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Abkurzungsverzeichnis

1 Abkurzungsverzeichnis

Abkiirzung

ATP

AUC

BPS

FA

Fl

FLC

GAG

ICC

ICLC

IDO

IL-6

NO

OAB

P2X, P2Y

PAG

PMC

Erlauterung
Adenosintriphosphat
Area under the curve

Bilder pro Sekunde

Fluorescence Analysis: Set von Skripten mit grafischer Nutzeroberflache

zur  automatischen  Kalziumsignalerkennung und  Auswertung,

programmiert in Python, Frank Peter Berger geb. Scigalla, 2009

Fluoreszenzintensitat, FI=F340 / F380 * 1000, siehe Kapitel 4.4

Datenanalyse, ab Seite 22
Fibroblast like cells
Glycosaminoglycane
Intersticial Cells

Interstitial Cells of Cajal
Interstitial cajal like cells
Idiopathische Detrusortberaktivitat
Interleukin-6

Stickstoffmonoxid

Overactive Bladder

Klassen purinerger Rezeptoren
Periaquaduktales Grau

Pontines Miktionszentrum
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PDGFRa

Peak

ROI

SAC

sMF, hsMF

TC

TNFa

TRP

ULP, DLP

aSMA

Platelet-derived growth factor receptor

Transienter Anstieg der Kalziumkonzentration, siehe Kapitel 4.4

Datenanalyse, ab Seite 22

Region of interest, ,Bereich von Interesse®, Messfeld, siehe Kapitel 4.4

Datenanalyse, ab Seite 22
Stretch activated channel

(Humane) suburotheliale Myofibroblasten, siehe Kapitel, 2.2 Anatomische

und physiologische Grundlagen der Harnblasenfunktion, ab Seite 9
Telocytes

Tumornekrosefaktor

Transient receptor potencial channels

upper lamina propria, deeper lamina propria

Smooth muscle actin
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2 Einfuhrung

2.1 Hintergrund

Die Funktion der Harnblase ist es, den kontinuierlich produzierten Urin zu speichern, um
ihn zu einem geeigneten Zeitpunkt abzugeben. Die Steuerung der Harnblasenfunktion
verlauft physiologischer Weise Uberwiegend unbewusst. Die Initierung und Hemmung

der Miktion unterliegen aber auch einer bewussten Kontrolle.

Die Realisierung der Harnblasenfunktion ist komplex und erfordert ein Zusammenspiel
zahlreicher Systeme. Hierzu gehoren Sensorik, die volumenabhangige Dehnbarkeit und
Kontraktilitat des M. detrusor vesicae sowie die Harnblasenverschlusssysteme.
Weiterhin unterliegen die einzelnen ,peripheren Komponenten® einer neuronalen
Kopplung Uber periphere und zentrale Nervenbahnen bis hin zu den zentralen

Miktionszentren. [1]

Miktionsbeschwerden gehéren zu den haufigsten Grinden fir eine urologische
Konsultation und koénnen Symptome verschiedener Erkrankungen sein. Einige
Ursachen von Miktionsstorungen, wie beispielsweise Harnwegsinfektionen, sind einer
kausalen Behandlung zuganglich. Allerdings gibt es auch eine Anzahl weiterer
Erkrankungen, die mit chronischen irritativen Beschwerden einhergehen, die sich mit

den vorhandenen Mitteln nur unbefriedigend behandeln lassen.

Speziell abakterielle entzindliche Harnblasenerkrankungen, wie sie nach
Strahlentherapie der Harnblase, oder nach intravesikaler Chemotherapie oder
Immuntherapie (BCG) auftreten, zeigen einen langwierigen Verlauf. Dies trifft auch auf
die Interstitielle Zystitis zu, deren Pathophysiologie noch unzureichend verstanden wird.
Diese Erkrankungen sind aufgrund der ungentigenden Therapiemaoglichkeiten flr die
behandelnden Arzte eine Herausforderung. Je nach Erkrankungsbild kdénnen
verschiedene Beschwerden im Vordergrund stehen. Fir viele Patienten stehen bei den
0. g. Erkrankungen irritative Symptome wie Dys- und Pollakisurie, Schmerzen und

ungewollter Harnverlust im Vordergrund.

Irritative Miktionsbeschwerden kénnen sich erwiesenermalien nachhaltig negativ auf die

Lebensqualitat auswirken und die Teilhabe an der Gesellschaft erheblich einschranken.
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[2-5] Zudem kdénnen schwerwiegende, intolerable Miktionbeschwerden laufende
onkologische Therapien, wie beispielsweise die intravesikale zytostatische
Instillationsbehandlung beim Urothelkarzinom, limitieren. Stoérung des
Harnkontinenzapparates fihrt zur Minderung des Selbstwertgefiihls und der

Lebensqualitat [6].

Derzeit fehlt es an effektiven Therapiestrategien fur diese abakteriellen entzindlichen
Harnblasenerkrankungen, wie in einer Untersuchungen zur Versorgungssituation von

Patientinnen mit Interstitieller Zystitis in Deutschland gezeigt wurde [7].

Die medikamentésen Therapieoptionen zur Behandlung von Urge-Symptomen sind
unbefriedigend. Zur oralen pharmakologischen Beeinflussung stehen
Antimuskarinergika und ein Beta-3-Rezeptor Agonist (Mirabegron, derzeit in
Deutschland nicht mehr erhaltlich) zur Verfiigung. Aufgrund des schlechten Ansprechens
und teils erheblicher Nebenwirkungen ist die Therapieadharenz fir Anticholinergika
uberdurchschnittlich gering. Man kann davon ausgehen, dass 43 — 83 % von OAB-
Patienten innerhalb von 30 Tagen und Uber 86 % der Patienten nach zwei Jahren die

anticholinerge OAB-Medikation absetzten [8]

Die meisten irritativen Symptome, wie Harndrang, Dysurie, Pollakisurie lassen sich
durch eine gestorte Harnblasensensorik plausibel erklaren. Ein Verstandnis der an der
Sensorik beteiligten Mechanismen ist daher von grundlegender Bedeutung zur
Entwicklung neuer gezielter Therapien zur Beeinflussung von Harndrang und

Nozizeption.

Im Fokus dieser Arbeit stehen die sogenannten suburothelialen Myofibroblasten (sMF)
der humanen Harnblase. Diese Zellen bilden ein bislang noch schlecht verstandenes
zellulares System, Uber dessen physiologische Rolle noch relativ wenig bekannt ist.
Arbeiten des letzten Jahrzehnts weisen darauf hin, dass den suburothelialen
Myofibroblasten eine tragende Bedeutung flr Physiologie der Harnblase zukommt und
es wird angenommen, dass diese Zellen an der Verarbeitung afferenter Signale beteiligt
sind (siehe Kapitel 2.2.3 Phénotypisierung der suburothelialen Myofibroblasten, Seite
11 ff). Damit kdnnten die sMF moglicherweise eine Schlusselrolle bei der Entstehung

von Harndrang und Blasenschmerzen haben.
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2.2 Anatomische und physiologische Grundlagen der

Harnblasenfunktion

2.2.1 Aufbau der Harnblasenwand

Auf mikroskopischer Ebene lassen sich vier Schichten der Harnblasenwand

unterscheiden.

Von luminal gesehen ist die Tunica mucosa die erste Schicht. Sie besteht aus dem
Urothel und der darunterliegenden Lamina propria. Das Urothel (Ubergangsepithel)
besteht aus bis zu sieben Zelllagen, die sich in drei Schichten gliedern. Die
Deckzellschicht besteht aus groRen hexagonalen Zellen, den sogenannten
,dmbrella cells“. Bei leerer Blase sind sie schirmférmig und bei gefullter Blase flachen
sie sich ab. [9,10]

Auf der luminalen Seite des Urothels befindet sich die Glykosaminoglykanschicht (GAG).
Diese besteht aus negativ geladenen sulfatierten Polysacchariden, die an ein negativ
geladenes Ankerprotein gekoppelt sind. Die GAG-Schicht bindet Wasser in Gelform und
ist an der urothelialen Barrierefunktion wesentlich beteiligt. Sie stellt eine Barriere fur
bakterielle Erreger von Harnwegsinfekten dar und beschrankt die Permeation von Noxen
im Urin [11,12]. Eine Stérung der urothelialen Barriere durch Schadigung von Urothel-
und GAG-Schicht steigern die Permeabilitat fir Kalium-lonen, Protonen (H+) und
bakterielle Abbauprodukte [13].

Zudem ist bei gestorter GAG-Schicht im Tierversuch die Adhasionsfahigkeit von E. coli
an der Harnblasenwand erhéht [14]. Chronisch entzindliche Blasenerkrankungen, die
mit einer Stérung der GAG Schicht einhergehen, gehen mit vermehrten Schmerzen und
Urge-Symptomatik einher. Der Ersatz der Glycosaminoglykane ist ein etabliertes
Behandlungskonzept fur Linderung der Symptomatik entzindlicher Erkrankungen.
[15,16]

Das Urothel selbst wird aber spatestens seit der Konsensuskonferenz der International
Continence Society 2004 nicht mehr als rein passive Barriere angesehen. Nach
heutigem Verstandnis wird es vielmehr als Teil eines sensorischen Netzwerkes
angesehen. Dabei kommt dem Urothel im Zusammenspiel mit Nerven und interstitiellen

Zellen der Lamina propria eine entscheidende Bedeutung fir die Blasenfunktion zu.

-9/79-



Dissertation Frank Peter Berger Einfuhrung

Hierauf wird detailliert im Kapitel 2.2.6 Lokale sensorische Netzwerke der Harnblase, ab

Seite 17 eingegangen.

Unterhalb der Urothelschicht folgt die Lamina propria mucosae. Sie enthalt lockeres und
straffes Bindegewebe mit kollagenen, sowie elastischen Fasern. Sie ist reich an Gefalien
und Nerven und enthalt interstitielle Zellen. Mikrokopisch und ultrastrukturell findet sich
eine unmittelbar suburothelial gelegene Schicht, die die suburothelialen Myofibroblasten
(sMF) beinhaltet. In den tieferen Schichten der Lamina propria kommen interstitielle
Zellen in niedrigerer Dichte vor. Zur Klassifikation, Phanotypisierung und die genaue
Funktionsweise dieser Zellen wird im Kapitel 2.2.2 Terminologie und Klassifikation
interstitieller Zellen der Harnblase Seite 10 und Kapitel 2.2.3, Phéanotypisierung der

suburothelialen Myofibroblasten Seite 11 ff beschrieben.

Darunter folgt die Tunica muscularis. Diese Schicht besteht zum tberwiegenden Teil aus
netzartig verbundenen glatten Muskelzellen, welche in lhrer Summe den Musculus
detrusor vesicae darstellen. Zwischen den Muskelfasern besteht ein dehnbares,
bindegewebiges Stroma aus Kollagenen und Elastin. Aufter den Detrusormyozyten
finden sich auch hier Nervenenden, GefaRe und interstitielle Zellen, ahnlich den

suburothelialen Zellen.

Die Tunica adventitia verbindet als duRRerste Schicht die Harnblase mit ihnrer Umgebung.
Sie besteht aus lockerem Bindegewebe und enthalt Blut und Lymphgefalle sowie einen

Plexus aus afferenten und efferenten vegetativen Neven. [9]

2.2.2 Terminologie und Klassifikation interstitieller Zellen der Harnblase

Uber die Nomenklatur der interstitiellen Zellen der Harnblase herrscht bis heute kein
Konsens. Neben dem allgemeinen und deskriptiven Term der Interstitiellen Zellen
(interstitial cells, IC [17,18]) der Lamina propria, werden in der Literatur verschiedene

weitere Namen verwendet.

In Anlehnung an den intestinalen Zelltyp, wird der Begriff der Interstitellen Zellen von
Cajal (Interstitial cells of Cajal, ICC) verwendet. ICC sind ein intestinaler Zelltyp mit
Schrittmacherfunktion fur die Darmmaotilitat. Bisher ist die Frage, ob die so bezeichneten
Zellen in der Lamina propria und Lamina muscularis eine Schrittmacherfunktion haben,

nicht geklart. Als charakteristisches Merkmal wurde der Nachweis des
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Stammzellmarkers KIT angesehen. Dieser wurde ebenfalls in den intestinalen
Schrittmacherzellen nachgewiesen [19]. Der Nachweis KIT positiver IC der Harnblase
wurde allerdings mehrfach in Frage gestellt und von Gevaert und Kollegen widerlegt. Sie
konnten in ihrer Arbeit 2016 nachweisen, dass Interstitielle Zellen der Harnblase bei
Meerschweinchen, Ratte, Maus und Mensch KIT-negativ sind. Die Autoren diskutieren
verschiedene methodische Fehler, die zur KIT-Positivitat der interstitiellen Zellen in

anderen Arbeiten geflhrt haben kénnten. [20]

Weiterhin wurde der Begriff der ,Interstitiellen Cajal-artigen Zellen* (Interstitial cell-like
Cajal, ICLC) eingefuhrt, was hervorhebt, dass es sich hierbei um einen eigenen Zelltyp
handelt [21]. Aulerdem wurden die Begriffe Telozyten (Telocytes, TC),
fibroblastenartigen Zellen (Fibroblast-like cells, FLC) und Myofibroblasten (MF) in
diesem Zusammenhang verwendet. (Siehe Ubersichtsarbeit [22]). Weiterhin wird
zwischen interstitiellen Zellen, beziehungsweise ICC, ICLC, FLC und TC in der Lamina

propria und in der Tunica muscularis unterschieden.

Zu diesen unterschiedlich bezeichneten Zellen existieren verschiedene Arbeiten mit
Uberlappenden immunhistochemischen und funktionellen Profilen. Unklar ist, um wie
viele verschiedene (Sub)typen es sich handelt. Wahrscheinlich liegt eine inhaltliche

Uberschneidung vor.

Bisher existiert kein spezifischer immunhistochemischer Marker zur Phanotypisierung
[23]. Auch gibt es bis heute keine einheitliche Klassifikation der interstitiellen Zellen
[18,24]. Es wird vielmehr davon ausgegangen, dass es sich um eine heterogene Gruppe
von Zellen handelt [23].

In dieser Arbeit wird bewusst der Begriff der suburothelialen Myofibroblasten
verwendet. Hierdurch wird sowohl der Lokalisation der Zellen innerhalb der
Harnblasenwand, als auch der ultrastrukturellen Charakterisierung der Zellen am

ehesten Rechnung getragen.

2.2.3 Phénotypisierung der suburothelialen Myofibroblasten

Die Zellpopulation der suburothelialen Myofibroblasten (sMF) der Harnblase wurde als
solche von Sui und Kollegen 2002 erstbeschrieben. Die Gruppe beschrieb in ihrer Arbeit

ein suburothelial gelegenes zellulares Band innerhalb der Lamina propria. Die Zellen
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zeigten sich immunhistochemisch Connexin 43 positiv. Die Expression von Connexin 43
RNA wurde mittels Northern Blot bestatigt und die Formierung interzellularer
Gap Junctions wurde elektronenmikroskopisch nachgewiesen [17]. Die Connexin 43

Immunoreaktivitat wurde in mehreren weiteren Arbeiten bestatigt [25,26].

Connexine bilden interzelluldare Kontakte (Gap Junctions), kénnen aber auch als
sogenannte Hemichannels auftreten. Gap Junctions stellen eine interzellulare
elektrische Kopplung her. Die Hemichannels ermdglichen daneben die Freisetzung von
ATP. Mehrere Arbeiten konnten ein abnormes Connexinmuster bei pathologischen
Harnblasenzustanden nachweisen. Heinrich etal. konnten eine Modulation der
Connexinexpression durch verschiedene inflammatorische Zytokine (IL6, TNFa) zeigen
[25].

Weiterhin wurde bei sMF eine Vimentin Immunoreaktivitat nachgewiesen. KIT, Desmin
und Cytokeratin AE1/AE3 Immunoreaktivitat konnten nicht eindeutig nachgewiesen
werden. In den Zellen der upper lamina propria lassen sich aSMA, PDGFRa und TRPA1
nachweisen [17,27,28]. Dagegen waren in einer speziestibergreifenden, vergleichenden
immunhistochemischen Untersuchung interstitielle Zellen der Deeper Lamina Propria
aSMA negativ. [27]

Von funktionell hoher Relevanz scheint die Reaktion auf ATP Uber purinerge Rezeptoren
zu sein. Purinerge Rezeptoren wurden von Sui und Kollegen bei 96 % der
suburothelialen Zellen nachgewiesen. Dabei dominierte P2Y6. Weniger stark wurden die
Subtypen P2X3, P2Y2 sowie P2Y4 gefunden. [29]

Weiterhin wurde an der dominanten Fraktion der interstitiellen Lamina propria Zellen N-
Cadherin nachgewiesen. Die Untersuchung zeigt bei den meisten N-Cadherin positiven
Zellen eine Coexpression mit Vimentin, womit die Autoren dieser Studie einen Hinweis
dafir geben, dass das interstitielle Kompartiment eine heterogene Zellpopulation
enthalt [23].

Die Elektronenmikroskopie gilt als Goldstandard zum Nachweis der suburothelialen
Myofibroblasten. Sie zeigen eine typische Myofibroblastenmorphologie und befinden
sich in unmittelbarer Nahe zu Urothel und afferenten Nerven [30]. Gevaert findet myoide
IC als dominierenden Zelltyp der ULP beim Menschen. In der DLP findet er dagegen

phanotypisch klassische Fibroblasten [31]. Er beschreibt ultrastrukturelle Unterschiede
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(sowohl bei Maus, Ratte, als auch beim Menschen) zwischen den interstitiellen Zellen
der ULP und DLP.

Die ULP stellt eine dicht gepackte Schicht dar, die beim Menschen aus 5 - 10 Zelllagen
besteht. Elektronenmikroskopisch charakteristisch sind ein gut ausgepragtes raues
endoplasmatisches Retikulum und ein Reichtum an Mitochondrien und Caveolae. Die
interstitiellen Zellen der DLP sind dagegen locker organisiert. lhnen fehlen die
kontraktilen Filamente. Er beschreibt die Nahe zwischen interstitiellen Zellen der ULP zu
Urothelzellen und Blutgefallen. Gap Junctions, die andere Arbeitsgruppen in der
Elektronenmikroskopie fanden [17,30,32], wurden in dieser Arbeit zwar nicht

nachgewiesen, allerdings schlie3t dies deren Prasenz auch nicht aus [18].

2.2.4 Funktionsweise der Myofibroblasten

Wesentliche Fragen Uber die genaue Funktionsweise und physiologische Bedeutung der

suburothelialen Zellen sind ungeklart.

Suburotheliale Myofibroblasten zeigen spontane Depolarisationen. Mittels Patch Clamp
Untersuchungen wurden spontane Spike-like Depolarisationen und spontane Stréme bei
44,8 % der Zellen nachgewiesen. Die mittlere Dauer der Depolarisationen betrug
142+272s.

ATP verursacht Einwartsstrome und intrazellulare Kalziumtransienten, die beide
abhangig von extrazellularem Kalzium sind. Die Entfernung von Kalzium hemmte sowohl
elektrische Aktivitat als auch Kalziumtransienten. Wahrscheinlich sind die Transienten
aber durch Depletion intrazelluldarer Kalziumspeicher vermittelt. Wu und Kollegen
fanden, dass Kalziumtransienten nicht durch elektrischen Strom generiert wurden,
sondern dass diese Signale spontan auftraten und zur Anderungen des
Membranpotentials flihrten. ATP l6ste gleiche Strome und grofRe intrazellulare
Kalziumtransienten aus, wie die, die spontan beobachtet wurden. [33] Die Autoren
folgerten, dass ATP-induzierte Strome eine dominante Rolle fir das
Gesamtmembranpotential haben. Die ATP-Antwort sei nicht vermittelt durch P2X oder
P2Y1 Subtypen. Der P2X Agonist ABMA (a,3-methylen ATP) und der P2Y1 Agonist
MRS2179 hatten keinen Effekt. Von den elektrischen Eigenschaften her wurde kein
Nachweis dafir gefunden, dass es sich um mehrere Zellpopulationen handelt. Die

Ergebnisse sprachen vielmehr fir eine funktionell relativ homogene Zellpopulation [34].
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Fry beobachtete weiterhin eine interzellulare Ausbreitung von Kalziumsignalen. Dies
sieht er als direkten Nachweis eines funktionellen Synzytiums. Den Berechnungen
zufolge liegt eine Kopplung in der GréRenordnung von glatten Muskelzellsynzytien vor
und er geht davon aus, dass Signale ausreichend schnell Uber erhebliche Teile der
Blasenwand Ubertragen werden konnen, um Signale aus verschiedenen

Harnblasenteilen zu integrieren. [35]

Wiseman postuliert, dass sMF eine Rolle in der afferenten Signalverarbeitung haben und
dass die Zellen zusammen mit afferenten Nerven auf Dehnung der Harnblasenwand
reagieren [30]. Auch Wu und Sui [29] teilen diese Ansicht. Eine andere Hypothese
besagt, dass Lamina propria Myofibroblasten eine Schrittmacheraktivitat haben und das

diese auf nicht-neuronalem Weg die Detrusoraktivitat beeinflussen kénnen [26].

2.2.5 Innervation des unteren Harntraktes und neuronale Kontrolle der

Harnblasenfunktion

Die Koordination der Harnblasenfunktion unterliegt einer komplexen neuronalen
Kontrolle. Die Ansteuerung des unteren Harntraktes, also von Detrusor, Blasenauslass
und externem urethralen Sphincter erfolgt Uber verschiedene autonome und somatische
Nervenbahnen. Diese sind durch eine Reihe neuronaler Bahnen in Rickenmark und
Gehirn kontrolliert. Die Beteiligung zentraler Systeme ermdglicht die bewusste
Wahrnehmung und Steuerung der Blasenfunktion und ermdglicht eine adaquate,

willkdrliche Initiierung der Miktion. [36]

Die periphere efferente Innervation verlauft Gber verschiedene somatische und viszerale

Bahnen, die in der folgenden Tabelle zusammengefasst werden.

Direktion System/Bahn Funktion, Bemerkung
Efferent Autonom, e Pragangliondre Fasern der Segmente T11-L2, Verlauf Uber
sympathisch Grenzstrangganglien, pravertebrale Ganglien, Nn hypogastrici

inferiores, Plexus pelvicus (Plexus hypogastricus inferior).

e Inhibitorisch am Detrusor, relaxierend, Transmission durch

Noradrenerge Fasern Uber Beta3 Rezeptoren

e [Exzitatorisch am  Blasenauslass, Transmission  durch

Noradrenerge Fasern an alpha1 Rezeptoren
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Autonom, e Aus den Rickenmarkssegmenten S2-S4

parasympathisch . .
o \Verlauf ber Plexus pelvicus zur Blasenwand

e Exzitatorische Wirkung am Detrusor vesicae, kontrahierend,

Transmission Uber (1) cholinerge Fasern (vorrangig uber M3
Rezeptoren) und (2) Nicht-adrenerge und nicht-cholinerge

Transmission (ATP Uber P2X Rezeptoren)

e Inhibitorische Wirkung an glatter Blasenauslassmuskulatur,

relaxierend, Transmittion iber NO

Somatisch e \Verlauf Uber den Nervus pudendus. Funktion: motorische

Willkirinnervation des externen Sphincters.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die efferenten neuronalen Bahnen von Harnblase und Blasenauslass.
Nach Ubersichtsarbeiten von de Groat [37] und Fowler [38]

Die Harnblasenafferenzen verlaufen (Gber den Nervus pudendus und {ber
hypogastrische Nerven zum Rlckenmark. Sie enthalten schwach myelinisierte Ad-
Fasern und unmyelinisierte C-Fasern, die unterschiedliche Informationen Tragen. Die
Ad-Fasern Ubermitteln vornehmlich Informationen Uber den Fillungszustand der
Harnblase [38].

Die C-Fasern sind unter physiologischen Bedingungen stumm und reagieren auf
potentiell schadliche Reize, etwa eine unphysiologische Harnblasendehnung (ab

30 — 50 mmHg) und verschiedene chemische Reize.

Intensitat und Sensitivitat der Antwort dieser afferenten Fasern bei Entziindung verstarkt
[39]. Verantwortlich hierfir sind eine Reihe nicht-adrenerger, nicht-cholinerger
Mediatoren, die afferente Nerven entweder direkt aktivieren, oder deren Erregbarkeit
modulieren kénnen. Hierzu zahlen ATP, Prostaglandine, Tachykinine, inflammatorische

mediatoren. [36]
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Abbildung 1: Innervation der Harnblase; Aus EAU Leitlinie Neurogene

Blasenfunktionsstérungen 2010 [40]

Peripher enden die Blasenafferenzen in der Tunica mucosa und Tunica muscularis [41].
Hierbei formen vorrangig C-Fasern einen dichten Nervenplexus in der L. propria
mucosae [42]. Dieser ist im Bereich des Blasenauslasses am besten ausgepragt und ist
im Verlauf in Richtung Blasendom zunehmend sparlicher ausgepragt (Siehe [43],
Tierstudie). Die Nerven durchbrechen auch die Basallamina und liegen in enger
Nachbarschaft zu Urothelzellen [42]. Wiseman, Fowler und Landon beschreiben in ihren
transmissionselektronischen Untersuchungen zur Lamina propria eine enge

Lagebeziehung zwischen Nerven und sMF [30].

An der neuronalen Steuerung der Harnblasenfunktion sind spinale und Gbergeordnete
supraspinale Systeme beteiligt. In der Speicherphase aktivieren afferente, durch
Harnblasendehnung generierte, Signale sympathische Nerven des Blasenauslasses
und externen urethralen Sphincters Uber spinale Bahnen. Die Aktivierung sympathischer
Bahnen hemmt auf’erdem Detrusorkontraktion. Die Information der afferenten Nerven
wird zusatzlich Uber aufsteigende Bahnen an Ubergeordnete zentrale Zentren weiter
geleitet. [38]

Die zwei entscheidenden Zentren zur Steuerung der Miktion im Hirnstamm sind das
Pontine Miktionszentrum (PMC) und das Periaquaduktale Grau (PAG). Dem
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Periaquaductalen Grau wird eine Rolle als Kontrollzentrum zugeschrieben, indem
sensorische Informationen des Harntraktes und Informationen aus héheren Hirnzentren
verarbeitet werden. Vom PAG aus wird das Pontine Miktionszentrum (PMC) aktiviert,
welches als efferenter Kern zur Initiierung der Miktion angesehen wird. Die Aktivierung
des PMC fuhrt zur parasympatischen Antwort mit Detrusorkontraktion und Relaxierung

des urethralen Sphincters. Bilaterale Ablation des PMC flhrt zur Harnretention. [36]

Wahrend der Miktionsphase flhren afferente Signale zu spinobulbospinalen
Reflexantworten unter Einbeziehung des Pontinen Miktionszentrums. Durch die PMC-
Aktivierung unterhalt sich der Miktionsvorgang somit selbst, da wieder die

Detrusoraktivierung und Blasenauslassrelaxierung resultieren. [38]

Die bewusste Wahrnehmung von Harndrang und Mechanismen, die zum Umschalten
von Speicherphase zur Entleerungsphase fiihren, erfordern Uberdies weitere

Ubergeordnete zerebrale Systeme. [38]

2.2.6 Lokale sensorische Netzwerke der Harnblase

Die Mechanismen, die zur Generierung afferenter Signale fuhren, sind fir das
Verstandnis und die Behandlung von Miktionsstérung von besonderer Bedeutung. Eine
Vielzahl von Untersuchungen beschaftigt sich in diesem Zusammenhang mit den daran

beteiligten lokalen Systemen der Harnblase.

Tierstudien konnten nachweisen, dass auch nicht-neuronale Zellen bei den
Mechanismen der Blasenfunktion beteiligt sind [38]. Dies wurde insbesondere fir das
Urothel umfassend untersucht. Aber auch die suburothelialen Myofibroblasten besitzen
Schlisseleigenschaften, die eine Rolle in der Signaltransduktion und Signalmodulation
nahelegen. Sowohl afferente Nerven, als Urothel und suburotheliale Myofibroblasten
liegen in unmittelbarer Nachbarschaft. Urothel, Lamina propria und Nerven werden als

funktionelle Einheit, als ,urothelial sensory pathway“ zusammengefasst [44].

Das Urothel ist in der Lage, auf die Dehnung der Harnblasenwand sowie auf chemische
und thermale Stimuli mit der Ausschittung der Messengermolekule ATP, Acetylcholin

und Stickstoffmonoxid zu reagieren [45-49]. Das urothelial freigesetzte ATP kann an
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suburothelialen Myofibroblasten, Nerven und benachbarten Urothelzellen tGber P2X und
P2Y purinerge Rezeptoren wirken [50]. Auch muskarinerge Rezeptoren wurden an
suburothelialen Myofibroblasten, Nervenfasern und in der Lamina muscularis der
humanen Harnblase nachgewiesen [51]. Die dehnungsabhangige Freisetzung von
second messenger Moleklilen ist vermutlich der initiale Schritt bei der

Harnblasensensorik.

Die physiologische Rolle der suburothelialen Myofibroblasten wird bislang weniger gut
verstanden. Steiner und Kollegen haben in lhrer Arbeit die verschiedenen Hypothesen

Funktionen der interstitiellen Zellen der Lamina propria zusammen getragen:

Funktion Quelle
Sensor fir Blasenflllzustand [30,52]
Modulation afferenter neuronaler Signale [53-55]

Verstarkung urothelialer Signale zum Detrusor | [19,56]

Fir Pacemakeraktivitat [57,58]

Gegen Pacemakeraktivitat [59]

Tabelle 2: Ubersicht iiber die verschiedenen postulierten
Funktionen der interstitiellen Zellen der Lamina propria. Nach
Steiner et al. [27]

Interstitielle Zellen / sMF regieren auf zahlreiche Messenger-Molekule, sowie auf
Reduktion des extrazellularen pH-Wertes [35]. Sie zeigen elektrische Aktivitat und
Signale im Kalziumimaging. Darlber hinaus bilden die Myofibroblasten selbst ein

funktionelles Netzwerk.
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3 Aufgabenstellung

Ziel der Arbeit ist es, die mechanische Stimulierbarkeit der suburothelialen
Myofibroblasten zu untersuchen. Dartber hinaus untersucht die Arbeit auch die intra-

und interzellulare Ausbreitung mechanisch induzierter Kalziumsignale.
Hypothesen

1. Suburotheliale Myofibroblasten reagieren auf mechanische Reize mit einer
intrazelluldren Kalziumerhdhung. Eine Mechanosensitivitdt wurde einen zuvor
noch nicht gezeigten Mechanismus der Harnblasensensorik darstellen.
Kalziumtransienten breiten sich intrazellular tber die gesamte Zelle aus.

3. Evozierte Kalziumsignale fuhren zu Kalziumtransienten in Nachbarzellen. Dies
spricht fur die Organisation der sMF in funktionellen Synzytien in vitro.

4. Die interzellulare Kopplung der sMF fur Kalziumsignale &8sst sich quantifizieren.
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4 Material und Methoden

4.1 Gewinnung und Zellkultur suburothelialer Myofibroblasten

Humanes Harnblasengewebe wurde im Rahmen laufender Projekte der Klinik und
Poliklinik fr Urologie unter Einhaltung der Kriterien der Deklaration von Helsinki und
Genehmigung durch die Ethikkommission der Universitat Leipzig (AZ: 036-2007)
gewonnen. Alle Experimente erfolgten an kultivierten humanen suburothlialen
Myofibroblasten. Die Gewinnung der Zellkultur und Charkterisierung der Zellen erfolgte
entsprechend der bereits veroffentlichten Laborstandards [25,60]. Ausgangsmaterial fur
die Zellkultur waren Blasenwandproben, welche aus tumorfreien Wandabschnitten von
radikalen Zystektomiepraparaten bei unilokularem Harnblasenkarzinom gewonnen
wurden. Die Mucosa und Lamina propria wurden dabei vom Detrusormuskel
mikrochirurgisch abprapariert. Die so gewonnenen Gewebsfragmente (0,5 x 0,5 x
0,5 mm) wurden in Gewebskulturflaschen (TPP AG, Trasadigen, Schweiz) mit SMC
Growth Medium 2 (PromoCell GmbH, Heidelberg, Germany) inkubiert und subkultiviert
(100 % Luftfeuchtigkeit, 37°C, 5 % COy).

Fur alle Experimente wurden P2 bis P5 passagierte Zellen verwendet. FUr
Calcium imaging Experimente wurden die Zellen auf Kollagen A (Biochrome AG, Berlin,
Germany) beschichtete 13 mm Deckglaschen aufgebracht. Die Zellen wurden weiter

inkubiert und verwendet, sobald ein zu etwa 80 % konfluenter Monolayer erreicht wurde.

4.2 Ldésungen und Chemikalien

Als physiologische Pufferldsung wahrend der Calcium imaging Experimente wurde eine
modifizierte Krebs Ringer Lésung mit folgender Zusammensetzung (mmol/L) verwendet:
CaCl> 1,9; NaCl 120,9; NaHCOs3 14,4; KCI 5,9; MgCl. 1,2; NaH.PO4 1,55; Hepes 4,2;
Glucose 11,49; pH =7,2. Alle dafur erforderlichen Substanzen wurden von Sigma-
Aldrich, Steinheim, Deutschland bezogen. Die Lésung wurde am Tag der Verwendung

frisch hergestellt.

Fir die Stimulation mittels hypoosmolarer Lésung wurde die so hergestellte Krebs

Ringer Losung entsprechend mit Reinstwasser verdunnt. Die konkret verwendeten
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Mischungsverhaltnisse und Osmolaritaten sind im Abschnitt

Hypoosmolare Stimulation, Seite 32 aufgelistet.

4.3 Calcium imaging

Calcium imaging wurde verwendet, um den zeitlichen und raumlichen Verlauf der
intrazellularen Kalziumkonzentration von suburothelialen Myofibroblasten unter in vitro
Bedingungen zu erfassen. Fur das Calcium imaging wurde ein bereits publiziertes

Standardprotokoll verwendet (siehe [60]).

Die Zellen wurden zunachst auf Deckglaschen kultiviert, wie im Kapitel 4.1 Gewinnung
und Zellkultur suburothelialer Mpyofibroblasten beschrieben wurde. Fir das
Calcium imaging wurden die Deckglaschen zunachst mit Krebs Ringer Losung
gewaschen und nachfolgend mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fura-2-acetoxymethylester
(2,5 mM Fura-2AM geldst in DMSO (jeweils Sigma-Aldrich, Steinhaim, Deutschland),
2 % Pluronic (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) in Ringer) bei 37 °C fur 35 Minuten
inkubiert. Nach erneutem Waschvorgang wurden die Deckglaschen in die auf 37 °C
geheizte Laminar Flow Kammer gelegt. Um transferbedingte Kalziumaktivitat
auszuschlie®en, wurden die Versuche erst nach einer zehnminltigen Adaptationszeit

begonnen.

Das Calcium imaging Setup bestand aus einem Olympus [X-71 Inversmikroskop mit
LCPLN20xIR Objektiv (Olympus Microscopy, Hamburg, Germany), TILL Photonics
Polychrome V monochromator (TILL Photonics, Grafelfing, Germany) und TILL IMAGO-
QE Kamera. Die Aufnahmesteuerung und Bildaquise erfolgten mittels TILLvisION
Software V. 4.5 (TillPhotonics, Grafelfing, Deutschland). Bildserien wurden mit einer Rate

von 1, 4 oder 10 Bildern pro Sekunde aufgenommen.

Die Fura-2 beladenen Zellen wurden jeweils fur 30 ms mit Licht der Wellenlangen
340 nm und 380 nm angeregt und die Fura-2 Emissionen wurden bei 520 nm detektiert.
Mittels TILLvisION Software wurde jeweils fur die Aufnahmen bei 340 nm und 380 nm
die Hintergrundfluoreszenz subtrahiert und anschlieRend die Fluorescence intensity ratio
(F1) berechnet. Hierbei wird der Quotient des Fluoreszenzwertes bei 340 nm und 380

nm gebildet und mit 1000 multipliziert.
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Flourescence intensity ratio FI = F340 nm / F3o nm *1000

Das so berechnete Falschfarbenbild der Fluoreszenzintensitat wurde im TIFF
Videoformat exportiert. Die weitere Auswertung der Kalziumsignale der einzelnen Zellen
erfolgte mittels selbst programmierter Analysesoftware, was im Detail im Kapitel

4.4 Datenanalyse ab Seite 22 im Detail erklart wird.

4.4 Datenanalyse

4.4.1 Erzeugung der FI-Ratio Datensétze

Die Fluoreszenz Ratio Videos wurden so erstellt, wie es im Abschnitt 4.3 Calcium
imaging, ab Seite 20 beschrieben wurde. Bei den so erzeugten Videos korreliert der
Helligkeitswert jedes Pixels mit der intrazellularen freien Kalziumkonzentration. Ziel der
Auswertung war die Quantifizierung der Kalziumtransienten. Diese stellen
vorubergehende Erhéhungen der intrazellularen Kalziumkonzentration [Cali Uber das

bestehende Basisniveau dar.

Die Detektion und Auswertung erfolgte in zwei Schritten, wobei zunachst im Programm
Imaged [61] die Messfelder (Regions of interest, ROIs) festgelegt wurden. Die ROls
betrugen im Durchmesser rund 4 pm bei der Untersuchung der intazellularen
Signalausbreitung und sonst 8,25 pm. AnschlieBend wurde mithilfe eines selbst
geschriebenen Macros die Kinetik der mittleren Fluoreszenzintensitat (FI) berechnet. Die
Ergebnisse, bestehend aus Messfeldbezeichnung, Messfeldposition (Pixel), und Fl
wurden in Textdateien, genauer gesagt CSV Dateiformat (Comma-separated values)

gespeichert.
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Abbildung 2: Schritte der Erstellung der FURA 2 Calcium Imaging Datensatze.
(A) Phasenkontrastbild der kultivierten humanen suburothelialen Myofibroblasten vor Beginn der
Aufnahme (20-fache VergréRerung). (B) Korrespondierendes Fluoreszenzbild F340 nm/F380 nm. (C)
Typischer Verlauf der Kalziumkonzentrationen in den untersuchten hsMF mit spontanen transienten
Anstiegen der Kalziumkonzentration. (A-C) Drei Messregionen (ROIs) und die korrespondierenden

Kalziumsignale wurden farblich hervorgehoben (Blau, Rot und Griin).

4.4.2 Automatische Fluoreszenz-Signal-Analyse

Die nachfolgende Analyse erfolgte im selbst entwickelten Programm ,Fluorescence
Analysis® (FA). Das Programm wurde in der open source Interpretersprache Python
(Version 2.6, (Rossum G (2008), Python Software Foundation, http://python.org/)
geschrieben. Die grafische Nutzeroberflache des Programmes wurde mit der Python
Bibliothek Tkinter erstellt.
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Abbildung 3: Grafische Nutzeroberfliche des eigenen Programms zur Signalanalyse
"Fluorescence Analysis"

4.4.2.1 Fluorescence Analysis Software

Die Programmierung dieses Analysetools ermdglichte es, mehrere Probleme zu
umgehen, mit denen man bei der manuellen Datenauswertung konfrontiert ist. Ein
erhebliches Problem bei der Auswertung ist, dass die Kalziumsignale (Peaks) in
Amplitude und Dauer sehr inhomogen sind. Damit ist die Festlegung von Peakbeginn
und Peakende schwierig. Aulerdem kommt eine manuelle Auswertung allein aufgrund

der Menge von mehreren tausend Datensatzen nicht infrage.

Der hier verwendete Algorithmus der Peakdetektion, wird im Kapitel 4.4.2.2, Seite 25
beschrieben. Er eignet sich dank seiner Skalierbarkeit sehr gut fur heteromorphe
Signale. Die Peakdetektion geht rasch, reproduzierbar und lasst sich direkt visuell
kontrollieren. Die Auswertung kann auch auf verschiedene Abschnitte beschrankt
werden. Weiterhin werden bei Festlegung einer Ausgangszelle Abstande der anderen
Messfelder berechnet und die zeitliche Verzégerung von anderen Signalen ausgegeben.

Nach der Erkennung der Peaks, werden die Charakteristika der Signale entsprechend
berechnet. Die berechneten Ergebnisse kdnnen anschlieRend direkt zur Auswertung,
beispielsweise in Statistikprogrammen, MS Excel und GraphPad Prism5 verwendet

werden. Die Daten kénnen auch fir verschiedene Zwecke exportiert werden.
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4.4.2.2 Algorithmus der Peakdetektion

Charakteristisch fur die Kalziumsignale suburothelialer Myofibroblasten ist, dass sich die
einzelnen Signale betrachtlich in Amplitude und Dauer unterscheiden. Uns war wichtig,
die Signale nicht nur zu zahlen, sondern auch die weiteren Peak-Eigenschaften
(Peakdauer, -Amplitude, AUC) zu messen, um Anderungen der Signalmuster genau zu

erfassen.

Die Heterogenitdt der Peaks und eine Uberlagerung durch technisch bedingtes
Rauschen stellen entsprechend hohe Anforderungen an eine automatische
Peakdetektion.  Weiterhin musste die toxische Wirkung des FURA-2
Fluoreszenzfarbstoffs beriicksichtigt werden. Hierdurch kam es bei langeren Aufnahmen
mit wiederholter Belichtung zu einem ,Verblassen® der Zellen. In der Folge stieg der Fl-

Ratio mit der Zeit allmahlich an.

Damit die Daten reproduzierbar und automatisch erkannt werden konnten, wurde der im

Folgenden beschriebene Algorithmus zur Peakdetektion entwickelt.

Zugrunde liegt die Uberlegung, dass alle Kalziumsignale eine prinzipiell &hnliche
Morphologie haben. Initial zeigt sich ein rascher und deutlicher Anstieg der
Kalziumkonzentration. AnschlieRend folgt ein vielfach langsamerer Abfall auf das
Ausgangsniveau. Weitere Peaks in der Zelle werden zum Teil beobachtet, auch wenn

die Kalziumkonzentration den Ausgangswert noch nicht wieder vollstandig erreicht hat.

Der angewendete, selbst entwickelte Algorithmus zur Signalerkennung verwendet die

folgenden Schritte.

(i) Filterung. Durch eine Mittelwertfilterung (Meanfilter) wurde hochfrequentes
Rauschen reduziert und das Verhaltnis zwischen den vergleichsweise grof3en
und langen Peaks und dem Rauschen verbessert. Diese Filterung verbesserte
die nachfolgende Erkennung der Peakstarts. Fur alle Daten wurde der gleiche
Glattungsfaktor (G = 5) verwendet. Dabei errechnete sich fiir jeden Zeitpunkt n
aus dem Ratio-Wert FI(n) bei einem Glittungsfaktor G = 5 der gefilterte Wert Fl

(n) als arithmetischer Mittelwert wie folgt:

Fl(n) = ( FI(n-2) + FI(n-1) + FI(n) + FI (n+1) + FI(n+2) )/ 5
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Abbildung 4: Glattung der Kalziumsignale. Oben: Urspriingliches Signal;
Unten: Signal nach Anwendung eines Meanfilters

(i) Festlegung eines signalfreien Intervalls. Zur optimalen automatischen
Erkennung der Peaks wird im nachsten Schritt ein signalfreies Intervall ermittelt.
Dieses wurde automatisch im Fluorescence Analysis Programm fir jede ROI
herausgesucht. Dabei durchsuchte das Skript jedes Signal nach dem Intervall mit
der minimalen Amplitude Uber 20 aufeinanderfolgende Datenpunkte. FA

ermdglicht es auch, dieses Intervall manuell festzulegen.

(i) Erkennung von Signalstarts. Der Beginn von Signalen wird Uber den
Signalanstieg ermittelt. Uberschreitet die Signalzunahme  zwischen zwei
aufeinanderfolgenden Zeitpunkten dFl/dt einen bestimmten Schwellenwert (S),
wird der Beginn des Anstieges als Peakstart definiert. Der Schwellenwert S ergibt
sich aus dem Rauschen im zuvor ermittelten signalfreien Intervall (siehe
vorheriger Abschnitt). Als Schwellenwert bewahrte sich in unseren Calcium
Imaging Versuchen S als 2,5-faches der Standardabweichung der Anstiege im
signalfreien Intervall festzulegen. Nach diesem Algorithmus werden zunachst alle

Peakstarts fur einen Datensatz ermittelt.
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(iv) Ermittlung des Signalendes. Nach Detektion der Peakstarts sucht das

v)

Programm nun das jeweilige Peakende. Dazu verfolgt es den weiteren
Signalverlauf und sucht fortlaufend nach lokalen Maxima und berechnet die
Peakamplitude (Flmax-Flstat) nach dem Peakstart. Sollte vor Erreichen des
Peakendes ein zweites lokales Maximum gefunden werden, wird dieses als
Peakmaximum definiert. Das Peakende wird erkannt, sobald das Signal um
einen bestimmten Anteil der Amplitude wieder abféllt. In den flr diese Arbeit
durchgefiihrten Versuchen wurde zur Definition des Peakendes der Abfall auf

40 % der Peakamplitude verwendet. Dieser Wert wurde empirisch ermittelt.

Mindestamplitude und Mindest-Dauer der Peaks. Der so verwendete
Auswertalgorithmus erkennt Peaks unabhangig von ihrer absoluten Amplitude
und Dauer. Er ist somit prinzipiell auf viele verschiedene Signalquellen
anwendbar. Die Genauigkeit wird durch das Signal-Noise-Verhaltnis beeinflusst.
Zur Erhéhung der Spezifitat bei der Peakerkennung wurde die Auswertung auf
Peaks mit einer Mindestdauer (10 Bilder) und Mindestamplitude (dFlmin = 20)

beschrankt.

1200 — Kalziumsignal

== Peakfreies Intervall

1000+ == Detektierte Peaks

800+

FI (F340/F350*1000)

|
[l
v

60 120 180 240
Zeit [s]

T T r+rJlrrrrrrrrrror T

Abbildung 5: Algorithmus der Peakdetektion Schwarz: Geglattetes

Fluoreszenzsignal (Fl). Rot: Peakfreies Intervall. Griin: Detektierte Peaks.

4.4.2.3 Berechnete Zielparameter

Nach der Peakerkennung erfolgte im letzten Schritt der Auswertung nun die Berechnung

der verschiedenen Peakparameter. Hierbei erfolgten sowohl Berechnungen fur die
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gesamte Kalziumkinetik wahrend des Auswertungsintervalls, als auch eine Auswertung
fur die einzelnen Peaks. Die berechneten Werte wurden als ASCII-Textdateien
ausgegeben und konnten direkt in Excel oder mit Hilfe weiterer Skripte sortiert und

gruppiert in das Statistikprogramm Prism5 Ubergeben werden.
Folgende KenngréfRen wurden fur die einzelnen Peaks berechnet und ausgewertet:

- Minimum, Maximum und Amplitude

- Flache unter der Kurve (AUC): Fur die Statistik wurde lediglich die Flache, die
tatsachlich unter der Kurve lag ausgewertet. Der Offset, also die rechteckige
Teilflache unterhalb der FI zum Startzeitpunkt (Flswt * Dauer, in Abbildung 6
doppelt schraffiert), wurde subtrahiert.

- Dauer des Signals

Peakdauer
| [ ]
E !
540 - 2 | == Peaksignal
Max
] ;éa’
S 520 / o
= o
518 / o
3 2
w =) '
S 50045 AUC 3.
T = v A
= O )t Fs A )
Ta 1a
480 - %

Start - ) /A

o0 | RRROAZE
60 70 80 90
Zeit [s]

Abbildung 6: Parameter der Peakauswertung. 71 Peakstart,
2: Peakmaximum, 3: Peakende, AUC: Flache unter der Kurve (einfach

schraffiert), Offset. Flache unter Flstart (Kreuzschraffur).
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In Abbildung 6 sind die einzelnen Peakmal3e grafisch dargestellt.
Folgende KenngréfRen wurden fur die einzelnen ROIs berechnet und ausgewertet:

- Koordinaten der Region, Abstand zu definierter Zielregion (Verwendet bei
mechanischer Stimulation)

- Wourde Zelle gezielt stimuliert? (Wahrheitswert Ja/Nein)

- Zeitpunkt der Stimulation

- Zeigt die Region Peaks? (Wahrheitswert Ja/Nein)

- Anzahl der Peaks

- Peakfrequenz

- AUC: In der Auswertung wurde nur die Flache, die tatsachlich unter der Kurve
lag, ausgewertet. Der ,Sockel”, also die rechteckige Teilflache unterhalb der
Ausgangsfluoreszenz Flmin, wurde subtrahiert.

- Anteil der Zeit im Peak: Anteil der Beobachtungszeit, die das ROI in Peaks ist.

4.4.2.4 Statistische und grafische Analyse

Grundlegende Sortier-, Filter- und Gruppieraufgaben erfolgten teils in MS Excel, teils mit
selbstgeschriebenen Python Skripten. Die weitere deskriptive statistische Auswertung
und die Erstellung der Diagramme erfolgten in GraphPad Prism Version 5.00 flr
Windows, GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com. Alle
Grafiken dieser Arbeit wurden ebenfalls mit GraphPad Prism 5 erstellt. Die Daten
wurden, sofern nicht anders angegeben als Arithmetischer Mittelwert (Mean) mit den
Grenzen des 95 % Konfidenzintervs angegeben. Mit ,n“ wurde die Anzahl an
untersuchten Zellen und mit ,N“ wurde die Anzahl an untersuchten Zellkulturen

angegeben.

4.5 Aufbau und Anordnung der Experimente

4.5.1 Spontanaktivitit

Zur Untersuchung der Spontanaktivitat wurden die Zellen wie im Kapitel 4.1 Gewinnung
und Zellkultur suburothelialer Myofibroblasten ab Seite 20 vorbereitet. Nachdem die

Zellen entsprechend fir mindestens 10 Minuten im Dunklen an die Bedingungen in der
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Laminar Flow Kammer adaptiert wurden, wurde mit den Aufnahmen begonnen. Es
erfolgten Calcium imaging-Aufnahmen fur 5 Minuten mit einer Bildrate von 1 BPS. Dabei

wurde die spontane Aktivitat ohne weitere Manipulation im Calcium imaging beobachtet.

4.5.2 Mechanische Stimulation mittels Glasmikropipette

Es gibt verschiedene Techniken zur Untersuchung der mechanischen Stimulierbarkeit in
Zellkultur. Fur Zellen, die auf (starren) Deckglaschen kultiviert wurden, sind mechanische
Reizung durch Druck mittels Mikropipette, Scherstress und Anderung der Osmolaritét

etablierte Stimulationsverfahren. [62-64]

Fur die Stimulation mittels Glasmikropipette wurden die suburothelialen Myofibroblasten
zunachst, wie im Kapitel 4.5.1 auf Seite 29 beschrieben, zum Calcium imaging

vorbereitet.

Zur mechanischen Stimulation wurden Glasmikropipetten von Typ GB 150-BP 8
(Science Products, Hofheim, Deutschland) verwendet. Sie wurden im P-87
Flaming/Brown Micropipette Puller (Sutter Instruments, Novato, CA, USA) gezogen. Die
Einstellungen wurden dabei so gewahlt, dass die Glasmikropipette an der Spitze

geschlossen und abgerundet geformt war.

Eine so erzeugte Glasmikropipette wurde in den Mikromanipulator (MP-285 motorisierter
Mikromanipulator, Sutter Instruments, Novato, CA, USA) eingesetzt. Der
Mikromanipulator ermdglicht die Bewegung der Pipette in allen drei Ebenen im Raum in
feinen definierten Schritten (40 nm). Die Bewegung wird mit einer Fernbedienung

kontrolliert.

Vor Beginn jedes Versuches wurde eine Glasmikropipette unter mikroskopischer
Kontrolle direkt tber der Zelle positioniert, die mechanisch stimuliert werden sollte. Die
Spitze der Mikropipette wurde dabei am Zellzentrum, nicht aber tber dem Zellkern
positioniert. Die korrekte Einstellung der Ausgangsposition in der vertikalen Ebene wurde
dabei durch Veranderung des Fokus durch Spiel am Feintrieb des Mikroskops erreicht.
Korrekt platziert war die Pipettenspitze, wenn sie sich knapp Uber der Zelle befand, diese

aber eben noch nicht berihrte.

In Abbildung 7 ist die Ausgangsposition der Mikropipette Uber der Zielzelle im
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Phasenkontrastbild dargestellt. Man erkennt die abgerundete geschlossene
§,¢/

\
N

LN

Pipettenspitze (roter Kreis).

Abbildung 7: Mechanische Stimulation mittels Glasmikropipette. Links
Phasenkontrastbild, der rote Kreis zeigt die Position der Pipettenspitze lber dem
Myofibroblasten. Rechts schematische Darstellung des Versuchsablaufes. Die
positionierte Glasmikropipette wird auf die Zelle hinab gefiihrt und anschlieRend wieder in

die Ausgangsposition gebracht.

Wahrend der Aufnahme wurde die Glasmikropipette abwarts bewegt und die Zelle somit
verformt (Abbildung 7, rechts). Um sicherzustellen, dass die stimulierte Zelle bei der
Aufnahme nicht zerstort wird, erfolgte ein Live-Tracking der Fluoreszenz-Ratio am Ort
der Stimulation. Die Pipette wurde in sehr kleinen Schritten (40 nm) auf die Zelle
abgesenkt. Sobald sich der Beginn eines Peaks am Ort der Stimulation abzeichnete,
wurde die Mikropipette von der Zelle weg wieder in ihre ursprungliche Position

zurlckgefahren.

45.3 Mechanische Stimulation durch Scherstress

Der experimentelle Ablauf zur Untersuchung der mechanischen Stimulierbarkeit durch

veranderten Scherstress ist schematisch in Abbildung 8 zusammengefasst.

Vor Beginn der Aufnahme wurden die kultivierten Zellen in der Laminar Flow Kammer in
normoosmolarer Ringer Lésung fir 15 min inkubiert. Die Flussrate wurde durch eine
Rollenpumpe kontrolliert. Von Beginn an betrug die Flussgeschwindigkeit konstant
1 ml/min. Im ersten Teil der Aufnahme (Teil A) wurde die Kalziumsignalaktivitat fir
3 Minuten aufgezeichnet. AnschlieRend wurde bei fortgesetzter Aufnahme (Teil B) die

Flussgeschwindigkeit auf 2 ml/min erhdht. Nach weiteren 3 Minuten wurde die
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Flussgeschwindigkeit wieder zurtck auf 1 ml/min gestellt und anschlielRend weitere
3 Minuten beobachtet.

Adaptationsphase Aufnahme
A A

r

Zeit (min)
-15 0 3 6 9

Abschnitt A B C
Flussgeschwindigkeit 2 mi/min

| 1 ml/min 1 mi/min
Osmotische Konzentration

I 309 mosm/I

Abbildung 8: Mechanischen Stimulation durch Scherstress. Zeitstrahl zur Darstellung des Ablaufes
der Experimente zur Untersuchung mechanischen Stimulierbarkeit durch Anderung der

FlieRgeschwindigkeit in der Laminar-Flow-Kammer.

4.5.4 Hypoosmolare Stimulation

Der experimentelle Ablauf zur Untersuchung der mechanischen Stimulierbarkeit durch

veranderte osmotische Konzentration ist in Abbildung 9 zusammengefasst.
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Adaptationsphase Aufnahme
A A

Zeit (min)

Abschnitt A B €

Flussgeschwindigkeit

| 1 mi/min

Osmotische Konzentration 232/ 154 mosm/I

| 309 mosm/I 309 mosm/I

Abbildung 9 Osmotische Stimulation. Zeitstrahl zur Visualisierung des Ablaufes der mechanischen

Stimulation durch Senkung der osmotischen Konzentration.

Zur Untersuchung der osmotischen Stimulierbarkeit der Zellen wurden diese zunachst
in normoosmolarem Ringer fur 15 min inkubiert. Die Flussrate der Ringer-Losung wurde
mittels Rollenpumpe durchgangig konstant bei 1 ml/min gehalten. Im ersten Teil jedes
Versuches (Teil A) wurde fur 3 min die Aktivitdt der Kkultivierten suburotelialen
Myofibroblasten aufgezeichnet. AnschlieRend wurde die Zufuhr auf die hypoosmolare
modifizierte Testldsung umgestellt, mit der die Zellen in gleichbleibender

Flussgeschwindigkeit superperfundiert wurden.

Die in Teil B verwendete Testlésung bestand aus einem Ringer-Reinstwasser-Gemisch
unterschiedlicher Mischungsverhaltnisse. Getestet wurden zwei hypoosmolare
Lésungen. Die Mischungsverhaltnisse und Osmolaritaten der Testldsungen sind in

Tabelle 3 zusammen gefasst.
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Superperfusionsldsung Osmolaritat

Krebs Ringer Lésung (Standard, siehe Kapitel | 309 mosm/I
4.2 Lésungen und Chemikalien, S. 20)

»Hypo 25 (Ringer : Hb.O=3:1) 232 mosm/I

»,Hypo 50“ (Ringer : Hb.O=1:1) 154 mosm/I

Tabelle 3: Osmolaritat der eingesetzten Ringer-Lésung und der hypotonen

Lésungen.
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5 Ergebnisse

5.1 Spontane Kalziumaktivitdit humaner suburothelialer Myofibroblasten

Insgesamt wurden in elf Experimenten 1173 Zellen Uber jeweils 250 Sekunden
beobachtet. Dabei zeigten 75% (n=1173, SD =43,4) der beobachteten Zellen
spontane Kalziumtransienten und waren damit nachweislich spontan aktiv. Die
verbleibenden 25 % der Zellen zeigten keine Peaks im Beobachtungszeitraum.
Abbildung 10 zeigt die spontanen Kalziumsignale verschiedener Zellen aus einer

Aufnahme nach Filterung Uber einen Zeitraum von 10 Minuten.

10004

F1 (F340/F3g0*1000)

500+

time [sec]

Abbildung 10: Spontane Kalziumsignale suburothelialer Myofibroblasten. Charakteristisch sind
transiente Kalziumanstiege (Peaks) in verschiedenen Zellen mit variierender Amplitude, Dauer und

Frequenz.

Die aktiven Zellen zeigten durchschnittlich 0,4 (n = 879, SD 0,21 95 % KI [0,42 — 0,45])
Peaks pro Minute. Die mittlere Peakamplitude betrug AFl =200 (n= 1592, SD 262,
95 % Kl [188 - 214]). Die mittlere Peakdauer betrug 38,5 Sekunden (n = 1592, SD 23,8
[37-40]). Abbildung 11 zeigt die relativen Haufigkeiten von Amplitude, AUC, Peakdauer

und Peakfrequenz.
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Ergebnisse
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Abbildung 11: Haufigkeitsverteilung

verschiedener

Peakcharakteristika  spontaner

Kalziumtransienten. Alle Haufigkeitsverteilungen sind eingipfelig. Auffallig ist die betrachtliche Streuung

insbesondere bei Peakamplitude und AUC. Wahrend 75% der Peaks eine Amplitude < 250 haben, betrug

die maximale Peakamplitude AFI 2045.

Peakamplitude und AUC zeigen in der Korrelationsanalyse (siehe Tabelle 4) einen

starken Zusammenhang. Hingegen besteht zwar eine signifikante, aber nur schwache

bzw. sehr schwache Korrelation zwischen Peakdauer und —Amplitude oder AUC

(r=0,05/0,26)
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Amplitude Peakdauer (s) AUC
Amplitude 0,045 (0,042) 0,959 (<0,001)
Peakdauer (s) 0,045 (0,042) 0,267 (<0,001)
AUC 0,959 (<0,001) 0,267 (<0,001)

Tabelle 4: Korrelation der Peakparameter. Spearmans
Rangkorrelationskoeffizienten Rho und p-Werte fiir die Korrelation von

Peakamplitude, -dauer und AUC

Wie zuvor gezeigt, haben die spontanen Kalziumtransienten eine deutliche
Schwankung in Amplitude und Frequenz. Die Morphologie der Peaks ist aber
grundsatzlich gleichartig. Charakteristisch fir spontane Kalziumtransienten ist ein
rascher Signalanstieg, auf den ein langsamerer Signalabfall folgt. Eine typische
Plateauphase zeigt sich nicht. Dennoch zeigen die Zellen nicht immer einen stetigen
Abfall der Kalziumkonzentration. Haufig ist ein undulierender Abfall zu beobachten.
Abbildung 12 zeigt die gemittelten Peakverlaufe. Dabei wurden Peaks unterschiedlicher

Amplituden zusammengefasst und am Punkt des Maximums Gbereinander gelegt.

1500 -

Morphologie spontaner Kalizumtransienten

=
(=}
(=}
o
M

FI (F340/F3g0*1000)

500 4

Abbildung 12: Morphologie der Kalziumtransienten. Alle ausgewerteten spontanen
Transienten wurden nach Amplitude sortiert, gruppiert und am Punkt des Maximums
L=ubereinander gelegt®. Unabhangig von der Amplitudenhdhe war die Morphologie der spontanen
Transienten gleich. Schwarze Linien: arithmetisches Mittel der Kurvenverlaufe, gestrichelt SEM.
(Abbildung nur > 20 vorhandene Messpunkte)
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5.2 Mechanische Stimulierbarkeit durch Druck mittels Glasmikropipette

5.2.1 Intrazellulédre Ausbreitung mechanisch induzierter Kalziumsignale

Der Ablauf der mechanischen Stimulation der suburothelialen Myofibroblasten erfolgte
so, wie ausflhrlich im Kapitel 4.5.2, Mechanische Stimulation mittels Glasmikropipette
auf Seite 30, beschrieben. Es erfolgten dreizehn individuelle Experimente, wobei
dreizehn Zellen aus zwei verschiedenen Zellkulturen stimuliert wurden. Sechs
Aufnahmen hatten eine Bildrate von 10 BPS, weitere sieben Aufnahmen hatten eine
Bildrate von 4 BPS. Die mittlere Nachbeobachtungszeit nach Beginn des

Kalziumtransienten betrug 128 s (Min =75 s, Max = 199 s).

Abbildung 13: Abbildung Intrazellulare Ausbreitung von Kalziumtransienten. Oben links:

Phasenkontrastbild vor Aufnahmebeginn mit positionierter Glasmikropipette. Diese wurde
wahrend der Aufnahme auf die Zelle hinab bewegt, bis eine Reaktion verzeichnet wurde.
Folgende Bilder: ,Falschfarbencodierte® Fl-ratio Bilder. Roter Pfeil: Ausgangspunkt der
Kalziumwelle, ausgehend von der Position der Pipettenspitze (Im FI-Bild nicht sichtbar)

Wird Druck mit der Glasmikropipette auf eine Zelle ausgeubt, 16st dies einen
Kalziumtransienten in dieser Zelle aus. Dieser Effekt konnte in jedem Experiment (13/13,
N =2) nachgewiesen werden. Die mechanisch induzierten Transienten lagen in
Amplitude und Dauer deutlich Uber den Transienten, die zuvor spontan beobachtet

wurden. In allen durchgefiihrten Versuchen breitete sich dieser intrazellulare
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Kalziumanstieg vom Ort der Stimulation ausgehend radiar Uber die gesamte Zelle aus,

wie in Abbildung 13 gezeigt.

Die Kalziumsignale an den unterschiedlichen Orten innerhalb der Zelle wurden durch
weitere Messfelder (ROls), die die gesamte Zelle Uberspannten, ausgewertet. Je
Aufnahme wurden Durchschnittlich 22 (min = 12, max = 41) intrazellulare Messfelder
ausgewertet. Insgesamt konnten 257 Peaks analysiert werden. Abbildung 14 zeigt die
Position und GroRe der Messfelder (ROIs) sowie die resultierenden FI-Werte an

verschiedenen Stellen in der stimulierten Zelle.

— ROI am Ort der mech. Stimulation

Abbildung 14: Intrazellulare Ausbreitung von Kalziumwellen in humanen suburothelialen
Myofibroblasten nach mechanischer Stimulation durch Glasmikropipette. Links:
Phasenkontrastbild der kultivierten suburothelialen Myofibroblasten mit platzierter Glasmikropipette zur
mechanischen Stimulation. Die verschieden farbigen Kreise markieren die Messfelder (ROIs) innerhalb
der stimulierten Zelle. Rechts: Fluoreszenzintensitat in verschiedenen intrazelluldaren ROls. Zur
Veranschaulichung wurde nur ein Teil der ROIs abgebildet. Die Linienfarben entsprechen den Farben
der Messfelder in der linken Abbildung. Links und rechts rot markiert: Position und

Fluoreszenzintensitat in der stimulierten Region unter der Glasmikropipettenspitze.

Abbildung 15 veranschaulicht die Veranderung der Peakamplitude mit zunehmendem
Abstand zum Ort der Stimulation. Dargestellt ist die Amplitude im jeweiligen Messfeld,
relativ zur Amplitude am Stimulationsort. Mit zunehmendem Abstand wurden die
Signalamplituden nahezu linear schwacher. Bei einem Abstand zwischen 60 um und
80 um ist die Peakamplitude halbiert.

Die intrazellularen Messfelder zeigen mit zunehmendem Abstand vom Stimulationsort
eine stetig zunehmende Verzdgerung der Peakstarts (siehe Abbildung 15, rechts). Aus
Abstand und Verzégerung der Peakstarts wurde jeweils die mittlere

Ausbreitungsgeschwindigkeit berechnet. Fir Messfelder mit einem Abstand von bis
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einschlief3lich 50 ym betrug die mittlere Ausbreitungsgeschwindigkeit 32,8 um/s (n = 32,
95 % Kl =12,9-52,6). Fir Messfelder mit einem Abstand Uber 50 ym war die
Ausbreitungsgeschwindigkeit etwas geringer (Mittelwert = 23,2 ym/s, n =120,
95 % Kl = 14,4 — 32,1). Der Unterschied war statistisch nicht signifikant (Mann-Whitney-
Test, einseitig, p = 0,25). In den Diagrammen in Abbildung 15 sind die Veranderung der
Peakamplitude und Peakstartverzogerung im Verhaltnis von Abstand und

Stimulationsort dargestellt.

Intrazellulére Kalziumsignalausbreitung nach: Intrazelluldre Sign.alausb.reitung nach mechanischer Stimulation:
Verhiltnis zwischen Abstand und Peakamplitude Entfernung zum Stimulationsort und Verzégerung des Peakstarts
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Abbildung 15: Verdnderung der Peakcharakteristika der intrazellularen Kalziumwelle mit
zunehmendem Abstand vom Ort der Stimulation. Links: Anderung der Peakamplitude, relativ zur
Amplitude am ROI der Stimulation. Die Abstandgruppenbezeichnung gibt die Mitte des Bins an (Gruppe
20 bedeutet: Alle Werte mit Abstand 10 um < Gruppe 20 < 30 ym). Bei Bin 0 sind Ausgangs-ROls nicht
enthalten. Rechts: Verzdgerung des Peakstarts abhangig vom Abstand.

Die Untersuchung einer moglichen Veranderung der Morphologie der Peaks erfolgte
mithilfe eines gemittelten Plots (Abbildung 16). Fir die Auswertung der Morphologie
wurden die Aufnahmen mit einer zeitlichen Auflésung von 4 BPS verwendet (n=7
Aufnahmen). Zur Erzeugung dieses Plots wurden alle Peaks der Nachbarzellen
zunachst anhand des Peakmaximums am Ort der Stimulation normiert, wobei die
Peakamplitude am Stimulationsort gleich eins gesetzt wurde. Auf der X-Achse wurde
dem Zeitpunkt des Peakmaximums der Zeitpunkt O s zugeordnet. Nachfolgend wurden
die Peaks nach Abstand gruppiert. Flr jede Abstandsgruppe wurde flr jeden Zeitpunkt
die mittlere relative Fluoreszenz berechnet. Fur die einzelnen Abstandsgruppen lagen

unterschiedlich viele Datenpunkte vor. Wesentliche Griinde daflr sind, dass
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1. die Zellen unterschiedlich grof3 waren und
2. aufgrund ihrer spindelférmigen Zellmorphologie in der Peripherie weniger ROIs

gesetzt werden konnten.

Im Graf wurde jeweils nur der Datenbereich abgebildet, fur den der Mittelwert aus
mindestens 20 Peaks vorhanden war. Die Daten sind in Tabelle 5, Seite 43
zusammengefasst. Der besseren Ubersicht halber wurden nur die Daten fir jede zweite

Sekunde aufgelistet.

1.0 Intrazellulare ROIs

: ' : : : : : — Stimulationsort
: : ' ! ' : Benachbarte ROJs,

= : 5 5 5 : 5 gruppiert nach Abstand:
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Abbildung 16: Kumulativer Plot. ,Gemittelter Kurvenverlauf der Peaks nach mechanischer
Stimulation an verschiedenen Orten in der stimulierten Zelle. . Abgebildet ist jeweils nur das
Intervall, fiir das die Fluoreszenzdaten von mindestens Peaks vorlagen. Fir die Gruppen 25 ym
und 28 pm standen die meisten Daten zur Verfigung. Gruppiert nach Abstand zum
Stimulationsort; n = 7 Experimente; Bildfrequenz = 4 BPS y-Achse: Kalziumfluoreszenz Fl, relativ
zu Flmax am Ort der Stimulation. X-Achse: Zeit in Sekunden vor/nach Peakmaximum. Die Kurve

des Ca2*-Transienten flacht mit zunehmendem Abstand zur Stimulationsposition ab.

Insgesamt lasst sich bei dieser Betrachtung bei zunehmendem Abstand zwischen

Stimulationsort und entfernteren Bereichen innerhalb der stimulierten Zelle keine
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Veranderung der Morphologie ablesen. Insbesondere der Peakanstieg und der Abfall
innerhalb der ersten 10s erscheinen uniform. Die vollstdndige Rulckkehr zum
Ausgangsniveau ist bei keiner Gruppe erfasst und betragt, wie bei den 38 ym und 50 pm

Gruppen dargestellt, deutlich I&anger als 60 s.
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Abstand (um) t(s) rel.FI SD n Abstand (um) t(s) rel.FI SD n
0 um, n = 7 stimulierte Zellen 50 ym, n = 26 Peaks

0 -4 0,56 0,36 7 50 -8 0,20 0,20 22
0 -2 0,74 025 7 50 -6 0,27 0,23 26
0 0 1,00 0,00 7 50 -4 0,47 0,20 26
0 2 0,86 010 7 50 -2 0,56 0,22 26
0 4 0,83 0,07 7 50 0 0,65 0,25 26
0 6 0,76 012 7 50 2 0,55 0,22 26
0 8 0,72 011 7 50 4 0,53 0,22 26
0 10 0,74 010 6 50 6 0,53 0,19 25
0 12 0,70 0,08 6 50 8 0,48 0,16 25
0 14 0,68 011 6 50 10 042 0,13 25
0 16 0,69 019 6 50 12 0,38 0,12 23
0 18 0,67 0,14 5 50 14 0,34 0,11 23
0 20 0,67 0,16 5 50 16 0,31 0,09 22
50 uym, n = 54 Peaks 50 18 0,28 0,09 21
25 -8 0,43 0,30 22 50 20 0,28 0,08 13
25 -6 0,35 0,31 41 50 22 025 0,10 M
25 -4 0,55 0,32 54 50 24 0,29 0,06 8
25 -2 0,76 0,24 54 50 26 0,27 0,05 7
25 0 0,91 0,24 54 50 28 0,27 0,05 5
25 2 0,81 0,22 54 75 -8 0,20 0,96 7
25 4 0,77 0,22 54 50 um, n = 7 Peaks

25 6 0,73 0,20 54 75 -6 028 013 7
25 8 0,68 0,19 54 75 -4 0,34 013 7
25 10 0,65 0,17 52 75 -2 034 015 7
25 12 0,62 0,15 52 75 0 043 0,6 7
25 14 0,58 0,14 52 75 2 034 014 7
25 16 0,56 0,13 48 75 4 0,33 0,13 7
25 18 0,55 0,12 44 75 6 0,30 0,12 7
25 20 0,53 0,12 40 75 8 029 0,13 7
25 22 0,54 0,12 37 75 10 026 012 7
25 24 0,54 0,13 37 75 12 0,24 0,10 7
25 26 0,53 0,13 37 75 14 022 011 6
25 28 0,54 0,13 36 75 16 0,19 0,08 5

Tabelle 5: Mittlere relative Fluoreszenz mechanisch induzierter Kalziumsignale in der
stimulierten Zelle. Daten von 7 Experimenten mit BPS = 4. Abstand (um) bezeichnet den
Abstand der Messregion (ROI) zum Ort der Stimulation. Mit 0 pym Abstand ist die
Fluoreszenzintensitat am Ort der Stimulation angegeben. t (s) ist die Zeit in Sekunden vor / nach
dem Peakmaximum, SD Standartabweichung, n Anzahl verfligbarer Fluoreszenzmesswerte
(Flrelaiv) fOr den jeweiligen Zeitpunkt. Insgesamt stehen mit zunehmendem Abstand zum

Stimulationsort immer weniger Daten zur Verfiigung.
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5.2.2 Interzelluldre Ausbreitung mechanisch induzierter Kalziumsignale in

kultivierten humanen suburothelialen Myofibroblasten

Die Untersuchung der interzelluldren Kalziumsignalausbreitung erfolgte in 14
individuellen Experimenten (N =2 Zellkulturen). Dabei wurde wie im Kapitel 4.5.2,
Mechanische Stimulation mittels Glasmikropipette auf Seite 30 beschrieben,
vorgegangen. Wahrend die Glasmikropipette langsam schrittweise auf die Zielzelle, die
sich etwa im Bildmittelpunkt befand, abgesenkt wurde, wurde das Kalziumsignal in der
stimulierten Zelle in Echtzeit verfolgt. Sobald der Beginn eines Peaks in der Zelle sichtbar
war, wurde die Glasmikropipette wieder in die Ausgangsposition zuriick bewegt. Die
Aufnahme wurde flir mindestens 60 sek nach Beginn der Kalziumreaktion fortgefuhrt.
Die Bildrate betrug 4 Hz oder 10 Hz (jeweils sieben Aufnahmen). Die Auswertung
erfolgte mittels automatischer Fluoreszenz Signal Analyse (siehe Kapitel Automatische

Fluoreszenz-Signal-Analyse, Seite 23).

Zur Untersuchung der interzellularen Ausbreitung der Kalziumtransienten wurde jeweils
ein Messfeld (ROI) in die Ausgangszelle und in jede umgebende Nachbarzelle gelegt.

Alle ROIs wurden nahe des Zellzentrums neben dem Zellkern platziert.

Die Aufzeichnung des Fluoreszenzsignals erfolgte fur alle Zellen fur 60 Sekunden ab
Stimulationsbeginn. Abbildung 17 illustriert den Versuchsaufbau, die Position der
Messfelder und die aufgenommenen Kalziumsignale am Ort der Stimulation und in
Nachbarzellen. Der Abstand der ROIs zum Ort der Stimulation wurde berechnet und die
einzelnen ROIs nach Abstand gruppiert (Gruppe 50: Abstand <50 um, Gruppe 100:
50 < Abstand < 100 ym, u. s. w.).
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— Stimulated cell
— Neighbour cells

FI (F340/F 350" 1000)

Abbildung 17: Versuchsaufbau und interzellulire Ausbreitung von mechanisch induzierten
Kalziumwellen in hsMF. Links: Versuchsaufbau und Position der ROIs in Ausgangs- und Nachbarzellen.
Glasmikropipette zur mechanischen Stimulation Uber der Zelle, die stimuliert wird. Rote Kreise markieren
die Messfelder (ROIs). WeiRe Kreise zeigen die Abstandsgruppen (50, 100 und 150 pm). 20-fache
VergroRerung, MaRstabsbalken = 50 um. Rechts: Messergebnisse. Die rote Linie Markiert den Start des
Transienten am Ort der Stimulation (Rote linie). Die mechanische Stimulation fihrt zum

Kalziumtransienten in der Ausgangszelle und zeitversetzt auch zu Transienten in Nachbarzellen.

Um das Hintergrundsignalrauschen zu reduzieren, wurden die Peaks gefiltert, sodass
nur Peaks mit einer Mindestdauer von 10 Sekunden und einer Amplitude AFI =200 zur
Auswertung herangezogen wurden. Analysiert wurden jeweils die ersten Peaks der
Nachbarzellen, die im Beobachtungszeitraum nach der mechanischen Stimulation

auftraten.

In allen Versuchen (14/14 Aufnahmen, N =2) konnte durch den Druck mit der
Glasmikropipette ein Kalziumsignal in der Zelle ausgeldst werden. Insgesamt 604
Nachbarzellen wurden ausgewertet. Dabei zeigten 40 % der Nachbarzellen ebenfalls
mindestens ein Kalziumsignal (Peak) innerhalb von 60 Sekunden. Abbildung 18
veranschaulicht die interzelluldre Ausbreitung der Kalziumsignale in einer 3D-Stack
Serie.
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Abbildung 18: Interzelluldre Ausbreitung der Kalziumwelle nach mechanischer Stimulation.
Darstellung der Calcium imaging Aufnahmen als 3D-stack. Die Kalziumsignalstarke (FI ratio
F340/F380*1000) wird auf der Z-Achse und zusatzlich farbcodiert abgebildet. Bildaufnahmefrequenz 10
Hz. Oben links: Signal vor mechanischer Stimulation. Folgende Bilder: Entwicklung der
Kalziumsignalstarke in der Ausgangszelle und Nachbarzellen. Oben Mitte: Pfeil markiert den Punkt der

Stimulation. ImageJ.

Die beobachteten Transienten in den Nachbarzellen waren deutlich groRer als die zuvor
beobachteten spontanen Transienten aber kleiner als in der stimulierten Zelle. Mit
zunehmendem Abstand zur Ausgangszelle veranderten sich die Peak-Metriken in den
Nachbarzellen. Fur die beobachteten Peaks in den Nachbarzellen zeigten sich mit

zunehmenden Abstand zur stimulierten Zelle folgende Veranderungen:

- Abnahme des Anteils an aktiven Zellen,
- niedrigere Peakamplitude,

- verringerte Dauer der Transienten,
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- kleinere AUC,

- grolere Verzdgerung des Peakstarts.

Caz2+ Signale der Nachbarzellen nach mechanischer Stimulation Caz+ Signale der zellen nach i Sti
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Die Ergebnisse der Berechnungen sind in Tabelle 6 zusammengefasst.

Aus der Verzdgerung des Peakstarts zwischen der mechanisch stimulierten Zelle und
den Nachbarzellen (Delay) lasst sich, analog zu der Berechnung bei der intrazellularen
Signalausbreitung, auch die Geschwindigkeit der radiaren interzellularen
Signalausbreitung berechnen. Bei der Interpretation muss allerdings beachtet werden,
dass die wahre Ausbreitungsgeschwindigkeit von Zelle zu Zelle wahrscheinlich noch
hoéher liegt, da das Signal von Zelle zu Zelle ,springt‘. Dies erklart auch die hohe
Streuung der berechneten Ausbreitungsgeschwindigkeiten.
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Abstandgruppe 0 50 100 150 200 250 Kontrolle

Untersuchte Zellen

Abstand x nm Startzelle x <= 50 50<x<100 100<x<150 150<x<200 200<x=<250 NA

n Zellen 14 81 155 213 139 16 619

Anzahl & Anteil 14, 44, 77, 67, 41, 8, 34,

aktiver 100 % 54,3 % 49,7 % 31,5% 29,5 % 50,0 % 55 %

Nachbarzellen [43,2-65,4] [40,3-50,2] [25,2-37,7] [21,8-37,2] [12,9-51,6] [3,7-7,3]

Ausgeloste Peaks

- Peakamplitude 2242 1025 981 896 848 1090 599
[1683-2800] [831-1219] [859-1104  [775-1017] [639-1058] [363-1817] [489-711]

- Peak-AUC 476737 189641 174298 156192 115647 97981 41535
[228359- 119516- [139187- [122560- [80430- [9981- [28387-
725115] 259766 209408] 189824] 150865] 185982] 54684]

- Peakdauer (s) 40,9 36,8 36,8 33,2 28,1 39,3 28,3
[29,4-52,6] [32,8-40,9] [34,2-39,4] [30,3-36,1] [24,6-31,7] [19,4-39,2] [23,4-33,2]

- Peakstart- NA 8,5 12,6 17,5 19,7 16,9 NA

verzégerung (s) [56-11,4]  [10,5-14,6] [14,5-20,4] [15,8-23,7] [6,6-27,2]

Tabelle 7: Charakteristika der Peaks in Nachbarzellen nach mechanischer Stimulation mittels Glasmikropipette.

Sofern nicht explizit angegeben, sind die Daten angegeben als: Mean [unteres — oberes 95% Konfidenzintervall des

Mittelwertes].

Zur Berechnung der mittleren Ausbreitungsgeschwindigkeit wurden nur jeweils die
ersten beobachteten Peaks in den Nachbarzellen ausgewahlt. Zudem wurde die
Auswertung weiter begrenzt auf Peaks, deren Amplitude deutlich gréRer war als bei der
Kontrolle. Zur Kontrolle dienten die spontanen Peaks, die vor der Stimulation,
beobachtet Peak-

amplitude > 2 * Standardabweichung der Amplitude der Kontrolle. Hiernach ware

wurden. Die Amplitudenschwelle wurde festgelegt als

statistisch zu erwarten, dass nur etwa 2,5 % der beobachteten Peaks spontan sind.

Hierbei zeigt sich,

dass

zwischen

75

%

- 80

% der

Peaks

eine

Ausbreitungsgeschwindigkeit bis 20 um/s haben. Die restlichen 20 % — 25 % der Peaks

haben eine

teils

hohere

Ausbreitungsgeschwindigkeit.

Ausbreitungsgeschwindigkeiten sind in Abbildung 20 und Tabelle zusammengefasst.
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Ca2+-Signale der Nachbarzellen nach mechanischer Stimulation Ausbreitungsgeschwindigkeit der interzelluliren Kalziumsignale
- Abstand ~ Verzégerung bis zum Beginn des 1. Peaks (delay) - (Relative Hiufigkeitsverteilung)
25 4 100
] —l_ T T
= o
B 15 4 J_ l g
i 2
0 —l_ 2
5; 10 J_ l 3
T
=
1| L g
n=32 n=53 n=44 n=21 n=6
0 T T v v T
50 100 150 200 250
Abstandgruppe pm
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Ausbreitungsgeschwindigkeit pm/s
<=50 um > 50 um
n 32 120
Ausbreitungs- 12,2 9,2
geschwindigkeit [12,9-52,6] [4,48-49,1]
(Median, 96% Kl, pm/s)
Range [Min- Max] [2,7 — 268,4] [3,3 —465,9]

Abbildung 21 und Tabelle: Ausbreitungsgeschwindigkeit der Kalziumwelle. Oben links:
Verzégerung des Peakstarts. Oben rechts: radiare Ausbreitungsgeschwindigkeit interzellularer

Kalziumtransienten als relative Haufigkeitsverteilung.

5.3 Mechanische Stimulierbarkeit durch Scherstress

Die mechanische Stimulation wurde durchgefuhrt, wie in Kapitel 4.5.3 Mechanische
Stimulation durch Scherstress Seite 31 beschrieben. Die Experimente wurden
begonnen, nachdem die Zellen 10 Minuten an eine Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min
adaptiert wurden. Nach funfminltiger Aufnahme der Spontanaktivitat bei einem Fluss
von 1 ml/min (Teil A), wurde die Flussgeschwindigkeit fir 5 min auf 2 ml/min geandert
(Teil B). AnschlieRend (Teil C) wurde flr weitere 5 min mit 1 ml/min weiter beobachtet.
Insgesamt standen 9 Aufnahmen mit insgesamt n = 596 Zellen (N = 3) zur Auswertung

zur Verfigung.

Abbildung 22 zeigt einen reprasentativen Verlauf der Kalziumsignalaktivitat beim Flow-

Experiment. Bereits visuell ist eine Zunahme der Kalziumsignalaktivitat nach Erhéhung
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der Flussgeschwindigkeit im Teil B zu erkennen. Es zeigt sich kein promptes Peak in
allen Zellen. Die Reaktion lasst sich vielmehr als Zunahme der Signalaktivitat im
gesamten Intervall beschreiben und gleicht damit der Reaktion, die wir durch sehr

niedrige ATP-Konzentrationen auslésen konnten [60].

A: 1 ml/s B: 2 mi/s C:1ml/s

FI (F340/F3g0*1000)

Zeit (sek)

Abbildung 22: Einfluss von Scherkriften auf das Kalziumsignalling humaner
suburothelialer Myofibroblasten. Zunahme der Flussgeschwindigkeit und

Scherkrafte flihrt zur Zunahme der Kalziumtransienten.

Auch die quantitative Auswertung mittels des Fluoreszenz Analysis Programms bestatigt
die Zunahme der Kalziumaktivitdt bei zunehmender FlieRgeschwindigkeit. Bei der
Erhéhung der Flussgeschwindigkeit auf 2 ml/min in Teil B stiegen der Anteil aktiver
Zellen, die Peakfrequenz und die durchschnittliche Zeit, die Zellen sich im Peak befinden
im Vergleich zu Teil A an. Ebenfalls stiegen die mittleren Peakamplituden und die
Peakdauer an. Im Teil C, bei erneuter Anderung des Scherstresses bei Senkung der
Flussgeschwindigkeit auf 1 ml/min, anderten sich die einzelnen Parameter
unterschiedlich. Die Peakfrequenz und der Anteil aktiver Zellen stiegen nochmals leicht
an, wahrend die anderen Kenngrofien bereits ricklaufig waren. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 8 zusammengefasst.

Wie lange es nach der Rickkehr der Flussgeschwindigkeit auf 1 ml/min bis zur
vollstdndigen Normalisierung der Kalziumaktivitdt dauert, kann nicht beantwortet
werden. Daflir zeigen die Ergebnisse, dass nicht nur die absolute Flussgeschwindigkeit,
sondern auch die Anderung zu héheren und niedrigeren Geschwindigkeiten Einfluss auf

die Kalziumsignale hat.
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Teil A (1 ml/min) Teil B (2 ml/min) Teil C (1 ml/min)
N Zellkulturen, n Zellen 3, 596 ( insg. 9 Aufnahmen)
Anteil aktiver Zellen 87,6 % [84,9-90,2] 92,9 % [90,9-95,0] 93,8 % [91,9-95,7]
AUC Zellen 17594 [16021-19167] 31154 [27760-33547] 19879 [18491-21265]
Peaks / min (aktive Zellen) 0,62 [0,59 — 0,64] 0,70 [0,68 — 0,73] 0,75 [0,72-0,78]
Signalling time (%) 35,2 [33,6-36,8] 46,2 [44,4-47 9] 44,8 [41,1-46,4]
Peaks
- Anzahl Peaks 1345 1628 1757
- Peakamplitude 269 [246-293] 345 [319-370] 207 [192-223]
- Peak-AUC 5789 [5149-6430] 8860 [8060-9660] 4602 [4172-5032]
- Peakdauer (s) 32,3 [32,9-35,5] 39,4 [38,0-40,8] 35,7 [34,5-36,9]

Tabelle 8: Verdnderung der Kalziumsignale nach mechanischer Stimulation durch Scherstress.
Signalling time: Prozent der Beobachtungszeit, die sich die Zelle im Peak befindet, Angaben als mean

[95 % Konfidenzintervall]

5.4 Mechanische Stimulierbarkeit durch osmotischen Stress
Die mechanische Stimulation durch hypotonen Stress wurde, wie in Kapitel 0

Hypoosmolare Stimulation auf Seite 32 beschrieben, durchgeflihrt. Die Zellen wurden
nach Transfer der Deckglaschen in die Laminar Flow Kammer zunachst fir 10 min bei
einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min in Standard-Ringerlésung adaptiert, bevor mit
dem Calcium imaging begonnen wurde. Nach finfminttiger Aufnahme der
Spontanaktivitdt bei Standardringerldsung in Teil A, wurde in Teil B fir 5 min mit
hypoosmolarer Ldsung stimuliert. AnschlieBend wurde in Teil C die Lésung durch
Standardringerldsung ersetzt und fir 5 min weiter beobachtet. In den Kontrollaufnahmen
wurde die Standardringerlésung weiter verwendet. Insgesamt wurden drei Experimente
mit zusammen genommen 111 Zellen aus einer Zellkultur im Calcium imaging

untersucht.

Wahrend der Stimulation durch Absenkung der osmotischen Konzentration in Teil B war
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eine deutliche Zunahme der Kalziumsignalaktivitat in den sMF zu beobachten. Der
Anstieg war bei beiden verwendeten Testlosungen reversibel. Bei 154 milliosmolarer
Lésung war die Reaktion augenscheinlich starker als bei 232 milliosmolarer Lésung.
Abbildung 23 zeigt den Einfluss hypoosmolarer Losungen auf die Kalziumsignale der

Zellen.

A B

Ringer 309 mosm/I
(Kontrolle)

)
B
o
=]
S
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FI (F340/F 380" 1000

5000+

4000+

30004

F1 (F340/F380"1000)
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0 60 120 240 300 360 420
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Abbildung 23: Kalziumsignale nach hypoosmolarer Stimulation.
Oben: Kontrollexperiment mit einzelnen spontanen Kalziumsignalen bei
durchgéngiger Superperfusion mit Standard-Ringerlésung. Mitte:
Kalziumsignale nach Stimulation mit hypotoner Ringerlésung in Teil B
(232 mosm/L). Unten: Kalziumsignale nach Stimulation mit hypotoner

Ringerlésung in Teil B (154 mosm/L)

Alle untersuchten Zellen waren bei beiden getesteten hypoosmolaren Lésungen aktiv
und zeigten mindestens ein Peak. Wahrend die spontane Aktivitat bei den Versuchen
vergleichsweise gering war, zeigte sich eine deutliche und osmolaritatsabhangige

Zunahme der Kalziumsignalaktivitat. Die AUC der Zellen stieg auf das 39-fache ("Hypo
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25", 232 mosm/l) bzw. 93-fache ("Hypo 50", 154 mosm/l). Bei Stimulation mit der
hypotonen Ringerlésung "Hypo 25" ("Hypo 50") waren die beobachteten Peaks 4,4 (5,5)-

fach langer und hatten eine 22 (65)-fach hdéhere Amplitude, verglichen mit den

spontanen Peaks der Kontrollaufnahme. Die Ergebnisse sind in Tabelle 9
zusammengefasst.
Osmotische Konzentration 309 232 154

mOsm/I

Anzahl Zellkulturen, Zellen
Anteil aktiver Zellen

AUC ROIs

Peaks pro Minute (aktive Zellen)
Signalling time %

Peaks

- Anzahl Peaks

- Peakamplitude

- Peak-AUC

- Peakdauer (s)

(Kontrolllésung)
1, 111 (insg. 3 Aufnahmen)

59 % 100 %
1521 [1036-2006]

0,02 [0-0,08]

11,9 (nur 1 Zelle aktiv) 69 [64-74]

1 36
32,6 733 [579-887]

419 37707 [27896-47518]
21 93 [90-106]

(,,Hypo 25“ Lésung)

59458 [48447-70468]

0,45 [0,39-0,49]

(,,Hypo 50“ Lésung)

100 %
140792 [122728-158855]
0,35 [0,34-0,36]

66 [64-68]

58
2147 [1891-2403]
119702 [102982-136421]

115 [109-120]

Tabelle 9: Veranderung der Kalziumsignale nach hypoosmolarer Stimulation.

Konfidenzintervalle]
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6 Diskussion

6.1 Beobachtete Kalziumsignale suburothelialer Myofibroblasten

Die vorliegende Arbeit gibt einen detaillierten Einblick in das Calcium signalling

kultivierter humaner suburothelialer Myofibroblasten. Kalziumsignale, also transiente

Anstiege der intrazellularen Kalziumkonzentration, konnten in drei verschiedenen

Situationen beobachtet werden.

(i)

(ii)

Spontanaktivitdt. Myofibroblasten zeigten bereits spontan Kalziumtransienten.

Dies bestatigt frihere Beobachtungen unserer und anderer Arbeitsgruppen im
Tiermodell und beim Menschen [33,60,65]. Spontane Kalziumsignale haben
prinzipiell die gleiche Morphologie, unterscheiden sich aber erheblich in
Amplitude, AUC und Frequenz. Verglichen mit unseren friiheren Beobachtungen
fallt die hier detektierte Spontanaktivitat noch etwas héher aus [60]. Mit der selbst
entwickelten Software zur Signalauswertung, die bei dieser Arbeit verwendet
wurde, werden auch kleinere Peaks sehr zuverlassig erkannt. Diese hohere
Sensitivitdt bei der Peakdetektion erklart die vergleichsweise hohere

Spontanaktivitat.

Mechanisch _induzierte Kalziumtransienten. Die primare Hypothese der

mechanischen Stimulierbarkeit von hsMF kann anhand der gewonnenen
Ergebnisse klar bestatigt werden. Die Arbeit konnte nachweisen, dass kultivierte
humane suburotheliale Myofibroblasten auf verschiedene Formen mechanischer
Reize mit Kalziumsignalen reagieren. Nach eingehender Literaturrechersche und

bestem Wissen ist dieser Effekt hier erstmalig beschrieben.

In unseren Untersuchungen zeigten praktisch alle Zellen eine Kalziumantwort auf
die applizierten mechanischen Reize, sofern diese intensiv genug waren. Durch
die hypotone Stimulation mit unterschiedlichen osmotischen Konzentrationen
konnte Uberdies die Dosisabhangigkeit zwischen abnehmender Osmolaritat und
zunehmender Starke der Kalziumsignale gezeigt werden. Die Experimente mit
Anderung der Flussgeschwindigkeit (Kapitel 5.3 Mechanische Stimulierbarkeit

durch Scherstress, S. 49 ff) zeigten auch vermehrte Kalziumsignale bei
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Absenkung des Scherstresses. Hieraus lasst sich ableiten, dass die Zellen nicht
nur auf die Starke, sondern auch auf die Anderung der Reizstarke reagieren.
Auch bei der Stimulation einzelner Zellen mittels Glasmikropipette, zeigten alle
14 stimulierten Zellen einen starken transienten Anstieg der intrazelluldren

Kalziumkonzentration.
Diese Arbeit weist damit erstmals nach, dass humane Myofibroblasten aus der
Lamina propria mucosae flr sich genommen als Mechanosensoren fungieren

konnen.

(iii) Fortgeleitete Kalziumsignale (Kopplung). Nach gezielter mechanischer

Stimulation am Zentrum einer Zelle, zeigt sich ein Uber die ganze Zelle
ausbreitender Kalziumanstieg. Dartber hinaus findet sich kurz danach auch in
Nachbarzellen eine Zunahme der Kalziumaktivitat, die iber das spontane Mal}
hinausgeht. Dies ist bislang der erste funktionelle Nachweis, flir eine

interzellulare Kopplung mechanisch generierter Kalziumsignale bei hsMF.

6.2 Bedeutung der mechanischen Stimulierbarkeit

Die Aufklarung der an der Harnblasensensorik beteiligten Mechanismen ist bedeutsam
fur das Verstandnis der Harnblasenphysiologie. Mehr noch, es lassen sich dadurch
Ansatzpunkte fir die Behandlung von Miktionsstérungen, insbesondere zur Behandlung

von Symptomen der Uberaktiven Harnblase und Harndranginkontinenz ableiten.

Die Arbeit weist erstmals nach, dass mechanische Reize in suburothelialen
Myofibroblasten Kalziumsignale auslésen. Sie demonstriert damit einen neuen
Mechanismus der nicht-neuronalen Mechanotransduktion innerhalb der humanen

Harnblase.

Bemerkenswert ist, dass die mechanische Stimulation an isolierten kultivierten Zellen
und somit ohne die Beteiligung anderer Zelltypen wie Nerven- oder Urothelzellen
maoglich war. Bereits in einer fruheren Arbeit an kultivierten hsMF konnten wir zeigen,
dass die Zellgewinnung und das eingesetzte Kulturmedium eine Kontamination mit

Urothel- und Nervenzellen effektiv verhinderten [60]. Auch in der aktuellen Arbeit wurden
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in der mikroskopischen Kontrolle keine Nerven- oder Urothelzellen nachgewiesen.
Hieraus folgt, dass das molekulare Korrelat des Sensors in den Myofibroblasten selbst

liegt.

Umfassend untersucht ist bisher lediglich der urotheliale Pathway der Mechano-
transduktion. Urothel vermag mechanische, chemische und thermale Stimuli zu
detektieren und reagiert darauf mit der Ausschittung von zahlreichen Faktoren
einschlie3lich ATP, Acetylcholin und NO [46,48,49]. Verschiedene Subtypen von P2X-
und P2Y-Rezeptoren wurden bei verschiedenen Spezies an Urothel, an afferenten
Nerven und an Detrusormyozyten nachgewiesen. Urothelial freigesetztes ATP kann an

suburothelialen Zellen, Nerven und benachbarten Urothelzellen wirken [50,66].

Die mechanische Stimulierbarkeit der suburothelialen Myofibroblasten zeigt, dass
afferente Signale bei Blasendehnung auch unabhangig vom Urothel generiert werden
kénnen. In welchem Mal} die suburotheliale Mechanotransduktion in Relation zu
anderen bereits etablierten Signalkaskaden zur Entstehung afferenter Signale von

Blasenfillzustand und Schmerzen beitragt, Iasst sich allerdings noch nicht beurteilen.

6.3 Identifikation der stretch-activated channels

Mechanorezeptoren mit den hier beobachteten Eigenschaften werden allgemein mit
dem Begriff der stretch-activated channels (SAC) bezeichnet. Diese Arbeit hat durch
verschiedene Verfahren funktionell das Vorhandensein von SAC nachgewiesen. Das

molekulare Korrelat der SAC an den hsMF wurde noch nicht identifiziert.

Die genaue Funktionsweise und die molekulare Identitat der SAC sind bislang noch nicht
vollstandig erforscht. Generell akzeptiert ist, dass es sich bei den SAC um unselektive
Kationenkanale handelt. Mehrheitlich wird die Annahme vertreten, dass es sich dabei
um Kanéle aus der Familie der TRP-Rezeptoren handelt. Es existieren verschiedene
Modellvorstellungen darlber, wie die Rezeptoren durch Membrandehnung aktiviert
werden. Letztlich ist aber der genaue molekulare Mechanismus der Transduktion noch
unklar. [67]

Die TRP-Kanale TRPV1, TRPVZ2, TRPV4, TRPM8 und TRPA1 werden in verschiedenen

Geweben der Harnblase in verschiedenen Spezies exprimiert. Ihnen werden Funktionen
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als Mechanorezeptoren und/oder Rezeptoren fur chemische Reizung zugeschrieben
[68].

(1) TRPV1 ist der am besten untersuchte TRP-Kanal am unteren Harntrakt. Der
TRPV1 Rezeptor wird durch toxische Stimuli, Hitze, Protonen und pH < 5.9 sowie
Capsaicin und endogene Agonisten wie Anandamid aktiviert [69]. Er wird in
sensorischen Neuronen und Urothelzellen exprimiert und wurde ebenfalls an
interstitiellen Zellen und Detrusormyozyten nachgewiesen. Auch in der
Myofibroblastenkultur von Meerschweinschen wurde eine Modulation der ATP-
Antwort auf den TRPV1-Agonisten Capsaicin gezeigt, was die Prasenz dieses
Kanals nahelegt [52]. Seine Rolle in der Physiologie und Pathophysioloie der

humanen Harnblase ist bislang kontrovers diskutiert. [70]

(ii) Beim TRPV2-Kanal handelt es sich um einen nicht-selektiven Kationenkanal mit
hoher Kalzium-Permeabilitat, der als Hitzesensor und als Mechanosensor
beschrieben wurde. Die Aktivierung durch hypotone Schwellung und Dehnung
wurde in GefalBmuskelzellen nachgewiesen. Im Harntrakt wurde er im Urothel
bei der Maus, sowie an Urothel und glatten Muskelzellen bei der Ratte gefunden.
Weiterhin wurde TRPV2-Immunoreaktivitdt an suburothelialen Zellen, Nerven
und glatten Muskelzellen beim Menschen nachgewiesen, wobei aber die

Spezifitat der Antikérper in Frage gestellt wurde. (Vergl. [70])

(iii) TRPV4 ist ein unselektiver, kalziumpermeabler SAC der in den basalen und
intermedidren Urothelschichten und primaren sensorischen Neuronen
nachgewiesen wurde. Er wurde initial durch hypotone Stimulation charakterisiert.
Weiterhin kann TRPV4 durch Hitze und mechanischen Scherstress aktiviert
werden. Er wird mit der Dehnungsabhangigen urothelialen ATP-Freisetzung in
Verbindung gebracht. [41,71]

(iv) TRPA1 wurde auf capsaicinsensitiven Neuronen nachgewiesen und gilt als Me-
chanosensor. Allylisothiocyanat, Allicin und Cinnamaldehyd, NaHS sowie An-
stieg der intrazellularem Kalziumkonzentration aktivieren den TRPA1 Rezeptor.

In Studien an der Ratte wurde der TRPA1-Rezeptor an zahlreichen Stellen in
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der Harnblase gefunden: in afferenten C-Fasern, co-lokalisiert mit TRPV1, in

Urothelzellen, Detruor und in der Lamina propria [72].

(v) TRPMS8 wird durch Kalte (10-28°C) aktiviert sowie durch Pharmaka wie Menthol
und llicin [73]. Postuliert wurde eine Rolle beim Bladder cooling reflex. [74]
TRPM8 wurde an verschiedenen Geweben des Harntraktes nachgewiesen
(Urothel, Nerven und auch im suburothelialen Raum). Die TRPMS8-
Immunoreaktivitat des Urothels und im suburothelialen Raum war bei Patienten
mit idiopathischer Detrusoriiberaktivitat erhéht. [75] Uber die Rolle des TRPM8
Rezeptors fir die Sensorik der Harnblase herrscht allerdings noch Kontroverse .
[76]

Insgesamt ist die verfligbare Information zum Einfluss der Rezeptoren auf den Harntrakt

aber noch bruchstiickhaft und sie erlaubt keine abschlieRende Beurteilung.

6.4 Bedeutung der interzellularen Kopplung

Nach mechanischer Stimulation einzelner Zellen zeigten bei unseren Experimenten rund
50 (30) % der Nachbarzellen im Radius von 50 (100) nm Kalziumtransienten. Diese
Peaks folgten in direkter zeitlicher Kaskade. Die Aktivitadt dieser Nachbarzellen war
signifikant hoher, als die zuvor beobachtete Spontanaktivitat in den Kontrollaufnahmen.
Diese Beobachtung lasst auf eine interzelluldre Kopplung von suburothelialen

Myofibroblasten fur mechanisch evozierte Signale schlief3en.

Durch den Kopplungseffekt zeigen nichtstimulierte Zellen zusatzliche Kalziumaktivitat.
Es ist daher anzunehmen, dass Zellen durch die Kopplung im Netzwerk mehr
Kalziumaktivitat zeigen, als es die Summe der Zellen ohne Kopplung macht. Dieser
Effekt muss auch bei der Interpretation der Ergebnisse der Stimulation durch

Scherstress und hypotoner Lésung bericksichtigt werden.

Die ,Verstarkerwirkung“ wurde auch von Sui und Kollegen beobachtet. Sie untersuchten
die Veranderung der Kalziumsignalantwort von sMF von Meerschweinchen auf ATP-
Stimulation, wobei zunachst die Antwort isolierter Zellen gemessen wurde und
anschlielend Zellen mechanisch mittels Mikromanipulator in Kontakt miteinander

gebracht wurden. Dabei wurde eine deutliche Tendenz zu starkeren Antworten und
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niedrigeren Reizschwellen beobachtet, wenn die sSMF miteinander in Kontakt gebracht

wurden.

Das Vorhandensein eines funktionellen Netzwerkes der sMF untersuchten auch Fry und
Kollegen. Die Ausbreitung von Kalziumsignalen in Querschnitten der Rattenharnblase
nach punktueller mechanischer Reizung wurde mithilfe eines Photodiodenarrays
untersucht. Es zeigten sich weitreichende, sich rasch ausbreitende Kalziumsignale
innerhalb der Lamina propria. Die Ausbreitung von Kalzium und elektrischen Signalen
wurde als direkter Nachweis eines funktionellen Synzytiums gesehen. Nach seinen
Berechnungen ist die Kopplung in der Grolkenordnung derer von glatten Muskelzellen
[32,35]. Unsere Beobachtungen unterstlitzen die These, dass das hsMF-Netzwerk
afferente Signale verstarken und modulieren kann [29,32] sowie die These, dass Urothel
und Lamina propria als funktionelle Einheit bei der Generierung afferenter Signale

verstanden werden mussen (Vergl. [44])

In mehreren friheren Arbeiten wurde die interzellulare Kopplung suburothelialer
Myofibroblasten beschrieben. Die interzellulare Kopplung tber Gap Junction Zell-Zell-
Kontakte ist ein wahrscheinlicher Ausbreitungsmechanismus fir Kalziumsignale. Der
Weg der interzellularen Signalausbreitung ist bisher jedoch noch nicht vollstandig

aufgeklart.

Sui studierte humane Zystektomiepraparate und fand Gap Junctions in der
Elektronenmikroskopie = an sMF. Weiterhin wurde Cx 43-Immunoreaktivitdt von
mehreren Arbeitsgruppen im suburothelialen Layer nachgewiesen ([17,25,26,77]). Auch
unsere Arbeitsgruppe fand Cx 43 als pradominantes Connexin an humanen
suburothelialen Myofibroblasten und zeigten eine Kopplung in FRAP- und Dye-

Injektionsexperimenten [25].

Die beobachteten hohen interzellularen Ausbreitungsgeschwindigkeiten des
Kalziumsignals (Mittelwert 32,8 um/s) und die Signalreichweiten von mindestens 250 ym
lassen sich nicht durch passive Kalziumdiffusion erklaren. Es kommt daher eine
Ubertragung Gber second messenger, wie IP3 in Betracht, dessen

Ausbreitungsgeschwindigkeit fast 22-fach hoher ist [78].

Es finden sich in der Literatur aber auch Hinweise darauf, dass die interzellulare

Ausbreitung ohne Zell-Zell-Kontakte erfolgen kann. Sui konnte eine Signalverstarkung
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auf Stimulation mit ATP bei Myofibroblasten finden, wenn diese in physischen Kontakt
zueinander gebracht wurden. Wahrend dieser Effekt beobachtet wurde, blieb die
Membrankapazitat der Zellen gleich, was gegen die Formierung von Gap Junctions
spricht. Weiterhin wurde bei kultivierten sMF der Schweineharnblase eine ATP-
Freisetzung nach hypotoner Stimulation gezeigt [28]. ATP kann via P2X und P2Y

Rezeptoren benachbarte Myofibroblasten parakrin aktivieren.

Die Ausbreitung der Kalziumsignale in hsMF stellt einen mdoglichen Schlusselschritt bei
der afferenten Signalverarbeitung dar und ist Ausgangspunkt fir weitere
Untersuchungen. Die Entkopplung der Myofibroblasten ware ein potentieller
therapeutischer Ansatzpunkt. Gap Junctions lassen sich durch pH-Absenkung und
Peptide blocken. Eigene Pilotversuche, die Zellen durch pH-Absenkung zu entkoppeln,
fuhrten zu keinen offensichtlichen Veranderungen der Spontanaktivitat (nicht gezeigt).
Die pH-Absenkung vermag aber auch TRPV1-Kanale zu aktivieren, was zur
Generierung von zusatzlichen Kalziumsignalen fihren kann. Dieser Effekt kann die
Untersuchung der Entkopplung erschweren. Fur weiterfihrende Experimente zur
Entkopplung kénnten daher Peptidblocker wie GAP-27 oder die Verwendung von siRNA

besser geeignet sein [79,80].

6.5 Konzept zur Rolle der suburothelialen Myofibroblasten

Derzeit ist das Wissen Uber die Bedeutung der suburothelialen Myofibroblasten noch

fragmentarisch.

Auch die Charakterisierung dieser Interstitiellen Zellen / Myofibroblasten ist aufgrund
unterschiedlicher Nomenklaturen und dem Fehlen spezifischer Marker zur
immunhistochemischen Phenotypisierung erschwert [23,24]. Neuere Arbeiten weisen
darauf hin, dass unterschiedliche Populationen interstitieller Zellen innerhalb der Upper
lamina propria (ULP) vorkommen. So konnte unsere Arbeitsgruppe in einer 3D-
elektronenmikroskopischen Studie an der humanen Harnblase drei morphologisch
verschiedene Typen interstieller Zellen in der ULP unterscheiden [31]. Die in dieser
Arbeit gezeigten Kalziumsignalcharakteristika sprechen dagegen flr das Vorliegen einer

homogenen Population unserer kultivierter Zellen.

Bericksichtigt man die neuen Erkenntnisse Uber der mechanische Stimulierbarkeit und
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Kopplung der suburothelialen Myofibroblasten, lasst sich deren Rolle mit dem folgenden
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abgebildeten Schema (Abbildung 24) zusammenfassen.

Abbildung 24: Funktionsweise der suburothelialen Myofibroblasten. Eigenes Konzept

(i)

Suburotheliale Myofibroblasten kdénnen direkt mechanisch stimuliert werden.
Daruber hinaus verfligen sie Uber zahlreiche Rezeptoren und kénnen auf
verschiedene Messenger reagieren. Sie besitzen P2X3 und P2Y (Subtypen 2, 4
und 6) Rezeptoren und reagieren auf urothelial freigesetztes ATP. [29,65] Selbst
nanomolare ATP-Konzentrationen vermogen, die spontane Kalziumaktivitat der
suburothelialen Myofibroblasten signifikant zu beeinflussen [60]. Zudem
konnten2Fry und Mitarbeiter zeigen, dass die ATP-vermittelten Kalziumsignale
und lonenstrdme durch den NO-Donor Natrium-Nitropussid und den TRPV1-
Agonist Capsaicin (allerdings mit variablem Effekt) moduliert werden [32].
Weiterhin  zeigen  suburoteliale interstitielle Zellen M2- und M3-
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(ii)

(iif)

Rezeptorimmunoreaktivitdt [51] und reagieren auf Acetylcholin [81] und

Prostaglandine [82].

Kalziumsignale werden innerhalb der suburothelialen Myofibroblasten
interzellular weitergegeben und werden Uber groRere Abschnitte innerhalb der
Harnblasenwand verteilt. Wahrscheinlicher Mechanismus der interzellularen
Kopplung fir Kalziumsignale sind die Gap Junctions. Allerdings ist dies bisher
nicht eindeutig belegt und auch eine Signalausbreitung auf parakrinem Weg ist
prinzipiell denkbar. Daflir spricht die Beobachtung der mechanisch induzierten
ATP-Freisetzung, die Cheng bei kultivierten suburothelialen Myofibroblasten der

Schweineharnblase nach hypotoner Stimulation zeigte [28].

Uber den ,Output” des Myofibroblastennetzwerkes ist bisher nur wenig bekannt.
Nahe liegt eine Interaktion mit afferenten Nerven. Die raumliche Nahe von
afferenten Nerven und sMF wurde mehrfach beschrieben [30,32,70,83]. Die
funktionelle Innervation wurde durch elektrische Feldstimulation mit
resultierenden Kalziumtransienten in interstitiellen Zellen der Lamina propria
nachgewiesen [84]. Darlber hinaus wurde eine direkte Beeinflussung der
Detrusoraktivitat durch die Interstitiellen Zellen der Lamina propria gezeigt
([52,65]). Eine Aktivierung afferenter Nerven und des Detrusors Uber ATP ist

maoglich.

6.6 Methodischer und experimenteller Ansatz

6.6.1 Selbst entwickelte Fluoresence Analysis Software

Mit der eigens entwickelten automatisierten Fluorescence Analysis Methode lieen sich

Anderungen des Signallings erfassen und im Detail quantifizieren. Die Methode

ermdglicht gegenltber der manuellen Auswertung eine reproduzierbare, wesentlich

effektivere und schnelle Auswertung. Der Algorithmus der Peakdetektion 1asst sich auf

transiente Signalanstiege beliebiger Amplituden und Dauern skalieren und wird damit

der grofden Variabilitat der Peaks gerecht. Es ist mdglich, die Methode auch auf andere

Daten anzuwenden, da die Herkunft des Signals prinzipiell egal ist.
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Bedeutender dagegen ist das Verhaltnis von echtem Signal zum Hintergrundrauschen.
Zur Verbesserung des Signal-Rausch Verhaltnisses bei der Peakerkennung wurde ein
Mittelwertfilter verwendet und die Auswertung auf Peaks mit einer Amplitude von mind.
AFl =20 und Peakdauer von mindestens 10 s begrenzt. Hierdurch wurde zwar die
Spezifitat erhdht, allerdings ist es moglich, dass sehr niedrigamplitudige und sehr kurze
Kalziumsignale im Rauschen verborgen blieben und bei der Auswertung nicht

berlcksichtigt wurden.

6.6.2 Methoden der mechanischen Stimulierbarkeit

Alle drei hier angewendeten experimentellen Methoden zur mechanischen Stimulation
sind bereits etabliert (Vgl. [62-64]) und erganzen sich durch ihre verschiedenen Vorziige

und Nachteile.

Durch die mechanische Stimulation mittels Glasmikropipette ist es moglich, einzelne
Zellen gezielt zu stimulieren und die Reaktion dieser Zelle sowie ihrer Nachbarzellen zu
erfassen. Versuchsaufbaubedingt ist die Glasmikropipette wahrend der Aufnahme selbst
nicht sichtbar. Dies bedingt einen hohen technischen Schwierigkeitsgrad der Versuche
und begunstigt, dass Zellen akzidentell perforiert werden. Fur die Auswertung wurden
nur Aufnahmen herangezogen, bei denen die stimulierte Zelle unbeschadigt blieb. Dies
wurde im Calcium imaging und in der Phasenkontrastmikroskopie nach Experimentende
bestatigt. Der zweite Nachteil der Methode ist, dass die Intensitat, bzw. die Kraft bei der

mechanischen Stimulation nicht ,,dosiert werden kann.

Die mechanische Stimulation mittels hypotoner Losung und Scherstress tUberwinden die

oben aufgeflihnrten Nachteile der Glasmikropipettenstimulation. Beide Methoden
stimulieren die Zellen gleichmafig und die Reizintensitat ist gut dosierbar. Nachteilig ist,
dass bei diesen Verfahren alle Zellen stimuliert werden und so nicht ermittelt werden
kann, wieviel der beobachteten Reaktion tatsachlich durch die mechanische Stimulation
selbst hervorgerufen wird. Wie bereits im Kapitel 6.4 Bedeutung der interzelluldren
Kopplung ab Seite 58 diskutiert, ist wahrscheinlich ein gewisser Anteil der
Kalziumsignale durch die interzellulare Kopplung und durch Spontanaktivitat verursacht.
Neben der Einzelzellstimulation ware ein weiterer Ansatz zur Untersuchung dieses

Effektes die Entkopplung der Zellen.

-63/79-



Dissertation Frank Peter Berger Diskussion

6.7 Pathophysiologische Aspekte

Die Verbesserung des Verstandnisses der Harnblasenfunktion ist von grundlegendem
Interesse fur die Behandlung von Miktionsstorungen. Aus klinischer Sicht besteht
dringender Bedarf fur neue medikamentdse Therapieoptionen zur Behandlung irritativer
Miktionsbeschwerden und -schmerzen. Nach aktuellen epidemiologischen Studien
leiden 15,6 — 17,4 % der Uber 40-Jahrigen Bevolkerung an Symptomen der Gberaktiven
Harnblase [85]. Anticholinergika, der klassische medikamentdse Therapieansatz, haben

in der Praxis aufgrund des Nebenwirkungsprofils hohe Therapieabbruchraten.

Eine Stérung von mechanischer Stimulierbarkeit und Kopplung der sMF kann eine
Storung der Sensorik der Harnblase plausibel erklaren und stellt einen neuen

Therapieansatz dar.

In der Literatur finden sich verschiedene Hinweise dafiir, dass die interstitiellen Zellen
der Lamina propria bei verschiedenen Krankheitsbildern eine Rolle spielen. Beim Modell
der subvesikalen Obstruktion der Meerschweinchenharnblase und bei der neurogenen
und idiopatischen Uberaktiven Harnblase wurde eine Vermehrung der interstitiellen

Zellen der Lamina propria berichtet [86-88].

Eine weitere Beobachtung, die fir eine pathophysiologische Bedeutung der
suburothelialen Myofibroblasten spricht, ist die Anderung der interzelluldren
Kommunikation der Myofibroblasten im Entzindungsmilieu. FuUr eine Reihe
verschiedener Zytokine konnte eine differentielle Regulation von Cx43 gezeigt werden
[89]. Fur IL6 und TNFa konnte an kulivierten hsMF eine signifikante Zunahme der
Kopplung in FRAP-Experimenten und Dye-Injektionsexperimenten nachgewiesen
werden [25]. Neuhaus fand eine Zunahme der Cx45 Immunoreaktivitat bei Patienten mit

idiopathischer Urge Symptomatik [77].

All diese Beobachtungen lassen eine Anderung der resultierenden Aktivitat des
Myofibroblastennetzwerkes erwarten. Ein Zusammenhang zwischen den klassischen
Speichersymptomen, wie sie insbesondere bei bakterieller und abakterieller Zystitis
vorkommen und dem Myofibroblastennetzwerk der Lamina propria, ist somit sehr

wahrscheinlich.
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Miktionsbeschwerden gehéren zu den haufigsten Grinden flr eine urologische
Konsultation und kénnen Symptome verschiedener Erkrankungen sein. Derzeit mangelt
es an effektiven medikamentdsen Therapiestrategien fur Symptome der Uberaktiven

Harnblase.

Die meisten irritativen Symptome, wie Harndrang, Dysurie, Pollakisurie lassen sich
durch eine gestdrte Harnblasensensorik plausibel erklaren. Ein Verstandnis der an der
Sensorik beteiligten Mechanismen ist daher von grundlegender Bedeutung zur
Entwicklung neuer gezielter Therapien zur Beeinflussung von Harndrang und

Nozizeption.

Im Fokus der Arbeit stehen die suburothelialen Myofibroblasten der humanen Harnblase.
Diese Zellen bilden ein bislang noch schlecht verstandenes zellulares System in
unmittelbarer Nachbarschaft von Urothelschicht und afferenten submukdsen Nerven.
Man vermutet, dass die sMF eine Schllisselrolle bei der Entstehung von Harndrang und

Blasenschmerzen haben konnen.
Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit ist, die mechanische Stimulierbarkeit der Zellen mittels Kalziumimaging

zu untersuchen.
Material und Methoden

Humane suburothlialen Myofibroblasten wurden aus tumorfreien Wandabschnitten von
radikalen Zystektomiepraparaten bei unilokuldarem Harnblasenkarzinom gewonnen und
in Selektivmedium kultiviert und auf Deckglaschen ulbertragen. Die Zellen wurden
anschliefend durch verschiedene Methoden in Calcium imaging Experimenten

mechanisch Stimuliert.
Die Stimulation erfolgte durch drei verschiedene etablierte Verfahren. Durch

- Druckapplikation auf einzelne Zellen mittels Glasmikropipette, durch
- osmotischen Stress mittels hypotoner Losungen sowie durch
- Scherstress, der durch Anderung der Flussgeschwindigkeit in der Laminar Flow

Kammer erzeugt wurde.
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Die Auswertung erfolgte mit einer selbst programmierten Software, genannt
Fluorescence Analysis. Dieses umfangreiche Set an Skripten mit grafischer
Benutzeroberflache erlaubt die automatische Erkennung und Vermessung von

Kalziumsignalen.
Ergebnisse

Bei 75 % der kultivierten suburothelialen Myofibroblasten wurden spontane
Kalziumtransienten beobachtet (3 Zellkulturen, 11 Experimente, 1173 Zellen). Bei allen
durchgefliihrten Versuchen (2 Zellkulturen, 14 Experimente) konnte durch mechanische
Stimulation mittels Glasmikropipette ein deutlicher Anstieg der intrazellularen
Kalziumkonzentration nachweisen werden. Die Kalziumtransienten breiteten sich
ausgehend vom Ort der Stimulation innerhalb der gesamten Zelle aus. Dabei waren auch
in 51 (31) % der Nachbarzellen im Radius bis 100 (> 100 -200) nm waren
Kalziumtransienten nachweisbar (236 bzw. 352 untersuchte Nachbarzellen). Diese
Peaks folgten in direkter zeitlicher Kaskade und waren signifikant héher, als die zuvor
beobachtete Spontanaktivitat in den Kontrollaufnahmen. Die mechanische Stimulation
durch Scherstress zeigte bei Flusszunahme eine Zunahme der Kalziumsignalaktivitat,
die bei nachfolgender Absenkung noch nicht vollstdndig auf das Ausgangsniveau
rucklaufig war (3 Zellkulturen, 9 Experimente, 596 Zellen). Die hypotone Lésung fuhrte
ebenfalls mit abnehmender Osmolaritat zu zunehmenden Kalziumsignalen (1 Zellkultur,

3 Experimente, 111 Zellen).
Diskussion

Die vorliegende Arbeit gibt einen detaillierten Einblick in die Kalziumaktivitat kultivierter
humaner suburothelialer Myofibroblasten. Es konnten spontane und mechanisch
induzierte Kalziumsignale nachgewiesen werden. Darlber hinaus zeigte sich eine
interzelluldre Ausbreitung von Kalziumsignalen nach mechanischer Stimulation mittels

Glasmikropipette.

Die Arbeit demonstriert erstmals die Rolle der suburothelialen Myofibroblasten der
Harnblase als Mechanosensor. Die sMF bilden somit einen zweiten nicht-neuronalen

Dehnungssensor in der Harnblase.

Weiterhin  bestarkt die beobachtete Kopplung die Hypothese, dass das
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Myofibroblastennetzwerk afferente Signale Verstarken und modulieren kann.

Die Verbesserung des Verstandnisses der Harnblasenfunktion ist von grundlegendem
Interesse fur die Behandlung von Miktionsstérungen. Eine Stérung von mechanischer
Stimulierbarkeit und Kopplung der suburothelialen Myofibroblasten kann eine Stérung
der Sensorik der Harnblase plausibel erklaren und stellt einen neuen Therapieansatz

dar.
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