierten und mechanisch aktivierten Signalwegen auf.
Sowohl mechanische Belastung, als auch Stimulation mit PDGF aktivieren Kinasen der
MAPK-Familie, die PI3K-Kaskade sowie die PKC-Kaskade in glatten Muskelzellen. [67, 68]
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2 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zundchst in vitro mittels ELISA die mitogene Wirkung
von PDGF-BB auf Zellkulturen humaner glatter Muskulatur der Harnblase zu untersuchen
und somit zum einen die bisherigen Erkenntnisse von Stehr et al. [63] zu bestatigen und
dariber hinaus in einem neuen Ansatz zwischen Detrusor- und Trigonumzellen zu
differenzieren und so erste Anhaltspunkte fiir etwaige Unterschiede im Proliferationsverhalten

beider Zelltypen zu gewinnen.

Im né&chsten Schritt sollte mittels quantitativer Expressionsanalysen die unmittelbare Reaktion
von glatten Blasenmuskelzellen auf mechanischen Strel3 erforscht werden. Zu diesem Zweck
sollten in vitro kultivierte glatte Muskelzellen in einer speziellen Vorrichtung kontrolliert
einem Uberdruck ausgesetzt und die Genexpression verschiedener Zielgene quantitativ
bestimmt werden. AnschlieRend sollte die Expression mit derjenigen von unbehandelten
Kontrollkulturen verglichen werden. Die Mehrzahl der Autoren vorheriger Arbeiten aus
diesem Gebiet arbeiteten mit relativ hochfrequentem zyklischen Wechsel von Druck und
Relaxation, was den tatsédchlichen hydrostatischen Verhéltnissen innerhalb der Blase nur
leidlich nahekommt. Daher erschien es sinnvoll, dieses Experiment mit kontinuierlichem
Druck ohne Entspannungsphasen durchzufiihren. Der hier zur Anwendungen gekommene
Druck von etwa 100 mmHg, (entspricht ca. 125 cmH,0) liegt deutlich in einem Bereich, der
in vivo als pathologisch angesehen wird, ist aber nicht so hoch, da davon ausgegangen
werden miusste, dal’ er auf die Muskelzellen unmittelbar apoptoseinduzierend wirkt [45]. Die
Zeitspanne der Druckbelastung wurde mit 1 Stunde so gewahlt, daR mdglichst kurzfristige

und direkte Anderungen in der Genexpression erfalt werden kénnen.

Das Hauptaugenmerk der Expressionsanalysen sollte auf dem PDGF bzw. dem PDGF-
Rezeptor liegen, um Hinweise darauf zu finden, ob die Muskelzellen unter Druckbehandlung
sensibler fur PDGF werden und/oder den Wachstumsfaktor selbst autokrin verstarkt

sezernieren.

Dariiber hinaus wurden noch weitere Wachstumsfaktoren mit korrespondierenden Rezeptoren
in die Analyse mit einbezogen, die nach Sichtung der bisherigen Literatur von Interesse

schienen.
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AbschlieBend sollten wiederum die jeweiligen Daten getrennt in Detrusor und Trigonum
verglichen werden, um etwaige Unterschiede im Proliferationsverhalten herauszuarbeiten, die
aufgrund der verschiedenen embryologischen Herkunft und des unterschiedlichen klinischen
Erscheinungsbildes nicht unwahrscheinlich waren.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Ldsungen, Medien, Zusatze

Name

Zellkultur, Immunhistologie+BrdU-Assay

Hersteller

Phosphate buffered saline (PBS)

Glutamax RPMI 1640 Medium

Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM)
Fetal calf serum (FCS)
Penicillin/Streptomycin

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Trypsin-EDTA

PDGF-BB recombinant, Mouse
Paraformaldehyd

anti-muscle-actin (mouse)-AK

Glycergel® Mounting Medium

MRNA-Isolation, cDNA-Synthese+realtime-PCR

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma-AldrichChemieGmbH, Steinheim
PAA Laboratories GmbH, Colbe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma-AldrichChemieGmbH, Steinheim
DakoCytomation GmbH, Hamburg
DakoCytomation GmbH, Hamburg

TRI Reagent® RNA Isolation Reagent

UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water

Random Hexamere

dNTPs (100 mM)

SuperScript® Il Reverse Transcriptase
Ribonuclease H (RNase H)

iTag SYBR Green Supermix

Molecular Research Center, Inc.,
Cincinnati, OH, USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Roche Diagnostics GmbH, Penzberg
Roche Diagnostics GmbH, Penzberg)
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
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3.1.2 Kulturmedien

Kulturmedium:

Low-serum-Medium:

Serumfreies Medium:

Einfriermedium:

3.1.3 Kits

Glutamax RPMI 1640 + 10% fetal calf serum + 1% Penicil-

lin/Streptomycin

Glutamax RPMI 1640 + 0,5% fetal calf serum + 1% Penicil-

lin/Streptomycin
Glutamax RPMI 1640 + 1% Penicillin/Streptomycin

5 Teile fetal calf serum, 4 Teile DMEM, 1,25 Teile DMSO

Beide aufgefiihrten Systeme wurden entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Etwaige

Anderungen im Protokoll sind in den jeweiligen Kapiteln im Methodenteil angegeben.

Cell Proliferation ELISA, BrdU

(chemiluminescent)

Detection Kit Immunfluoreszenz

3.1.4 Verbrauchsmaterial

Material

Nalgene® Kryorohrchen

Costar® Stripette® Serologiepipetten
Zellkulturflaschen

Biosphere® Filterspitzen

Falcon™ 14(50) ml Tubes
Zellschaber

Chamber slides

Deckglaser

BioFlex 6-well Plates - Collagen Typ I/IV

Roche Diagnostics GmbH, Penzberg

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Hersteller

Schubert & Weiss GmbH, Miinchen
Corning GmbH, Wiesbaden

Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

BD, Heidelberg NUNC Roéhrchen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold
Menzel-Glaser, Braunschweig

Dunn Labortechnik, Asbach
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Standard 96 Well PCR Plates
LumiNunc™ Microwell Plates
Multidishes Nunclon™

Safe-Lock Reaktionsgefalie

3.1.5 Gerate:
Gerat

BioPhotometer

Biofuge fresco

Biofuge pico

Centrifuge 5702

Centrifuge LMC-3000
COs-Inkubator MCO-20AIC
FlexCell® Strain Unit
Fluoview FV1000 Confocal Mikroskop
GENios Microplate Reader
Mastercycler ep gradient S
Mikroskop Axiovert 40 CFL
Pipette Accu-Jet

Sicherheitswerkbank HeraSafe

Thermomixer Comfort

Thermomixer Compact

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen
Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold
Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold
Eppendorf AG, Hamburg

Hersteller

Eppendorf AG, Hamburg

Heraeus GmbH, Hanau

Heraeus GmbH, Hanau

Eppendorf AG, Hamburg

Kisker-Biotech, Steinfurt

Sanyo, Tokio, Japan

Dunn Labortechnik, Asbach

Olympus Europa GmbH, Hamburg

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim

Eppendorf AG, Hamburg

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena

Brand GmbH + CO KG, Wertheim

Kendro Laboratory Products GmbH,
Hanau

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Bohemia, NY,
USA

3.1.6 Synthetische Oligonukleotide

Alle Primer wurden durch den Autor mit Primer Express 2.0 entworfen und von Eurofins

MWG Operon, Ebersberg bezogen. Die Primer wurden in ddH,0 zu 100 uM geldst.
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Symbol

CTGF

CYR61

EGF

EGFR

FGF1

FGF12

FGF6

FGF7

FGFR1

FGFR3

HBEGF

HGF

IGF1

IGFIR

LIF

NGFB

NGFR

PDGFB

PDGFRA

PDGFRB

TGFA

forward primer (5°-3”)

GGTGTGTGACGAGCCCAAG

CGAGGTGGAGTTGACGAGAAA

TTTGCTCCTGTGATTATGATGGA

AACTGTTTGGGACCTCCGGT

GGGCCACTTCCTGAGGATC

CAGATGCACCCAGATGGTACC

TCTCGCGCCGGGCTA

CTGAGGATCGATAAAAGAGGCAA

AGCACATCGAGGTGAATGGG

GGGCATGGAGTACTTGGCCT

GAGAATGCAAATATGTGAAGGAGCT

TCACGAGCATGACATGACTCC

TGGTGGATGCTCTTCAGTTCG

CGATGTGTGAGAAGACCACCA

CTGAGGTTTCCTCCAAGGCC

CAGCTTTCTATCCTGGCCACA

CATCCTGGCTGCTGTGGTT

TGCTGCAACAACCGCAAC

TGGATTGAACCCTGCTGATG

CACAATGACTCCCGTGGACTG

TTCCCACACTCAGTTCTGCTTC

reverse primer (5°-37)

CATAGTTGGGTCTGGGCCAA

GCGAGGCTCCATTCCAAAA

CGGTCACCAAAAAGGGACATT

AAGGCATGGCAGACCTGG

TTCCGCACTGAGCTGCAG

CTACACGCAGGCCCACG

TGCAGTAGAGCCTCCGCTG

TTCCAACTGCCACTGTCCTG

TTGTCGGTGGTATTAACTCCAGC

GATCTTCATCACGTTGTCCTCG

GGGAGGCTCAGCCCATG

CCAGGGTGATTCAGACCCAT

TGAGGCGCCCTCCGA

CCACACGTGCTTGGGCA

TCCAGTGCAGAACCAACAGC

CGCCTGTATGCCGATCAGA

GCTGTTGGCTCCTTGCTTGT

GCTTCTTCCGCACAATCTCG

ATCAGCCTGCTTCATGTCCAT

CATCATTAGGGAGGAAGCCCA

ACCAACGTACCCAGAATGGC



VEGFA

FGF6

FLT1

ACVR2B

KDR

TBP

3.1.7

Name

GTGTACGTTGGTGCCCGC

CCCTCTTCGTTGCCATGAAC

AAGCAGGCAAATGTGTTCAAAA

AAGAAGGGCTGCTGGCTAGAT

TGACTTGGCCTCGGTCATTT

GCCCGAAACGCCGAATAT

Software

Primer Express 2.0

Microsoft Office 2007

Open Office 3.1.1

Tinker Cell 1.0.0

EndNote X2

3.1.8 Datenbanken und Recherche

Cochrane Library

ACAAATGCTTTCTCCGCTCTG
TTGGGCAGGAGGGTTTCTC
CCGGGAATGATGATACAGCC
AGCAGCAGAAGTACACCTGGG
AATGTACACGACTCCATGTTGGTC

CCGTGGTTCGTGGCTCTCT

Hersteller

Applied Biosystems

Microsoft

Freeware

Freeware

Thomson Reuters

The Cochrane Collaboration, Freiburg

GeneCards® V3 Weizmann Institute of Science, Rehovot, Israel

MEDLINE
PubMed

National Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD, USA
U.S. National Library of Medicine, Bethesda, MD, USA
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 Probengewinnung

Die Gewinnung von Muskelgewebeproben aus M. Detrusor (D) und Trigonum vesicae (T)
erfolgte im Rahmen von Ureterreimplantationen am Dr-von-Haunerschen-Kinderspital der
LMU Munchen bei Patienten im Kindesalter. Die Weiterverarbeitung erfolgte unmittelbar
nach der Probeentnahme. Die Entnahme erfolgte im Sinne eines informed consent, auf der
Grundlage des Ethikvotums Nr. 056-11 der Ethikkommission der Medizinischen Fakultét,

welches in Kopie der vorliegenden Arbeit beigefiigt ist.

3.2.1.2 Zellkultur

Die Gewebestticke wurden nach sterilem Transport unter dem Abzug in PBS gewaschen, mit
einem Skalpell zerteilt und je nach Probengrof3e in 1-2 15ml-Zellkulturflaschen verteilt. Nach
Zugabe von 0,5-1ml Kulturmedium wurde der Ansatz inkubiert. Ein Wechsel des
Kulturmediums erfolgte alle 2-3 Tage. Die Gewebestlicke wurden nach spatestens einer
Woche entfernt. Ab diesem Zeitpunkt wurden 5ml Kulturmedium pro Flasche zu den
Kulturen gegeben. Ein Mediumwechsel erfolgte weiterhin alle 2-3 Tage. Eine Begutachtung
und Kontrolle der Zellkulturen erfolgte regelméRig unter dem Lichtmikroskop. Bei
ausreichendem Zellwachstum wurden die Kulturen im Verhéltnis 1:2 gesplittet (siehe
Abschnitt 3.2.1.3). Sobald dies mdglich war, wurden Zellen aus einer frihen Passage als

Reserve eingefroren (siehe Abschnitt 3.2.1.5).

Sofern nicht anders angegeben wurden Zellkulturen stets bei 37°C in einer Atmosphére mit
5% CO2 bei 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert.
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3.2.1.3 Trypsinieren/Splitten

Das Kulturmedium wurde abgesaugt und die Zellen in 3ml PBS pro Flasche gewaschen.
Danach wurde pro Flasche 1ml Trypsin-EDTA-LGsung dazugegeben und fur 2 Minuten bei
37°C inkubiert. Dann wurden 4ml Kulturmedium hinzugegeben, die Zellen vorsichtig mit
einem Zellschaber vom Boden gelést und samt Medium in ein 14ml-Falcon-Réhrchen

ubertragen. Die Zellsuspension wurde fir 5 Minuten bei 1000rpm zentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in der fir die gewiinschte Weiterverarbeitung
erforderlichen Menge Kulturmedium resuspendiert. Fir das Splitten im Verhaltnis 1:2 wurden
die Zellen in 10ml Kulturmedium geldst, die anschlieRend zu gleichen Teilen auf 2 neue

15ml-Zellkulturflaschen verteilt wurden.

3.2.1.4 Zellen zdhlen

Die Zellen wurden wie vorher beschrieben trypsiniert und das nach dem zentrifugieren
gewonnene Pellet in 1ml Kulturmedium gelost. 10ul der gewonnen Zellsuspension wurden in
eine Zahlkammer pipettiert, anschlieBend 1-3 Kleinquadrate unter dem Lichtmikroskop
ausgezéhlt und hieraus die Zellzahl/ml und ggf. das fur die Weiterverarbeitung erforderliche

anteilige Volumen der Zellsuspension berechnet.

3.2.1.5 Einfrieren von Zellen

Zunéchst wurde die erforderliche Menge Einfriermedium bei 4°C aufgetaut und pro 15ml-
Zellkulturflasche 5 Kryordhrchen ebenfalls bei 4°C gekihlt. Die zum einfrieren bestimmten
Zellkulturen wurden wie beschrieben trypsiniert, das Pellet in 0,5mlI DMEM gel6st und sofort
7ml Einfriermedium je Zellkultur dazugegeben und durchmischt. 1,5ml der entstandenen
Lésung wurden in je ein Kryoréhrchen Gberfuhrt, welche ziigig bei -80°C eingefroren und

nach 1-3 Tagen in den Kryoturm umgelagert wurden.
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3.2.1.6 Auftauen von Zellen

Je aufzutauendem Kryordhrchen wurde ein 14ml-Falcon-Réhrchen mit 9ml Kulturmedium
befullt und eine 15ml-Zellkulturflasche bereitgelegt. Die entsprechenden Kryordhrchen
wurden dem Kryoturm entnommen, zigig transportiert, aufgetaut und der Inhalt in die
vorbereiteten 14ml-Falcon-Réhrchen (berfihrt. Diese wurden fur 5 Minuten bei 1000rpm
zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Pellet in 5ml Kulturmedium resuspendiert und in
die jeweilige 15ml-Zellkulturflasche Gberfuhrt. Der erste Wechsel des Mediums erfolgte am

néchsten Tag.

3.2.2 Immunfluoreszenzfarbung

Zum Nachweis, dal3 es sich bei den gewonnenen Zellkulturen um Muskelzellen handelte,
wurde eine Immunfluoreszenzfarbung des Markerantigens muscle-actin mit fixierten Zellen

durchgefihrt.

Die entsprechende Zellkultur wurde wie beschrieben trypsiniert und ca. 10.000 Zellen pro
Kammer in chamber slides ausgesat. Nachdem die Zellen angewachsen waren, wurden sie fir
15 Minuten in Paraformaldehyd fixiert und anschlielend luftgetrocknet. Die fixierten Zellen
wurden vor jedem der folgenden Arbeitsschritte bis zur Gegenfarbung dreimal fiir 5 Minuten

in Tris-Puffer gewaschen.

Zunachst wurde der Ansatz fir 10 Minuten mit blocking reagent blockiert und anschlie}end
der Primarantikorper muscle actin in der Verdinnung 1:25 bei 4°C einschlieBlich
Negativkontrolle Gber Nacht inkubiert. Der Sekundarantikdrper wurde fir 90 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und im Anschluf? die Chromogen-Substrat-L6sung zweimal fur 3
Minuten dazugegeben. Die Gegenfarbung erfolgte mit H&malaunlésung fir 2 Minuten.
Danach wurden die chamberslides mit Wasser gespult, getrocknet und nach Entfernung der

Kammern und Kontrolle unter dem Lichtmikroskop mit Glycergel eingedeckelt.
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3.2.3 BrdU-Proliferationsassay

Zur Untersuchung des Proliferationsverhaltens der gewonnenen Zellkulturen unter
Behandlung mit Platelet-derived growth factor BB wurde ein Bromdesoxyuridin (BrdU)-
gekoppelter ELISA durchgefiihrt. BrdU wird in proliferierenden Zellen bei der DNA-
Synthese anstelle von Desoxythymidintriphosphat in die neu synthetisierte DNA eingebaut.
Uber eine Messung der wahrend eines definierten Beobachtungszeitraums erfolgten BrdU-
Inkorporation kann so indirekt die Proliferationsaktivitédt einer Zellkultur bestimmt werden.
Bei ausschlieBlicher Behandlung synchronisierter Zellen mit PDGF-BB in serumfreiem
Medium kann diese Aktivitat mit der Antwort auf PDGF-BB nahezu gleichgesetzt werden.

Von jeder zu untersuchenden Zellkultur wurden in eine schwarze 96-well-Platte mit
durchsichtigem Boden 4 wells mit je 5000 Zellen in 100l Kulturmedium ausgesit. Zusétzlich
wurden als Hintergrundkontrolle 4 wells ausschlieBlich mit je 100 pl Kulturmedium befullt.
Mit der Hintergrundkontrolle wurde im folgenden — bis auf die Zugabe von PDGF-BB —
ebenso verfahren, wie mit den tbrigen wells. Der Ansatz wurde fur 24h bei 37°C inkubiert.
Danach erfolgte zur Synchronisierung der Zellen ein Wechsel des Nahrmediums von
normalem Kulturmedium zu low-serum-Medium fir 48h. AnschlieBend wurde PDGF-BB in

verschiedenen Konzentrationen in serumfreiem Medium hinzugegeben.

Nach 8h Inkubation wurde die gebrauchsfertige BrdU-Lodsung dazupipettiert, so dal3 eine
Endkonzentration von 10uM BrdU erreicht wurde. Nach weiteren 16h Inkubation wurde das
Medium aus allen wells entfernt und die Zellen luftgetrocknet. Dann wurden pro well 200ul
der gebrauchsfertigen FixDenat-Ldsung auf die Zellen gegeben und bei Raumtemperatur fiir
30 Minuten inkubiert.

AnschlieSend wurden 100 pl pro well der kurz vor der Verwendung vorbereitete Anti-BrdU-
POD working solution nach Entfernung der FixDenat-Lésung zu den Zellen gegeben und fr
90 Minuten, ebenfalls bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden alle wells abermals
entleert und die Reste der Anti-Brdu-POD working solution durch dreimaliges waschen der
wells fiir 0,5-5 Minuten mit 1:10 in aqua dest. verdiinntem washing buffer entfernt.

Zur abschlieBenden Substratreaktion und Lumineszenzmessung wurde der Boden der 96-well-
Platte zun&chst mit einer nicht-durchsichtigen selbstklebenden Folie abgeklebt und 100 pl pro

well der vorbereiteten 20°C warmen Substrat-Ldsung zuigig hinzupipettiert. Der Ansatz wurde
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fiir 3 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Shaker inkubiert und dann in einem microplate-
Luminometer die Lumineszenzmessung durchgefuhrt. Die Ergebnisse (rlu/s) wurden von

einem angeschlossenen Computer aufgezeichnet.

3.2.4 Druckexperiment

Zur Untersuchung der Genexpressionsanderungen in glatten Muskelzellen unter
Druckbedingungen mussten lebende Zellen unter Kulturbedingungen hydrostatischem Druck
ausgesetzt werden. Zu diesem Zweck wurden pro Zellkultur etwa 100.000 Zellen pro well in
mindestens zwei wells einer Bioflex Flexcell 6-well-Platte in je 2ml Kulturmedium ausgesat,
nachdem sie wie beschrieben trypsiniert worden waren. Danach wurden die Zellen bis zur
annahernden Konfluenz wachsen gelassen und anschliefend zur Synchronisation fir 48h in
low-serum-Medium inkubiert. Vor dem Druckexperiment wurde das low-serum-Medium
gegen serumfreies Medium ausgetauscht. Da das fur das Druckexperiment erforderliche Gerat
sich nicht am Arbeitsplatz des Autors befand, war an dieser Stelle ein Transport von ca. 120
Minuten  erforderlich. Hierzu wurden die 6-well-Platten nach  Mdglichkeit
temperaturkonservierend gepolstert und verpackt. Nach Ankunft wurden die Kulturen
zundchst etwa 60 Minuten bei 37°C inkubiert und dann an das Flexcellsystem [69]

angeschlossen.

33



e

)

Zellkultur

Statischer Druck 100mmHg (entspr. ca. 136cm H20) fiir 1h

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Funktionsweise des Flexcellsystems: Die
Zellkulturen wurden im Inkubator luftdicht an den von Computer und Steuerungseinheit
kontrollierten Kompressor angeschlossen und flir die vorgegebene Zeit dem gewinschten

Druck ausgesetzt.

Die Zellkulturen wurden anschlie3end fir 60 Minuten einem statischen Druck von 100mmHg
ausgesetzt und gleichzeitig eine Kontrollkultur ebenfalls fir 60 Minuten in serumfreiem
Medium bei 37°C im Inkubator belassen. Danach erfolgte unmittelbar die Isolation von
MRNA (siehe Abschnitt 3.2.5).

3.2.5 RNA-Isolation

Um die Expression der Kandidatengene unter Druckbedingungen spéater quantifizieren zu
kdénnen musste zunachst MRNA aus den Zellen, mit denen das Druckexperiment durchgefiihrt
wurde, isoliert werden. Hierzu wurde direkt im Anschluf? an die Druckbehandlung 1ml Tri-
Reagent zu jedem well direkt auf die Zellen gegeben und das Lysat mehrmals durchpipettiert.

Die Lysate wurden in je ein RNAse-freies 2ml-Tube tberfuhrt. An dieser Stelle wurde das
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weitere Procedere zwecks Riicktransport der Proben an den Arbeitsplatz abermals fir ca. 120
Minuten unterbrochen. Danach wurden jeweils 0,4ml Chloroform zu den Ansatzen pipettiert,
die Proben fir je 15 Sekunden gevortext und fur weitere 3 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Fur die anschlieende Phasentrennung wurden die Ansétze fir 15 Minuten bei 4°C
und 12.000g zentrifugiert. Die obere Phase wurde mdglichst vollstandig in je ein neues 2ml-
Tube Uberfuhrt und mit je 1 Volumen Isopropanol gemischt. Anschlieend wurde alles wieder
fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und nochmals fiir 15 Minuten bei 4°C und
12.000g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, es wurde je 1,5ml gekiihltes (4°C)
70%iges Ethanol dazugegeben und gevortext. Dann wurden die Ansétze fur 5 Minuten bei
4°C und 7.500g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet luftgetrocknet. Die
Pellets wurden fiir 15 Minuten bei 55°C in je 25ul ultrapure H20 gel6st und die resultierenden
MRNA-Konzentrationen mit einem BioPhotometer gemessen. Wenn keine direkte
Weiterverarbeitung erfolgte, wurden die mRNA-Proben bei minus 80°C eingelagert.

3.2.6 cDNA-Synthese

Zur Durchfiihrung der quantitativen realtime-PCR musste aus der aus dem Druckexperiment
isolierten mRNA cDNA gewonnen werden. Dies geschah durch umschreiben mittels reverser
Transkriptase. Je umzuschreibender cDNA wurden 2pg der vorher isolierten mRNA
eingesetzt und mit ultrapure H20 auf 7ul aufgefiillt. Nach Zugabe von 5ul Random
Hexameren (20ng/ul) wurde der Ansatz fiir 10 Minuten bei 70°C inkubiert. Danach wurden
jeweils 4pl 5x 1st strand buffer, 2ul DTT (0,1M) sowie 1ul ANTPs (10mM) dazupipettiert und
alles fir weitere 10 Minuten bei Raumtemperatur und danach fir 2 Minuten bei 42°C
inkubiert. Nach Zugabe von 1ul SuperScript II und vorsichtigem mischen wurde der Ansatz
fur 60 Minuten bei 42°C, anschlieBend sofort fir 10 Minuten bei 70°C inkubiert. Dann wurde
1ul RNAse H hinzugegeben, abermals vorsichtig gemischt und der Ansatz fiir 20 Minuten bei
37°C inkubiert. Zur weiteren Verwendung wurde die cDNA im Verhéltnis 1:5 mit ultrapure
H20 verdinnt. Falls keine direkte Weiterverwendung erfolgte, wurde die cDNA bei minus

20°C eingelagert.
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3.2.7 quantitative realtime-PCR

Die quantitative realtime-PCR wurde durchgefuhrt um eine Bestimmung der mdglichen
Expressionsédnderung in glatten Blasenmuskelzellen unter hydrostatischem Druck zu

ermoglichen.

Hierfur wurde zunéchst fur jede zu untersuchende cDNA ein Mastermix, bestehend aus einem
Teil cDNA (verdinnt), 4 Teilen ultrapure H20 und 5 Teilen Sybr green, hergestellt. Dann
wurden pro cDNA-Probe fiir jedes zu untersuchende Gen 18ul des Mastermix in ein well
einer 96-well PCR-Platte pipettiert und anschlieBend je 1ul des forward und reverse Primers
des entsprechenden Gens dazugegeben. No-template Kontrollen, bestehend aus Sybr green
und ultrapure H20 wurden mit einbezogen. Als Haushaltsgen diente TBP (TATA-Box-
binding-protein). Vor Beginn der PCR wurde die 96-well-Platte mit selbstklebender
Klarsichtfolie versiegelt und die Platte fir 2 Minuten bei 2000rpm zentrifugiert. Alle
vorgenannten Arbeitsschritte bis zur Zentrifugation wurden auf Eis und alle Pipettiervorgénge

mit PCR-Pipettenspitzen mit Filter durchgefuhrt.

Wahrend der anschlieBenden PCR wurden die Ct-Werte und Schmelzkurven vom Cycler in

Echtzeit gemessen und von einem angeschlossenen Computer aufgezeichnet.
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3.2.8 Auswertung:
3.2.8.1 BrdU Proliferationsassay

In die Auswertung des Proliferationsassays flossen Werte aus Einzelversuchen von 5
Zellinien Detrusor und 3 Zellinien Trigonum ein. Die 3 Trigonumproben waren jeweils

korrespondierend zu einer der Detrusorproben.

Die gemessenen Lumineszenzwerte wurden zunéchst hintergrundbereinigt, d.h. der Mittelwert
der Hintergrundkontrollen wurde von allen weiteren Rohwerten abgezogen. Die Werte
wurden anschliefend kontrollnormiert, und zwar dergestalt, dal fur jede Zellinie die
hintergrundbereinigten Rohwerte der verschiedenen PDGF-BB-Konzentrationen als
Vielfaches der jeweiligen experimentellen Kontrolle ausgedriickt wurden. Fir die Darstellung
und Interpretation der Ergebnisse wurde von einer nicht-normalverteilten Grundgesamtheit

ausgegangen, daher erfolgte die Darstellung als Median bzw. modifizierter Box-Plot.

3.2.8.2 quantitative realtime-PCR

In die Auswertung flossen Werte aus Einzelversuchen von jeweils drei Zellinien Detrusor und
Trigonum ein, von denen jeweils zwei korrespondierende Linien vom selben Patienten
stammten und jeweils eine Linie von unterschiedlichen Patienten. Die Werte wurden
normiert, indem der Wert des Haushaltsgens von jedem anderen Wert abgezogen wurde. Die
relative Expression der einzelnen Gene wurde durch potenzieren von 2 mit dem negativierten
erhaltenen Wert berechnet. Die fold induction nach Druckbehandlung der Zellen wurde aus

dem Quotienten der relativen Expressionen mit und ohne Druckbehandlung berechnet.

Auch hier wurde von einer nicht-normalverteilten Grundgesamtheit ausgegangen, die

Darstellung der Ergebnisse erfolgte analog zu Punkt 3.2.8.1
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4 Ergebnisse

4.1 Immunfluoreszenzfarbung
4.1.1 Detrusor

Abbildung 4.1: Farbung muscle actin Abbildung 4.2: Negativkontrolle 1gG

4.1.2 Trigonum

Abbildung 4.3: Farbung muscle actin Abbildung 4.4: Negativkontrolle 1gG

Eine Charakterisierung der verwendeten Zellen als Muskelzellen konnte bei allen in die
Auswertung einbezogenen Zellinien erfolgreich durchgefiihrt werden. Die Abbildungen
zeigen Beispiele fir positive Farbungen bei Detrusor- und Trigonumzellen.
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4.2 BrdU Proliferationsassay
4.2.1 Detrusor

Anderung der Proliferation nach PDGF-Inkubation (Median)
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Abbildung 4.5: Darstellung der Ergebnisse fiir die Detrusorzellen als Medianwert, also desjenigen
EinzelmeRwertes, bei dem jeweils 50% der Ubrigen MelRwerte oberhalb sowie unterhalb liegen. Es
zeigt sich in dieser Darstellung ein optisch ausgepragter Unterschied zur Behandlung der Zellen
mit PDGF in einer Konzentration von 1nM im Vergleich zu den Ubrigen untersuchten
Konzentrationen in Form einer deutlich hoheren Zellproliferation. Bezogen auf die
Negativkontrolle (=1) zeigt die kleinste Konzentration (0,01nM) sogar eine geringere

Proliferationsrate.
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Anderung der Proliferation nach PDGF-Inkubation (Box-Plot)
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Abbildung 4.6: Durch die Darstellung der Gesamtergebnisse im Box-Plot ergibt sich ein
differenzierteres Bild: auch hier zeigt sich wieder die Grundtendenz, dal die Proliferation von
Detrusorzellen durch Behandlung mit PDGF gesteigert wird.. Zusatzlich sient man jedoch auch
eine mit der Konzentration zunehmende Streuung der MeRwerte, die ein eher ungleichmaRiges
Verteilungsmuster aufweist. Die in der Medianwertdarstellung gewonnenen Eindriicke, dal3 eine
PDGF-Konzentration von 0,01nM die Zellproliferation méglicherweise hemmt, sowie dafl bei
0,1nM kein sichtbarer Effekt auf die Proliferation vorliegt, kdnnen in dieser Abbildung nicht
eindeutig nachvollzogen werden. Inkubation mit PDGF in einer Endkonzentration von 1nM zeigt
auch in dieser Darstellung trotz der grofRen Streuung den groRten stimulierenden Effekt auf die

Proliferation der Zellen.
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4.2.2 Trigonum

Anderung der Proliferation nach PDGF-Inkubation (Median)
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Abbildung 4.7: Darstellung der Medianwerte der MeRergebnisse fur Trigonumzellen. Hier zeigt

sich ein allenfalls geringer Effekt auf die Zellproliferation durch Behandlung mit PDGF, auch in

hoheren Konzentrationen. Die Proliferationsrate bei 0,01nM liegt auch hier unterhalb der

Negativkontrolle, bei den beiden hoheren Konzentrationen leicht oberhalb.
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Anderung der Proliferation nach PDGF-Inkubation (Box-Plot)
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Abbildung 4.8: Die Darstellung der Gesamtergebnisse im Box-Plot erfolgte hier leicht modifiziert
ohne oberen und unteren ,, Whisker ", da fiir die Trigonumzellen lediglich drei Mefsreihen vorlagen.
Man erkennt analog zur Medianwertdarstellung einen allenfalls geringen stimulierenden Effekt auf
die Zellproliferation, der mit der Endkonzentration von PDGF zu korrelieren scheint. Eine
ausgepragte Streuung der MeRwerte zeigt sich nicht. Auch hier relativiert sich der Eindruck aus
der Medianwertdarstellung, die geringste PDGF-Konzentration 0,01nM konnte einen negativen

Effekt auf die Zellproliferation haben.
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4.2.3 Vergleich zwischen Detrusor und Trigonum

Zellproliferation unter PDGF - Vergleich der Medianwerte
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Abbildung 4.9: In diesem Vergleich der vorher dargestellten Medianwerte zeigt sich deutlich als
herausragender Punkt die Steigerung der Proliferation von Detrusorzellen nach einer Behandlung
mit 1nM PDGF, wohingegen die Steigerung der Proliferation von Trigonumzellen unter denselben
Bedingungen im Vergleich kaum nennenswert erscheint. Bei den beiden anderen untersuchten
Konzentrationen ergeben sich in dieser Darstellung keine wesentlichen Unterschiede zwischen

Detrusor und Trigonumzellen.
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Zellproliferation unter PDGF - Vergleichende Darstellung im Box-Plot
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Abbildung 4.10: Auch im Box-Plot ergibt sich trotz der groReren Streuung der Detrusor-Werte eine
Uberschneidung mit dem korrespondierenden Trigonum-Plot bei 1nM lediglich im Bereich des
unteren ,, Whisker und somit ein erheblicher Unterschied im Ansprechen der Zellen auf
Behandlung mit 1nM PDGF. Bei den beiden anderen Konzentrationen sind die Uberschneidungen
zu den Trigonum-Werten deutlich grofer, so da® man bei 0,01 nM von keinem Unterschied im
Ansprechen auf PDGF sprechen kann. Bei 0,1nM zeigt sich zwar bei den Detrusorzellen eine
starkere Tendenz nach oben bzgl. der Zellproliferation, aufgrund der dennoch grof3en
Uberschneidung mit den entsprechenden Trigonum-Werten sind Aussagen bzgl. unterschiedlichem
Verhalten der beiden Zelltypen bei dieser Wachstumsfaktorenkonzentration eher zurlickhaltend zu

treffen.
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4.3 Druckexperiment und quantitative realtime-PCR

Um zundchst einen Eindruck zu gewinnen, welche der untersuchten Gene Uberhaupt in
Detrusor- und Trigonumzellen in relevantem Mal3e exprimiert werden, wird hier zundchst die
Expression fir jedes Zielgen im Verhdltnis zum Haushaltsgen (TBP) ohne vorherige
Druckbehandlung dargestellt. Auf Grundlage dessen werden dann im zweiten Schritt die
Unterschiede der Expression ausgewahlter Gene ohne und mit Druckbelastung der

Zellkulturen dargestellt (fold induction).

4.3.1 Detrusor

Relative Expression von PDGFB und PDGFRo/p (Median)
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Abbildung 4.11: Grafische Darstellung der Medianwerte der relativen Expression der
Ligandenuntereinheit PDGF-B, sowie der beiden Rezeptoruntereinheiten ohne Druckbelastung
(Kontrollgruppe) im Verhaltnis zum Haushaltsgen. Es zeigt sich, dall die Rezeptoruntereinheiten

im untersuchten Gewebe stark exprimiert werden, die Ligandenuntereinheit jedoch nicht.
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Relative Expression der restlichen Wachstumsfaktoren/-untereinheiten (Median)
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Abbildung 4.12: Darstellung der relativen Expression der lbrigen untersuchten Liganden bzw.
Ligandenuntereinheiten(Medianwert). Lediglich der FGF7, der HGF und der NGFB, sowie in
geringerem Male noch der HBEGF weisen eine relevante Expression im Verhaltnis zum
Haushaltsgen auf. Die brigen Wachstumsfaktoren wurden in den untersuchten Detrusorzellen- so
wie auch PDGFB- nicht exprimiert.
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Relative Expression der restlichen Rezeptoren/-untereinheiten (Median)
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Abbildung 4.13: Hier dargestellt sind die Medianwerte der relativen Expression der
korrespondierenden Rezeptoren bzw. Rezeptoruntereinheiten der untersuchten Zytokine. Eine
starke Expression in den untersuchten Detrusorzellen wiesen der FGFR1 und der EGFR auf.
Weniger stark wurden IGFR1 und ACVR2B exprimiert, die (ibrigen Rezeptoren nicht in relevantem

Ausmab.
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Relative Expression der CCN-Gene und LIF (Median)
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Abbildung 4.14: Aufgetragen ist die die relative Expression (Medianwert) der sogenannten CCN-

Gene und des LIF. Gut zu erkennen ist, dal alle drei untersuchten Gene in Detrusorzellen stark

exprimiert werden.
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Fold induction nach 1 h Druckbelastung (Median)
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Abbildung 4.15: Hier dargestellt sind die Medianwerte der foldinduction, d.h. der Faktor um den
sich die Expression der jeweiligen Gene in den Detrusorzellen nach einer Stunde Druckbelastung
steigerte oder verringerte. Mit einbezogen die die grafische Darstellung sind hier zunéachst alle
Gene, die eine relevante relative Expression in Detrusormuskelzellen aufwiesen. Fir die
Darstellung wurde eine logarithmische Skalierung der Y-Achse gewahlt, um etwaige negative
Effekte auf die Genexpression im richtigen Verhaltnis abbilden zu kénnen. Die X-Achse schneidet
beim Y-Wert ,, 1, da eine Verdnderung um den Faktor eins einer unverdnderten Genexpression
entspricht. Zu sehen ist hier, dal3 bei den beiden PDGF-Rezeptoruntereinheiten, sowie beim IGF1-
Rezeptor eine deutliche Steigerung der Expression nach Druckbelastung vorliegt, die Ubrigen
Rezeptoren weisen keine oder eine nur geringe Veranderung der Genexpression auf. Von den
Liganden sticht der HGF mit einer deutlichen Steigerung der Expression heraus, die Expression
des NGFB scheint hingegen verringert. Beim FGF7 ergab sich eine sehr geringe Steigerung der
Expression. Die CCN-Gene zeigen alle eine geringfiigig ansteigende Expression, so wie auch der
LIF.
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Fold induction nach 1h Druckbelastung (Box Plot)

10 ~

fold induction
=

Y

Abbildung 4.16: Hier sind die Ergebnisse samtlicher MeRreihen als modifizierter Boxplot
dargestellt. Der mittlere Balken stellt den Medianwert dar. Mit einbezogen in die Darstellung sind
hier die oben angeflihrten Rezeptoren und Liganden, sowie der LIF. In der Darstellung der
Gesamtergebnisse zeigt sich, dal die Beobachtung einer Steigerung der Genexpression nach
Druckbelastung sich im wesentlichen auf die 5 zuerst angefiinrten Gene beschrankt, also beide
PDGF-Rezeptoruntereinheiten, den IGF1-Rezeptor, den HGF und den LIF. Die Ubrigen Gene
Uberschneiden mit dem jeweiligen Boxplot die X-Achse, also den Wert , 1°, was einer

unveranderten Expression entspréache, bzw. liegen sehr nahe daran.

50



4.3.2 Trigonum

Relative Expression von PDGFB und PDGFRo/p (Median)
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Abbildung 4.17: Analog zur Darstellung im vorigen Abschnitt, ist hier die relative Expression von
PDGFB und der beiden Rezeptoruntereinheiten in Trigonumzellen ohne vorherige Druckbelastung
dargestellt. Auch hier zeigt sich eine deutliche Expression beider Rezeptoruntereinheiten, jedoch

keine Expression von PDGFB.
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Relative Expression der restlichen Wachstumsfaktoren und Rezeptoren (Median)
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Abbildung 4.18: Hier dargestellt die relative Expression der tbrigen untersuchten Gene. Da der
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Vergleich zwischen Detrusor- und Trigonumzellen ein zentraler Punkt der vorliegenden Arbeit ist,
wurden in diese Darstellung nur Gene einbezogen, die auf Grundlage der im vorigen Abschnit
dargestellten Ergebnisse fur einen Vergleich mit den korrespondierenden Daten von
Detrusorzellen in Frage kamen. Es zeigt sich hier eine relevante relative Expression aller
untersuchten Gene, beim IGFR1 und ACVR2B geringer ausgepragt, ahnlich wie in den
Detrusorzellen (Expression der beiden letztgenannten Gene hier schlechter sichtbar aufgrund

héherem Y-Achsen-Maximum)
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Fold induction nach 1h Druckbelastung (Median)
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Abbildung 4.19: Darstellung der Anderung der Genexpression (Medianwerte) der untersuchten
Gene in Trigonumzellen nach 1 Stunde Druckbelastung als Vielfaches der urspringlichen
Expression (fold induction), auch hier wieder mit logarithmischer Skalierung der Y-Achse. Es zeigt

sich hier eine allenfalls geringe Anderung der Genexpression der verschiedenen Gene, beim

PDGF-Rezeptor sogar ein geringfligiger Riickgang.
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Fold induction nach 1h Druckbelastung (Box plot)
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Abbildung 4.20: Darstellung der Gesamtergebnisse der drei Trigonum-MeRreihen als Boxplot.Der
mittlere Balken stellt auch hier den Medianwert dar. Die PDGFRB-Untereinheit, sowie der NGFB
zeigen einen sichtbaren Rickgang der Genexpression nach Druckbelastung, der PDGFRB weist
hierbei eine sehr geringe Streuung der MelRergebnisse auf, was fiir eine gute Reprodzuierbarkeit
dieser Beobachtung spricht. Alle anderen Boxplots schneiden die X-Achse nah am Medianwert, so
daB bei ihnen davon auszugehen ist, dafl die Genexpression sich nach Druckbelastung nicht
wesentlich andert. Allenfalls bei der PDGFRA-Untereinheit zeigt sich optisch eine Tendenz in

Richtung einer verringerten Genexpression.
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4.3.3 Vergleich zwischen Detrusor und Trigonum

Vergleich der Medianwerte der fold induction
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Abbildung 4.21: Vergleichende Darstellung der Medianwerte der fold induction nach 1Stunde
Druckbelastung in Detrusor- (hell) bzw. Trigonumzellen (dunkel). Die Expression von FGF7
andert sich gleichsam in Detrusor- und Trigonumzellen nicht oder nur unwesentlich, die
Expression von NGFB geht in beiden Zelltypen gelichermafen zurtick. In allen {ibrigen Genenzeigt
sich eine deutliche Diskrepanz in der Reaktion auf Druckbelastung: wahrend die Expression der

Gene in Detrusorzellen stark ansteigt, kommt es in Trigonumzellen zu keiner Veranderung.
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Vergleich der fold induction im Box plot
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Abbildung 4.22: In derselben Art und Weise wie oben sind hier die Boxplot-Darstellungen der
gesamten Mefreihen von Detrusor(hell) und Trigonum (dunkel) nebeneinandergestellt. Die in den
vorigen Abbildungen gemachten Beobachtung erhérten sich hier im Bezug auf PDGFRA,
PDGFRB, HGF und LIF, und zwar dergestalt, daf3 in Detrusorzellen die Expression der genannten
Gene nach Drucbelastung deutlich ansteigt, wohingegen sie in Trigonumzellen gleichbleibt oder
sogar abnimmt (PDGFRB). Sehr gut nachvollziehen &Rt sich die unterschiedliche Reaktion der
beiden Zelltypen in der obigen Abbildung dadurch, daR bei diesen 4 Genen keine Uberschneidung
der jeweils korrespondierenden Plots von Detrusor und Trigonum vorliegt.Beim IGFR1 zeigt sich
zwar ein ahnlicher Unterschied wie bei den vorgenannten Genen, jedoch liegt aufgrund der grof3en
Streuung der Ergebnisse eine deutliche Uberschneidung von Detrusor- und Trigonum-Boxplot vor,
so daB dieser Unterschied sich grafisch eher relativiert.Beim FGF7 Uberschneiden beide Plots die
X-Achse, sowie sich gegenseitig vollstdndig, so dal sich sagen lait, dal3 in beiden Gewebetypen
gleichermaBen keine nennenswerte Anderung der Expression dieses Gens vorliegt. Beim NGFB
Uberschneiden sich beide Boxplots, auch hier scheint kein relevanter Unterschied zwischen

Detrusor und Trigonum vorzuliegen.
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5 Diskussion

Am Anfang der Arbeit stand, wie bereits dargelegt, die Untersuchung der mitogenen Wirkung
von PDGF auf glatte Muskelzellen der Blase, wobei zum einen bislang gewonnene
Erkenntnisse erhadrtet und vertieft werden, aber auch neue Beobachtungen, insbesondere
bezliglich eines etwaigen Unterschiedes im Ansprechen auf PDGF-BB zwischen Detrusor-
und Trigonumzellen, gemacht werden sollten. Die fur diesen Abschnitt wichtigste bislang
veroffentlichte Untersuchung ist diejenige von Stehr et al. aus dem Jahre 2003[63]. Hier
wurde zur Bestimmung des mitogenen Potentials von PDGF-BB auf glatte Muskelzellen der
Harnwege ein sehr &hnlicher Ansatz gewéhlt wie in der vorliegenden Arbeit. Die
Unterschiede hinsichtlich der Methodik bestehen zum einen darin, dal3 in der damaligen
Arbeit hauptsachlich Zellkulturen aus Ratten untersucht, und an humanen Geweben lediglich
Detrusorzellen kultiviert wurden. Dartiber hinaus kam zur Messung der Zellproliferation ein
Hs-Thymidin-Assay zum Einsatz, in der vorliegenden Arbeit ein BrdU-Assay. Beide
Versuchsansétze sind jedoch gut vergleichbar, da das Prinzip in beiden Féllen dasselbe ist,
namlich der direkte Einbau der Markersubstanz in die neu synthetisierte DNA der jeweiligen
Zellen. Somit sind beide Methoden dartber hinaus sehr gut geeignet, um die hier gegebenen
Fragestellungen zu untersuchen, da der Messwert Uber den Einbau der jeweiligen Substanz in
die DNA der Zielzelle immer direkt mit dem Ausmal der DNA-Synthese korreliert. Die
Ergebnisse von Stehr et al. zeigten eine deutliche Erhéhung der DNA-Synthese in allen
getesteten Zellkulturen nach Inkubation mit PDGF-BB in einer Endkonzentration von 1nM.
Bei den aus Ratten kultivierten Zellen sprachen die Trigonumzellen stérker an als diejenigen
aus dem Blasenkdrper, bei den menschlichen Geweben fehlte wie erwahnt die
Vergleichsmoglichkeit mit dem Trigonum. In der vorliegenden Arbeit konnten nun erstmals
Zellkulturen aus humanem Detrusor und Trigonum unter diesem Aspekt direkt verglichen
werden. Wie im vorigen Abschnitt dargelegt, konnte zum einen das mitogene Potential von
PDGF-BB auf glatte Muskelzellen der Harnblase bestatigt werden, da beide Zelltypen eine
signifikante Erhohung der BrdU-Inkorporation und damit der DNA-Synthese unter
Inkubation mit 1nM PDGF-BB zeigten. Zum anderen konnte beobachtet werden, daf} die
Detrusor-Zellkulturen signifikant starker proliferierten als die Trigonumzellen. Der
Unterschied zu den vorherigen Untersuchungen an Ratten konnte zum einen durch den
unterschiedlichen untersuchten Organismus und die nicht vollstandig gegebene
Ubertragbarkeit vom Rattenmodell auf den Menschen erklart werden. Andererseits konnte
auch die Gewinnung von Zellkulturen aus neugeborenen Ratten eine Rolle gespielt haben, da
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in jungen Organismen oftmals zum Teil andere Zytokine und Signalwege aktiv sind als in
adulten. Die im Rahmen dieser Arbeit gemachten Beobachtungen decken sich — unter der
Voraussetzung, dal der PDGF pathogenetisch beteiligt ist — mit dem klinischen Bild der

Muskelhypertrophie und -hyperplasie, da hierbei vor allem der Detrusormuskel betroffen ist.

Als Schwachpunkt in den hier prasentierten Daten mufl die groBe Streuung der
Melergebnisse fiir die PDGF-BB-Konzentration 1nM beim Detrusor genannt werden, die vor
allem dadurch zustande kam, dal 2 der 5 untersuchten Detrusor-Zelllinien in einem sehr
ahnlichen Bereich auf niedrigem Niveau lagen und die restlichen 3 in einem wiederum sehr
engen Bereich auf hohem Niveau. Dies 403t die Vermutung im Raum, dal} auBer der Herkunft
der jeweiligen Zellen aus Detrusor und Trigonum noch andere Faktoren EinfluR auf die
Stimulierbarkeit durch PDGF-BB haben, die hier nicht erfalt wurden. AbschlieBend muf3
jedoch festgehalten werden, dal? trotz dieser Schwachstelle ein deutlicher Unterschied in der
Antwort von Detrusor und Trigonum auf PDGF festgestellt wurde und dieser Unterschied
anhand der vorliegenden Daten lediglich nicht genauer quantifiziert werden kann. Die hier

anhand der gemachten Beobachtungen gezogenen Schliisse sind daher durchaus zuléssig.

Weiterhin wurde im nichsten Schritt die Anderung der Expression ausgewdahlter
Kandidatengene nach 1 Stunde Druckbelastung von aus humanem Detrusor und Trigonum
kultivierten Zellen mit 100mmHg gemessen. Zu diesem und &hnlichen Themen existiert
bereits eine Reihe von Verodffentlichungen, so dal} ebenfalls eine groRe Bandbreite an
verschiedenen Methoden bisher zur Anwendung gekommen ist, die zwecks besserer
Vergleichbarkeit mit der vorliegenden Arbeit einer nédheren Betrachtung bedarf. Die bisher
veroffentlichten Ansétze unterscheiden sich zum einen durch die Betrachtung eines in-vivo,
ex-vivo- bzw. in-vitro-Modells. Die meisten Autoren arbeiteten wie hier mit einem in-vitro-
Ansatz. Desweiteren unterscheiden sich bisherige Veroffentlichungen in Art, Dauer und
Stérke des applizierten Drucks. So kam in fast allen in-vitro-Studien zyklischer Druck zur
Anwendung, d.h. ein Wechsel zwischen Druck und Entspannung in einem Turnus von nur
einigen Sekunden. Statischer Druck, wie er in der vorliegenden Arbeit angewandt wurde, fand
sich in der Literatur kaum, obgleich er der Physiologie der Harnblase sicherlich néher kommt
als hochfrequenter zyklischer Druck, welcher eher bei experimentellen Studien mit glatter
GefaBwandmuskulatur sinnvoll ist. Die Dauer der Druckbelastung variierte in der Literatur
von einigen Stunden bis hin zu Tagen und Wochen. Die Starke des Drucks lag in den

verschiedenen in-vitro Ansatzen im Bereich zwischen 40cmH,0 und 200mmHg. Bei in- oder
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ex-vivo-Modellen wurde in der Regel eine kiinstliche infravesikale Obstruktion erzeugt, ohne

jedoch den resultierenden infravesikalen Druck genau zu bestimmen.

Im Folgenden sollen nun die hier prasentierten Ergebnisse des Druckexperiments im Abgleich
mit Publikationen diskutiert werden, die zumindest vergleichbare Methodik zur Anwendung
brachten und in denen eine dhnliche Gruppe von Zielgenen untersucht wurde. Zunéchst sollen
alle hier untersuchten Genfamilien auller dem PDGF und seinem Rezeptor besprochen
werden. Dieser wird aufgrund seiner zentralen Rolle fir diese Arbeit gesondert im Anschlul}
diskutiert. An den Anfang sei hier die bereits gut untersuchte EGF-Familie gestellt. In
vorherigen Arbeiten wurde bereits mehrfach eine Erhdhung der Expression des HB-EGF in
glatten Muskelzellen unter Druckbelastung beschrieben [48, 50]. In beiden zitierten Arbeiten
arbeiteten die Autoren in-vitro mit zyklischem Druck in einer Frequenz von 0,1Hz, in einer
der Arbeiten zusatzlich mit einem ex-vivo-Modell mit einem statischen intravesikalen Druck
von 40cmH,O [50]. Die untersuchte Dauer der Druckbelastung war in einem Fall nicht
angegeben, im anderen [50] lagen die Mel3punkte bei 4h/8h (in-vitro-Ansatz) bzw. 1h-24h
(ex-vivo-Ansatz). Zur Messung kamen semiquantitative Methoden [48] und quantitative
realtime-PCR zum Einsatz [50]. In beiden Fallen wurde unter Druckbelastung ein deutlicher
Anstieg in der Expression von HB-EGF beobachtet, sowohl in-vitro, als auch im ex-vivo-
Modell. Uber erhéhte Expression von EGF oder dem EGF-Rezeptor unter &hnlichen
Bedingungen ist in der aktuellen Literatur nichts zu finden. In den unter Abschnitt 4
angeflhrten Daten der vorliegenden Arbeit ist zu erkennen, dal3 der EGF in den untersuchten
Zellkulturen relativ zum Haushaltsgen nicht relevant exprimiert wurde der HB-EGF nur in
geringem Ausmal} (hier, so wie auch im folgenden wurden alle PCR-Primer, die keine
nennenswerte Amplifikation aufwiesen zum Ausschluf3 eines Materialmangels mit universal-
cDNA positiv getestet), der EGFR hingegen in gréRerem Ausmali. Eine erhdhte Expression
nach Druckbelastung liel3 sich jedoch hier nicht nachweisen. Trotz fehlendem Nachweis einer
relevanten Expression von HB-EGF oder gar einer Steigerung derselben nach Druckbelastung
sind die hier erzielten Daten mit dem aktuellen Stand der Literatur durchaus vereinbar, wenn
man bedenkt, dal zum einen die Hohe des Drucks nach derzeitigem Kenntnisstand fiir die Art
und Weise der Reaktion der Muskelzellen eine Rolle spielt [44, 45] und zum anderen eine
unterschiedliche Reaktion von glatten Muskelzellen auf zyklischen und statischen Druck
denkbar ist. Dartiber hinaus ist der Beobachtungszeitraum in der vorliegenden Arbeit mit 1h
sehr viel kirzer als in den meisten vorigen Publikationen, so daf3 hier nur sehr kurzfristige

Reaktionen in der Zelle erfalt werden konnten, was auch gewollt war. Zusammenfassend
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kann man an dieser Stelle sagen, dal3 eine Rolle des HB-EGF und des EGF-Rezeptors im
Proliferationsverhalten glatter Muskelzellen aufgrund des gegenwaértigen Wissensstandes
angenommen werden kann, jedoch konnten im Rahmen dieser Arbeit, bis auf den Nachweis
der Expression beider Gene in den Untersuchten Zellkulturen, keine neuen Hinweise flr diese

These gesammelt werden.

Ebenfalls Gegenstand dieser Arbeit sind die Gene der FGF-Familie. Exemplarisch wurden
hier Vertreter untersucht, die laut Gendatenbank in Muskelgewebe exprimiert werden,
namentlich FGF1, 2, 6 und 7, sowie die Rezeptoren FGFR1 und 3. Experimentelle Studien
mit ahnlichem Ansatz lielen sich in der Literatur nicht finden. Im Rahmen der hier
durchgefihrten Versuche konnte in den untersuchten Detrusor-Zellkulturen eine Expression
von FGF7 und FGFR1 nachgewiesen werden, jedoch keine sichtbare Anderung derselbigen
nach Druckbelastung. Somit ergeben sich diesbeziiglich keine Hinweise auf eine Beteiligung
dieser Gene an einer frihen Reaktion der glatten Blasenmuskulatur auf hydrostatischen
Druck.

Weiterhin untersucht werden sollten hier die CCN-Gene CTGF und Cyr61. In einer friiheren
Arbeit konnte ein Anstieg der Expression beider Gene in Blasenmuskulatur nach
Druckbelastung nachgewiesen werden [53]. Hierflr wurde von den Autoren ein in-vivo-
Ansatz am Rattenmodell mit kinstlich erzeugter infravesikaler Obstruktion gewéhlt. Der
Beobachtungszeitraum betrug mehrere Tage. Fir die vorliegende Arbeit sollte untersucht
werden, ob beide Gene auch in sehr kurzem Zeitraum einer Druckbelastung eine erhohte
Expression in Blasenmuskelgewebe aufweisen. Eine Expression beider Gene in den
untersuchten Zellkulturen konnte zwar wiederum beobachtet werden, jedoch keine Anderung
nach Druckbelastung. Fir diese unterschiedlichen Beobachtungen kdnnte zum einen abermals
der Unterschied Ratte/Mensch bzw. in-vivo/in-vitro verantwortlich sein. Zum anderen kann
ebenfalls der SchluR naheliegen, dal? beide Gene an der unmittelbaren Friihreaktion der
Harnblasenmuskulatur nicht beteiligt, sondern erst im mittelfristigen ProzeR des

Blasenwandumbaus involviert sind.

Da bis zu diesem Punkt keine Verédnderungen der Genexpression in Detrusorzellen unter den
dargestellten Versuchsbedingungen zu beobachten waren, wurden mit Ausnahme des FGF7

fur die vorgenannten Gengruppen keine Vergleiche mit Trigonum-Zellkulturen angestellt.
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Anders bei den folgenden Genen: fur den LIF ist in einer friheren Arbeit, deren Methodik
bereits weiter oben diskutiert wurde [50], eine Erh6hung der Expression unter zyklischer
Druckbelastung beschrieben. Auch in den hier vorgestellten VVersuchsergebnissen zeitigte eine
einstiindige Belastung mit statischem Druck eine Erhdéhung der Expression des LIF in
Detrusorzellen, nicht jedoch in Trigonumzellen. Die Differenzierung zwischen Detrusor und
Trigonum ist neu, die Beobachtung der gesteigerten Expression von LIF nach Druckbelastung
deckt sich mit der Literatur. Eine Beteiligung am patholgischen Prozel? der
Blasenmuskelhypertrophie und -hyperplasie und vor allem ein Unterschied desselbigen

zwischen Detrusor und Trigonum erscheinen fur den LIF also durchaus denkbar.

Ein ahnliches, obgleich weniger aussagekréftigeres Bild ergab sich fur den IGF1 und seinen
Rezeptor, den IGF1R. Eine Erhéhung der Expression von IGF1 unter Druckbelastung ist in
einigen Arbeiten vorbeschrieben [46, 47]. In einer der beiden Studien [46] wurden jedoch in
einem in-vivo-Experiment lediglich mRNA-Konzentrationen gemessen, ohne sie mit der
Expression eines Haushaltsgens zu normieren, so dal3 nicht vollstandig geklart ist, ob die
Erhéhung in der Expression tberhaupt auf einem relevanten Niveau stattfand. In der anderen
Studie [47], die dem in dieser Arbeit gewahlten Versuchsansatz ahnlicher ist, wurden
wiederum langere Zeitrdume an Druckbelastung zwischen 8h und 24h beobachtet. In den
unter Abschnitt 4 illustrierten Daten findet sich nur eine recht geringe Expression von IGF1.
Anders der entsprechende Rezeptor IGFR1, der nach mechanischer Belastung in
Detrusorzellen verstarkt exprimiert wird. In Trigonumzellen zeigt sich keine eindeutige
Anderung der Expression. In beiden Zelltypen gab es allerdings eine groRere Streuung der
MeRergebnisse mit gegenseitiger Uberschneidung, so daB Aussagen beziglich einer
unterschiedlichen Reaktion nur eingeschrdnkt moglich sind. Zusammenfassend deuten die
hier prasentierten Ergebnisse darauf hin, dal in der friihen Reaktion auf Druckbelastung glatte
Blasenmuskelzellen durch Uberexpression des Rezeptors sensitiver fiir IGF1 werden und — in
Zusammenschau mit der eingangs angefiihrten Literatur — im weiteren Verlauf eine autokrine
Stimulation durch Uberexpression von IGF1 zwar denkbar erscheint. Hinweise fiir eine
autokrine Stimulation fanden sich hier jedoch nicht. DaR die Uberexpression des Rezeptors im
ausschlieBlich im Detrusor, nicht aber im Trigonum stattfindet, deutet sich in den erhobenen
Daten zwar deutlich an, aus 0.g. Grunden ist eine sichere Beurteilung dieser Frage jedoch
nicht moglich.
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Bisher im Rahmen von experimentellen Studien zum Thema Blasenmuskelhypertrophie/-
plasie nicht untersucht worden ist der HGF. Er steht in der aktuellen Literatur wie in der
Einleitung bereits erwdhnt im Fokus der Krebsforschung. Eine proliferatiosférdernde
Wirkung auf glatte Muskulatur ist fur ihn bislang nicht expressis verbis beschrieben. Sehr
wohl jedoch wird ihm wie gesagt eine solche bzw. auch migrations- und invasionsférdernde
Wirkung auf verschiedene Karzinomzellarten zugesprochen, unter anderem auch auf
Blasenkrebs [36]. Die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse zeigen eine starke
Uberexpression von HGF nach Druckbelastung in Detrusor-, nicht aber in Trigonumzellen. In
Zusammenschau mit der aktuellen Literatur scheint es moglich, dafll diese Vermehrte
Expression von HGF eine Rolle bei der beschleunigten Karzinomentwicklung unter erhéhtem

intravesikalem Druck spielt [17].

Zuletzt soll nun an dieser Stelle der PDGF und sein Rezeptor besprochen werden. Die hier
dargestellten Ergebnisse lassen zundchst erkennen, daR der Ligand, also der PDGF-BB, in den
untersuchten Zellkulturen nicht in nennenswertem MaRe exprimiert wurde. Dies gilt sowohl
fur die Zellen, die Druck ausgesetzt wurden, als auch fur die Kontrollzellen. Eine autokrine
Aktivierung des PDGFR durch die Muskelzellen als unmittelbare Reaktion nach 1 Stunde
Druck erscheint somit wenig wahrscheinlich. In der Literatur findet sich eine &hnliche Studie,

die zu einem anderen Schlul? kommt, ndmlich einer autokrinen PDGF-Aktivierung. [60]

Fragwurdig werden die hier angefiihrten Daten dadurch indes nicht, da zum einen einige
methodische Unterschiede bestehen. So wurde in der zitierten Arbeit mit einer langerfristigen
Druckbelastung von 48h gearbeitet. Zudem wurden die untersuchten Zellkulturen aus glatten
Muskelzellen von arteriellen Gefden von Ratten gewonnen. Zum anderen wurde die
Expression der PDGF-Gene nicht quantitativ mittels qPCR gemessen, sondern es wurde
lediglich indirekt auf eine Ausschittung von PDGF durch die Zellkulturen unter
Druckbelastung rtickgeschlossen. Eine weitere experimentelle Studie kam zu dem Ergebnis,
dal? kultivierte Endothelzellen aus arteriellen GeféRen unter Druckbelastung in erhéhtem
MaRe PDGF-BB ausschiitten, was als ein Hinweis auf eine parakrine Stimulation der
jeweiligen glatten Muskelzellen durch benachbarte Gewebe zu deuten ist [64]. Ahnlich kann
man die Ergebnisse einer weiteren Arbeit interpretieren, in der nachgewiesen werden konnte,
dall kultivierte Fibroblasten, diesmal aus der menschlichen Blase gewonnen, unter
hydrostatischem Druck vermehrt PDGF-BB und PDGFRB exprimieren [62]. Auch in den

beiden letztgenannten Arbeiten wurden jedoch fir die Druckbelastung langere Zeitrdume bis
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zu 72h gewadhlt, so dall die Vergleichbarkeit mit der in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Akutreaktion der Zelle nur bedingt gegeben ist. In Zusammenschau von Literatur und hier
erzielter Ergebnisse erscheint eine parakrine Stimulation glatter Blasenmuskelzellen unter
Uberdruck durch PDGF-Ausschiittung benachbarter Gewebe wie z.B. Fibroblasten oder

Urothelzellen am wahrscheinlichsten.

Bezuglich der Expression der Untereinheiten des PDGF-Rezeptors zeigten die Resultate der
vorliegenden Arbeit eine Uberexpression beider Untereinheiten in Detrusorzellen nach 1
Stunde Druckbelastung, nicht aber in Trigonumzellen. Dieser Anstieg in der Expression deckt
sich zum einen mit den Resultaten dhnlicher Studien an glatten Muskelzellen anderer
Herkunft [61]. Zum anderen zeigen sie, daR die Uberexpression des Rezeptors bereits nach
sehr kurzer Zeit und nur im Detrusor, nicht aber im Trigonum stattfindet. Dies l&Rt sich
dahingehend interpretieren, dal} der PDGF-Rezeptor im klinischen Bild der druckinduzierten
Hypertrophie und Hyperplasie des Detrusormuskels eine Rolle spielt und diesbeziiglich — in
Abgleich mit den im vorigen Absatz dargelegten Schluf3folgerungen — entweder eine
parakrine Stimulation durch PDGF-Ausschittung in Nachbargeweben stattfindet, oder eine
ligandenunabhdngige, mechanosensitive Aktivierung des Rezeptors, worauf sich ebenfalls
Hinweise in der bisherigen Literatur finden [65]. Daruber hinaus scheint, zumindest in der
kurzfristigen Reaktion der Muskelzelle, keine autokrine Stimulation der glatten
Blasenmuskelzellen durch PDGF und keine PDGF-bezogene Antwort von Trigonumzellen

nach mechanischer Belastung vorzuliegen.

AbschlieBend laRt sich somit folgende ibergeordnete Hauptbeobachtung ableiten: Die glatten
Muskelzellen aus dem Detrusor zeigen sich als ,,aktives* Gewebe. Sie lassen sich durch
Inkubation mit PDGF-BB gut zur Proliferation stimulieren und als Reaktion auf
mechanischen Strel3, wie er in vivo in Form erhohten intravesikalen Drucks auftritt, wird die
Expression von Wachstumsfaktoren und vor allem Wachstumsfaktorrezeptoren, insbesondere
den beiden PDGF-Rezeptoruntereinheiten bereits kurzfristig gesteigert. Die ohnehin schon
gute Stimulierbarkeit durch PDGF-BB nimmt also unter solchen Bedingungen weiter zu, so
dal eine Beteiligung dieses Mechanismus an der Entstehung von Blasenmuskelhypertrophie
und —hyperplasie wahrscheinlich ist. Aus dem Detrusor selbst scheint der Ligand allerdings

nicht sezerniert zu werden, da er in den Zellen nicht exprimiert wird.

Das Trigonum hingegen erweist sich in den hier durchgefiihrten Experimenten als ,,inaktives*

Gewebe. Es ist im Vergleich mit dem Detrusor unempfindlich gegenuber Stimulation mit
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PDGF-BB und zeigt nach Druckbelastung keine erhéhte Expression von Wachstumsfaktoren

oder deren Rezeptoren, im Falle des PDGFRB sogar einen Riickgang der Expression

Dies deckt sich zum einen, wie oben erwahnt, mit der klinsichen Beobachtung, daf die
hypertrophe und hyperplastische Trabekulierung der Blasenmuskulatur nur den Detrusor
betrifft und nicht das Trigonum vesicae. Zum anderen ergibt diese Beobachtung auch
biologisch Sinn, da die hypertrophe Detrusormuskulatur die Blase auch gegen einen hoheren
AusfluBwiderstand entleeren kann und die Aussparung des Trigonum vesicae aus diesem
ProzeR einer Stenosierung der Uretermindungen, die ja in diesem Bereich liegen,
entgegenwirkt, so dal? eine bedrohlicher Harnaustauung so lange wie moglich durch den

Korper hinausgezégert wird.
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6 Zusammenfassung

Die embryologische Anlage der menschlichen Harnblase unterteilt selbige in das Trigonum
vesicae, welches die Uretermindungen und den Abgang der Urethra enthalt und einen
grolReren restlichen Anteil, in dessen Wand die Detrusormuskulatur liegt, welche aktiv an der
Blasenentleerung mitwirkt. Die Urodynamik der Harnblase kann durch verschiedene
pathologische Prozesse gestort werden, unter anderem durch eine infravesikale Obstruktion,

welche aufgrund des gestorten Abflusses einen erhohten intravesikalen Druck zur Folge hat.

Als Reaktion der Blasenmuskulatur auf andauernd erhohten intravesikalen Druck kommt es
zu einer Hypertrophie und Hyperplasie, welche Kklinisch als Trabekulierung zu beobachten ist,
es bildet sich die sog. ,,Trabekelblase® aus. In der Klinik zeigt sich, daf} diese geweblichen
Umbauvorgénge vornehmlich die Detrusormuskulatur betreffen und nicht die Muskulatur im
Bereich des Trigonum. Dies ist biologisch sinnvoll, da die hypertroph-hyperplastische
Muskulatur gegen einen erhohten AbfluBwiderstand die Blase entleeren kann und gleichzeitig
durch die fehlende Verdickung der Blasenwand im Bereich des Trigonum einer Stenose der

Uretermindungen vorgebeugt wird. Beides tragt dazu bei, einen Harnstau hinauszuzdgern.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gemachten Beobachtungen haben nun in
Ubereinstimmung mit der klinischen Beobachtung gezeigt, da Detrusormuskulatur auf
zellularer Ebene zum einen empfindlich gegenlber Prolifeartionsstimulation mittels
Wachstumsfaktoren sind, zum anderen auf erhohte Druckbelastung mit der Steigerung der
Expression bestimmter Wachstumsfaktoren und vor allem Wachstumsfaktorrezeptoren
reagiert. Somit wird die Sensibilitdt gegenlber proliferationsfordernden Zytokinen unter
diesen Bedingungen nochmals gesteigert. Im Gegensatz hierzu zeigten sich die Muskelzellen
aus dem Trigonum unempfindlich gegentber dem untersuchten Wachstumsfaktor und ohne
nennenswerte Veranderung der Genexpression in den untersuchten Genen nach

Druckbelastung.

Untersucht wurde zundchst die Stimulierbarkeit zur vermehrten Zellproliferation von
Zellkulturen aus Detrusor- und Trigonumzellen, welche zuvor immunhistologisch als glatte
Muskelzellen identifiziert worden waren, durch Inkubation mit PDGF-BB. Das Ausmal} der

Zellproliferation in den Kulturen wurde mittels eines BrdU-Assays bestimmt. Hier zeigte sich
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ab einer bestimmten Endkonzentration des Wachstumsfaktors eine deutliche Zunahme der
Proliferation in Form vermehrter DNA-Synthese in Detrusorzellen, nicht, oder nur

geringflgig in Trigonumzellen.

Hierauf aufbauend wurde mit den gleichen Zellkulturen die Veranderung in der
Genexpression von Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren in Detrusor und
Trigonumzellen mittels quantitativer realtime-PCR untersucht. Hierzu wurden die Zellen auf
spezielle Zellkulturplatten mit flexiblem Boden ausgesat und nach vorheriger Konditionierung
unter standardisierten Bedingungen mechanischem Stre} in Form von erhdhtem
hydrostatischem Druck ausgesetzt. Die relative Genexpression ohne und mit Druckbelastung
wurde anschlieBend bestimmt und ins Verhéltnis gesetzt. Auch hier zeigte sich eine deutliche
Reaktion der Detrusorzellen in Form erhohter Expression der Gene der PDGF-
Rezeptoruntereinheiten, sowie des IGF1-Rezeptors und des HGF. In Trigonumzellen lieR sich

keine vergleichbare Reaktion beobachten.

Somit konnten neue Erkenntnisse dartiber gewonnen werden, welche molekularen
Mechanismen an der unterschiedlichen Reaktion der verschiedenen Blasenanteile auf
erhohten hydrostatischen Druck beteiligt sind. Hervorzuheben ist hier die Rolle des PDGF,
fir den sowohl eine proliferationsfordernde Wirkung auf Detrusorzellen, als auch eine
Erhohung der Sensibilitdt auf PDGF in Form vermehrter Rezeptorexpression nach
Druckbelastung gezeigt werden konnte. Die Wirkung auf Detrusorzellen bzw. die fehlende
Wirkung auf Trigonumzellen scheint also eine zentrale Rolle in den 0.g. Prozessen zu spielen.
Ahnliches konnte auch fiir den IGF1 und seinen Rezeptor gelten, allerdings waren die
diesbezuglichen Daten nicht ebenso aussagekraftig. Eine Expression beider Liganden konnte
nicht nachgewiesen werden, so dalR offen bleiben muR, woher die Wachstumsfaktoren
stammen, die letztendlich zur Rezeptoraktivierung fihren. Ob eine parakrine Sekretion,
beispielsweise aus Urothelzellen vorliegt oder es sogar zu einer mechanosensitiven

Autophosphorylierung des Rezeptors kommt, wird Gegenstand zukinftiger Studien sein.

Ob die deutlich vermehrte Expression von HGF in Detrusorzellen nach Druckbelastung eine
Rolle im Umbauprozel? der Blasenmuskulatur spielt, kann an dieser Stelle nicht eindeutig
beurteilt werden. Der in der Literatur beschriebene Zusammenhang von erhdhtem
intravesikalem Druck und beschleunigtem Karzinomwachstum, sowie der vorbeschriebenen
wachstumsférdernden Wirkung von HGF auf Blasenkarzinomzellen kénnte diesbeztiglich

aber ebenfalls ein interessanter Ansatzpunkt kinftiger Forschung sein.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

ACTH — Adrenocorticotropes Hormon

ACVR2B -  Activin receptor Type 2B

COX2 —  Cyclooxygenase 2

CTGF - Connective tissue growth factor

Cyr61 - Cysteine rich, angiogenic inducer, 61
DAG - Diacylglycerin

EGF/-R - Epidermal growth factor /-receptor
FGF/-R —  Fibroblast growth factor /-receptor

FLT1 - Fms-related tyrosine kinase 1

HB-EGF - Heparin-binding epidermal growth factor-like growth factor
HGF/SF - Hepatocyte growth factor / scatter factor
IGF/-R - Insuline-like growth factor /-receptor
IGFBP - Insuline-like growth factor binding protein
InsP3 - Inositol-1,4,5-triphosphat

Jak —  Janus-Kinase

JNK —  ¢-Jun N-terminale Kinase

KDR - Kinase insert domain receptor

LIF — Leukemia inhibitory factor
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MAPK

MEK

NGFB

PDGF

PDGFR

PDK1

PI3K

PIP2

PIP3

PKB

PKC

PLC-y

Ras/Raf

STAT

TBP

TGFA

VEGF

Mitogen-aktivierte Proteinkinase

Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinase

Nerve growth factor f3

Platelet-derived-growth-factor

Platelet-derived-growth-factor-receptor

PIP3-dependent Kinase

Phosphatidylinositol-3-Kinase

Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat

Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat

Serin-Threonin-Proteinkinase B (auch: Akt-Kinase)

Serin-Threonin-Proteinkinase C

Phospholipase C-y

Rat sarcoma / rat fibrosarcoma

signal transducer and activator of transcription

TATA-Box-binding-protein

Transforming growth factor a

Vascular endothelial growth factor
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