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2.2.4 Besondere Präparationsverfahren an der Harnblase . . . . . . 35

2.3 Reverse-Transkriptase Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR) . . . 36

2.3.1 RNA-Isolierung und cDNA-Synthese . . . . . . . . . . . . . . . 36
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1 Einleitung

1.1 Das cholinerge System in Neuronen

Acetylcholin (ACh) ist ein Neurotransmitter, der erstmals 1926 als Vagus-Substanz

beschrieben wurde (Loewi & Navratil 1926). Cholinerge Neuronen finden sich im

Hirnstamm, Septum und in weiten Teilen des autonomen Nervensystems. Dazu

gehören alle präganglionären Neurone des Sympathikus und Parasympathikus

sowie die postganglionären Neurone des Parasympathikus und die die Schweiß-

drüsen innervierenden sympathischen Neurone (Neuhuber 2004). In der choliner-

gen Synapse wird ACh an der präsynaptischen Membran freigesetzt, diffundiert

durch den synaptischen Spalt und bindet an Rezeptoren der postsynaptischen

Membran. An der Synapse zwischen erstem und zweitem Neuron sind dies niko-

tinische Rezeptoren, die einen Kationeneinstrom in die Nervenzellen vermitteln,

was zur Depolarisation der Ganglionzelle und damit zu einem Aktionspotenzial

führt. In der parasympathischen Synapse zwischen zweitem Neuron und Erfolgs-

organ bindet ACh an muskarinische Rezeptoren, was eine Kaskade von Second-

messenger-Systemen in Gang setzt (Zenker 1994). Die Erregungsübertragung an

der neuromuskulären Endplatte wird ebenfalls durch ACh vermittelt. Hier bindet

ACh an nikotinische Rezeptoren, was zur Depolarisation der Muskelzelle mit

nachfolgender Kontraktion führt (Drenckhahn 2003b).

1.1.1 Synthese von Acetylcholin

Im Zytoplasma cholinerger Neurone (Abb. 1.1) wird ACh durch die Cholinacetyl-

transferase (ChAT) aus Acetyl-CoA und Cholin synthetisiert. Das Acetyl-CoA wird

aus verschiedenen Stoffwechselvorgängen wie Citratzyklus oder Fettstoffwechsel

7



1 Einleitung

Acetyl-CoA

CHT1

ChAT

ACh
VAChT

Nucleus

Cholin

CholinCholin

AcetatAcetat

ACh

N N M

BuChE

ChEA

ChEA

Abb. 1.1: ACh-Synthese, ACh-Freisetzung und ACh-Rezeptoren in neuronalen

Zellen. ACh wird durch die Cholinacetyltransferase (ChAT) aus Acetyl-CoA und

Cholin synthetisiert. Das Acetyl-CoA kommt hierbei aus dem Mitochondrium,

das Cholin wird mittels hochaffinem Cholintransporter (CHT1) in die Zelle

transportiert. Der vesikuläre Acetylcholintransporter (VAChT) transportiert

ACh im Antiport mit H+-Ionen in Speichervesikel, die kalziumabhängig mit

der Zellmembran verschmelzen und dadurch ACh freisetzen können. Im

synaptischen Spalt kann ACh an zwei verschiedene Rezeptortypen binden:

nikotinische und muskarinische ACh-Rezeptoren (nAChR, mAChR). Durch

Cholinesterasen (AChE, BuChE) wird ACh in Acetat und Cholin gespalten.

Cholin kann zur erneuten ACh-Synthese wieder in die Zelle aufgenommen

werden.

8



1 Einleitung

des Mitochondriums zur Verfügung gestellt. Bisher wurden zwei Formen der ChAT

beschrieben: die allgemeine Form cChAT (c = common), die erstmals im zentralen

Nervensystem gefunden wurde (Nachmansohn & Machado 1943), und die periphe-

re Form pChAT, die im peripheren Nervensystem vorkommt (Tooyama & Kimura

2000). Das essenzielle Cholin kann durch den ubiquitär verbreiteten niedrigaffi-

nen, natriumunabhängigen Cholintransporter in die Zelle aufgenommen werden,

der Cholin für die Phospholipidsynthese (Phosphatidylcholin) bereitstellt. Dies er-

fordert allerdings hohe Konzentrationen von Cholin. Für die ACh-Synthese ist ein

Protein nötig, das Cholin auch bei niedrigen Konzentrationen transportiert. Der

erste hochaffine, natriumabhängige Cholintransporter CHT1 wurde 2000 kloniert

(Apparsundaram et al. 2000, Okuda et al. 2000). Diese Aufnahme des Cholin in

die Zelle ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der ACh-Synthese (Haga &

Noda 1973).

1.1.2 Speicherung und Freisetzung von Acetylcholin

Vesikulärer Acetylcholintransporter (VAChT)

In cholinergen Nervenendigungen (Abb. 1.1) wird ACh mittels VAChT im Antiport

mit H+-Ionen in Vesikel transportiert und dort gespeichert. Die Vesikel verschmel-

zen kalziumabhängig mit der präsynaptischen Membran und setzen so ACh via

Exozytose in den synaptischen Spalt frei (Anderson et al. 1983, Marshall & Parsons

1987, Erickson et al. 1994). Der Transportvorgang wird durch einen Protonengra-

dienten über die Vesikelmembran ermöglicht, der durch eine vakuoläre ATPase (V-

ATPase) unter ATP-Verbrauch aufgebaut wird (Parsons 2000). Entgegen früherer

Untersuchungen konnte kürzlich gezeigt werden, dass nicht nur ACh, sondern

auch Cholin ein Substrat von VAChT ist, jedoch mit einer siebenmal geringeren

Affinität (Bravo et al. 2004). Durch Knockout (KO)-Studien an Caenorhabiditis

elegans wurde gezeigt, dass ohne VAChT keine cholinerge Neurotransmission

mehr stattfindet (Alfonso et al. 1993).

VAChT wurde 1994 in Mensch und Nagetier kloniert und charakterisiert (Erick-

9
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Abb. 1.2: Postulierte Sekundärstruktur von VAChT mit 12 Transmembran-

domänen (TMD) und intrazellulär gelegenem N- und C-Terminus. Zwischen

TMD 1 und 2 liegt eine extrazelluläre Schleife mit drei Glykosylierungsstellen

und zwischen den extrazellulären Schleifen TMD 1/2 und TMD 7/8 eine Cystein-

Brücke. Modifiziert nach Eiden et al. (2004).

son et al. 1994). Das VAChT-Protein besteht aus 532 Aminosäuren (AS) mit 12

Transmembrandomänen (TMD, Abb. 1.2) und ist durch Vesamicol (Prior et al.

1992) hemmbar. Zwischen der ersten und zweiten Domäne wird eine glykosylierte

Schleife vermutet (Kim et al. 1999) und zwischen den extrazellulären Schleifen 1/2

und 7/8 eine Cystein-Brücke postuliert (Thiriot et al. 2002). Aspartatreste in der

ersten, zehnten und elften Domäne scheinen für die ACh-Erkennung (Merickel

et al. 1995) und den ACh-Transport (Merickel et al. 1997), Aspartatreste in der

vierten und zehnten Domäne für die Bindung von Vesamicol verantwortlich zu

sein (Kim et al. 1999). In PC12-Zellen konnte gezeigt werden, dass das C-terminale

Ende (AS 481-490) den Transport von VAChT in Mikrovesikel vermittelt (Varoqui

& Erickson 1998, Krantz et al. 2000, Ferreira et al. 2005).

Das VAChT-Gen (Abb. 1.3) liegt auf Chromosom 10, ist 2421 Basenpaare (bp)

lang und besitzt kein Intron. Es liegt im ersten Intron des ChAT-Gens zwischen

den ersten beiden Exons. Diese ungewöhnliche Lokalisation wird als ”cholinerger

Genlokus“ bezeichnet (Bejanin et al. 1994, Erickson et al. 1994). Aufgrund dieser

Verschachtelung ging man lange davon aus, dass ChAT und VAChT koexprimiert

10
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R1-Typ

R2-Typ

N2-Typ

M-Typ

V1a-Typ

N1-Typ

V1b-Typ

V2-Typ

R-Exon VAChT N-Exon M-Exon

N-teminales
codierendes
Exon

ChAT

VAChT

1000 b

Abb. 1.3: Cholinerger Genlokus bei der Ratte. Schwarz gefüllte Boxen stellen ko-

dierende, weiß gefüllte Boxen nicht-kodierende Gensequenzen dar. Das VAChT-

Gen liegt zwischen dem R-Exon und dem N-Exon des ChAT-Gens. Sternchen in

der obersten Linie markieren die Startpunkte für die Transkription der Gene.

Abhängig vom Startpunkt existieren 3 Spleißvarianten der VAChT-mRNA.

Modifiziert nach Misawa et al. (1995).

werden (Sylvie et al. 1995). Die Koexpression im neuronalen System scheint sich

allerdings von der im non-neuronalen zu unterscheiden: In kultivierten sympa-

thischen Neuronen (Misawa et al. 1995) und ebenso in cholinergen Neuronen

des Ganglion pelvinum (Kaleczyc et al. 2003) konnte eine Koexpression gezeigt

werden, während humane leukämische T-Zellen zwar ChAT, aber nicht VAChT

exprimieren (Ogawa et al. 2003).

Mediatophor

Das Mediatophor ist ein 220 kDa großer Proteinkomplex, der sich aus fünf je 15

kDa großen Proteolipid-Untereinheiten (c) der vakuolären H+-ATPase (V-ATPase)

zusammensetzt (Israel et al. 1986, Morel 2003). Am elektrischen Organ des Zitter-

11
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Abb. 1.4: Postulierte Sekundärstruktur der c-Untereinheit der V-ATPase mit 4

TMD und intrazellulär gelegenem N- und C-Terminus. Modifiziert nach Bloc

et al. (2000).

rochens (Torpedo marmorata) konnte gezeigt werden, dass dieser Kanal zytoplas-

matisches ACh in Abhängigkeit vom Kalziumeinstrom freisetzen kann (Israel &

Lesbats 1981). Die 15 kDa große c-Untereinheit wurde 1990 kloniert: Sie setzt sich

aus 154 AS zusammen und besteht aus vermutlich vier TMD (Abb. 1.4, Birman

et al. 1990). Die c-Untereinheiten der V-ATPase sind nahezu ubiquitär vorhan-

den und können zelltypspezifisch als Mediatophor in die Zellmembran inseriert

werden. Abhängig von seiner Konzentration kann das Mediatophor ACh über

die Membran transportieren. Zellen, die viel Mediatophor enthalten (z. B. Gliom

C6BU-1-Zellen), sind zur ACh-Freisetzung befähigt, Zellen mit geringem Media-

tophorgehalt können dies erst nach Transfektion mit dem Torpedo-Mediatophor

(Malo & Israel 2003). Das Mediatophor kann durch Cetidil gehemmt werden

(Leroy et al. 1994). Eine höhere Proteolipidkonzentration scheint eine längere

Öffnungszeit der Kanäle zu bedingen (Malo & Israel 2003).

1.1.3 Acetylcholin-Rezeptoren

Die ACh-Rezeptoren werden entsprechend ihrer Affinität zu den exogenen Ligan-

den Nikotin bzw. Muskarin in nikotinische (nAChR) und muskarinische (mAChR)

ACh-Rezeptoren eingeteilt.

12



1 Einleitung

Nikotinische Acetylcholin-Rezeptoren (nAChR)

Der nAChR im elektrischen Organ des Zitterrochens war der erste Rezeptor eines

Neurotransmitters, der kloniert und charakterisiert wurde (Mishina et al. 1984).

Es werden zwei verschiedene Typen des nAChR unterschieden: 1. der ”muskuläre

Typ“, der dem nAChR des Zitterrochens verwandt ist und bei Vertebraten aus-

schließlich an der motorischen Endplatte vorkommt und 2. der ”neuronale Typ“,

der im zentralen und peripheren Nervensystem nachgewiesen werden konnte

(Sargent 1993).

Im ZNS vermitteln die nAChR die cholinerge Neurotransmission und sind für die

Regulation wichtiger physiologischer Vorgänge wie Transmitterfreisetzung, Zell-

erregbarkeit und neuronale Integration verantwortlich (Gotti & Clementi 2004,

Wonnacott et al. 2005). An der postsynaptischen Membran vermitteln die nAChR

das exzitatorische postsynaptische Potenzial (EPSP, Clarke 1993). Die nAChR

befinden sich jedoch auch an der Präsynapse, wo sie synaptische und zelluläre

Signalwege modulieren (Sharma & Vijayaraghavan 2002, Gahring & Rogers 2006).

In Neuronen, die verschiedene Transmitter wie ACh, Noradrenalin, Dopamin,

Glutamat und γ-Aminobuttersäure enthalten, wurden präsynaptische nAChR ge-

funden, die die Sekretion der jeweiligen Neurotransmitter regulieren sollen (Won-

nacott et al. 1995, Wonnacott 1997). Nikotin beeinflusst die nAChR-Subtypen

auf unterschiedliche Weise, was verschiedene Mechanismen bei der Kontrolle der

nAChR-Expression vermuten lässt (Quik & McIntosh 2006). So konnte zum Bei-

spiel gezeigt werden, dass in HEK-Zellen die Expression von α4β2-Rezeptoren

durch Nikotin hochreguliert wurde (Nelson et al. 2003), während im Gehirn der

Ratte α3β4-Rezeptoren durch eine chronische Nikotinexposition nicht beeinflusst

(Nguyen et al. 2003) und α6-haltige Rezeptoren im Striatum der Maus herunterre-

guliert wurden (Lai et al. 2005).

Die nAChR sind Ionenkanäle, die durch Komposition von fünf Untereinheiten

zu Homo- oder Heteropentameren entstehen (Bertrand & Changeux 1995). 17

verschiedene nAChR-Untereinheiten wurden bisher beschrieben: zehn alpha-Un-

tereinheiten (α1-α10), vier beta-Untereinheiten (β1-β4) und jeweils eine gamma-

13
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Abb. 1.5: Postulierte gemeinsame Sekundärstruktur der nAChR-Untereinheiten

mit vier TMD und extrazellulär lokalisiertem N- und C-terminalem Ende.

In der N-terminalen Domäne existiert zwischen zwei Cysteinresten, die eine

Disulfidbrücke ausbilden, eine konservative Sequenz. Die intrazelluläre Schleife

zwischen der dritten und vierten TMD enthält eine für die Untereinheiten

spezifische Sequenz. Modifiziert nach Gotti & Clementi (2004).

(γ), delta- (δ) und epsilon- (ε) Untereinheit (Mamalaki & Tzartos 1994, Lindstrom

et al. 1996, Elgoyhen et al. 2001). Die Untereinheiten α1, β1, δ und ε werden dabei

dem muskulären Typ zugeordnet und kommen in adulten Geweben vor, während

die γ-Untereinheit nur in fötalem Gewebe und denerviertem Muskel gefunden

wurde (Mishina et al. 1986). Der neuronale Typ des nAChR besteht aus den

Untereinheiten α2-α10 und β2-β4. Jede Untereinheit besteht aus vier TMD mit

extrazellulär lokalisiertem N- und C-terminalem Ende (Abb. 1.5). In der ca. 200

AS langen N-terminalen Domäne existiert zwischen zwei Cysteinresten, die eine

Disulfidbrücke ausbilden, eine konservative Sequenz aus 13 AS (Gotti & Clementi

2004). Eine intrazelluläre Schleife zwischen der dritten und vierten TMD enthält

eine AS-Sequenz, die für die Untereinheiten der nAChR spezifisch ist (Lukas et al.

1999).

In Säugetieren setzen sich die nAChR des neuronalen Typs aus den Untereinhei-

ten α2-α7, α9-α10 und β2-β4 zusammen (McGehee & Role 1995), während die α8-

Untereinheit nur im Huhn gefunden wurde (Lindstrom 2000). Bisher wurden von

14



1 Einleitung

der enormen Vielfalt an Kombinationsmöglichkeiten aller nAChR-Untereinheiten

vergleichsweise wenige beschrieben (Tabellen 1.1, 1.2).

Tabelle 1.1: α-BTX-sensitive Rezeptoren: Kombinationen der nAChR-Untereinhei-

ten α7, α9, α10 bei Wirbeltieren.

Kombinationen Literaturstelle

α7 Couturier et al. 1990, Seguela et al. 1993

α7β2 Khiroug et al. 2002

α7β3 Palma et al. 1999

α3α7β Yu & Role 1998

α3α5α7β Yu & Role 1998

α5α7β Crabtree et al. 1997

α9 Elgohyen et al. 2001, Sgard et al. 2002

α9α10 Elgohyen et al. 2001, Sgard et al. 2002

Wie auch bei anderen oligomeren Ionenkanälen ist die Zusammenstellung der

Untereinheiten ein streng regulierter und geordneter Vorgang (Green & Millar

1995). Die verschiedenen Kombinationen der Untereinheiten beeinflussen die Spe-

zifität und Affinität zum Liganden, die Kationenpermeabilität und die Kinetik

(Buisson et al. 2000). Durch Bindung eines aktivierenden Liganden (z. B. ACh, Ni-

kotin, Carbachol) an den nAChR geht dieser vom geschlossenen, inaktiven Zustand

in einen offenen, aktiven Zustand über und wird für Kationen durchlässig. Bei

anhaltender Agonistenbindung nimmt die Affinität für den Agonisten ab, der Ka-

nal schließt sich und wird refraktär. Die Übergänge zwischen aktivem, inaktivem

und Refraktärzustand sind reversibel. Antagonisten der nAChR sind zum Beispiel

Tubocurarin (Langley 1907), das unspezifisch auf alle α-Untereinheiten wirkt, und

α-Bungarotoxin (α-BTX, Lee et al. 1972), das spezifisch auf den muskulären Typ

der nAChR und die Untereinheiten α7, α9 und α10 wirkt (Davies et al. 1999, Sgard

et al. 2002). Anhand dieser Sensitivität auf α-BTX können die neuronalen nAChR
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Tabelle 1.2: α-BTX-insensitive Rezeptoren: Kombinationen der nAChR-Unterein-

heiten α2-α6, β2-β4 bei Wirbeltieren.

Kombinationen Literaturstelle

α2β2 Papke 1993, Zwart & Vijverberg et al. 1997

α2β4 Papke 1993, Zwart & Vijverberg et al. 1997

α3β2 Wang et al. 1996, Zwart & Vijverberg et al. 1997

α3β4 Wang et al. 1996, Zwart & Vijverberg et al. 1997

α4β2 Ramirez-Latorre et al. 1996, Fenster et al. 1999, Nelson et al. 2003

α4β4 Zwart & Vijverberg et al. 1997

α6β2 Gerzanich et al. 1997

α6β4 Fucile et al. 1998

α2α5β2 Balestra et al. 2000

α3α5β2 Wang et al. 1996

α3α5β4 Wang et al. 1996

α3α6β2 Kuryatov et al. 2000

α3α6β4 Fucile et al. 1998, Kuryatov et al. 2000

α3β3β4 Forsayeth & Kobrin 1997

α4α5β2 Ramirez-Latorre et al. 1996, Lukas et al. 1999

α5α6β2 Kuryatov et al. 2000

α6β2β3 Zoli et al. 2002

α6β3β4 Vailati et al. 1999, Kuryatov et al. 2000

α3α5β2β4 Conroy et al. 1995

α3α6β3β4 Vailati et al. 1999

α4α5α6β2 Klink et al. 2001

α4β2β3β4 Forsayeth & Kobrin 1997

α4α6β2β3 Gotti et al. 2005
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in α-BTX-sensitive Rezeptoren (aus den Untereinheiten α7, α9, α10) und α-BTX-

insensitive Rezeptoren (aus den Untereinheiten α2-α6, β2-β4) eingeteilt werden

(Dani 2001, Gotti & Clementi 2004).

Die α-BTX-sensitiven Rezeptoren sind in hohem Maße für bivalente Kationen

wie Kalzium und Magnesium durchlässig, können aber auch monovalente Ka-

tionen wie Natrium und Kalium transportieren (Seguela et al. 1993, Lindstrom

2000). Sie tragen einen wichtigen Teil zum Kalziumhaushalt bei (Gotti & Clementi

2004). Die Untereinheiten α7 und α9 sind die phylogenetisch ältesten nAChR-

Untereinheiten (Tsunoyama & Gojobori 1998). Sie können sowohl funktionelle

Homopentamere (Couturier et al. 1990, Elgoyhen et al. 1994) als auch Heteropen-

tamere bilden (Yu & Role 1998, Elgohyen et al. 2001). Funktionelle Rezeptoren,

die die Untereinheit α10 enthalten, konnten bisher nur in Kombination mit der

α9-Untereinheit nachgewiesen werden (Elgoyhen et al. 2001, Sgard et al. 2002).

Diese α9α10-Rezeptoren scheinen in einem stöchiometrischen Verhältnis von zwei

α9- zu drei α10-Untereinheiten vorzuliegen (Plazas et al. 2005).

Die α-BTX-insensitiven nAChR bilden aus α- und β-Untereinheiten Heteropen-

tamere, die aus zwei α-Untereinheiten und drei β-Untereinheiten (z. B. (α3)2(β4)3,

(α3)2β3(β4)2) zusammengesetzt sind, wie stöchiometrische Untersuchungen zeig-

ten (Cooper et al. 1991, Boorman et al. 2000). Diese Heteropentamere sind für

monovalente Kationen wie Natrium stärker permeabel als für bivalente Kationen

wie Kalzium (Lukas et al. 1999). ACh bindet an die α-Untereinheiten, weshalb

die homomeren Rezeptoren über jeweils fünf identische ACh-Bindungsstellen und

die heteromeren Rezeptoren (zwei α- und drei β-Untereinheiten) über zwei ACh-

Bindungsstellen verfügen (Abb. 1.6).

Die hohe Variabilität der nAChR, die aus den verschiedenen Untereinheit-Kom-

binationen resultiert, zeigt sich nicht nur in den weit gefächerten physiologi-

schen Funktionen, sondern auch in einer Fülle von neurologischen Erkrankungen

(Epilepsie, Schizophrenie, Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson u. a.), die sich

teilweise auf die Dysfunktion einzelner Untereinheiten zurückführen lassen (Gotti

& Clementi 2004). Zum Beispiel konnte für die autosomal dominante nächtliche
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Abb. 1.6: (A) Formation der nAChR-Untereinheiten zu Rezeptoren. Heteromere

aus zwei α- und drei β-Untereinheiten (α2-α6, β2-β4) sind vor allem für Natrium

permeabel. Homomere aus den Untereinheiten α7 oder α9 und α-Heteromere

aus zwei α9- und drei α10-Untereinheiten sind vor allem für Kalzium

permeabel. (B) ACh-Bindungsstellen an den α-Untereinheiten. Heteromere

Rezeptoren besitzen zwei, homomere Rezeptoren fünf ACh-Bindungsstellen.

Modifiziert nach Gotti & Clementi (2004).

Frontallappenepilepsie ein Gendefekt auf dem Chromosom (20q13.2-13.3) nach-

gewiesen werden, welches auch für das α4-Gen kodiert (Phillips et al. 1995). In

Familien mit dieser Epilepsieform wurden Mutationen des α4-Gens beschrieben

(Steinlein et al. 1995, 1997).

Muskarinische Acetylcholin-Rezeptoren (mAChR)

Muskarinische ACh-Rezeptoren sind metabotrope Rezeptoren, die die postganglio-

näre Erregungsübertragung parasympathischer Neurone an den Erfolgsorganen

vermitteln. Nach Binden eines Liganden wie ACh oder Muskarin an den G-Protein-

gekoppelten Rezeptor werden intrazelluläre Signalkaskaden über die ”second mes-

senger“ cAMP (M2 und M4) und IP3/DAG (M1, M3 und M5) aktiviert (Caulfield

& Birdsall 1998). Es sind die fünf Subtypen M1-M5 des mAChR bekannt, deren

Gene beim Menschen auf verschiedenen Chromosomen liegen und bei Säugern

hohe Homologien aufweisen (Saffen et al. 1999).
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1.1.4 Abbau von Acetylcholin

Zur Inaktivierung spalten Cholinesterasen ACh in Cholin und Acetat. Diese Enzy-

me kommen ubiquitär in neuronalen und non-neuronalen Geweben im Intra- und

Extrazellulärraum vor (Wessler et al. 1998). Die Acetylcholinesterase (AChE) zeigt

bei niedrigen ACh-Konzentrationen eine starke Aktivität, während andere Cholin-

esterasen wie die Butyrylcholinesterase ACh nur bei hohen ACh-Konzentrationen

abbauen können (Koelle 1950).

1.1.5 Die Neuroblastomzelllinie NS20Y

In der vorliegenden Arbeit wurde eine neuronale Zelllinie verwendet, um die

molekularen Komponenten des cholinergen neuronalen Systems zu untersuchen.

Die Zelllinie NS20Y ist ein cholinerger Subklon der Neuroblastom-C1300-Zelllinie

der Maus. Die Neuroblastomzellen wuchsen 1940 spontan und enthalten mehr

Chromosomen als normale diploide Zellen der Maus (bei cholinergen Klonen zwi-

schen 59 und 118 Chromosomen, Hauschka et al. 1956). Sie zeichnen sich durch

eine schnelle in-vitro-Vermehrung aus und besitzen viele charakteristische Eigen-

schaften differenzierter Neurone. Die NS20Y-Zelllinie exprimiert außerdem die

ChAT (Amano et al. 1972), so dass sie für unsere Untersuchungen als typischer

Vertreter einer cholinergen neuronalen Zelle diente.

1.2 Das cholinerge System in non-neuronalen Zellen

In Säugetieren wurde ACh im non-neuronalen System erstmals 1966 in der Pla-

zenta beschrieben (Morris 1966). Die Tatsache, dass ACh auch in Bakterien, Pilzen

und niederen Pflanzen nachgewiesen wurde, also im Laufe der Evolution schon

sehr früh eine Rolle spielt, weist darauf hin, dass es auch in non-neuronalen

Geweben eine weite Verbreitung findet (Wessler et al. 1998). Bisher wurde non-

neuronal synthetisiertes ACh und/oder das Syntheseenzym ChAT bei Mensch und

Ratte zum Beispiel in Epithelzellen (Klapproth et al. 1997, Nguyen et al. 2000),

Endothelzellen (Parnavelas et al. 1985, Haberberger et al. 2000), Mesothelzellen
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(Klapproth et al. 1997), immunkompetenten Zellen (Fujii et al. 1996, Ogawa et

al. 2003) und glatten Muskelzellen (Wessler & Kirkpatrick 2001) nachgewiesen.

Es wird vermutet, dass ACh im non-neuronalen System als autokrines oder pa-

rakrines Hormon (Proskocil et al. 2004) an der Regulation vieler Zellfunktionen

wie Mitose, Zilienschlag, Zell-Zell-Kontakt, Barrierefunktion, Immunfunktion und

Trophik beteiligt ist (Grando 1997, 2006, Wessler et al. 1998, Kawashima & Fujii

2000, Fujii et al. 2008). In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass die molekularen

Komponenten des non-neuronalen cholinergen Systems zum großen Teil denen

des neuronalen cholinergen Systems entsprechen (Sastry & Sadavongvivad 1978,

Klapproth et al. 1997, Kawashima & Fujii 2000, Haberberger et al. 2002, Pfeil et

al. 2003, 2004, Kawashima et al. 2007).

1.2.1 Synthese von Acetylcholin

Auch in non-neuronalen Geweben kann ACh durch das Syntheseenzym ChAT

synthetisiert werden (Wessler et al. 1998, 2003). Am denervierten Skelettmuskel

wurde jedoch gezeigt, dass auch die Carnitinacetyltransferase (CarAT), die im

Mitochondrium ein wichtiges Enzym des Fettstoffwechsels darstellt, zur ACh-

Synthese befähigt ist (Tucek 1982). Der Cholintransporter CHT1 kommt ebenfalls

in einigen non-neuronalen Geweben vor. CHT1 konnte im Epithel von Haut, Atem-

wegen und Harnblase (Haberberger et al. 2002, Pfeil et al. 2003, Proskocil et al.

2004, Hanna-Mitchell et al. 2007), in der Gefäßwand (Lips et al. 2003) und in T-

Lymphozyten (Fujii et al. 2003) nachgewiesen werden.

1.2.2 Speicherung und Freisetzung von Acetylcholin

In der humanen Plazenta, die nicht cholinerg innerviert ist (Sastry & Sadavon-

gvivad 1978), zeigten Rowell & Sastry (1981), dass ACh in den Extrazellulärraum

freigesetzt wird. Zur Freisetzung von ACh im non-neuronalen Gewebe werden

derzeit mehrere Mechanismen diskutiert. Einerseits scheint auch hier die VAChT-

vermittelte Speicherung von ACh in Vesikeln und anschließende Freisetzung mit-

tels Exozytose möglich zu sein (Haberberger et al. 2000, Kirkpatrick et al. 2001,
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Pfeil et al. 2004). Andererseits wurde gezeigt, dass auch membranständige Trans-

portsysteme wie das Mediatophor (Israel et al. 1979) oder die organischen Ka-

tionentransporter (OCT, Wessler et al. 2001, Lips et al. 2005, Kummer et al.

2006) ACh kontinuierlich ohne vorherige Speicherung direkt aus dem Zytoplasma

freisetzen können (Abb. 1.7).

Vesikulärer Acetylcholintransporter

VAChT wurde 2000 erstmals in einem non-neuronalen Gewebe beschrieben: Im

Endothel der Arteria pulmonalis wurde VAChT-mRNA (Haberberger et al. 2000)

und VAChT-Protein (Kirkpatrick et al. 2001) nachgewiesen. Ebenso kommt VAChT-

mRNA und -Protein in Teilen der Plazenta (Trophoblast, mesenchymale Zellen

und Dottersackepithel) vor (Pfeil et al. 2004). Im Respirationstrakt wurde VAChT

im Alveolarepithel (Proskocil et al. 2004) und den sekretorischen Zellen des Tra-

chealepithels (Lips et al. 2005) gefunden.

Mediatophor

Über das Vorkommen des Mediatophor in non-neuronalen Zellen ist bis jetzt wenig

bekannt. Israel et al. entwickelten eine Methode zum indirekten Nachweis des Me-

diatophor, indem Zelllinien mit ACh beladen wurden (Israel et al. 1994) und eine

anschließende ACh-Freisetzung mittels Chemolumineszenz-ACh-Assay (Israel &

Lesbats 1981) gemessen wurde. So wurden in einigen Zelllinien wie Fibroblasten

(LTK), Gliomzellen (C6BU-1) und cerebralen Endothelzellen (RBE4) eine schub-

weise Freisetzung von ACh gemessen (Malo & Israel 2003). Diese Freisetzung

soll Mediatophor-vermittelt sein, da sie unabhängig von der VAChT-vermittelten

Exozytose stattfindet (Dan & Poo 1992, Israel et al. 1994, Falk-Vairant et al. 1996).

Organische Kationentransporter

Da ACh selbst ein organisches Kation ist, kann es durch die weit verbreiteten

OCT transportiert werden. Die OCT sind polyspezifisch und lassen sich durch
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Abb. 1.7: ACh-Synthese, ACh-Freisetzung und ACh-Rezeptoren in non-neuronalen

Zellen. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Komponenten sind rot

dargestellt. ACh wird durch die Cholinacetyltransferase (ChAT) oder durch

die Carnitinacetyltransferase (CarAT) aus Acetyl-CoA und Cholin synthetisiert.

Wie in neuronalen Zellen kann ACh mittels vesikulärem Acetylcholintranspor-

ter (VAChT) in Vesikeln gespeichert und exozytotisch freigesetzt werden. Alter-

nativ kann ACh ohne vorherige Speicherung auch durch das membranständige

Mediatophor oder durch die organischen Kationentransporter (OCT) aus der

Zelle ausgeschleust werden. Als auto- bzw. parakriner Mediator kann ACh an

nikotinische und muskarinische ACh-Rezeptoren (nAChR, mAChR) binden, die

an der eigenen Zellmembran oder der Membran benachbarter Zellen lokalisiert

sind. Durch Cholinesterasen (AChE, BuChE) wird ACh in Acetat und Cholin

gespalten.
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Abb. 1.8: Postulierte gemeinsame Sekundärstruktur der organischen Kationen-

transporter OCT1-3 mit 12 vermutlich α-helicalen TMD und intrazellulär

gelegenem N- und C-Terminus. Zwischen TMD 1 und 2 liegt eine große hydro-

phile extrazellulären Schleife mit mehreren Glykosylierungsstellen. Mehrere

Proteinkinase-Phophorylierungsstellen befinden sich vermutlich intrazellulär.

Modifiziert nach Koepsell & Endou (2004).

eine Vielzahl von Substraten wie Corticosteron (Hayer-Zillgen et al. 2002) und

Chinin (Wessler et al. 2001) inhibieren und haben gemeinsam, dass sie kleine

hydrophile Substanzen (im Bereich von etwa 60 bis 350 Da) 1. elektrogen, 2.

natriumunabhängig und 3. bidirektional transportieren. Sie spielen bei der Auf-

nahme und Abgabe von Pharmaka, Xenobiotika und endogenen Substanzen in

Verdauungstrakt, Leber und Niere eine wichtige Rolle und üben in Gehirn und

Herz homöostatische Funktionen aus (Koepsell & Endou 2004). Die OCT gehören

zur ”solute carrier 22“-Familie (SLC22) der organischen Ionentransporter, die die

Kationentransporter OCT1 (SLC22A1), OCT2 (SLC22A2) und OCT3 (SLC22A3)

und neun weitere Transporter umfassen. Die OCT kommen in der Plasmamem-

bran von Epithelzellen vor und bestehen aus 12 TMD mit einer hydrophilen

extrazellulären Schleife und mehreren Glykosylierungsstellen zwischen TMD 1

und 2 (Abb. 1.8, Koepsell 1998, Meyer-Wentrup et al. 1998, Dresser et al. 1999,

Ciarimboli & Schlatter 2005).
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OCT1 wurde 1994 als erster Transporter in der Niere der Ratte (rOCT1) klo-

niert (Gründemann et al. 1994). Zwei Jahre später konnte das OCT1-Gen in der

Maus (mOCT1) kloniert und eine Expression in Leber, Niere und Intestinum

nachgewiesen werden (Schweifer & Barlow 1996). Beim Menschen kommt OCT1

(hOCT1) vor allem in der Membran der Lebersinus, bei Nagetieren vor allem in der

Niere, aber auch in Leber, Dünn- und Dickdarm, Haut und Milz vor. Das 1870 bp

lange mOCT1-Gen liegt auf Chromosom 17 und kodiert für ein Membranprotein,

das aus 556 AS besteht und aus 12 TMD aufgebaut ist. mOCT1 ist zu 95%

mit rOCT1 identisch (Green et al. 1999). Substrate für OCT1 sind Kationen wie

Tetraethylammonium (TEA), das Neurotoxin Methylphenylpyridin (MPP), Chinin,

endogene Substrate wie Cholin, Serotonin, Histamin oder Prostaglandine und

einige Medikamente wie Desipramin, Aciclovir und Metformin (Koepsell & Endou

2004).

Für die Freisetzung von ACh in epithelialen Geweben konnte gezeigt werden,

dass in der humanen Plazenta OCT1 und OCT3 ACh transportieren (Wessler et

al. 2001), während im Bronchialepithel der Ratte OCT1 und OCT2 für die ACh-

Freisetzung verantwortlich sind (Lips et al. 2005), was bei Studien mit OCT1/2-

Doppel-KO-Mäusen bestätigt wurde (Kummer et al. 2006). Die Untersuchungen

zur Regulation von rOCT1 ergaben, dass die Expression von OCT1 durch PKC,

PKA und Tyrosinkinase stimuliert und durch cGMP gehemmt wird (Mehrens et al.

2000, Schlatter et al. 2002). Räumlich getrennte Cluster von funktionell wichtigen

AS-Resten konnten bei rOCT1 in der vierten TMD für die Bindung von TEA und

MPP und bei rOCT1 und rOCT2 in der zehnten TMD für die Inhibition durch Corti-

costeron verantwortlich gemacht werden (Gorboulev et al. 2005, Popp et al. 2005).

Bei Studien mit OCT1-KO-, OCT2-KO- und OCT1/2-Doppel-KO-Mäusen konnte

gezeigt werden, dass OCT1 und OCT2 eine wichtige Rolle in der Pharmakokinetik,

insbesondere bei der Aufnahme von Substraten in die Leber und intestinaler

Sekretion (OCT1) und bei der renalen Sekretion (OCT1 und OCT2) spielen (Jonker

et al. 2001, 2003, Müller et al. 2005). OCT1 und OCT2 sind essenziell für die

renal-tubuläre Sekretion des Modellkations TEA und es ist der Transport vieler
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physiologisch relevanten endogenen Komponenten beschrieben. Bei Abwesenheit

von OCT1 oder OCT2 ließen sich daher physiologische Konsequenzen erwarten,

die jedoch bei den KO-Typen nicht beobachtet wurden. Dies lässt vermuten, dass

diese wichtigen Funktionen von anderen redundanten Transportern kompensiert

werden können (Jonker et al. 2003).

OCT2 wurde 1996 in der Niere der Ratte (rOCT2) kloniert (Okuda et al. 1996).

In der Maus wurde OCT2 (mOCT2) von Mooslehner & Allen (1999) identifiziert

und charakterisiert. Das mOCT2-Gen ist zu 92% mit rOCT2 und zu 70% mit

mOCT1 identisch und liegt ebenfalls auf Chromosom 17, woraus geschlossen wird,

dass mOCT1 und mOCT2 aus einem gemeinsamen SLC22A-Gen entstanden sind

(Mooslehner & Allen 1999, Eraly et al. 2004). Das 2137 bp lange mOCT2-Gen

kodiert in einer 1659 bp langen Region für ein Membranprotein, das aus 553

AS besteht und aus 12 TMD aufgebaut ist. Trotz der Nähe vom mOCT2- zum

mOCT1-Gen besitzen die Gene verschiedene Promotoren und damit auch un-

terschiedliche Expressionsmuster: Zwar kommen beide Transporter in der Niere

vor, aber mOCT2 wird nicht wie OCT1 in der Leber exprimiert und konnte au-

ßerdem im Gehirn nachgewiesen werden (Mooslehner & Allen 1999). In Mensch

und Ratte wird OCT2 vor allem in der Niere in der basolateralen Membran

des proximalen Tubulus, aber auch in Neuronen des ZNS, Thymus und Plexus

choroideus exprimiert. Substrate für OCT2 stellen z. B. TEA, MPP, Cholin, biogene

Amine (Dopamin, Histamin, Noradrenalin, Serotonin), Antiparkinsonmittel und

Cimetidin dar (Koepsell & Endou 2004). Obwohl die Affinität einiger Substrate

wie z. B. TEA für OCT1 und OCT2 fast gleich ist, interagieren die Transporter mit

anderen Stoffen, wie z. B. Cimetidin, sehr unterschiedlich (Arndt et al. 2001, Zhang

et al. 2002, Kaewmokul et al. 2003). Diese unterschiedliche Selektivität scheint

Folge einer kleinen Anzahl an AS-Resten zu sein, die sich in OCT1 und OCT2

unterscheiden, z. B. die Expression eines Glutamatrestes in OCT2 statt eines

Glutaminrestes in OCT1. Es wird vermutet, dass die Interaktion von Substraten

und Inhibitoren mit OCT2 bzw. OCT1 nicht an einem einzelnen Bindungsort statt-

findet, sondern an einer vergleichsweise großen Oberfläche mit vielen, teilweise
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überlappenden Bindungsstellen. Dadurch wäre das gleichzeitige Binden vieler

Substrate mit deren gegenseitiger Beeinflussung möglich (Ciarimboli et al. 2005,

Gorboulev et al. 2005, Popp et al. 2005, Zhang et al. 2005).

Da viele kationische Medikamente über die Niere ausgeschieden werden, könnte

eine zusätzliche Gabe von Substraten bzw. Inhibitoren von OCT2 die Wirksamkeit,

aber auch Toxizität dieser Medikamente beeinflussen (Koepsell & Endou 2004,

Biermann et al. 2006). Kürzlich wurde an rOCT2 die Vermutung aufgestellt,

dass die Ligandenbindung und der tatsächliche Transport eines Substrates nicht

unbedingt aufeinander folgen muss. Vielmehr seien einerseits die Bindung von

Substraten an der polyspezifischen, großen Bindungsstelle und andererseits der

Selektivitäts-Filter, der die Transportrate bestimmt, strukturell getrennte Kom-

ponenten (Schmitt & Koepsell 2005). Humaner OCT2 (hOCT2) kann durch den

Kalzium/Calmodulin-Komplex aktiviert und durch Carbachol, einen Agonisten am

mAChR, gehemmt werden (Koepsell & Endou 2004). Bei der Ratte wird eine Rolle

von Testosteron bei der Regulation vermutet, da gezeigt werden konnte, dass

die renale Expression von OCT2 in männlichen Tieren viermal höher ist als in

weiblichen Tieren und bei gonadektomierten männlichen Ratten die Expression

der der weiblichen entspricht (Slitt et al. 2002). Diese Beobachtung kann allerdings

nicht unbedingt auf andere Spezies übertragen werden, da z. B. beim Kaninchen

kein Geschlechtsunterschied festgestellt werden konnte (Groves et al. 2006).

OCT3 wurde 1998 in der Plazenta der Ratte (rOCT3) kloniert (Kekuda et al.

1998). Es konnte gezeigt werden, dass OCT3 identisch mit dem extraneuronalen

Monoamintransporter (EMT) ist (Gründemann et al. 1998, Wu et al. 1998), dessen

Funktion als spezifischer Transporter von Monoaminen beschrieben ist (Trende-

lenburg 1988) und durch Corticosteroide gehemmt werden kann (Wu et al. 1998).

In der Maus wurde OCT3 (mOCT3) in Plazenta und Niere kloniert und seine Lage

auf Chromosom 17 in der Nähe von mOCT1 und mOCT2 nachgewiesen, was eine

gemeinsame Herkunft aller drei OCT wahrscheinlich macht (Verhaagh et al. 1999,

Wu et al. 2000). Im Gegensatz zu OCT1 und OCT2 zeichnet sich OCT3 durch eine

weite Verbreitung in Geweben wie Plazenta, humaner Leber, Skelettmuskulatur,
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Niere, Herz, Gehirnrinde und Intestinum aus (Gründemann et al. 1998, Kekuda

et al. 1998, Verhaagh et al. 1999). Das mOCT3-Gen besteht aus elf Exons und

zehn Introns und kodiert in einer 1656 bp langen Region für ein Membranprotein

mit 12 TMD. Das Protein, das aus 551 AS besteht, hat eine berechnete Masse von

61 kDa und ist zu 98% mit rOCT3 identisch. Die AS-Sequenzen von mOCT3 sind

zu 47-50% identisch mit mOCT1 und mOCT2 und weitere 66-68% sind ähnlich

(Verhaagh et al. 1999, Wu et al. 2000). OCT3 hat eine Vielzahl an Substraten mit

OCT1 und OCT2 gemeinsam, so z. B. TEA, Guanidin und einige biogene Amine.

In Neuronen und im Herzen reguliert OCT3 die interstitielle Katecholamin-

konzentration, eine Rolle von OCT3 bei der biliären Exkretion wird vermutet.

Während der Transporter im humanen Intestinum für die Aufnahme von Kationen

(Müller et al. 2005) und in der Plazenta für die ACh-Freisetzung (Wessler et al.

2001) verantwortlich sein soll, ist ACh in OCT3-exprimierenden Xenopus-Oozyten

kein Substrat von OCT3 (Lips et al. 2005). Aufgrund der Lokalisation von OCT3 im

Herzen könnten OCT3-Inhibitoren die Kardiotoxizität kationischer Medikamente

senken. Auch in der Plazenta, wo OCT3 in der materno-fetalen Passage mitwirkt,

könnten bei Medikamenteneinnahme der Mutter OCT3-Inhibitoren gegen fetale

Intoxikationen eingesetzt werden (Koepsell & Endou 2004). Bei OCT3-KO-Mäusen

wurde kein offensichtlicher physiologischer Defekt oder eine Imbalance monoami-

ner Neurotransmitter gefunden (Zwart et al. 2001), was mit einer Übernahme die-

ser wichtigen Funktionen durch die anderen OCT erklärt wird (Jonker & Schinkel

2004).

In der Plazenta zeigten Wessler et al. (2001) indirekt, dass die ACh-Freisetzung

sowohl durch Inhibitoren der OCT (z. B. Chinin, Corticosteron) als auch durch

OCT-Antisense-Oligonukleotide gehemmt wurde. In Xenopus-Oozyten wurde mit-

tels elektrophysiologischer Messungen nach Transfektion mit OCT1 und OCT2

direkt ein ACh-Transport nachgewiesen, der durch Corticosteroide gehemmt wer-

den konnte (Lips et al. 2005). Im Bronchialepithel der Maus beschreiben Kum-

mer et al. (2006) einen im Vergleich zum Wildtyp zweifach erhöhten ACh-Gehalt

in OCT1/2-Doppelknockout-Mäusen, was im Atemwegsepithel ebenfalls auf eine
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ACh-Freisetzung durch OCT schließen lässt.

1.2.3 Acetylcholin-Rezeptoren

Nikotinische Acetylcholin-Rezeptoren

In non-neuronalen Zellen kommt der neuronale Typ des nAChR vor. Eine Aus-

nahme bildet die motorischen Endplatte, an der die neuromuskuläre Erregungs-

übertragung über nAChR vom muskulären Typ vermittelt wird. In kleinzelli-

gen und nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen konnte jedoch gezeigt werden,

dass in diesen non-neuronalen Zellen auch die nAChR-Untereinheiten α1 und β1

des muskulären Typs exprimiert werden (Carlisle et al. 2007). In Urothelzellen

(Beckel et al. 2006), Keratinozyten (Grando et al. 1995, Zia et al. 2000), Darm-

epithelzellen (Wessler et al. 1998), Bronchialepithelzellen (Conti-Fine et al. 2000),

Endothelzellen (Macklin et al. 1998, Brüggmann et al. 2002), glatten Muskelzellen

(Brüggmann et al. 2002), Skelettmuskulatur (Sala et al. 1996), Plazenta (Lips et

al. 2005) und Lymphozyten (Benhammou et al. 2000, Fujii et al. 2008) wurden

nAChR-Untereinheiten nachgewiesen.

Die nAChR wirken wie im neuronalen System über den Anstieg des intrazel-

lulären Natrium- oder Kalziumspiegels. In ihrer Verteilung über das Gewebe un-

terscheiden sie sich allerdings. Während an Synapsen nAChR in sogenannten ”hot

spots“ angereichert sind, ist in non-neuronalen Zellen eine gleichmäßige Verteilung

zu beobachten, was auf einen langsamen, kontinuierlichen Einfluss von ACh auf

die Regulation grundlegender Zellfunktionen hinweist (Wessler et al. 2003). Da

eine direkte Wirkung der nAChR auf metabolische und trophische Zellfunktionen

unwahrscheinlich ist, wird vermutet, dass ein Mediator zwischen dem Rezep-

tor und der Zelle vermittelt. In dieser Signalübermittlung scheint Kalzium die

Hauptrolle zu spielen (Sharma & Vijayaraghavan 2002).

Die Funktion der nAChR wird in der Haut unter anderem in der Ausbildung

einer Schutzbarriere (Burkhart & Burkhart 2001), der Keratinozytenadhäsion

(Grando 2006) und -differenzierung (Arredondo et al. 2002) gesehen. In der Lunge
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wurde bei Untersuchungen von pränataler Nikotinexposition gezeigt, dass nAChR

bei der Lungenentwicklung eine Rolle spielen (Sekhon et al. 2001). In humanen

kleinzelligen und nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen, in denen nAChR ge-

funden wurden (Song et al. 2003, Song & Spindel 2008), könnten Acetylcholin und

insbesondere der exogene Ligand Nikotin über die nAChR das Tumorwachstum

beeinflussen (Dasgupta et al. 2006, Carlisle et al. 2007). Tournier et al. (2006)

konnten nachweisen, dass einige Untereinheiten des nAChR im Bronchialepithel

an der Wundheilung beteiligt sind. Im Urothel der Ratte zeigten Beckel et al.

(2006) mittels Kalzium-Imaging, dass in den Urothelzellen nachgewiesene nAChR-

Untereinheiten funktionell aktive Rezeptoren bilden können. Jedem der Rezeptor-

Subtypen werden spezifische elektrophysiologische Eigenschaften zugeschrieben:

Die α7-haltigen Rezeptoren sollen während der Füllung der Harnblase inhibito-

risch auf den M. detrusor wirken, während α3-haltige exzitatorische Rezeptoren

die Harnblasenkontraktion vermitteln sollen (Beckel et al. 2006).

Muskarinische Acetylcholin-Rezeptoren

Die Subtypen M1-M5 des mAChR sind auch in non-neuronalen Geweben wie Pla-

zenta (Tayebati et al. 1998), Ovar (Mayerhofer & Fritz 2002), Haut (Haberberger

& Bodenbenner 2000), Lymphozyten (Kawashima & Fujii 2003), Atemwegsepithel

(Metzen et al. 2003) und Auge (Duncan & Collison 2003) weit verbreitet. In der

Harnblase wurden M2- und M3-Rezeptoren gefunden, wobei die M3-Rezeptoren

hauptsächlich für die Kontraktion des M. detrusor verantwortlich sind (Hegde &

Eglen 1999, Fetscher et al. 2002). Antimuskarinerge Medikamente werden erfolg-

reich in der Behandlung der Detrusorhyperaktivität (OAB = overactive bladder)

eingesetzt (Andersson et al. 2002). Allerdings wurden auch in den non-neuronalen

Anteilen der Harnblase mAChR gefunden: Im Urothel wurden mAChR in einer

40% höheren Rezeptordichte im Vergleich zum M. detrusor nachgewiesen (Haw-

thorn et al. 2000, Zarghooni et al. 2007).
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1.2.4 Abbau von Acetylcholin

Genauso wie im neuronalen System wird ACh auch in non-neuronalen Geweben

durch Spaltung in Cholin und Acetat mittels Cholinesterasen (AChE, BuChE)

abgebaut. Durch diese schnelle Inaktivierung ist die Wirkung des ACh auf die

Region seiner Synthese und Freisetzung beschränkt.

1.2.5 Die Harnblase

Aufbau, Struktur und Funktion der Harnblase

Die Harnblase ist ein muskulöses Hohlorgan, das als Reservoir für den Harn

dient. Im histologischen Feinbau lassen sich von luminal nach basal verschiedene

Schichten differenzieren: Die Tunica mucosa mit Urothel und Lamina propria, die

Tunica muscularis und die Tunica serosa, die mit einschichtigem Mesothel Teile

der Harnblase überzieht (Kriz 2003, Abb. 1.9).

Das Übergangsepithel (= Urothel), welches die Harnblase auskleidet, stellt eine

Schutzbarriere zum Harn dar und ist mit vielfältigen sensorischen und sekre-

torischen Komponenten ausgestattet (de Groat 2006). Die Lamina propria ist

ein lockeres, zellarmes Gewebe, das Gefäße und Nerven führt und als Verschie-

beschicht dient. Bei kontrahierter Harnblase ermöglicht die Lamina propria eine

ausgeprägte Faltenbildung der Schleimhaut. Bei zunehmendem Füllungszustand

der Harnblase ist die Mucosa gegenüber der darunterliegenden Muskelschicht

verschieblich (Kriz 2003). Eine Ausnahme bildet der Bereich des Trigonum vesicae,

in dem Mucosa und Muskulatur fest miteinander verwachsen sind. In der kräftigen

Muskelschicht lässt sich eine Dreischichtung von innerer Längs-, mittlerer Ring-

und äußerer Längsmuskelschicht erkennen. Man unterscheidet den M. detrusor

vesicae, der den Hauptteil der Muskulatur ausmacht, von der schwächeren Tri-

gonummuskulatur. Zwischen den Muskelschichten liegen zahlreiche vegetative

Ganglien. Im dorsalen Bereich ist die Harnblase von einschichtigem Peritoneal-

mesothel überzogen (Kriz 2003).

Die Funktion der Harnbase setzt sich zusammen aus der Reservoirfunktion
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Abb. 1.9: Schema des histologischen Feinbaus der Harnblase. Von luminal nach

basal: Die Tunica mucosa besteht aus Urothel und Lamina propria. Im

Urothel werden Deckzellen mit AUM (= asymmetrical unit membrane), Inter-

mediärzellen und Basalzellen unterschieden, wobei letztere der Basalmembran

aufsitzen. Die Tunica muscularis besteht aus innerer Längs-, mittlerer Ring-

und äußerer Längsmuskelschicht, die Tunica serosa aus Mesothel.

und der Harnentleerung im Miktionsvorgang. Diese beiden Komponenten hängen

von neuralen Schaltkreisen in Gehirn, Rückenmark und peripheren Ganglien

ab und werden über vier verschiedene Nervenarten kontrolliert: parasympathi-

sche, sympathische, sensorische und somatische Nerven (Morrison et al. 2005).

Der Parasympathikus ist für die Kontraktion des M. detrusor verantwortlich.

Die präganglionären parasympathischen Fasern (Sakralsegment 3-4) werden im

Plexus pelvicus und in der Blasenwand über nAChR umgeschaltet (de Groat &

Booth 1993). Die postganglionären Fasern innervieren die glatte Muskulatur der

Harnblasenwand über mAChR (Andersson & Arner 2004). Die sympathischen
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Fasern aus dem lumbalen Grenzstrang verlaufen über den Plexus hypogastricus

und innervieren die glatte Muskulatur der Gefäße. Sakrale somatische Nerven

gelangen über den N. pudendus an den M. sphincter vesicae externus (Kriz 2003,

Morrison et al. 2005).

Aufbau, Struktur und Funktion des Urothels

Das Urothel wird auch nach heutiger Lehrmeinung nicht eindeutig als mehr-

schichtiges oder mehrreihiges Epithel beschrieben (Drenckhahn 2003a). In der

vollständig kontrahierten Harnblase weist das Urothel sechs bis acht Kernreihen

auf, die sich in gedehntem Zustand zu drei Kernreihen abflachen (Bloom & Fawcett

1975). In der Maus wird das Urothel als drei- bis vierlagig beschrieben (Romih et

al. 2005) und es werden drei Zelltypen (Deckzellen, Intermediärzellen, Basalzellen,

Abb. 1.9) unterschieden, die jeweils eine eigene Schicht bilden (Walker 1960). Die

großen, flachen Deckzellen erstrecken sich oft über mehrere darunterliegende Zel-

len, sind meist mehrkernig und haben den DNA-Gehalt diploider, tetraploider und

oktoploider Zellen (Farsund 1977), was auf Amitosen und Synzytien zurückgeführt

wird. Die apikale Membran gleicht einer hexagonal gemusterten, starren Platte,

bei der die äußerste Schicht deutlich dicker ist als die anderen (AUM = asym-

metrical unit membrane, früher ”Crusta“ genannt; Hicks 1965, Koss 1969). Die

AUM dient außerdem in Form von spindelförmigen zytoplasmatischen Vesikeln

als Membranreserve, die bei Bedarf (z. B. Dehnung) mittels Exozytose in die

Zellmembran eingebaut werden können (Wu et al. 1990).

In der Maus wurde gezeigt, dass die Deckzellen das für sie spezifische Zytokera-

tin CK20 enthalten (Moll et al. 1992, Romih et al. 1998), das in Nähe der apikalen

Membran zu einem komplexen Netzwerk organisiert ist (Romih et al. 1998, Veranic

et al. 2004). Auch die vier Uroplakine Ia, Ib, II und III, die als Membranproteine in

der AUM enthalten sind, konnten in den Deckzellen nachgewiesen werden (Wu et

al. 1990, 1995, Romih et al. 2005). Die Intermediär- und Basalzellen sind kleinere,

kubische Zellen. In den Intermediärzellen wurden ebenfalls alle vier Uroplakine

nachgewiesen, während die Basalzellen keine Uroplakine besitzen (Romih et al.
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2005). Die Regeneration des Urothels erfolgt über die basale Zellschicht und dauert

etwa 24 Tage.

Das Urothel schützt durch die AUM und durch gut ausgebildete Zonulae oc-

cludentes das darunterliegende Gewebe vor den zellschädigenden Substanzen des

Harns (Lewis 2000, Drenckhahn 2003a, Apodaca 2004) und stellt eine effekti-

ve Barriere zwischen Blut und Harn dar (Ketterer et al. 1973, Chang et al.

1994, Negrete et al. 1996). Lange Zeit hatte man dem Urothel nur diese passive

Barrierefunktion zugeordnet. Neuere Untersuchungen zeigen jedoch, dass das

Urothel Substanzen wie ACh (Wessler et al. 1998, Yoshida et al. 2004, 2006),

ATP (Ferguson et al. 1997) und NO (Birder et al. 1998) freisetzen kann und eine

Vielzahl von Rezeptoren wie cholinerge Rezeptoren (de Groat et al. 2004, Beckel et

al. 2006), adrenerge Rezeptoren (Birder et al. 1998, 2001, 2002a), TRP (transient

receptor potential) -Kanäle (Stein et al. 2004), Tachykinin- und Bradykininrezep-

toren (Chopra et al. 2005) exprimiert. So wird das Urothel zu einem Gewebe,

dass auf seine chemische und physikalische Umgebung reagieren und mit den

benachbarten Nerven kommunizieren kann (de Groat 2006).

1.3 Fragestellung und Zielsetzung

Zur Behandlung von Miktionsstörungen werden in der Klinik Anticholinergika

intravesikal instilliert, was eine Wirkung auf cholinerge Rezeptoren des Uro-

thels vermuten lässt. Interessanterweise konnte im Urothel der Harnblase von

Mensch, Ratte und Maus Acetylcholin (ACh) gemessen werden. Daraus schließen

wir, dass im Urothel, einem non-neuronalen Gewebe, nicht nur cholinerge Rezep-

toren vorkommen, sondern ACh auch direkt gebildet, freigesetzt und über auto-

krine/parakrine Mechanismen auf cholinerge Rezeptoren wirken könnte. Hieraus

leiten sich folgende Fragen ab:

1. Werden im Urothel der Harnblase nikotinische ACh-Rezeptoren (nAChR)

exprimiert?
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2. Welche Untereinheiten des nAChR (ligandenbindende α-Untereinheiten) kom-

men im Urothel vor?

3. Wo sind die im Urothel nachgewiesenen α-Untereinheiten lokalisiert?

4. Welche Proteine der ACh-Freisetzungsmaschinerie werden vom Urothel ex-

primiert?

5. Wo sind die im Urothel nachgewiesenen ACh-Freisetzungsmechanismen lo-

kalisiert?

Diese Fragestellung wurde an der Maus als Versuchstier bearbeitet, da eine

große Anzahl an Tieren ein aussagekräftiges Resultat ermöglicht und KO-Mäuse

für einige Komponenten des cholinergen Systems bereits generiert wurden. Von

den Ergebnissen dieser Arbeit wird erwartet, dass die molekularen Komponen-

ten des urothelialen cholinergen Systems identifiziert werden und dadurch die

Wirkungsweise intravesikal instillierter cholinerger Substanzen verständlicher

wird. Diese Grundlagen könnten dazu dienen, neue therapeutische Strategien zu

entwickeln.
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2.1 Zellkultur

Die cholinerge Neuroblastom-Zelllinie NS20Y, die eine hochspezifische ChAT ex-

primiert (Amano et al. 1972), diente für unsere Untersuchungen als typischer

Vertreter einer cholinergen neuronalen Zelle.

2.1.1 Die Zelllinie NS20Y

Die Zelllinie NS20Y ist ein cholinerger Subklon der Neuroblastom-C1300-Zelllinie

der Maus. Die Neuroblastomzellen wuchsen 1940 spontan und enthalten mehr

Chromosomen als eine normale diploide Zelle der Maus (bei cholinergen Klonen

zwischen 59 und 118 Chromosomen, Hauschka et al. 1956). Sie zeichnen sich

durch eine schnelle in-vitro-Vermehrung aus und besitzen viele charakteristische

Eigenschaften differenzierter Neurone. Die Zelllinie NS20Y (Nr. ACC 94, Deut-

sche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig) weist eine

hochspezifische ChAT-Aktivität auf (Amano et al. 1972). Die Zellen haben eine

runde Form und bilden Fortsätze aus, sie wachsen in einem Monolayer oder kleinen

Haufen und haben eine Verdopplungszeit von ca. 30 Stunden.

2.1.2 Wachstumsbedingungen und Lagerung

Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen (25 cm2, Nunc, Wiesbaden), die zuvor

mit 100% fetalem Kälberserum (FKS, Invitrogen, Karlsruhe) beschichtet wurden,

in Dulbecco’s Modified Eagle Medium High Glucose (D-MEM, PAA Laboratories,

Cölbe) mit 10% FKS und 1% Penicillin/Streptomycin/Amphotericin (PAA Labora-

tories) bei 37◦C unter 5% CO2-Atmosphäre im Brutschrank (Typ BB 16 Heraeus,
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Hanau) kultiviert. Zur Passagierung der Zellen wurden diese mit Accutase (PAA

Laboratories) vom Boden gelöst und auf mehrere Kulturflaschen aufgeteilt.

Zur Lagerung überschüssiger Zellen wurden diese mit Accutase vom Boden

gelöst, abzentrifugiert (1000 rpm, 5 min) und in D-MEM mit 10% Dimethylsulfoxid

(Serva, Heidelberg) langsam (1◦C pro Minute) im Alkoholkühler (Isopropanol, Nal-

gene, Neerijse, Belgien) auf -80◦C abgekühlt. Bei erneuter Verwendung konnten

die Zellen aufgetaut und angezüchtet werden.

2.1.3 Verwendung

Zur RNA-Isolierung (n=5) aus der Zelllinie NS20Y wurden aus wachsender Kultur

Zellen der 4.-14. Passage mittels Neubauer-Zählkammer gezählt. Es wurden für

jede RNA-Gewinnung ca. 1,5 Mio. Zellen verwendet. Zur immunhistochemischen

Untersuchung (n=4) der Zelllinie NS20Y wurden aus wachsender Kultur Zellen

der 4.-14. Passage mittels Neubauer-Zählkammer gezählt, nach entsprechender

Verdünnung je 20.000 Zellen pro Napf auf einem Objektträger mit 8-Kammer-

Aufsatz (Culture Slides, beschichtet mit Poly-D-Lysin, Becton Dickinson Labware,

Heidelberg) ausgesät und 24 Stunden im Brutschrank kultiviert.

2.2 Gewebegewinnung

2.2.1 Tiere und entnommene Gewebe

Für die Versuche wurden sowohl erwachsene männliche und weibliche FVB-Mäuse

aus der Zucht des Physiologischen Instituts der Justus-Liebig-Universität Gies-

sen als auch adulte männliche und weibliche CS57 Bl6-Mäuse (Züchter: Harlan-

Winkelmann, Borchen) verwendet. Für die Untersuchungen an OCT1 stand ei-

ne OCT1/2-Doppelknockout-Maus (Jonker et al. 2003, The Netherlands Cancer

Institute, Division of Experimental Therapy, Amsterdam, Niederlande) und ihr

korrespondierender Wildtypstamm (FVB) zur Verfügung. Die Mäuse wurden vor

der Gewebeentnahme mittels Inhalation einer Überdosis Isofluran (Abbott, Wies-

baden) getötet.
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Für die PCR-Versuche wurden als Positivkontrolle Rückenmark, Aorta und Nie-

re entnommen (n=3 Tiere, FVB), von der Harnblase wurde das Urothel (n=5 Tiere,

FVB, CS57 Bl6) wie unten beschrieben verwendet. Für immunhistochemische Un-

tersuchungen wurden als Positivkontrolle Spinalganglien, Aorta, Trachea, Zunge,

Niere und Haut (n=1 Tier, FVB) entnommen, die Harnblase als gesamtes Organ

(n=5 Tiere, FVB, CS57 Bl6) wurde wie unten beschrieben verwendet.

2.2.2 Gewinnung von unfixiertem Gewebe

Für die RNA-Gewinnung wurde das Gewebe entnommen, in flüssigem Stickstoff

schockgefroren und zur weiteren Verwendung bei -80◦C gelagert. Für immunhis-

tochemische Untersuchungen wurde das entnommene Gewebe in Tissue Tek (Sa-

kura Finetek, Zoeterwoude, Niederlande) eingebettet, in schmelzendem Isopentan

schockgefroren und anschließend längstens einen Monat bei -80◦C gelagert.

2.2.3 Immersionsfixierung

Außer dem schockgefrorenen Gewebe wurden für die immunhistochemischen Un-

tersuchungen auch immersionsfixierte Gewebe verwendet. Diese wurden nach

Entnahme zwei Stunden lang in gepuffertem 4% Paraformaldehyd (PFA, 40 g

Formaldehyd (Riedel-de-Haen, Seelze) in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,4 (PP)) fixiert

und anschließend vier Stunden lang mit 0,1 M PP, pH 7,4, gewaschen. Zum

Gefrierschutz wurde das Gewebe über Nacht in 18% Saccharose in 0,1 M PP,

pH 7,4, gelegt und dann in Tissue Tek eingebettet, in schmelzendem Isopentan

schockgefroren und anschließend bei -80◦C gelagert.

2.2.4 Besondere Präparationsverfahren an der Harnblase

Zur RNA-Gewinnung aus dem Urothel wurde die Harnblase herauspräpariert,

der Länge nach aufgeschnitten und auf Zahnwachs aufgespannt. Dann wurde mit

einem Spatel das Urothel abgeschabt, in 50 µl Lysis-Puffer (RNeasy mini Kit, Qia-

gen, Hilden, s.u.) gelöst und zur weiteren Verwendung bei -80◦C zwischengelagert.
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Die restliche Harnblase wurde in ihrer gesamten Länge geschnitten und davon

jeder zehnte Schnitt mit Hämatoxylin-Eosin angefärbt. Unter dem Lichtmikroskop

konnte so kontrolliert werden, dass nur das Urothel abgeschabt wurde. Für im-

munhistochemische Untersuchungen wurde die Harnblase zum Gefrierschutz und

zur besseren Beurteilung des Urothels mittels einer Kanüle mit 50% Tissue Tek in

0,005 M PP, pH 7,4, mit 4,48 g/l NaCl (PBS) gefüllt.

2.3 Reverse-Transkriptase Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR)

2.3.1 RNA-Isolierung und cDNA-Synthese

Gesamt-RNA-Isolierung

Gesamt-RNA wurde aus Mausgewebe mittels des RNeasy mini Kits (Qiagen)

nach Angaben des Herstellers isoliert. Dazu wurden Gewebestücke von 30 mg

in 600 µl Lysis-Puffer (Puffer RLT mit 1% β-Mercaptoethanol (14,3 M, Serva)) in

der Kugelmühle (Retsch, Haan) zerkleinert. Das Gewebelysat wurde bei 14.000

rpm abzentrifugiert und dem Überstand 600 µl 70% Ethanol (Riedel-de-Haen)

zugesetzt. Mittels Zentrifugation (15 s, 10.000 rpm) wurde die Gesamt-RNA an

die Membran der RNeasy mini Säule gebunden, dann mit 700 µl Puffer RW1 und

zweimal mit 500 µl Puffer RPE (zuvor mit vierfachem Volumen Ethanol versetzt)

gewaschen. Nach Trocknen der Säule (2 min, 10.000 rpm) wurde die RNA mit 30

µl RNase-freiem Wasser eluiert (1 min, 10.000 rpm). Der RNA-Gehalt wurde bei

einer Wellenlänge von 260 nm photometrisch bestimmt. Die RNA wurde bei -80◦C

höchstens drei Monate gelagert.

Die Gesamt-RNA wurde aus der Neuroblastomzelllinie NS20Y ebenso mittels

des RNeasy mini Kit isoliert. Dazu wurden die Zellen dreimal in PBS gewaschen,

in 600 µl Lysis-Puffer (Puffer RLT mit 1% β-Mercaptoethanol) gelöst und mit Hilfe

der QIAshredder spin Säule homogenisiert. Der Durchfluss wurde auf eine RNeasy

mini Säule gegeben und die RNA wurde entsprechend des oben beschriebenen

Protokolls weiter aufgereinigt.
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Messenger-RNA (mRNA) -Isolierung

Die mRNA wurde aus der Neuroblastomzelllinie NS20Y mit Hilfe des Oligotex

Direct mRNA mini Kits (Qiagen) nach Angaben des Herstellers isoliert. Dazu

wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und in 600 µl Lysis-Puffer (Puffer

OL1 mit 3% β-Mercaptoethanol) gelöst. Das Zelllysat wurde nach Zusatz von 1,2

ml Puffer ODB abzentrifugiert (3 min, 14.000 rpm) und der Überstand mit 20 µl

Oligotex Suspension 10 min inkubiert. Nach Ausfällen eines Pellets (5 min, 14.000

rpm) wurde dieses in 350 µl Puffer OW1 resuspendiert. Mittels Zentrifugation

(1 min, 14.000 rpm) wurde die mRNA an die Membran der Säule gebunden und

zweimal mit Puffer OW2 gewaschen. Die mRNA wurde mit 30 µl Puffer OEB

eluiert (1 min, 14.000 rpm). Der RNA-Gehalt wurde bei einer Wellenlänge von

260 nm photometrisch bestimmt. Die RNA wurde bei -80◦C höchstens drei Monate

gelagert.

cDNA-Synthese aus Gesamt-RNA

Zur cDNA-Synthese wurden zwischen 4 und 5 µg Gesamt-RNA eingesetzt. DNA-

Verunreinigungen wurden im Thermocycler (Eppendorf Mastercycler Personal,

Hamburg) durch Inkubation mit 1 µl DNAse I (1 U/µl, Invitrogen) und 1 µl 10x

DNAse-Puffer (Invitrogen) für 15 min bei 25◦C abgebaut. Der DNA-Verdau wurde

durch Zugabe von 1 µl Ethylendiamin-tetraacetacid (EDTA, 25 mM, Invitrogen)

bei 65◦C für 10 min gestoppt. Die Gesamt-RNA wurde mittels 1 µl Superscript

II H− Reverse Transkriptase (200 U/µl, Invitrogen) unter Zugabe von 1 µl Oligo

(dT)18 (0,5 µg/ml, MWG Biotech, Ebersberg), 1 µl dNTP-Mix (je 10 mM dATP, dGTP,

dCTP, dTTP bei pH 7,0, Perkin Elmer, Wellesley, USA), 4 µl 5x First Strand Puffer

(Invitrogen) und 2 µl 0,1 M Dithiothreitol (DTT, Invitrogen) für 50 min bei 42◦C in

cDNA umgeschrieben. Die cDNA-Synthese wurde durch Erhitzen auf 70◦C für 15

min gestoppt. Das Reaktionsprodukt wurde bei -20◦C gelagert.
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cDNA-Synthese aus mRNA

Für die cDNA-Synthese aus mRNA wurden zwischen 0,3 und 0,6 µg mRNA einge-

setzt. Die mRNA wurde im Thermocycler mittels 1 µl Superscript II H− Reverse

Transkriptase durch Zugabe von 1 µl Oligo (dT)18, 1 µl dNTP-Mix, 4 µl 5x First

Strand Puffer, 2 µl 0,1 M DTT und 1 µl RNase-freies Wasser für 50 min bei 42 ◦C

in cDNA umgeschrieben. Die Reaktion wurde durch Erhitzen auf 70◦C für 15 min

gestoppt. Das Reaktionsprodukt wurde bei -20◦C gelagert.

2.3.2 Durchführung der RT-PCR

Zur Amplifikation bekannter DNA-Abschnitte wurde ein Master-Mix hergestellt,

der aus 2 µl MgCl2-Puffer (25 mM, Applied Biosystems, Weiterstadt), 2,5 µl 10x

PCR-Puffer II (Applied Biosystems), 0,625 µl dNTP-Mix, 0,125 µl Taq DNA-Poly-

merase (Ampli Taq Gold 5 U/µl, Applied Biosystems) und 17,5 µl RNase-freiem

Wasser bestand. Zum Master-Mix wurden 1 µl cDNA und je 0,625 µl forward und

reverse Primer (200 pmol/µl, MWG Biotech) zugegeben. Im Thermocycler wurde

der DNA-Doppelstrang bei 94◦C für 12 min denaturiert. Dann wurden 40 Zy-

klen folgenden Ablaufs durchgeführt: Die neu entstandenen DNA-Doppelstränge

wurden bei 94◦C für 45 s denaturiert. Bei einer Annealing-Temperatur zwischen

56◦C und 63◦C für 45 s hybridisierten die Primer mit den komplementären DNA-

Abschnitten. Bei 73◦C für 45 s polymerisierte die Taq DNA-Polymerase zwischen

den beiden Primern den neuen DNA-Abschnitt. Zuletzt wurde die DNA bei 73◦C

für 7 min zu Ende repliziert und das Reaktionsprodukt anschließend auf 4◦C

heruntergekühlt.

Die verwendeten Primer (Tabelle 2.1) waren RNA-Oligonukleotide von ca. 20

bp Länge, die an spezifischer Stelle komplementär an die DNA binden. Von der

Bindungsstelle aus konnte die Taq DNA-Polymerase die Synthese des neuen DNA-

Strangs beginnen. Die Primer wurden, basierend auf den in der Genbank (www.

ncbi.nlm.nih.gov) veröffentlichten Gensequenzen, im Internet mittels Primersuch-

programm (frodo.wi.mid.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cgi) herausgesucht und
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mit dem BLAST-Computerprogramm (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) auf Spezi-

fität geprüft. Die Primer wurden von MWG Biotech synthetisiert. Um den Erfolg

der RNA-Isolation und cDNA-Synthese nachzuweisen, wurde ein Primer für ein

ubiquitär vorkommendes Enzym, die Glyceral-3-Phosphatdehydrogenase (GAPDH)

eingesetzt, als Negativkontrolle wurde in jeweils einer Probe die cDNA durch

Wasser ersetzt.

2.3.3 Auswertung der RT-PCR-Produkte

Größe und Reinheit der RT-PCR-Produkte wurde mittels Gelelektrophorese über-

prüft. Ein 1,5%iges Agarosegel wurde aus 1,5 g Agarose (Inno-train Diagnostik,

Kronberg/Taunus) und 1 µl Ethidiumbromid (1%ig, Carl Roth, Karlsruhe) in 100

ml TAE-Puffer (1x, für 50x: 242 g Tris Base (Merck, Darmstadt), 57,1 ml Es-

sigsäure und 100 ml EDTA (0,5 M, pH 8,0, Carl Roth)) hergestellt. Bei Anlegen

einer elektrischen Spannung von 125 mV wurden die DNA-Fragmente im Gel nach

ihrer Größe aufgetrennt. Dies konnte durch einen Ladepuffer, bestehend aus 1%

Orange-G (Sigma, Taufkirchen) in 50% Glycerol-Wasser-Gemisch mit je 50 mM

Tris-HCl und EDTA, pH 8,0 verfolgt werden, mit dem die Proben versetzt wurden.

Die entstandenen DNA-Banden konnten durch Ethidiumbromid-Markierung der

DNA unter UV-Licht ausgewertet werden. Die Überprüfung der korrekten Pro-

duktgröße erfolgte durch Vergleich der Höhe der einzelnen Banden mit einem

standardisierten Marker (100 bp DNA-Ladder, Gibco BRL, Karlsruhe).

2.3.4 Aufreinigung des RT-PCR-Produktes zur Sequenzierung

Das RT-PCR-Produkt wurde mittels des QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)

nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Aus einem 2%igem Elektrophoresegel

wurde das PCR-Produkt ausgeschnitten und in Puffer QG bei 50◦C vollständig

gelöst. Die Lösung wurde mit 100%igem Isopropanol (Riedel-de-Haen) versetzt,

die DNA an eine Säule gebunden und mit 500 µl Puffer QG und 750 µl Puffer

PE gewaschen. Nach Trocknen der Säulenmembran wurde die DNA mit 30 µl

RNase-freiem Wasser eluiert. Der DNA-Gehalt wurde bei einer Wellenlänge von
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Tabelle 2.1: Verwendete Primer.

Primer Sequenz (5’-3’) Produkt-

länge

Annealing-

temperatur

Genbank-

Zugangs-

nummer

VAChT for GTATCCCGAGGAGCCTGAG 571 bp 60◦C NM 021712

Maus rev CTGTGTCCACTAACGCGATG (1035-2056)

Mediatophor for TATTCTTCGTTTTTCGGTGTCA 223 bp 56◦C NM 009729

Maus rev TGCCATCAGTCAGGGAGTT (175-398)

OCT 1 for GTAAGCTCTGCCTCCTGGTG 186 bp 63◦C NM 009202

Maus rev GCTGTCGTTCTCCTGTAGCC (706-892)

OCT 2 for TACCGGAGTCTCCAAGATGG 169 bp 59◦C NM 013667

Maus rev GACCAAGTCCAGGAACGAAG (940-1109)

OCT 3 for CAGATATGGCAGGCTCATCA 160 bp 57,5◦C NM 011395

Maus rev TCACGATCACGAAGCAAGTC (896-1056)

nAChR α2 for CTCCCATCCTGCTTTCCAG 115 bp 59◦C NM 144803

Maus rev GTTTGAACAGGCGGTCCTC (125-240)

nAChR α3 for GCGAACAGGTCACAGTTTATG 104 bp 59◦C AF472588

Maus rev GCATTTTTCTCTGGGTTTTCA (1479-1583)

nAChR α4 for TGCAAGGAACCATCTCCTGT 132 bp 59◦C NM 015730

Maus rev GGTGGTCTGCAATGTACTGG (1618-1750)

nAChR α5 for CGCTCTTCTTCCACACACAA 141 bp 59◦C AF204689

Maus rev TAGGTCCACCGTCTTTCTCG (913-1054)

nAChR α6 for CTTTGTCACGCTGTCCAT 158 bp 59◦C NM 021369

Maus rev GCCTCCTTTGTCTTGTCC (1016-1174)

nAChR α7 for ACAGTACTTCGCCAGCACCA 144 bp 60◦C AF225980

Maus rev AAACCATGCACACCAATTCA (922-1066)

nAChR α9 for ACAAGGCCACCAACTCCA 152 bp 59◦C XM132045

Maus rev ACCAACCCACTCCTCCTCTT (1637-1789)

nAChR α10 for TCTGACCTCACAACCCACAA 168 bp 60◦C AF196344

Ratte rev TCCTGTCTCAGCCTCCATGT (1561-1729)

GAPDH for CGTCTTCACCACCATGGAGA 299 bp 60◦C AF106860

rev CGGCCATCACGCCACAGCTT (1143-1442)
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260 nm photometrisch bestimmt. Die aufgereinigte DNA wurde in einem 1,5%igen

Elektrophoresegel überprüft und bei MWG Biotech ansequenziert.

2.4 Immunhistochemische Verfahren

2.4.1 Indirekte Immunfluoreszenz

Indirekte Immunfluoreszenz an den NS20Y-Zellen

Zur immunhistochemischen Untersuchung der Neuroblastomzelllinie NS20Y wur-

den die auf einem Objektträger wachsenden Zellen für 20 Minuten mit dem je-

weiligen Fixativ (Aceton bei -20◦C, Isopropanol bei 4◦C) fixiert. Nach Waschen mit

PBS erfolgte die Blockung unspezifischer Bindungen mit 50% normalem Schweine-

serum (NSS, hitzeinaktiviert und sterilfiltriert, Schlachthof Marburg) in PBS für

eine Stunde. Anschließend wurden die Zellen mit dem primären Antikörper in PBS

+ 4,48 g/l NaCl (PBS+S) über Nacht inkubiert (Verdünnung: Tabelle 2.2). Nach

Waschen mit PBS wurden die Zellen eine Stunde mit dem Sekundärantikörper in

PBS+S inkubiert (Verdünnung: Tabelle 2.3), erneut gewaschen und mit carbonat-

gepuffertem Glycerol (pH 8,6) eingedeckelt. Zur besseren Auswertung wurde eine

Kernfärbung mit 4,6-Diamin-2-phenylindol-dihydrochlorid (DAPI, 1 µg/ml, Boeh-

ringer Mannheim) durchgeführt. Die Objektträger wurden bei 4◦C dunkel gela-

gert. Die Immunreaktion wurde im Fluoreszenzmikroskop (Axioplan 2 imaging,

Zeiss, Jena) und im konfokalen Laserscanning-Mikroskop (CLSM, TCS SP2, Leica,

Mannheim) ausgewertet und dokumentiert.

Indirekte Immunfluoreszenz an verschiedenen Geweben zur Positivkontrolle

Zur Positivkontrolle der Antikörper wurden von verschiedenen Mausgeweben (Ta-

belle 2.4) Gefrierschnitte von 10 µm Dicke angefertigt (Kryostat CM 1900, Leica)

und diese auf Objektträger SuperFrost Plus (R. Langenbrinck, Teningen) aufgezo-

gen. Nach Fixierung für 20 Minuten mit dem jeweiligen Fixativ (Aceton bei -20◦C,

Isopropanol bei 4◦C, Zamboni-Fixativ: 2% Formaldehyd, 15% Pikrinsäure in 0,1 M
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PP, pH 7,0, bei 4◦C, 4% PFA bei Raumtemperatur) wurden die Objektträger für

eine Stunde getrocknet. Dann erfolgte die Blockung unspezifischer Bindungen bei

den mit Aceton oder Isopropanol behandelten Schnitten mit 50% NSS und bei den

mit PFA oder Zamboni fixierten Schnitten mit 10% NSS und 0,5% Tween in PBS

für eine Stunde. Anschließend wurden die Gewebe mit den primären Antikörpern

in PBS+S über Nacht inkubiert (Verdünnung: Tabelle 2.2). Nach Waschen mit PBS

wurden die Gewebe eine Stunde mit den Sekundärantikörpern in PBS+S inkubiert

(Verdünnung: Tabelle 2.3), erneut gewaschen und mit carbonat-gepuffertem Gly-

cerol (pH 8,6) eingedeckelt. Die Objektträger wurden bei 4◦C dunkel gelagert. Die

Immunreaktion wurde im Fluoreszenzmikroskop und im CLSM ausgewertet und

dokumentiert.

Indirekte Immunfluoreszenz an der Harnblase

Zur immunhistochemischen Untersuchung der Harnblase wurden Gefrierschnitte

von 10 µm Dicke angefertigt und diese auf Objektträger aufgezogen. Natives Ge-

webe wurde für 20 Minuten in das jeweilige Fixativ (Aceton bei -20◦C, Isopropanol

bei 4◦C, Zamboni-Fixativ bei 4◦C) gedippt. Sowohl das gedippte als auch das

in 4% PFA immersionsfixierte Gewebe wurde eine Stunde lang getrocknet. Die

Blockung unspezifischer Bindungen erfolgte für eine Stunde bei den mit Aceton

oder Isopropanol behandelten Geweben mit 50% normalem Pferdeserum (NPS,

hitzeinaktiviert und sterilfiltriert, Schlachthof Marburg) und bei den mit PFA oder

Zamboni fixierten Geweben mit 10% NPS und 0,5% Tween in PBS. Anschließend

wurden die Gewebe mit den primären Antikörpern in PBS+S über Nacht inkubiert

(Verdünnung: Tabelle 2.2). Nach Waschen mit PBS wurden das Gewebe eine Stun-

de mit dem Sekundärantikörper in PBS+S inkubiert (Verdünnung: Tabelle 2.3),

erneut gewaschen, für zehn Minuten in 4% PFA nachfixiert, gewaschen und mit

carbonat-gepuffertem Glycerol (pH 8,6) eingedeckelt. Die Objektträger wurden bei

4◦C dunkel gelagert. Die Immunreaktion wurde im Fluoreszenzmikroskop und im

CLSM ausgewertet und dokumentiert.
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Tabelle 2.2: Primärantikörper für die indirekte Immunfluoreszenz. Der Antikörper

zum Nachweis von OCT1 ist gegen eine AS-Sequenz nahe des zytoplasmatisch

gelegenen C-terminalen Endes von rOCT1, das zu 95% identisch mit mOCT1 ist,

gerichtet. Der Antikörper zum Nachweis von OCT2 ist gegen eine AS-Sequenz

in der großen intrazellulären Schleife von rOCT2 gerichtet. Der Antikörper zum

Nachweis von OCT3 ist gegen eine AS-Sequenz in der großen intrazellulären

Schleife von rOCT3 gerichtet. IT = Immunisierungstag.

Antigen Wirtsspezies Verdünnung Quelle

VAChT Ziege, 1:800 Biotrend, Köln

(AS 526-539, Ratte) polyklonal

OCT 1 (affinitätsgereinigt, Kaninchen, 1:20 Alpha Diagnostic,

21 AS, Ratte) polyklonal San Antonio, USA

OCT 2 (affinitätsgereinigt, Kaninchen, 1:400 Alpha Diagnostic

21 AS, Ratte) polyklonal

OCT 3 (affinitätsgereinigt, Kaninchen, 1:75-1:400 Alpha Diagnostic

18 AS, Ratte) polyklonal

α3-Untereinheit Kaninchen, 1:800 DPC Biermann,

(AS 496-503) polyklonal Bad Nauheim

α4-Untereinheit Meerschweinchen, 1:400-1:1500 Chemicon,

(AS 568-588, Ratte) polyklonal Hofheim

α5-Untereinheit Kaninchen, 1:1600 DPC Biermann

(AS 460-468) polyklonal

α7-Untereinheit Kaninchen, 1:800 DPC Biermann

(AS 493-502) polyklonal

α9-Untereinheit Kaninchen 1:300-1:400 Nguyen et al.

(AS 65-81 und 99-112) polyklonal 2000

α10-Untereinheit Kaninchen (Tier 1, 61. 1:2000 Lips et al. 2002

(AS 404-417) IT), polyklonal

α10-Untereinheit Meerschweinchen (115. 1:2000 Lips et al. 2002
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(AS 404-417) IT), polyklonal

α10-Untereinheit Kaninchen (Tier 2, 80. 1:1500 Lips et al. 2002

(AS 404-417) IT), polyklonal

Tabelle 2.3: Sekundärantikörper für die indirekte Immunfluoreszenz. FITC =

Fluoresceinisothiocyanat.

Antigen Wirtsspezies Konjugat Verdünnung Quelle

Ziege-IgG Maus FITC 1:200 Dianova, Hamburg

Kaninchen-IgG Esel Cy3 1:2000 Dianova

Meerschweinchen-IgG Esel FITC 1:100 Dianova

Tabelle 2.4: Kontrollgewebe und verwendete Fixative.

Antigen Gewebe Fixativ

VAChT Zunge Aceton oder PFA

OCT 1 Trachea Aceton oder PFA

OCT 2 Niere Aceton

OCT 3 Trachea Aceton

α3-Untereinheit Spinalganglion Aceton

α4-Untereinheit Spinalganglion Aceton

α5-Untereinheit Spinalganglion Aceton

α7-Untereinheit Spinalganglion Aceton

α9-Untereinheit Haut Isopropanol

α10-Untereinheit (Kaninchen Tier 1) – Zamboni

α10-Untereinheit (Meerschweinchen) – Aceton

α10-Untereinheit (Kaninchen Tier 2) Aorta Aceton
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2.4.2 Kontrolle der indirekten Immunfluoreszenz

Negativkontrolle

In jeder indirekten Immunfluoreszenz wurde eine Kontrolle ohne Primärantikör-

per mitgeführt. Nur wenn diese keine Immunmarkierung zeigte, wurde die Im-

munfluoreszenz ausgewertet.

Präabsorption

Zur Bestimmung der Spezifität der Primärantikörper wurde das korrespondieren-

de Peptid (Tabelle 2.5) in einer Konzentration von 200-400 µl/ml mit dem jeweiligen

Antikörper in PBS+S eine Stunde inkubiert und anschließend in der indirekten

Immunfluoreszenz eingesetzt. Als Positivkontrolle diente die mitgeführte Immun-

fluoreszenz ohne Peptid. Nur Markierungen, die nicht in der Präabsorptionskon-

trolle erschienen, waren spezifisch.

Kontrolle mittels Knockout-Maus

Zur Bestimmung der Spezifität des OCT1-Primärantikörpers wurde eine OCT1/2-

Doppel-KO-Maus (Jonker et al. 2003, The Netherlands Cancer Institute, Division

of Experimental Therapy, Amsterdam, Niederlande) in der indirekten Immun-

fluoreszenz eingesetzt. Als Positivkontrolle wurde der korrespondierende Wildtyp-

stamm (FVB) mitgeführt. Nur Markierungen, die nicht in der Immunfluoreszenz

der KO-Maus erschienen, waren spezifisch.
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Tabelle 2.5: Präabsorptionspeptide.

Peptid Sequenz Konzentration Quelle

VAChT NH2-Phe-Asp-Gly-Cys-Glu-Asp-Asp-

Tyr-Asn-Tyr-Tyr-Ser-Arg-Ser-COOH

400 µg/ml Biotrend

OCT 1 21 AS 400 µl/ml Alpha Dia-

gnostic

OCT 2 21 AS 400 µl/ml Alpha Dia-

gnostic

OCT 3 18 AS 200 µl/ml Alpha Dia-

gnostic

α3-

Untereinheit

NH2-Cys-Pro-Leu-Met-Ala-Arg-Glu-

Asp-Ala-COOH

400 µl/ml DPC

Biermann

α5-

Untereinheit

NH2-Cys-Pro-Val-His-Ile-Gly-Asn-Ala-

Asn-Lys-COOH

400 µl/ml DPC

Biermann

α7-

Untereinheit

NH2-Cys-Phe-Val-Glu-Ala-Val-Ser-Lys-

Asp-Phe-Ala-COOH

400 µl/ml DPC

Biermann

α10-

Untereinheit

NH2-Arg-Ser-His-Arg-Ala-Ala-Gln-Arg-

Arg-His-Glu-Asp-Trp-Lys-Arg-CONH2

400 µl/ml Pineda
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3 Ergebnisse

3.1 Expression der molekularen Komponenten des cholinergen

Systems im Urothel und in NS20Y-Zellen

3.1.1 Freisetzungsmechanismen von Acetylcholin

VAChT

Mittels RT-PCR wurde im abradierten Urothel (n=5) keine VAChT-mRNA nachge-

wiesen (Abb. 3.1). Als Positivkontrolle wurde im Rückenmark (n=3) eine einzelne,

saubere Bande in erwarteter Größe von 571 bp nachgewiesen (Abb. 3.2). In NS20Y-

Zellen (n=5) wurde VAChT-mRNA als saubere Bande in der Größe von 571 bp

nachgewiesen (Abb. 3.3). Mittels Sequenzierung (MWG Biotech) wurde gezeigt,

dass das PCR-Produkt identisch zu der Gensequenz ist, die in der Genbank unter

der Zugangsnummer NM 021712 niedergelegt wurde. Als Negativkontrolle wurde

die cDNA durch Reinstwasser ersetzt.

Mediatophor

Im abradierten Urothel (n=5) wurde Mediatophor-mRNA als einzelne, saubere

Bande in erwarteter Größe von 223 bp nachgewiesen (Abb. 3.1). Als Positivkon-

trolle wurde im Rückenmark (n=3) ein Produkt gleicher Größe nachgewiesen (Abb.

3.2). In NS20Y-Zellen (n=5) wurde ebenso Mediatophor-mRNA nachgewiesen (Abb.

3.3). Mittels Sequenzierung (MWG Biotech) wurde gezeigt, dass das PCR-Produkt

identisch zu der Gensequenz ist, die in der Genbank unter der Zugangsnum-

mer NM 009729 niedergelegt wurde. Als Negativkontrolle wurde die cDNA durch

Reinstwasser ersetzt.
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Abb. 3.1: Urothel: Agarosegel der RT-PCR zum Nachweis von Komponenten der

ACh-Freisetzung. GAPDH = Positivkontrolle, H2O = Negativkontrolle ohne

cDNA.
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Abb. 3.2: Rückenmark, Niere: Agarosegel der RT-PCR zum Nachweis von

Komponenten der ACh-Freisetzung im Rückenmark (VAChT, Mediatophor,

GAPDH) und in der Niere (OCT1, OCT2, OCT3, GAPDH). GAPDH =

Positivkontrolle, H2O = Negativkontrolle ohne cDNA.
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Abb. 3.3: NS20Y-Zellen: Agarosegel der RT-PCR zum Nachweis von Komponenten

der ACh-Freisetzung. GAPDH = Positivkontrolle, H2O = Negativkontrolle ohne

cDNA.

OCT1

Im abradierten Urothel (n=5) wurde OCT1-mRNA als einzelne, saubere Bande

in erwarteter Größe von 186 bp nachgewiesen (Abb. 3.1). Als Positivkontrolle

wurde in der Niere (n=3) ein Produkt gleicher Größe nachgewiesen (Abb. 3.2). In

NS20Y-Zellen (n=5) wurde dagegen keine OCT1-mRNA nachgewiesen (Abb. 3.3).

Als Negativkontrolle wurde die cDNA durch Reinstwasser ersetzt.

OCT2

Im abradierten Urothel (n=5) wurde keine OCT2-mRNA nachgewiesen (Abb. 3.1).

Als Positivkontrolle wurde in der Niere (n=3) eine einzelne, saubere Bande in

erwarteter Größe von 169 bp nachgewiesen (Abb. 3.2). In NS20Y-Zellen (n=5)

wurde ebenso keine OCT2-mRNA nachgewiesen (Abb. 3.3). Als Negativkontrolle

wurde die cDNA durch Reinstwasser ersetzt.

OCT3

Im abradierten Urothel (n=6) wurde OCT3-mRNA in drei von sechs Fällen als ein-

zelne, saubere Bande in erwarteter Größe von 160 bp nachgewiesen (Abb. 3.1). Als
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Positivkontrolle wurde in der Niere (n=3) ein Produkt gleicher Größe nachgewiesen

(Abb. 3.2). Ebenso wurde in NS20Y-Zellen (n=5) OCT3-mRNA nachgewiesen (Abb.

3.3). Als Negativkontrolle wurde die cDNA durch Reinstwasser ersetzt.

3.1.2 Nikotinische Acetylcholin-Rezeptoren

α2-Untereinheit

Im abradierten Urothel (n=5) wurde mRNA der α2-Untereinheit als einzelne,

saubere Bande in erwarteter Größe von 115 bp nachgewiesen (Abb. 3.4). Als

Positivkontrolle wurde im Rückenmark (n=3) ein Produkt gleicher Größe nach-

gewiesen (Abb. 3.5). In NS20Y-Zellen (n=5) wurde dagegen keine mRNA der α2-

Untereinheit nachgewiesen (Abb. 3.6). Als Negativkontrolle wurde die cDNA durch

Reinstwasser ersetzt.

α3-Untereinheit

Im abradierten Urothel (n=5) wurde keine mRNA der α3-Untereinheit nachge-

wiesen (Abb. 3.4). Als Positivkontrolle wurde im Rückenmark (n=3) eine einzelne,

saubere Bande in erwarteter Größe von 104 bp nachgewiesen (Abb. 3.5). In NS20Y-

Zellen (n=5) wurde mRNA der α3-Untereinheit nachgewiesen (Abb. 3.6). Als Nega-

tivkontrolle wurde die cDNA durch Reinstwasser ersetzt.

α4-Untereinheit

Im abradierten Urothel (n=5) wurde mRNA der α4-Untereinheit als einzelne,

saubere Bande in erwarteter Größe von 132 bp nachgewiesen (Abb. 3.4). Als Posi-

tivkontrolle wurde im Rückenmark (n=3) ein Produkt gleicher Größe nachgewiesen

(Abb. 3.5). In NS20Y-Zellen (n=5) wurde ebenso mRNA der α4-Untereinheit nach-

gewiesen (Abb. 3.6). Als Negativkontrolle wurde die cDNA durch Reinstwasser

ersetzt.
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Abb. 3.4: Urothel: Agarosegel der RT-PCR zum Nachweis der Untereinheiten

des nikotinischen Acetylcholin-Rezeptors. GAPDH = Positivkontrolle, H2O =

Negativkontrolle ohne cDNA.
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Abb. 3.5: Rückenmark: Agarosegel der RT-PCR zum Nachweis der Untereinheiten

des nikotinischen Acetylcholin-Rezeptors. GAPDH = Positivkontrolle, H2O =

Negativkontrolle ohne cDNA.
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Abb. 3.6: NS20Y-Zellen: Agarosegel der RT-PCR zum Nachweis der Untereinheiten

des nikotinischen Acetylcholin-Rezeptors. GAPDH = Positivkontrolle, H2O =

Negativkontrolle ohne cDNA.

α5-Untereinheit

Im abradierten Urothel (n=5) wurde mRNA der α5-Untereinheit als einzelne,

saubere Bande in erwarteter Größe von 141 bp nachgewiesen (Abb. 3.4). Als Posi-

tivkontrolle wurde im Rückenmark (n=3) ein Produkt gleicher Größe nachgewiesen

(Abb. 3.5). In NS20Y-Zellen (n=5) wurde ebenso α5-mRNA nachgewiesen (Abb. 3.6).

Als Negativkontrolle wurde die cDNA durch Reinstwasser ersetzt.

α6-Untereinheit

Im abradierten Urothel (n=5) wurde mRNA der α6-Untereinheit als einzelne,

saubere Bande in erwarteter Größe von 158 bp nachgewiesen (Abb. 3.4). Als Posi-

tivkontrolle wurde im Rückenmark (n=3) ein Produkt gleicher Größe nachgewiesen

(Abb. 3.5). In NS20Y-Zellen (n=5) wurde ebenso mRNA der α6-Untereinheit nach-

gewiesen (Abb. 3.6). Als Negativkontrolle wurde die cDNA durch Reinstwasser

ersetzt.

α7-Untereinheit

Im abradierten Urothel (n=5) wurde mRNA der α7-Untereinheit als einzelne,

saubere Bande in erwarteter Größe von 144 bp nachgewiesen (Abb. 3.4). Als Posi-
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tivkontrolle wurde im Rückenmark (n=3) ein Produkt gleicher Größe nachgewiesen

(Abb. 3.5). In NS20Y-Zellen (n=5) wurde ebenso mRNA der α7-Untereinheit nach-

gewiesen (Abb. 3.6). Als Negativkontrolle wurde die cDNA durch Reinstwasser

ersetzt.

α9-Untereinheit

Im abradierten Urothel (n=5) wurde mRNA der α9-Untereinheit als einzelne,

saubere Bande in erwarteter Größe von 152 bp nachgewiesen (Abb. 3.4). Als Posi-

tivkontrolle wurde im Rückenmark (n=3) ein Produkt gleicher Größe nachgewiesen

(Abb. 3.5). In NS20Y-Zellen (n=5) wurde ebenso mRNA der α9-Untereinheit nach-

gewiesen (Abb. 3.6). Als Negativkontrolle wurde die cDNA durch Reinstwasser

ersetzt.

α10-Untereinheit

Im abradierten Urothel (n=5) wurde mRNA der α10-Untereinheit als einzelne,

saubere Bande in erwarteter Größe von 168 bp nachgewiesen (Abb. 3.4). Als Posi-

tivkontrolle wurde im Rückenmark (n=3) ein Produkt gleicher Größe nachgewiesen

(Abb. 3.5). In NS20Y-Zellen (n=5) wurde ebenso mRNA der α10-Untereinheit nach-

gewiesen (Abb. 3.6). Als Negativkontrolle wurde die cDNA durch Reinstwasser

ersetzt.

3.2 Lokalisation der molekularen Komponenten des cholinergen

Systems im Urothel und in NS20Y-Zellen

3.2.1 Freisetzungsmechanismen von Acetylcholin

VAChT

Im Urothel (n=5) wurde keine VAChT-Immunreaktivität beobachtet. In Lamina

propria und Tunica muscularis der Harnblase (n=5) wurden VAChT-immunreakti-

ve Nervenfasern nachgewiesen. Die Spezifität dieser Markierung wurde mittels
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Abb. 3.7: VAChT-Immunreaktivität. Im Urothel und den Myozyten der Tunica

muscularis wird keine Immunmarkierung gefunden, während Nervenfasern

(Pfeile) in (A) Lamina propria und (B) Muskulatur immunpositiv sind. Inset in

A: Präabsorptionskontrolle von A (CLSM-Aufnahmen). (C) An den Glandulae

linguales sind Nervenfasern (Pfeile) immunpositiv. (D) Immunmarkierte

NS20Y-Zellen. (E) Präabsorptionskontrolle von D. Maßstab = 50 µm.

Präabsorptionskontrolle überprüft. (Abb. 3.7, A, B).

Als Positivkontrolle wurden im Zungengrund der Maus (n=1) VAChT-immunpo-

sitive Nervenfasern nachgewiesen (Abb. 3.7, C). In den NS20Y-Zellen (n=4) wurde

eine VAChT-Immunreaktivität mit starker Intensität dargestellt. Mittels Präab-

sorptionskontrolle wurde die Spezifität dieser Markierung nachgewiesen (Abb. 3.7,

D, E).
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OCT1

Im Urothel (n=5) wurde OCT1-Immunreaktivität vor allem in der Membran der

Basal- und Intermediärzellen und in der apikalen Membran der Deckzellen nach-

gewiesen. Die basale Membran der Basalzellen ist stellenweise nur schwach mar-

kiert. Die Spezifität der Markierung wurde mittels Präabsorptionskontrolle über-

prüft. In Lamina propria und Tunica muscularis der Harnblase (n=5) wurde keine

Immunmarkierung dargestellt. (Abb. 3.8, A, B). Zur zusätzlichen Kontrolle wurde

in der Harnblase einer OCT1/2-Knockout-Maus (n=1) keine OCT1-Immunreakti-

vität nachgewiesen (Abb. 3.8, C).

Als Positivkontrolle wurde im Trachealepithel der Maus (n=1) OCT1-Immun-

markierung in der apikalen Membran der kinozilientragenden Zellen nachgewie-

sen (Abb. 3.8, D). In den NS20Y-Zellen (n=4) konnte keine spezifische OCT1-

Immunreaktivität nachgewiesen werden (Abb. 3.8, E, F).

OCT2

In der Harnblase (n=5) wurde keine spezifische OCT2-Immunreaktion beobachtet

(Abb. 3.9, A).

Als Positivkontrolle wurde in der Niere der Maus (n=1) OCT2-Immunmarkie-

rung in den Tubuluszellen nachgewiesen (Abb. 3.9, B). In den NS20Y-Zellen (n=4)

konnte keine spezifische OCT2-Immunreaktivität nachgewiesen werden (Abb. 3.9,

C, D).

OCT3

Im Urothel (n=5) wurde OCT3-Immunreaktivität vor allem in der gesamten Mem-

bran der Basalzellen nachgewiesen. In den Intermediärzellen wurde eine schwä-

chere Reaktion gefunden. Die Deckzellen dagegen waren negativ (Abb. 3.10, A,

B). In der Lamina propria der Harnblase (n=5) wurde OCT3-Immunreaktivität an

Gefäßendothelzellen dargestellt.

57



3 Ergebnisse

Abb. 3.8: OCT1-Immunreaktivität. (A) Im Urothel (senkrechter Balken) sind

Basal- und Intermediärzellen (Pfeilköpfe) und die apikale Membran der

Deckzellen (Pfeile) markiert. (B) Präabsorptionskontrolle von A. (C) Urothel

(senkrechter Balken) eines OCT1/2 Knockout-Tieres. (D) Im Trachealepithel

ist die apikale Membran der kinozilientragenden Zellen (Pfeile) immunreaktiv,

SM = glatte Muskulatur des M. trachealis. (E) NS20Y-Zellen sind nicht

immunpositiv. (F) Präabsorptionskontrolle von E. Maßstab = 50 µm.
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Abb. 3.9: OCT2-Immunreaktivität. (A) Im Urothel (senkrechter Balken) wird

keine OCT2-Immunmarkierung nachgewiesen. (B) Als Positivkontrolle dient die

OCT2-Immunreaktivität in den Tubuluszellen (Pfeile) der Niere. (C) NS20Y-

Zellen sind nicht immunpositiv. (D) Präabsorptionskontrolle von C. Maßstab =

50 µm.
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Abb. 3.10: OCT3-Immunreaktivität. (A) Im Urothel (waagrechter Balken) sind

Basal- und Intermediärzellen markiert. (B) Präabsorptionskontrolle von A. (C)

Immunpositive Myozyten und Nervenfasern (Pfeil) der Tunica muscularis. (D)

Immunmarkierte Zellen (Pfeil), die als Fibroblasten oder IC einzuordnen sind.

Um diese von den Myozyten abzugrenzen, wurde hier eine kurze Belichtungszeit

gewählt, wodurch die Muskulatur negativ erscheint. (E) Immunmarkierte

Gefäße (Endothel und Myozyten) der Lamina propria (C, E CLSM-Aufnahmen).

(F) Im Trachealepithel sind die apikale Membran der kinozilientragenden

Zellen (Pfeile) und die Myozyten des M. trachealis (SM) immunreaktiv. (G)

Immunmarkierte NS20Y-Zellen. (H) Präabsorptionskontrolle von G. Maßstab =

50 µm.
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In der Tunica muscularis der Harnblase (n=5) wurden OCT3-immunreaktive

Muskelzellen, Nervenfasern und Zellen, die nach Größe und Form als Fibroblas-

ten oder IC (interstitielle Zellen) einzuordnen sind, nachgewiesen (Abb. 3.10, C,

D, E). Die Spezifität aller Markierungen wurde mittels Präabsorptionskontrolle

überprüft.

Als Positivkontrolle wurde im Trachealepithel der Maus (n=1) OCT3-Immun-

markierung in der apikalen Membran der kinozilientragenden Zellen nachgewie-

sen (Abb. 3.10, F). Im Zytoplasma und in der Membran der NS20Y-Zellen (n=4)

wurde eine OCT3-Immunreaktivität mit starker Intensität dargestellt. Mittels

Präabsorptionskontrolle wurde die Spezifität dieser Markierung nachgewiesen

(Abb. 3.10, G, H).

3.2.2 Nikotinische Acetylcholin-Rezeptoren

α2-Untereinheit

Für die immunhistochemische Untersuchung der α2-Untereinheit standen keine

geeigneten Antikörper zur Verfügung.

α3-Untereinheit

Mittels Immunhistochemie wurde im Urothel (n=5) keine spezifische α3-Immun-

reaktivität beobachtet. In der Tunica muscularis der Harnblase (n=5) wurden

zwischen Ring- und Längsmuskulatur liegende α3-immunreaktive Ganglien nach-

gewiesen. An einigen Stellen der Präparate wurde eine Immunmarkierung des

Peritoneums beobachtet. Die Spezifität dieser Markierungen wurde mittels Präab-

sorptionskontrolle überprüft (Abb. 3.11, A, B).

Als Positivkontrolle wurde im Spinalganglion der Maus (n=1) α3-Immunreakti-

vität im Zytoplasma der Neurone nachgewiesen (Abb. 3.11, C). Im Zytoplasma und

in der Membran der NS20Y-Zellen (n=4) wurde eine α3-Immunreaktivität mit star-

ker Intensität dargestellt. Mittels Präabsorptionskontrolle wurde die Spezifität

dieser Markierung nachgewiesen (Abb. 3.11, D, E).
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Abb. 3.11: nAChR α3-Immunreaktivität. Im Urothel (A, schräger Balken) und

den glatten Muskelzellen der Tunica muscularis (B, CLSM-Aufnahme) wird

keine Immunmarkierung gefunden, während zwischen den Muskelschichten

immunpositive Ganglien (B, Pfeil) liegen. Inset in A: Präabsorptionskontrolle

von A. (C) Immunmarkierte Spinalganglienzellen (Pfeile). (D) Immunmarkierte

NS20Y-Zellen. (E) Präabsorptionskontrolle von D. Maßstab = 50 µm.

α4-Untereinheit

Im Urothel (n=5) wurde α4-Immunreaktivität in der gesamten Membran der Ba-

sal- und Intermediärzellen und an der basalen Seite der Deckzellen nachgewiesen.

In der Lamina propria der Harnblase (n=5) wurden immunpositive Zellen beob-

achtet, die als Fibroblasten oder IC eingeordnet werden können. In der Tunica

muscularis wurden α4-immunreaktive Muskelzellen sowie zwischen Ring- und

Längsmuskulatur liegende immunpositive Ganglien gefunden (Abb. 3.12, A, B).
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Abb. 3.12: nAChR α4-Immunreaktivität. (A) Im Urothel sind Intermediär- und

Basalzellen sowie die basale Seite der Deckzellen (Pfeile) immunmarkiert, in der

Lamina propria liegen immunpositive Zellen (Pfeilspitzen), die nach Größe und

Form als Fibroblasten oder IC einzuordnen sind. (B) In der Tunica muscularis

der Harnblase sind die glatten Muskelzellen, Nervenfasern (Pfeil) und

Ganglien (Pfeilspitze) immunreaktiv (CLSM-Aufnahme). (C) Immunmarkierte

Spinalganglienzellen (Pfeile). (D) Immunmarkierte NS20Y-Zellen. Maßstab = 50

µm.
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Abb. 3.13: nAChR α5-Immunreaktivität (A) Im Urothel ist die Membran

der Basalzellen vor allem an der basalen Seite (Pfeil) immunreaktiv.

(B) Präabsorptionskontrolle von A. (C) Immunpositive Muskelzellen der

Tunica muscularis der Harnblase. (D) Immunmarkierte NS20Y-Zellen. (E)

Präabsorptionskontrolle von D. Maßstab = 50 µm.

Als Positivkontrolle wurde im Spinalganglion der Maus (n=1) α4-Immunreakti-

vität im Zytoplasma der Nervenzellen nachgewiesen (Abb. 3.12, C). Im Zytoplasma

und in der Membran der NS20Y-Zellen (n=4) wurde eine α4-Immunreaktivität mit

starker Intensität dargestellt (Abb. 3.12, D).

α5-Untereinheit

Im Urothel (n=5) wurde eine α5-Immunreaktivität in der gesamten Membran

der Basalzellen nachgewiesen, wobei die Markierung der basalen Membran eine

besonders starke Intensität aufwies. In der Intermediärzellschicht wurde keine
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Immunmarkierung beobachtet. Die apikale Membran der Deckzellen war stellen-

weise immunreaktiv. In der Tunica muscularis (n=5) waren die glatten Muskel-

zellen α5-immunmarkiert. An einigen Stellen der Präparate war das Peritoneum

immunpositiv. Die Spezifität dieser Markierungen wurde mittels Präabsorptions-

kontrolle überprüft (Abb. 3.13, A, B).

Als Positivkontrolle wurde im Spinalganglion der Maus (n=1) α5-Immunreakti-

vität im Zytoplasma der Ganglienzellen nachgewiesen. Im Zytoplasma und in der

Membran der NS20Y-Zellen (n=4) wurde eine α5-Immunreaktivität mit starker

Intensität dargestellt. Mittels Präabsorptionskontrolle wurde die Spezifität dieser

Markierung nachgewiesen (Abb. 3.13, C, D).

α6-Untereinheit

Für die immunhistochemische Untersuchung der α6-Untereinheit standen keine

geeigneten Antikörper zur Verfügung.

α7-Untereinheit

Mittels Immunhistochemie wurde im Urothel (n=5) eine α7-Immunreaktivität vor

allem in der Membran der Basal- und Deckzellen nachgewiesen. In der Tuni-

ca muscularis der Harnblase (n=5) wurden α7-immunpositive Muskelzellen und

Nervenfasern dargestellt. Häufig wurde eine Immunmarkierung des Peritoneums

beobachtet. Die Spezifität dieser Markierungen wurde mittels Präabsorptions-

kontrolle überprüft (Abb. 3.14, A, B).

Als Positivkontrolle wurde im Spinalganglion der Maus (n=1) α7-Immunreakti-

vität im Zytoplasma der Neurone nachgewiesen (Abb. 3.14, C). Im Zytoplasma und

in der Membran der NS20Y-Zellen (n=4) wurde eine α7-Immunreaktivität mit star-

ker Intensität dargestellt. Mittels Präabsorptionskontrolle wurde die Spezifität

dieser Markierung nachgewiesen Abb. 3.14, D, E).
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Abb. 3.14: nAChR α7-Immunreaktivität (A) Im Urothel sind Basal- und

Deckzellen immunreaktiv. Inset in A: Präabsorptionskontrolle von A. In der

Tunica muscularis der Harnblase sind (B, CLSM-Aufnahme) die glatten

Muskelzellen (Pfeile) und (Inset in B) die Nervenfasern (Pfeil) immunpositiv. (C)

Immunmarkierte Spinalganglienzellen (Pfeile). (D) Immunmarkierte NS20Y-

Zellen. (E) Präabsorptionskontrolle von D. Maßstab = 50 µm.

α9-Untereinheit

Im Urothel (n=5) wurde α9-Immunreaktivität vor allem in der apikalen Membran

der Deckzellen nachgewiesen. Intermediär- und Basalzellschicht zeigten kaum

Reaktion. In der Tunica muscularis der Harnblase (n=5) wurden schwach α9-

immunreaktive Muskelzellen dargestellt. Im Mesothel wurde dagegen regelmäßig

eine starke Immunmarkierung beobachtet. Die Spezifität dieser Markierungen

wurde mittels Präabsorptionskontrolle überprüft (Abb. 3.15, A, B, C).

Als Positivkontrolle wurde in der Haut der Maus (n=1) α9-Immunreaktivität
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Abb. 3.15: nAChR α9-Immunreaktivität. (A) Im Urothel ist die apikale Membran

der Deckzellen (Pfeil) immunreaktiv. (B) Präabsorptionskontrolle von A,

Urothel = senkrechter Balken. (C) Immunpositive Mesothelzellen (Pfeil) in der

Tunica serosa der Harnblase. (D) Immunmarkierte Keratinozyten (Pfeile). (E)

Immunmarkierte NS20Y-Zellen. Maßstab = 50 µm.

in den Keratinozyten nachgewiesen (Abb. 3.15, D). Im Zytoplasma und in der

Membran der NS20Y-Zellen (n=4) wurde eine α9-Immunreaktivität mit starker

Intensität dargestellt (Abb. 3.15, E).

α10-Untereinheit

Im Urothel (n=5) wurde α10-Immunreaktivität vor allem in der gesamten Mem-

bran der Basalzellen und in der apikalen Membran der Deckzellen nachgewiesen.

In der Tunica muscularis der Harnblase (n=5) wurden α10-immunreaktive Mus-

kelzellen und Nervenfasern dargestellt. Die Spezifität dieser Markierungen wurde
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Abb. 3.16: nAChR α10-Immunreaktivität. (A) Im Urothel sind die Basalzellen

(Pfeile) und die apikale Membran der Deckzellen (Pfeilspitzen) immunreaktiv

(CLSM-Aufnahme). (B) Präabsorptionskontrolle von A (schräger Balken =

Urothel). (C) In der Tunica muscularis sind Myozyten und Nervenfasern

(Pfeile) immunpositiv. (D) Immunmarkierte glatte Muskelzellen der Aorta. (E)

Immunmarkierte NS20Y-Zellen. Maßstab = 50 µm.

mittels Präabsorptionskontrolle überprüft (Abb. 3.16, A, B, C).

Als Positivkontrolle wurde in der Aorta der Maus (n=1) α10-Immunreaktivität in

den glatten Muskelzellen nachgewiesen (Abb. 3.16, D). Im Zytoplasma und in der

Membran der NS20Y-Zellen (n=4) wurde eine α10-Immunreaktivität mit starker

Intensität dargestellt (Abb. 3.16, E).
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4 Diskussion

4.1 Das cholinerge System in der neuronalen Zelllinie NS20Y

4.1.1 Speicherung und Freisetzung von Acetylcholin

Im parasympathischen Nervensystem vermittelt VAChT den Import von ACh

in präsynaptische Speichervesikel. VAChT wurde in Nervenendigungen an der

motorischen Endplatte in Ratte und Mensch (Schäfer et al. 1995, 1998, Weihe et al.

1996, Arvidsson et al. 1997) und in vagalen Nervenendigungen der quergestreiften

Ösophagusmuskulatur der Maus (Breuer et al. 2004) nachgewiesen. Subzellulär

ist VAChT in Neuronen hauptsächlich in synaptischen Vesikeln zu finden, in

neuronalen Modell-Zelllinien ist er in Mikrovesikeln lokalisiert (Gilmor et al.

1996, Weihe et al. 1996, Liu & Edwards 1997, Prado et al. 2002). In der Zelllinie

NS20Y, die in der vorliegenden Arbeit als Modell neuronaler Zellen dient, wurde

erwartungsgemäß VAChT-mRNA mittels RT-PCR und VAChT-Protein mittels Im-

munhistochemie nachgewiesen. Da VAChT immunhistochemisch im Zytoplasma

lokalisiert wurde, lässt sich ein Vorhandensein in Mikrovesikeln wie bei PC12-

Zellen (Liu & Edwards 1997) vermuten.

Der hochaffine Cholintransporter CHT1 vermittelt die Aufnahme des zur ACh-

Synthese nötigen Cholin in cholinerge Nervenendigungen (Apparsundaram et al.

2000, Okuda et al. 2000). Hier konnte kürzlich im Vorderhorn des Rückenmarks

und an der motorischen Endplatte der Ratte eine Kolokalisation von VAChT und

CHT1 nachgewiesen werden (Lips et al. 2002). In PC12-Zellen konnte gezeigt wer-

den, dass sich CHT1 zum einen Teil in der Plasmamembran, aber hauptsächlich in

einem Teil der VAChT-haltigen Vesikel befindet (Bravo et al. 2004). Im Zytoplasma

der NS20Y-Zellen konnten wir ebenfalls CHT1-mRNA mittels RT-PCR und CHT1-
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Protein immunhistochemisch nachweisen (unveröffentlichtes Ergebnis), so dass

auch hier eine Kolokalisation von CHT1 und VAChT in Vesikeln wahrscheinlich

ist. Zu dieser Kolokalisation existieren zwei Hypothesen: VAChT transloziert nicht

nur ACh, sondern mit geringer Affinität auch Cholin in Vesikel. Das dort wahr-

scheinlich funktionslose Cholin könnte durch CHT1 aus dem Vesikel ins Zytoplas-

ma zurücktransportiert werden (Ribeiro et al. 2003, Bravo et al. 2004). Ein anderer

Grund für die Kolokalisation könnte sein, dass bei der exozytotischen Freisetzung

von ACh durch das Verschmelzen der Vesikelmembran mit der Plasmamembran

CHT1 in die Zellmembran inseriert wird, was wiederum zu einer vermehrten

Cholin-Aufnahme in die Zelle führen würde (Ferguson et al. 2003, Ribeiro et al.

2003, Ferguson & Blakely 2004).

Die ACh-Freisetzung durch VAChT-vermittelte Exozytose ist im neuronalen

cholinergen System gut etabliert (Anderson et al. 1983, Marshall & Parsons 1987,

Erickson et al. 1994). Es wurde jedoch auch das Vorkommen aller drei OCT und

des Mediatophor in nervalen Strukturen und neuronalen Zelllinien beschrieben

(Israel & Lesbats 1981, Wu et al. 1998, Mooslehner & Allen 1999, Chen et al. 2001,

Vialou et al. 2004), die als alternative oder zusätzliche Freisetzungsmechanismen

von ACh dienen können.

Die OCT sind polyspezifische Membranproteine, die eine Vielzahl von Substra-

ten, unter anderem auch das Kation ACh transportieren (Wessler et al. 2001,

Koepsell & Endou 2004, Lips et al. 2005). Obwohl die drei OCT vor allem im non-

neuronalen System vorkommen, konnte insbesondere OCT3 auch im neuronalen

System nachgewiesen werden (Vialou et al. 2004). Die physiologische Bedeutung

von OCT3 wurde an einer Studie mit OCT3-KO-Mäusen gezeigt: In Neuronen

der Area postrema, die an der Regulation des Salz- und Wasserhaushaltes betei-

ligt sind, wurde OCT3 nachgewiesen. Hierdurch wird die veränderte Salz- und

Wasseraufnahme der KO-Tiere erklärt (Haag et al. 2004, Vialou et al. 2004). In

der vorliegenden Arbeit in den neuronalen NS20Y-Zellen wurde die OCT3-mRNA

mittels RT-PCR und immunhistochemisch das OCT3-Protein in der Zellmembran

nachgewiesen. Mittels elektrophysiologischer Methoden konnte bisher jedoch noch
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nicht direkt gezeigt werden, dass OCT3 in der Lage ist, ACh freizusetzen. Während

viele Neuronen des Plexus submucosus und myentericus im Intestinum der Maus

OCT1 exprimieren (Chen et al. 2001), wurde in den NS20Y-Zellen keine mRNA und

auch keine immunhistochemische Markierung von OCT1 und OCT2 gefunden.

Das Mediatophor ist ein Proteolipid, das sich aus fünf c-Untereinheiten der V-

ATPase zu einem Homopolymer zusammensetzt und nach Insertion in die Plas-

mamembran ACh transportieren kann (Israel et al. 1986, Morel 2003). Neurobla-

stomzellen N18TG-2, die normalerweise kein ACh freisetzen können, waren nach

Transfektion des Mediatophor zur kalziumabhängigen ACh-Freisetzung fähig (Ma-

lo & Israel 2003). Die Neuroblastomzellen NS20Y, die ACh synthetisieren und frei-

setzen, exprimieren die c-Untereinheit, wie in der vorliegenden Arbeit mittels RT-

PCR gezeigt werden konnte. Die V-ATPase ist allerdings ein nahezu ubiquitäres

Enzym. Entscheidend für die ACh-Freisetzung ist die subzelluläre Lokalisation

der c-Untereinheiten in der Zellmembran, die mittels Nachweis auf mRNA-Ebene

nicht dargestellt werden konnte. Deshalb kann in den NS20Y-Zellen von einem

Nachweis der c-Untereinheit nicht auf eine ACh-Freisetzung durch das Mediato-

phor geschlossen werden.

4.1.2 Nikotinische Acetylcholin-Rezeptoren

In der vorliegenden Arbeit wurden in den NS20Y-Zellen alle bisher bei Säugetieren

bekannten α-Untereinheiten des neuronalen nAChR (α2-α7, α9, α10) untersucht.

Die Zelllinie diente zur Detektion der molekularen Grundlagen der nAChR im

neuronalen System der Maus. Entsprechend ihrer α-BTX-Sensitivität wurden die

nAChR in α-BTX-sensitive Rezeptoren (Untereinheiten α7, α9, α10) und α-BTX-

insensitive Rezeptoren (Untereinheiten α2-α6) unterteilt (Dani 2001, Gotti & Cle-

menti 2004).

Untereinheiten α2-α6 der αBTX-insensitiven nAChR

Mittels in-situ-Hybridisierung wurde gezeigt, dass die α2-Untereinheit in vielen

Regionen des ZNS wie den Neuronen von Neokortex, Basalganglien, Septum,

71



4 Diskussion

Amygdala, Bulbus olfactorius und Hirnstamm exprimiert wird, während die Un-

tereinheit in Neuronen des Striatum nicht vorkommt (Ishii et al. 2005). In den mu-

rinen Neuroblastomzellen NS20Y wurde keine mRNA der α2-Untereinheit nach-

gewiesen, wobei die mitgeführte Positivkontrolle am Rückenmark eine deutliche

Expression der α2-Untereinheit zeigte.

Die α3-Untereinheit ist in autonomen Ganglien und Teilen des Gehirns weit

verbreitet (Wada et al. 1989, Rust et al. 1994, Wang et al. 2002b). Das Vorkommen

in autonomen Ganglien verschiedener Spezies lässt auf eine wichtige Rolle der α3-

Untereinheit bei der schnellen synaptischen Übertragung schließen (Del Signore

et al. 2002, 2004). Die Gene für die Untereinheiten α3, α5 und β4 liegen im

Cluster vor, wie bei verschiedenen Spezies (Mensch, Rind, Ratte, Maus und Huhn)

gezeigt wurde (Boulter et al. 1990, Couturier et al. 1990, Eng et al. 1991, Campos-

Caro et al. 1997). Bei der Maus liegt dieses Cluster auf Chromosom 9, beim

Menschen auf Chromosom 15 (Eng et al. 1991). Bei Mensch und Rind überlappen

außerdem die Gene von α3 und α5 zum Teil (Campos-Caro et al. 1997, Duga et

al. 2001). Die daraus zu erwartende Koexpression der α3- und α5-Untereinheiten

wurde mittels mRNA-Hybridisierung in einigen Regionen des ZNS (Cerebellum,

Thalamus, u.a.) und in autonomen Ganglien bestätigt (Flora et al. 2000). Die

funktionelle Verknüpfung der Untereinheiten α3 und α5 zeigt sich nicht nur in

der Anordnung ihrer Gene, sondern auch in der häufigen Zusammenstellung dieser

beiden Untereinheiten zu Rezeptoren (Solda et al. 2005), wie sie zuerst in Xenopus-

Oozyten gezeigt wurde (Gerzanich et al. 1998).

Die NS20Y-Zellen exprimieren sowohl die α3- als auch die α5-Untereinheit, wie

in der vorliegenden Arbeit mittels RT-PCR und Immunhistochemie nachgewie-

sen wurde. Rezeptoren, die als α-Untereinheit nur die α3-Untereinheit enthal-

ten, können in einer Kombination mit β-Untereinheiten vorliegen (α3β2, α3β4,

α3β3β4), wie bereits in parasympathischen Neuronen der Ratte gezeigt wurde

(Poth et al. 1997). Die α5-Untereinheit kann nicht wie die anderen α-Unterein-

heiten mit nur einer anderen Untereinheit einen funktionellen Rezeptor bilden,

sondern benötigt α- und β-Untereinheiten (Conroy et al. 1992, Groot-Kormelink
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et al. 1998). Daher ist in den NS20Y-Zellen von einer Bildung komplexer Hetero-

pentamere aus den Untereinheiten α3, α5 und β auszugehen (α3α5β2, α3α5β4,

α3α5β2β4), wie sie im ZNS bereits beschrieben wurden (Conroy et al. 1995, Wang

et al. 1996, Conroy & Berg 1998). In diesen Rezeptoren scheint die α5-Untereinheit

nicht mit den cholinergen Liganden zu interagieren, sondern vielmehr die Ligan-

denaffinität zu modifizieren (Flora et al. 2000).

Sowohl α5-KO- als auch α5β4-Doppel-KO-Mäuse sind lebensfähig, fertil und zei-

gen keine gravierenden phänotypischen Auffälligkeiten (Salas et al. 2003, Kedmi

et al. 2004), was eine Kompensation des Gendefekts durch andere Untereinhei-

ten vermuten lässt. Bei Untersuchungen mit Nikotin, das dosisabhängig tonisch-

klonische Krämpfe auslösen kann, wird jedoch eine deutliche Resistenz der KO-

Mäuse gegenüber der epileptogenen Wirkung von Nikotin beschrieben (Kedmi et

al. 2004).

Die α4-Untereinheit ist im Gehirn verschiedener Spezies weit verbreitet (Gotti

& Clementi 2004) und kommt in der Maus unter anderem in Kortex, Hippocampus

und Thalamus vor (Ross et al. 2000, Salas et al. 2003). Auch in NS20Y-Zellen wurde

die α4-Untereinheit auf mRNA- und Proteinebene nachgewiesen. Der wichtigste

und am weitesten verbreitete Rezeptortyp im Gehirn von Ratte und Maus ist

α4β2 (Perry et al. 2002, Gotti & Clementi 2004). In ZNS-Regionen, die an der

Schmerzleitung beteiligt sind (z. B. Thalamus, Hinterhorn des Rückenmarks), zei-

gen sowohl α4-KO- als auch β2-KO-Mäuse einen Verlust von hochaffinen Nikotin-

Bindungsstellen (Marubio & Changeux 2000). Der antinozizeptive Effekt von Ni-

kotin ist bei diesen Tieren stark reduziert, wie in den in der Verhaltensforschung

üblichen ”hot plate“- und ”tail flick“-Tests gezeigt wurde (Marubio et al. 1999).

Hieraus wird geschlossen, dass die Untereinheiten α4 und β2 wichtige, wenn

auch nicht die einzigen Komponenten in der Schmerzantwort sind, und dass die-

se Untereinheiten die antinozizeptive Wirkung von Nikotin vermitteln. In den

NS20Y-Zellen können außer den klassischen neuronalen α4β2-Rezeptoren auch

weniger häufige Rezeptoren wie α4β4 (Zwart & Vijverberg 1997) oder α4β2β3β4

(Forsayeth & Kobrin 1997) gebildet werden. Da die α5-Untereinheit häufig mit
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der α4-Untereinheit einen funktionellen Rezeptor bildet (Dani 2001) und von den

NS20Y-Zellen ebenfalls exprimiert wird, sind auch α4α5β2-Rezeptoren (Lukas et

al. 1999) denkbar.

Auch die α6-Untereinheit wurde im ZNS nachgewiesen. Eine funktionelle Ex-

pression von α6-haltigen Rezeptoren wurde erstmals in Oozyten von Xenopus

laevis gezeigt (Gerzanich et al. 1997). Im Gehirn von Maus und Ratte wurde

α6-mRNA besonders in katecholaminergen Kerngebieten (Substantia nigra, Teg-

mentum und Locus coeruleus) und im Striatum gefunden (Le Novere et al. 1996,

Champtiaux et al. 2002, Salas et al. 2003, Gotti et al. 2005). Die NS20Y-Zellen

exprimieren ebenfalls mRNA der α6-Untereinheit, wie mittels RT-PCR gezeigt

wurde. Da sowohl in dopaminergen Neuronen als auch in der Retina regelmäßig

die Untereinheiten α6 und β3 vorkommen, kann auf eine Koexpression dieser

beiden Untereinheiten geschlossen werden (Azam et al. 2002, Moretti et al. 2004).

Die β3-Untereinheit scheint für die Zusammenstellung der α6-haltigen Rezeptoren

und deren Transport in die Nervenendigungen verantwortlich zu sein (Gotti et al.

2005). Da die β3-Untereinheit ähnlich wie die α5-Untereinheit nicht mit nur einer

anderen Untereinheit einen Rezeptor bilden kann, könnte in den NS20Y-Zellen

die Zusammenstellung zu komplexen Heteropentameren wie α6β3β4, α6β2β3 und

α3α6β3β4 in Frage kommen (Vailati et al. 1999, Kuryatov et al. 2000, Gotti et al.

2005). Weiterhin könnte die α6-Untereinheit mit β-Untereinheiten (α6β2, α6β4)

oder mit der Untereinheit α3 (α3α6β2, α3α6β4) funktionelle Rezeptoren bilden

(Gerzanich et al. 1997, Fucile et al. 1998, Kuryatov et al. 2000).

In Untersuchungen mit α6-KO-Mäusen wurde festgestellt, dass ungefähr 40 %

aller α6β2-haltigen Rezeptoren im Striatum zusätzlich die α4-Untereinheit enthal-

ten (Champtiaux et al. 2003), so dass in den NS20Y-Zellen α4α6-haltige Rezeptoren

möglich sind (Zoli et al. 2002, Gotti et al. 2005). Da auch die Untereinheiten α4

und α5 von den NS20Y-Zellen exprimiert werden, ist eine Zusammenstellung zu

α5α6β2- oder α4α5α6β2-Rezeptoren möglich (Kuryatov et al. 2000, Klink et al.

2001).
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Untereinheiten α7, α9 und α10 der αBTX-sensitiven nAChR

Wie wir mittels RT-PCR und Immunhistochemie zeigen konnten, wird die α7-

Untereinheit von den Neuroblastomzellen NS20Y exprimiert. Die α7-Untereinheit

wurde in weiten Teilen des Gehirns wie Kortex, Stammganglien und motorischem

Vaguskern gefunden (Rubboli et al. 1994, Breese et al. 1997, Salas et al. 2003)

und kommt in hoher Konzentration im Hippocampus vor (Albuquerque et al. 1997,

Dani 2001, Tsuneki et al. 2003). α7-haltige Rezeptoren zeichnen sich durch eine

hohe Permeabilität für Kalziumionen aus (Castro & Albuquerque 1995, Fucile et

al. 2003), wobei der Kalziumeinstrom in die Zelle zahlreiche Signalwege aktiviert

(Dajas-Bailador & Wonnacott 2004). Um diese Aktivierung zu regulieren, können

α7-haltige Rezeptoren schnell phosphoryliert und dephosphoryliert werden – sie

sind im dephosphorylierten Zustand aktiver (Charpantier et al. 2005). Die Kalzi-

umpermeabilität α7-haltiger Rezeptoren bedingt wohl die meisten ihrer zahlrei-

chen Funktionen (Gotti & Clementi 2004): Neben der Erregungsübertragung an

Synapsen ist die α7-Untereinheit am Auswachsen von Neuriten (Chan & Quik

1993), Zellwachstum (Quik et al. 1994), neuronaler Entwicklung und Zelltod (Ber-

ger et al. 1998) und Beeinflussung der Transmitterfreisetzung an der Präsynapse

(Role & Berg 1996) beteiligt. Die Kalziumwirkung wird durch eine schnelle Desen-

sibilisierung, die typisch für α7-haltige Rezeptoren ist, begrenzt (Alkondon et al.

1997). Die α7-Untereinheit bildet Homopentamere, wie an Xenopus-Oozyten ge-

zeigt wurde (Seguela et al. 1993). Außerdem konnten α7-haltige Heteropentamere

(α7β2, α3α7β, α3α5α7β, α5α7β, Crabtree et al. 1997, Yu & Role 1998, Khiroug et

al. 2002) nachgewiesen werden. Da die NS20Y-Zellen sowohl die Untereinheit α7

als auch die Untereinheiten α3 und α5 exprimieren, könnten sowohl homomere α7-

Rezeptoren als auch Kombinationen mit den genannten Untereinheiten vorkom-

men. Je nach Zusammenstellung dieser Untereinheiten besitzen die Rezeptoren

unterschiedliche funktionelle Eigenschaften: Zum Beispiel haben α7β2-Rezeptoren

eine höhere Affinität zu ACh als die α7-Homomere (Khiroug et al. 2002).

α7-KO-Mäuse sind lebensfähig und zeigen keine offensichtlichen neuroanato-

mischen Defekte. Allerdings fehlt bei diesen Mäusen die α-BTX-Bindungsstelle
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und die nikotinabhängige schnelle Desensibilisierung der Neurone (Orr-Urtreger

et al. 1997). Bei der Höhe der Nikotindosis, die einen zerebralen Krampfanfall

auslöst, gibt es allerdings keinen Unterschied zu Wildtyp-Mäusen (Franceschini et

al. 2002).

Die α9-Untereinheit wurde erstmals 1994 in den Haarzellen der Cochlea der

Ratte nachgewiesen (Elgoyhen et al. 1994). Sie kann wie die α7-Untereinheit

homomere Rezeptoren bilden, die sich durch eine hohe Kalziumpermeabilität aus-

zeichnen. Die α9-Untereinheit wird häufig koexprimiert mit der Untereinheit α10,

die 2001 in Ratte (Elgoyhen et al. 2001) und Mensch (Lustig et al. 2001) kloniert

und funktionell charakterisiert wurde. Obwohl die Untereinheiten α9 und α10 nur

in wenigen Regionen wie in den Haarzellen der Cochlea von Ratte (Elgoyhen et al.

2001, Oliver et al. 2001) und Mensch (Lustig et al. 2001), in der Hypophyse der Rat-

te (Sgard et al. 2002) und in Spinalganglien der Ratte (Lips et al. 2002) gefunden

wurden, konnten wir in den NS20Y-Zellen eine Expression beider Untereinheiten

mittels RT-PCR und Immunhistochemie nachweisen. Die α10-Untereinheit, die

eine sehr ähnliche AS-Sequenz zur α9-Untereinheit besitzt, unterscheidet sich von

den übrigen α-Untereinheiten insofern, als bisher nur in Kombination mit der α9-

Untereinheit funktionelle Rezeptoren nachgewiesen werden konnten (Elgoyhen et

al. 2001, Sgard et al. 2002). In Expressionsstudien an Xenopus-Oozyten wurde

gezeigt, dass die α10-Untereinheit zwar kein Homomer bilden kann, aber bei der

Koexpression der Untereinheiten α9 und α10 ein im Vergleich zum homomeren

α9-Rezeptor 100-mal effektiverer Rezeptor gebildet wird (Elgoyhen et al. 2001).

Eine Koexpression der α10-Untereinheit mit den Untereinheiten α2-α6 und β2-

β4 dagegen ergab keine funktionellen Rezeptoren (Elgoyhen et al. 2001). Die

Funktion der α10-Untereinheit scheint, ähnlich der β-Untereinheiten in anderen

nAChR, in der Modulation des α9-haltigen Rezeptors zu liegen (Lustig 2006).

In den NS20Y-Zellen können homomere α9-Rezeptoren (Elgoyhen et al. 2001,

Sgard et al. 2002) gebildet werden. Da auch die α10-Untereinheit von der Zelllinie

exprimiert wird, sind α9α10-Rezeptoren, wie sie in den Haarzellen beschrieben

wurden (Elgoyhen et al. 2001, Sgard et al. 2002), ebenfalls wahrscheinlich. Die
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α9α10-Rezeptoren unterscheiden sich durch eine schnellere Desensibilisierung

von den α-BTX-insensitiven nAChR (Elgoyhen et al. 2001). Außerdem besitzen

α9α10-Rezeptoren ein ungewöhnliches pharmakologisches Profil, dass sowohl ni-

kotinische als auch muskarinische Eigenschaften aufweist (Elgohyen et al. 2001,

Lustig et al. 2001). Für die muskarinischen Eigenschaften des Rezeptors stellt

eine Interaktion der α10-Untereinheit mit dem Protein Prosaposin eine mögliche

Erklärung dar (Lustig 2006).

Untersuchungen an α9-KO-Mäusen lassen vermuten, dass die α9-Untereinheit

in den äußeren Haarzellen an der Entwicklung von Synapsen beteiligt ist und

Effekte des olivocochleären Systems vermittelt (Vetter et al. 1999, May et al.

2002). Anhand von α10-KO-Mäusen, die kürzlich generiert wurden (Vetter et al.

2005), konnte jedoch gezeigt werden, dass die α10-Untereinheit entscheidend für

die olivocochleäre Neurotransmission ist und in den äußeren Haarzellen allein

durch die α9-Untereinheit keine suffiziente efferente Signalübermittlung möglich

ist (Vetter et al. 2007).

4.2 Das cholinerge System im Urothel der Maus

4.2.1 Speicherung und Freisetzung von Acetylcholin

Das Vorkommen von ACh in non-neuronalen Zellen wurde direkt mittels HPLC

(high pressure liquid chromatography) oder indirekt durch das Syntheseenzym

ChAT in den Epithelzellen der Luftwege (Klapproth et al. 1997, Proskocil et al.

2004), des Verdauungstraktes (Nguyen et al. 2000), des Urogenitaltraktes (Wessler

et al. 2003, Hanna-Mitchell et al. 2007, Lips et al. 2007), der Plazenta (Sastry

& Sadavongvivad 1978) und der Epidermis (Zia et al. 2000), in Endothelzellen

(Parnavelas et al. 1985, Haberberger et al. 2000, Kirkpatrick et al. 2001) und

Zellen des Immunsystems (Leukozyten, Mastzellen, Lymphozyten, Fujii et al.

1996, Ogawa et al. 2003), in Mesothelzellen von Perikard und Pleura (Klapproth et

al. 1997), in glatten Muskelzellen der Atemwege (Wessler & Kirkpatrick 2001) und

in Skelettmuskelfasern (Tucek 1982) nachgewiesen. Zum Teil sind die molekularen
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Komponenten der ACh-Synthese, Speicherung und Freisetzung mit denen des neu-

ronalen cholinergen Systems identisch (Sastry & Sadavongvivad 1978, Klapproth

et al. 1997, Kawashima & Fujii 2000).

In der Harnblase konnte im Urothel von Ratte (Wessler et al. 1998), Mensch

(Wessler et al. 1998, Yoshida et al. 2004, 2006, Lips et al. 2007) und Maus (Lips

et al. 2007) ACh mittels HPLC-Messung nachgewiesen werden. Urotheliales ACh

könnte an der Regulation von Zellfunktionen (z. B. Proliferation, Differenzierung

und Adhäsion) beteiligt sein, wie sie bereits in der Haut beschrieben wurde (Gran-

do et al. 1995, Zia et al. 2000, Nguyen et al. 2003, Kurzen et al. 2007). Im murinen

Urothel stellt sich die Frage nach der Herkunft des gemessenen ACh. Für die ACh-

Synthese im Urothel spricht, dass auch in anderen cholinergen Epithelien wie

Bronchialepithel (Klapproth et al. 1997, Proskocil et al. 2004), Haut (Grando et al.

1993), Epithel des Verdauungstraktes (Klapproth et al. 1997) und Plazenta (Wes-

sler et al. 1998) eine eigene ACh-Produktion beschrieben wird. Allerdings konnten

wir ChAT, die in vielen Epithelien ACh synthetisiert, im Urothel auf mRNA-Ebene

nicht nachweisen (Lips et al. 2007). Deshalb könnte das Urothel alternativ oder

zusätzlich das von cholinergen Nervenfasern freigesetzte ACh aufnehmen. Hierfür

spricht, dass in der vorliegenden Arbeit mittels Immunhistochemie in der Lami-

na propria dicht unter dem Urothel gelegene stark VAChT-haltige Nervenfasern

nachgewiesen wurden, was auch im Einklang mit den Untersuchungen an der

Ratte steht (Beckel et al. 2005). Birder (2005) sieht ACh als einen vom Urothel

gebildeten Mediator an, der die darunter liegenden afferenten Nervenfasern und

den M. detrusor steuert (Birder 2005). Hier stellt sich die Frage, ob in der Maus

der urotheliale ACh-Gehalt, der sich im 10−9-molaren Bereich befindet (Lips et

al. 2007), bei aktiver neuronaler ACh-Freisetzung (ACh-Ausschüttung im 10−5-

molaren Bereich, Salpeter & Eldefrawi 1973) bei der Beeinflussung des M. detrusor

überhaupt eine Rolle spielen kann. Durch eine Veränderung der neuronalen Erreg-

barkeit (de Groat et al. 2004) könnte urotheliales ACh zumindest einen indirekten

Einfluss auf die Muskulatur ausüben.
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Vesikulärer Acetylcholintransporter

Lange wurde VAChT, der in cholinergen Neuronen den Import von ACh in synapti-

sche Vesikel bestreitet (Erickson et al. 1994), nur im neuronalen System gefunden:

VAChT wurde immunhistochemisch und mittels in-situ-Hybridisierung in großen

Teilen des Gehirns und Rückenmarks der Ratte (Arvidsson et al. 1997, Hahm et

al. 1997, Ichikawa et al. 1997) und in den Nervenfasern im Respirationstrakt,

Verdauungstrakt, Pankreas, Herz und Urogenitaltrakt nachgewiesen (Schäfer et

al. 1998). In nicht cholinerg innervierten Geweben wie Leber, Niere und lymphoi-

dem System der Ratte (Schäfer et al. 1998) und in der Fibroblasten-Zelllinie COS

des Affen (Roghani et al. 1998) konnte dagegen VAChT mittels Immunhistochemie

nicht dargestellt werden.

Im Jahr 2000 wurde erstmals im Endothel der Arteria pulmonalis von Mensch

und Schwein die Expression von VAChT-mRNA beschrieben (Haberberger et al.

2000). Ob VAChT im non-neuronalen System an der ACh-Freisetzung beteiligt ist,

ist jedoch umstritten (Wessler et al. 2001, Song et al. 2003). Auch im Atemwegs-

epithel, wo VAChT mittels RT-PCR und Immunhistochemie nachgewiesen wurde,

ist seine Rolle in der ACh-Freisetzung noch unklar (Proskocil et al. 2004). Wessler

et al. konnten zeigen, dass der VAChT-Inhibitor Vesamicol (Prior et al. 1992) die

ACh-Sekretion in der Plazenta nicht beeinflusst, woraus die Autoren schließen,

dass hier VAChT nicht an der ACh-Freisetzung beteiligt ist (Wessler et al. 2001).

In der Ratte kommen VAChT-mRNA und -Protein in Teilen der Plazenta (Tropho-

blast, mesenchymale Zellen und Dottersackepithel) vor, werden aber nicht in allen

Zellen gefunden, die auch ChAT exprimieren. Auch hier wird vermutet, dass in

diesen Zellen ACh über andere Mechanismen, beispielsweise die OCT oder das

Mediatophor, freigesetzt wird (Pfeil et al. 2004).

Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, kommen in der Harnblase

der Maus VAChT-mRNA und -Protein nicht im Urothel vor. Hier muss die Frei-

setzung des ACh also durch alternative Mechanismen bestritten werden, wobei

insbesondere die polyspezifischen OCT und das Mediatophor in Frage kommen.

Auch im Urothel von Mensch (Lips et al. 2007) und Ratte (Hanna-Mitchell et al.
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2007) wurde kürzlich nachgewiesen, dass VAChT hier nicht vorkommt. Hanna-

Mitchell et al. (2007) konnten außerdem zeigen, dass die ACh-Freisetzung durch

Brefeldin, einen Inhibitor der Vesikelformation, nicht gehemmt wird. Die Autoren

schließen daraus ebenfalls, daß ACh im Urothel nicht in synaptischen Vesikeln

gespeichert wird, sondern durch andere Wege wie beispielsweise OCT3 freigesetzt

wird.

Organische Kationentransporter

Die OCT sind für die renale und hepatische Exkretion verschiedenster kationi-

scher Xenobiotika wie β-Lactam-Antibiotika, Schleifendiuretika, Thiaziddiuretika,

nicht-steroidale Antiphlogistika und vieler anderer verantwortlich (Burckhardt &

Wolff 2000, Dresser et al. 2001). Auch viele endogene, physiologisch wichtige Sub-

stanzen (Amino- und Fettsäuren, Neurotransmitter, Nukleotide, Prostaglandine,

Dicarboxylate, Carnitin u.a.) werden durch die OCT transportiert (Eraly et al.

2004). Dass ACh im non-neuronalen System ein Substrat für die OCT ist, wurde in

mehreren unabhängigen Arbeiten bestätigt (Wessler et al. 2001, Lips et al. 2005,

Müller et al. 2005), es scheint jedoch in verschiedenen Spezies und Geweben zu

differieren, welche der drei OCT die ACh-Freisetzung vermitteln.

In der Harnblase der Maus wurden, wie die vorliegende Arbeit zeigt, die mRNA

und das Protein von OCT1 und OCT3 mittels RT-PCR und Immunhistochemie

nachgewiesen. OCT2 dagegen wurde nicht detektiert. Hanna-Mitchell et al. (2007)

beschreiben im Urothel der Ratte eine Expression von OCT3, nicht aber von

OCT1 und OCT2. Im humanen Urothel wurde, wie bei der Maus, eine Expres-

sion von OCT1 und OCT3 nachgewiesen (Lips et al. 2007). Unsere Ergebnisse

am murinen Urothel stehen im Einklang mit Untersuchungen an der humanen

Plazenta, bei der ebenfalls die non-neuronale ACh-Freisetzung vorrangig durch

OCT1 und OCT3 vermittelt werden soll (Wessler et al. 2001). Die Autoren be-

schreiben hier eine Inhibition der ACh-Freisetzung durch Anti-OCT1- und Anti-

OCT3-Oligonukleotide, während Anti-OCT2-Oligonukleotid keine Auswirkungen

auf die ACh-Freisetzung hat. Der OCT1-Inhibitor Chinin und der OCT3-Inhibitor
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Corticosteron bewirken ebenfalls eine Hemmung der ACh-Freisetzung, auf die

der OCT2-Inhibitor Guanidin kaum Effekt hat (Wessler et al. 2001). Auch im

Darmepithel und in basophilen Blutzellen der Maus wurden mittels RT-PCR die

mRNA von OCT1 und OCT3, nicht aber von OCT2 nachgewiesen (Chen et al. 2001,

Schneider et al. 2005). Im Bronchialepithel der Maus wurde immunhistochemisch

vor allem OCT1 gefunden, während OCT3 schwächer und OCT2 nicht spezifisch

nachgewiesen werden konnten (Kummer et al. 2006). Im Bronchialepithel von

Ratte und Mensch kommen alle drei OCT in den kinozilientragenden Zellen vor,

wie mittels RT-PCR und Immunhistochemie gezeigt wurde (Lips et al. 2005).

Im Expressionssystem von Xenopus-Oozyten wurde mittels elektrophysiologischer

Messungen (two-electrode voltage-clamp) bei hOCT1, rOCT1, hOCT2 und rOCT2

ein ACh-Influx und -Efflux nachgewiesen, während hOCT3 und rOCT3 keinen Un-

terschied zur Negativkontrolle aufwiesen (Lips et al. 2005). Dieser ACh-Transport

konnte durch Corticosteroide wie Budenosid gehemmt werden. Lips et al. schlies-

sen aus diesen Beobachtungen, dass im Atemwegsepithel ACh ein Substrat für

OCT1 und OCT2, aber nicht für OCT3 ist. Im Bronchialepithel der Maus wurde

außerdem gezeigt, dass OCT1/2-Doppel-KO-Mäuse einen im Vergleich zum Wild-

typ doppelt so hohen ACh-Gehalt im Epithel aufweisen, was eine Beteiligung von

OCT1 und/oder OCT2 an der ACh-Freisetzung bestärkt (Kummer et al. 2006). Da

in der murinen Harnblase OCT2 nicht exprimiert wird, stellt sich die Frage, ob

hier nur OCT1 ACh transportiert, oder ob auch OCT3 daran beteiligt ist.

Im Urothel der Maus konnte mittels Immunhistochemie gezeigt werden, dass

OCT1 sowohl in der apikalen Membran der Deckzellen als auch in der gesamten

Membran der Intermediär- und Basalzellen lokalisiert ist (Abb. 4.1). Die Spezifität

dieser Markierungen wurde erfolgreich an der Harnblase einer OCT1/2-Doppel-

KO-Maus (Jonker et al. 2003) überprüft. Die Lokalisation von OCT1 im Urothel

macht eine OCT1-vermittelte Freisetzung von ACh in das Harnblasenlumen, ins

Interstitium der Mucosa und in die Lamina propria möglich. Da die OCT Sub-

stanzen in beide Richtungen transportieren können, kann durch apikal lokalisierte

OCT1 sowohl eine ACh-Freisetzung ins Harnblasenlumen als auch eine Aufnahme
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von ACh aus dem Lumen nicht ausgeschlossen werden. Eine luminale Sekretion

von ACh wird in kinozilientragenden Zellen des Bronchialepithel von Mensch und

Maus mittels apikal gelegenem OCT1 angenommen (Lips et al. 2005, Kummer et

al. 2006). In der Harnblase, in der sich je nach Füllungszustand große Mengen an

Harn befindet, würde jedoch das freigesetzte ACh sofort zu unwirksamen Konzen-

trationen verdünnt werden, so dass eine auto- oder parakrine ACh-Wirkung an den

Deckzellen unwahrscheinlich scheint. Das OCT1-Protein wurde in der vorliegen-

den Arbeit in der gesamten Membran der murinen Intermediär- und Basalzellen

nachgewiesen. Auch im humanen Darmepithel wurde OCT1 in der lateralen Mem-

bran der Enterozyten beschrieben, was eine beschleunigte Freisetzung von aufge-

nommenen Kationen möglich macht (Müller et al. 2005). In Enterozyten der Maus

ist OCT1 basolateral lokalisiert (Chen et al. 2001) und es konnte durch KO-Studien

eine basolaterale Kationen-Aufnahme in die Enterozyten gezeigt werden (Jonker

et al. 2001, Jonker & Schinkel 2004). In der Harnblase ist ein ACh-Transport durch

OCT1 zwischen Urothel und darunterliegender Lamina propria zwar möglich, aber

nicht wahrscheinlich, da wir immunhistochemisch in der basalen Membran der

Basalzellen nur eine schwache OCT1-Expression nachweisen konnten.

Eine OCT3-Immunreaktivität zeigt sich in der Membran von Intermediär- und

Basalzellen, vor allem jedoch stark an der basalen Seite der Basalzellen (Abb. 4.1).

Diese basale Lokalisation macht einen OCT3-vermittelten Austausch von ACh zwi-

schen Basalzellen und darunter liegendem Gewebe wahrscheinlich. Zu ähnlichen

Ergebnissen kommt eine Studie an humaner Plazenta, wo mittels Western blot

ebenfalls eine OCT3-Expression in der basolateralen Membran der Trophoblasten-

zellen gezeigt werden konnte. Hier wird ein möglicher OCT3-vermittelter Katio-

nentransport von maternaler zu fetaler Seite und in entgegengesetzter Richtung

beschrieben (Sata et al. 2005). Im Atemwegsepithel von Mensch und Ratte wurde

OCT3 immunhistochemisch sowohl in der Basalzellmembran als auch luminal

gefunden (Lips et al. 2005). Im Gegensatz zu dem basalen Vorkommen in Urothel

und Plazenta wird in anderen Epithelien wie dem humanen Darmepithel eine

luminale Expression von OCT3 beschrieben (Müller et al. 2005). Es wird vermutet,
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Abb. 4.1: Lokalisation von OCT1 und OCT3 in der Harnblase. Das OCT1-Protein

ist in der apikalen Membran der Deckzellen und in der gesamten Membran der

Intermediär- und Basalzellen lokalisiert. Das OCT3-Protein kommt ebenfalls

in der gesamten Membran der Intermediär- und Basalzellen und insbesondere

in der basalen Membran der Basalzellen vor. Im M. detrusor wird OCT3 von

den Muskelzellen und außerdem von Zellen, die nach Größe und Form als

Fibroblasten oder IC einzuordnen sind, exprimiert.
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dass dieser Transporter in den Enterozyten für den ersten Schritt der Aufnahme

von Kationen und umgekehrt für den letzten Schritt der Sekretion von Xenobiotika

verantwortlich ist (Müller et al. 2005). Diese Funktion könnte man im Urothel dem

apikal exprimierten OCT1, aber nicht dem basal lokalisierten OCT3 zuordnen.

In der Annahme, dass sowohl OCT1 als auch OCT3 in der Harnblase ACh trans-

portieren, könnte in urothelialen Zellen produziertes ACh über OCT1 und OCT3

ins Interstitium der Mucosa freigesetzt werden und über den basal lokalisierten

OCT3 in die Lamina propria transportiert werden (Abb. 4.2). In der Mucosa könnte

das urotheliale ACh als autokrines Hormon an ACh-Rezeptoren binden, um die

Freisetzung anderer Transmitter zu vermitteln oder um urotheliale Zellfunktionen

zu modifizieren (de Groat 2006). In den darunter liegenden Schichten könnte

das urotheliale ACh die Erregbarkeit cholinerger Nervenfasern beeinflussen (de

Groat et al. 2004). Eine andere Möglichkeit ist die Aufnahme von ACh aus den

VAChT-haltigen cholinergen Nervenfasern der Lamina propria. Das exozytotisch

freigesetzte ACh könnte erst über die basale Membran der Basalzellen mittels

OCT3 ins Urothel transportiert werden, um dann durch OCT1 und OCT3 ins

Interstitium der Mucosa zu gelangen (Abb. 4.2). Auch hier könnte das ACh in

der Mucosa als autokrines Hormon die Transmitterfreisetzung oder Modifikation

urothelialer Zellfunktionen vermitteln (de Groat 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurden in der Tunica muscularis der Harnblase

mittels Immunhistochemie zahlreiche VAChT-immunreaktive Nervenfasern ge-

funden, was mit den Beobachtungen von Poladia & Bauer (2005) übereinstimmt.

Wir konnten zeigen, dass die Muskelzellen selbst kein VAChT besitzen, aber eine

deutliche immunhistochemische OCT3-Markierung aufweisen. OCT3 wurde auch

in den glatten Muskelzellen der humanen Bronchialarterien mittels RT-PCR und

Immunhistochemie nachgewiesen und es wurde mittels eines fluorometrischen

Assay gezeigt, dass der Transporter hier für die Aufnahme von Noradrenalin ver-

antwortlich ist (Horvath et al. 2003). In der Harnblase der Maus liegen außerdem

in der Tunica muscularis OCT3-markierte Zellen, die aufgrund ihrer Lage und

Form Fibroblasten oder IC (interstitielle Zellen) darstellen könnten. IC wurden im
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Abb. 4.2: Lokalisation und mögliche Funktion der organischen Kationentranspor-

ter (OCT) und der nikotinischen ACh-Rezeptoren im Urothel. Urotheliales ACh

könnte durch OCT ins Interstitium der Mucosa und über die Basalmembran

freigesetzt werden, wo es auf sensorische Nervenfasern der Lamina propria, auf

das Urothel und auf die Tunica muscularis wirken könnte. Umgekehrt könnte

das aus cholinergen Nervenfasern freigesetzte ACh nicht nur an Rezeptoren der

Muskulatur binden, sondern auch über OCT ins Urothel aufgenommen werden.

M. detrusor des Meerschweinchens beschrieben (Gillespie et al. 2006). Da in der

isolierten Harnblase eine phasische Kontraktion der Muskulatur zu beobachten

ist, wird vermutet, dass IC an der Initiierung und Koordination der Muskelkon-

traktion beteiligt sind (Gillespie 2004, Gillespie et al. 2006).

In der murinen Harnblase stellt sich die Frage, ob durch eine OCT3-vermittelte

ACh-Freisetzung in der Muskulatur selbst die Aktivität des M. detrusor beein-

flusst werden kann. Dafür kommen insbesondere die stark OCT3-haltigen Fi-

broblasten oder IC, aber auch die Myozyten in Frage. Hiermit gäbe es auch in

der Muskulatur zusätzlich zu den cholinergen (VAChT-haltigen) Neuronen ein
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Zellsystem, das ACh abhängig vom Konzentrationsgradienten aufnehmen oder

abgeben kann. Eine ähnliche Beobachtung wurde bereits in der murinen Lunge

beschrieben, wo OCT3 in den glatten Muskelzellen die Bronchokonstriktion di-

rekt beeinflusst (Kummer et al. 2006). Corticosteron ist ein Inhibitor aller drei

OCT, wobei OCT3 die höchste Affinität aufweist (Koepsell et al. 2003). Da in der

murinen Lunge OCT3 für den inhibitorischen Effekt von Corticosteron auf die

Serotonin-induzierte Bronchokonstriktion verantwortlich ist (Kummer et al. 2006),

kann auch in der Harnblasenmuskulatur eine Beeinflussung der OCT3-haltigen

Myozyten oder Fibroblasten/IC durch Corticosteroide vermutet werden.

Mediatophor

In einigen non-neuronalen Zelllinien wie Fibroblasten, Gliomzellen und cerebralen

Endothelzellen ist eine ACh-Freisetzung nachgewiesen worden, die durch das Me-

diatophor vermittelt werden soll (Malo & Israel 2003). Das Mediatophor setzt sich

aus den fünf c-Untereinheiten der V-ATPase zusammen und kann ACh nur dann

transportieren, wenn die Untereinheiten in die Zellmembran inseriert werden

(Israel et al. 1986, Morel 2003). In der vorliegenden Arbeit wurde die mRNA

der V-ATPase im abradierten Urothel nachgewiesen. Da allerdings mittels RT-

PCR die subzelluläre Lokalisation der 15 kDa-Untereinheiten nicht möglich ist

und die V-ATPase ein ubiquitär vorkommendes Enzym ist, kann im Urothel keine

ausreichende Aussage über einen ACh-Transport durch das Mediatophor getroffen

werden.

4.2.2 Nikotinische Acetylcholin-Rezeptoren

Das Urothel mehrerer Spezies ist sensibel für verschiedene Neurotransmitter. Es

wurde im Urothel 1. ATP mittels Luciferin-Luciferase-Assay gemessen (Birder

2001), 2. eine Noradrenalin-vermittelte Freisetzung von NO (Birder et al. 2002b)

und 3. eine ACh-vermittelte Freisetzung von ATP (Birder et al. 2003) nachgewie-

sen. In den Urothelzellen wurden Rezeptoren gefunden, die normalerweise in Neu-

ronen vorkommen, z. B. Vanilloidrezeptoren (Birder et al. 2001), kalziumaktivierte
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K+-Kanäle (Herrera et al. 2003) und nAChR (Beckel et al. 2006).

Die nAChR kommen in vielen epithelialen Geweben wie Haut (Grando et al.

1995), Atemwegen (Conti-Fine et al. 2000), Darm (Wessler et al. 1998), Harn-

blase (Beckel et al. 2006) und Plazenta (Lips et al. 2005) vor und scheinen für

die Modulation zellulärer Signalwege verantwortlich zu sein (Sharma & Vijaya-

raghavan 2002). In humanen Keratinozyten, die ACh synthetisieren, freisetzen

(Grando et al. 1993) und die nAChR-Untereinheiten α3, α5, α7, β2 und β4 ex-

primieren (Grando et al. 1995, 1996), wurde eine Regulation von Zellfunktionen

wie Proliferation, Apoptose, Differenzierung, Adhäsion und Beweglichkeit bereits

beschrieben (Grando et al. 1995, Zia et al. 2000, Nguyen et al. 2003, Grando 2006).

Diese Beeinflussung der Zellphysiologie durch nAChR scheint auch im Urothel

möglich zu sein. Insbesondere die Bildung und Aufrechterhaltung einer effizienten

Barriere zwischen Harn und Gewebe, ähnlich wie sie als Schutzbarriere der Haut

beschrieben ist (Burkhart & Burkhart 2001), könnte eine der Hauptfunktionen der

urothelialen nAChR sein. Tournier et al. zeigten in einer Studie zur Wundheilung

des Bronchialepithels, dass sich die Untereinheiten α3, α5 und β2 in migrieren-

den Zellen anreichern, wogegen die Untereinheit α7 eher von ausdifferenzierten

stationären Zellen exprimiert wird. Außerdem konnte beobachtet werden, dass

die Wundheilung durch ACh und Nikotin gefördert und durch Inhibitoren der

nAChR gehemmt wird (Tournier et al. 2006). Diese Beeinflussung der Wundhei-

lung könnte auch im Urothel eine wichtige Funktion der nAChR darstellen. Da die

verschiedenen Rezeptor-Subtypen in ihren physiologischen Eigenschaften und der

Sensitivität auf pharmakologisch wirksame Substanzen variieren, ist eine genaue

Kenntnis der einzelnen Untereinheiten von großer klinischer Bedeutung.

In der vorliegenden Arbeit an der Harnblase der Maus wurden alle bisher bei

Säugetieren bekannten α-Untereinheiten des nAChR (α2-α7, α9, α10) untersucht

und im Urothel mittels RT-PCR und Immunhistochemie die Untereinheiten α2,

α4-α7, α9 und α10 nachgewiesen. Diese Ergebnisse stimmen nur zum Teil mit der

Expression von nAChR im Urothel der Ratte überein. Hier wurden die nAChR-

Untereinheiten α2-α5 und α7 im Urothel untersucht und mittels RT-PCR eine
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Expression von α3, α5 und α7, aber nicht von α2 und α4 festgestellt (Beckel et

al. 2006). Über die Lokalisation der Untereinheiten im Urothel der Ratte stehen

keine Informationen aus immunhistochemischen Untersuchungen zur Verfügung.

Die Verteilung der einzelnen Untereinheiten scheint zum Beispiel im Gehirn un-

terschiedlicher Spezies wie Mensch (Flora et al. 2000), Ratte (Boulter et al. 1990,

Wada et al. 1990, Cimino et al. 1992) und Affe (Cimino et al. 1992) nicht identisch

zu sein.

Untereinheiten α2-α6 der αBTX-insensitiven nAChR

Die Untereinheit α2 wurde bisher nur in wenigen non-neuronalen Geweben nach-

gewiesen. Mittels RT-PCR wurde gezeigt, dass die α2-Untereinheit von humanen

Monozyten, T- und B-Lymphozyten (Sato et al. 1999), glatter Gefäßmuskulatur

der Ratte (Brüggmann et al. 2002) und Plazenta von Mensch und Ratte (Lips et al.

2005) exprimiert wird. Da in der vorliegenden Arbeit keine spezifischen Antikörper

zum Nachweis des α2-Proteins zur Verfügung standen, konnte im Urothel der

murinen Harnblase nur die α2-mRNA mittels RT-PCR nachgewiesen werden. Im

Gegensatz dazu wurde im Urothel der Ratte mittels RT-PCR keine α2-Expression

gezeigt (Beckel et al. 2006).

Obwohl die α3-Untereinheit in den Epithelien des humanen Gastrointestinal-

trakt (Flora et al. 2000, Nguyen et al. 2000), der humanen Haut (Nguyen et al.

2004), des humanen Nasal- und Bronchialepithel (Zia et al. 1997, Keiger et al.

2003), der Plazenta von Mensch und Ratte (Lips et al. 2005) und dem Urothel

der Ratte (Beckel et al. 2006) vorkommt, wurde die α3-Untereinheit in der vor-

liegenden Arbeit weder mittels RT-PCR noch Immunhistochemie im Urothel der

Maus gefunden. Auch in der humanen Harnblase konnte mittels RT-PCR keine α3-

mRNA nachgewiesen werden (Flora et al. 2000). α3-KO-Mäuse, die 1999 generiert

wurden, zeigen jedoch eine ungeklärte Letalität innerhalb der ersten Lebenswoche

bei postnatalem Minderwuchs, Mydriasis und einer stark herabgesetzten Kontrak-

tilität des M. detrusor, die zu Megazystis mit Harntröpfeln, Harnverhalt, Zystitis

und Zystolithiasis führt (Xu et al. 1999). Hier stellt sich die Frage, warum die
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KO-Mäuse an der Harnblase eine so ausgeprägte Symptomatik zeigen, obwohl die

α3-Untereinheit im Urothel nicht gefunden wurde. Eine mögliche Erklärung stel-

len die cholinergen Ganglien der Harnblasenmuskulatur dar, die eine starke α3-

Expression aufweisen. Diese ganglionäre Lokalisation der α3-Untereinheit wurde

in der vorliegenden Arbeit an der Harnblase der Maus und zuvor von Beckel et al.

(2006) an der Harnblase der Ratte nachgewiesen. Ein Defizit der α3-Untereinheit

in den parasympathischen intramuralen Ganglien der Harnblase würde so bei

den α3-KO-Tieren den Verlust von innervationsabhängigen Kontraktionen der

Muskulatur begründen. Auch eine Studie am Plexus submucosus im Ileum des

Meerschweinchens beschreibt das Vorkommen der α3-Untereinheit in den Gan-

glienzellen (Glushakov et al. 2004), über die die Darmperistaltik vermittelt wird.

Nervenfasern im Diaphragma der Ratte besitzen präsynaptische α3β2-Rezeptoren,

durch deren Aktivierung eine ACh-Freisetzung stattfindet (Faria et al. 2003).

Diese α3β2-Rezeptoren (Wang et al. 1996, Zwart & Vijverberg et al. 1997) oder

α3β3β4-Rezeptoren (Forsayeth & Kobrin 1997) können auch in den Ganglien der

Harnblase vorkommen. Da in Spinalganglien die Untereinheiten β2 und β4 mit

α3 assoziiert sind (Del Signore et al. 2002, 2004) und in Studien an β4-KO-

Mäusen eine Beteiligung der β4-Untereinheit an der ganglionäre Transmission

in Herzen, Darm und Harnblase gezeigt wurde, wird in Ganglien die Existenz

von α3β4-Rezeptoren beschrieben (Wang et al. 2001, 2003). Auch in der murinen

Harnblase kann deshalb eine Vermittlung der elektromechanischen Kopplung vor

allem durch α3β4-Rezeptoren vermutet werden.

Mittels RT-PCR wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die α4-Unter-

einheit im Urothel der murinen Harnblase exprimiert wird. Im Gegensatz dazu

wurde im Urothel der Ratte mittels RT-PCR keine α4-Expression gefunden (Beckel

et al. 2006). In der Maus kommt α4-Protein in der Membran aller drei urothe-

lialen Zellschichten und insbesondere im basalen Zytoplasma der Deckzellen vor.

Eine ähnliche Beobachtung wurde im viszeralen Dottersack der Ratte gemacht,

in der die α4-Untereinheit ebenfalls intrazellulär im basalen Teil der Epithel-

zellen lokalisiert ist (Lips et al. 2005). Die intrazelluläre Lokalisation der α4-
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Untereinheit in den murinen urothelialen Deckzellen kann auf einer Darstellung

des Proteins während seines intrazellulären Synthese- und Prozessierungsweges

beruhen, jedoch ist auch eine direkte zytoplasmatische Interaktion des α4-haltigen

Rezeptors mit ACh denkbar (Wessler et al. 1998, Lips et al. 2005). Da die α4-

Untereinheit Heteropentamere mit anderen Untereinheiten bildet, sind α4β2- und

α4β4-Rezeptoren (Zwart & Vijverberg 1997, Nelson et al. 2003) möglich. Da in

der basalen Membran der Basalzellen auch die α5-Untereinheit exprimiert wird,

können hier außerdem α4α5β2-Rezeptoren (Lukas et al. 1999) vorkommen.

In der Muskulatur der murinen Harnblase exprimieren sowohl die glatten Mus-

kelzellen als auch die vegetativen Ganglien die α4-Untereinheit. In der glatten

Gefäßmuskulatur (Brüggmann et al. 2002), Herzmuskulatur (Dvorakova et al.

2005) und Skelettmuskulatur (Sala et al. 1996) wurde ebenfalls eine α4-Expression

festgestellt. Es wird vermutet, dass die nAChR in den non-neuronalen Anteilen der

Muskulatur zahlreiche metabolische und trophische Funktionen ausüben (Gotti &

Clementi 2004). Hierzu kommen in den Myozyten des M. detrusor verschiedene

Rezeptortypen in Frage: α4β2 (Ramirez-Latorre et al. 1996, Fenster et al. 1999,

Nelson et al. 2003), α4β4 (Zwart & Vijverberg et al. 1997) und α4β2β3β4 (Forsayeth

& Kobrin 1997). Da α4-haltige Rezeptoren im ZNS eine wichtige Rolle spielen,

liegt ihre Lokalisation in den Neuronen der vegetativen Ganglien nahe. Während

wir in den intramuralen Ganglien der murinen Harnblase eine α4-, aber keine

α5-Expression zeigen konnten, wurden in cholinergen Ganglien im Ileum des

Meerschweinchens die α5-, aber nicht die α4-Untereinheit gefunden (Glushakov

et al. 2004). Dies zeigt wiederum, dass die Verteilung der nAChR-Untereinheiten

in verschiedenen Spezies und Geweben stark variiert. Die α4-haltigen Ganglien

der murinen Harnblase könnten mit β-Untereinheiten die bei den Muskelzellen

genannten funktionellen Rezeptoren bilden (α4β2, α4β4, α4β2β3β4) und die neu-

romuskuläre Erregungsübertragung vermitteln.

Die α5-Untereinheit ist in non-neuronalen Geweben wie Keratinozyten (Grando

et al. 1996), Thymus (Mihovilovic & Roses 1993), T- und B-Lymphozyten sowie

Monozyten (Mihovilovic et al. 1997, Sato et al. 1999), Gastrointestinaltrakt (Flora
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et al. 2000), Bronchialepithel (Zia et al. 1997), Endothel (Abbruscato et al. 2002,

Brüggmann et al. 2002), glatter Gefäßmuskulatur (Brüggmann et al. 2002) und

Plazenta (Lips et al. 2005) weit verbreitet. In der Harnblase der Maus wird die

α5-Untereinheit in den basalen und apikalen Anteilen des Urothels exprimiert,

wie die vorliegende Arbeit mittels RT-PCR und Immunhistochemie zeigt. Ebenso

kommt α5-mRNA im Urothel der Ratte vor, wie mittels RT-PCR nachgewiesen

wurde (Beckel et al. 2006). An humaner Harnblase wurde ebenfalls eine α5-

Expression beschrieben, jedoch ist hier mittels Northern Blot das gesamte Organ

untersucht worden, weswegen keine Aussage zum Urothel getroffen werden kann

(Flora et al. 2000). Die α5-Untereinheit kommt nur in Kombination mit mindestens

zwei anderen α- oder β-Untereinheiten vor (Conroy et al. 1992, Groot-Kormelink

et al. 1998, Lindstrom 2000). In den murinen Deckzellen, die die Untereinheiten

α5 und α7 in der apikalen Membran exprimieren, ist daher eine Zusammenstel-

lung zu α5α7β-Rezeptoren (Crabtree et al. 1997) möglich. Die Basalzellen zeigen

immunhistochemisch eine ausgeprägte α5-Markierung in der basalen Membran.

Da die Untereinheiten α4 und α7 ebenfalls in der Basalzellmembran vorkommen,

könnten sich dort funktionelle α4α5β2- oder α5α7-haltige Rezeptoren (Crabtree et

al. 1997, Lukas et al. 1999) bilden.

Die Funktion der α5-Untereinheit scheint weniger in der direkten Bildung von

Liganden-Bindungsstellen, sondern vielmehr in der Beeinflussung der Rezeptor-

physiologie zu liegen: Die Kombination eines Rezeptors mit der α5-Untereinheit

erhöht die Erregbarkeit und Kalziumpermeabilität des Rezeptors und modifiziert

seine Empfindlichkeit auf Agonisten (Ramirez-Latorre et al. 1996, Kuryatov et

al. 1997, Gerzanich et al. 1998, Gotti & Clementi 2004). Eine Koexpression der

Untereinheiten α3 und α5, wie sie in neuronalen Zellen beschrieben ist, wurde

auch in non-neuronalen Zellen wie Thymozyten, Zellen des Gastrointestinaltrakts

(Flora et al. 2000), Bronchialepithelzellen (Maus et al. 1998) und Endothelzellen

(Brüggmann et al. 2002) bestätigt. Da im Urothel der Maus jedoch keine α3-

Untereinheit gefunden wurde, kann hier nicht von einer Koexpression ausge-

gangen werden. Dies entspricht auch Beobachtungen in zahlreichen humanen
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Geweben, z. B. dem kardiovaskulären und urogenitalen System einschließlich der

Harnblase (Flora et al. 2000).

In der glatten Muskulatur der murinen Harnblase konnten wir immunhistoche-

misch eine α5-Markierung nachweisen. In einer murinen Muskelzelllinie wurde

ebenfalls eine Expression der α5-Untereinheit gezeigt (Campos-Caro et al. 2001).

Da in der Harnblase der Maus die glatten Muskelzellen auch die α7-Untereinheit

exprimieren, könnten somit Rezeptoren aus den Untereinheiten α4, α5 und α7 die

Zellphysiologie der Myozyten beinflussen (α4α5β2, α5α7β, Crabtree et al. 1997,

Lukas et al. 1999). Obwohl in Ganglienzellen im Ileum des Meerschweinchens

(Glushakov et al. 2004) die α5-Untereinheit nachgewiesen wurde, konnten wir

zeigen, dass in der murinen Harnblase weder den M. detrusor innervierende

Nervenfasern noch autonome Ganglien α5-immunreaktiv waren. Deshalb ist eine

Kombination der Untereinheiten α3 und α5 zu funktionellen Rezeptoren, wie sie

in autonomen Ganglien anderer Organe beschrieben wurde (Conroy & Berg 1995),

in der murinen Harnblase nicht anzunehmen.

α5-KO-Mäuse zeigten mit Ausnahme der oben beschriebenen Auswirkungen des

Gendefekts auf das ZNS bis ins Erwachsenenalter keine offensichtlichen phänoty-

pischen Merkmale (Wang et al. 2002a, Salas et al. 2003). Allerdings scheint das

Fehlen der α5-Untereinheit eine Neigung zu experimentell erzeugten entzündli-

chen Darmerkrankungen zu verursachen (Orr-Urtreger et al. 2005). Im Urothel

scheint die Funktion der α5-Untereinheit aber durch andere Rezeptoruntereinhei-

ten übernommen werden zu können.

Über die α6-Untereinheit, die in einigen Regionen des ZNS eine wichtigen Rolle

spielt, ist in non-neuronalen Zellen bisher wenig bekannt. Mittels RT-PCR wurde

die Untereinheit α6 in der Plazenta von Mensch und Ratte (Lips et al. 2005),

thorakaler und abdominaler Aorta der Ratte (Brüggmann et al. 2002) und hu-

manen T- und B-Lymphozyten sowie Monozyten (Sato et al. 1999) gezeigt. Im

abradierten Urothel der murinen Harnblase konnten wir ebenfalls mittels RT-

PCR die α6-mRNA nachweisen. Da keine spezifischen Antikörper für die immun-

histochemische Darstellung des α6-Proteins zur Verfügung standen, kann über
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die Lokalisation in den einzelnen Schichten des Urothels und im M. detrusor

bzw. den Nervenfasern keine Aussage getroffen werden. In den Regionen des

Urothels, in denen die Untereinheiten α4 oder α5 vorkommen, könnten mit der

α6-Untereinheit einige komplexe Heteropentamere gebildet werden: α5α6β2 (Ku-

ryatov et al. 2000), α4α5α6β2 (Klink et al. 2001) und α4α6β2β3 (Gotti et al. 2005).

Untereinheiten α7, α9 und α10 der αBTX-sensitiven nAChR

Die Untereinheit α7 wurde in zahlreichen non-neuronalen Zellen wie humanen

Monozyten, T- und B-Lymphozyten (Sato et al. 1999), Sehne und Periost (Romano

et al. 1997a), Skelettmuskel (Corriveau et al. 1995, Romano et al. 1997b) und

Gefäßendothel (Wang et al. 2001, Abbruscato et al. 2002, Brüggmann et al. 2002,

Li & Wang 2006) gefunden. Auch Epithelien der Nasal- und Bronchialmukosa

(Zia et al. 1997, Keiger et al. 2003), der Lunge (Sekhon et al. 1999), des oberen

Verdauungtraktes (Nguyen et al. 2000), der Plazenta (Lips et al. 2005), der Haut

(Zia et al. 2000, Nguyen et al. 2001) und der Harnblase (Beckel et al. 2006,

Bschleipfer et al. 2007) exprimieren die α7-Untereinheit.

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels RT-PCR α7-mRNA im Urothel der

Maus nachgewiesen, was mit den Untersuchungen von Beckel et al. (2006) am

Urothel der Ratte und von Bschleipfer et al. (2007) am Urothel des Menschen

übereinstimmt. Immunhistochemisch ist das α7-Protein im murinen Urothel in

der Membran sowohl der Basal- als auch der Deckzellen lokalisiert. Dieses Ex-

pressionsmuster entspricht den Beobachtungen am Gingivaepithel, wo die α7-

Untereinheit immunhistochemisch ebenfalls in basalen und apikalen Zellschichten

gefunden wurde (Nguyen et al. 2000). Da im murinen Urothel die Untereinheiten

α5 und α7 beide in der basalen und apikalen Zellschicht lokalisiert sind, können

sowohl homomere α7-Rezeptoren als auch Kombinationen dieser beiden Unter-

einheiten vorkommen. An humanen Endothelzellen wurde gezeigt, dass die Ex-

pression der α7-Untereinheit durch die Agonisten Nikotin und Cholin signifikant

gesteigert und durch die Antagonisten Mecamylamin und α-BTX gehemmt wird (Li

& Wang 2006). Da durch α-BTX-Gabe eine bleibende Reduktion der intrazellulären
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Kalziumkonzentration auch nach Ende der α-BTX-Stimulation nachgewiesen wer-

den konnte, postulieren Li & Wang (2006) eine Regulation zellulärer Funktionen

durch den α7-haltigen Rezeptor als autokrinen Faktor. Cooke (2007) stellt wei-

terhin einen möglichen Zusammenhang zwischen α7-haltigen nAChR und einer

pathologischen Angiogenese mit der Entstehung von Tumoren und Arteriosklerose

dar.

In der Harnblase ist es möglich, dass urotheliale nAChR aus verschiedenen

Untereinheiten gegensätzliche Wirkungen vermitteln (Beckel et al. 2006). Im Uro-

thel der Ratte beschreiben die Autoren eine Hemmung der Blasenreflexe durch

die α7-Untereinheit, da Cholin als α7-spezifischer Agonist in vivo diese Inhibition

auslöst. Rezeptoren, die die α3-Untereinheit enthalten, wird eine exzitatorische

Wirkung auf die Harnblase zugeschrieben, eventuell durch die Freisetzung eines

Mediators wie ATP. Ein Grund für diese gegensätzlichen Wirkungsweisen könnte

die urotheliale Steuerung der Blasenfüllung und Miktion sein. So würde eine

Aktivierung der α7-haltigen Rezeptoren die Füllung der Blase und eine Aktivie-

rung der α3-haltigen Rezeptoren die Entleerung der Blase vermitteln. Die von

Beckel et al. (2006) postulierte wichtige Rolle von α3-haltigen Rezeptoren kann

allerdings nicht als speziesübergreifend angenommen werden, da im Urothel der

Maus die α3-Untereinheit nicht gefunden wurde, was in der vorliegenden Arbeit

sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene gezeigt wurde. In der Maus könnte

die exzitatorische Komponente der Blasensteuerung durch andere Untereinheiten

vermittelt werden.

Im M. detrusor der murinen Harnblase exprimieren die glatten Muskelzellen

und die Ganglien die α7-Untereinheit. Bei Untersuchungen der glatten Gefäß-

muskulatur (Brüggmann et al. 2002, Dvorakova et al. 2005, Lips et al. 2005),

Skelett- und Herzmuskulatur (Corriveau et al. 1995, Sala et al. 1996, Tsuneki

et al. 2003, Dvorakova et al. 2005) und einer murinen Muskelzelllinie (Campos-

Caro et al. 2001) wurde ebenfalls eine α7-Expression festgestellt. Heteromere

Rezeptoren aus den Untereinheiten α5 und α7, wie sie im Plexus submucosus im

Ileum des Meerschweinchens beschrieben wurden (Glushakov et al. 2004), sind
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in den intramural gelegenen Ganglien in der murinen Harnblase unwahrschein-

lich, da die α5-Untereinheit hier nicht exprimiert wird. Die α7-Untereinheit kann

entweder homomere α7-Rezeptoren oder heteromere α7β2-, α7β3- oder α3α7β-

Rezeptoren (Yu & Role 1998, Palma et al. 1999, Khiroug et al. 2002) bilden.

Bei Untersuchungen an α7-KO-Mäusen wurden bisher keine Auffälligkeiten an

der Harnblase festgestellt (Orr-Urtreger et al. 1997), was auf eine Kompensation

der Funktion der α7-Untereinheit durch andere Rezeptoruntereinheiten schließen

lässt.

Im Urothel der Maus wurde in der vorliegenden Arbeit sowohl die α9- als auch

die α10-Untereinheit mittels RT-PCR und Immunhistochemie gefunden, was auch

den Beobachtungen von Bschleipfer et al. (2007) am humanen Urothel entspricht.

Während im murinen Urothel die apikale Membran der Deckzellen die Unterein-

heiten α9 und α10 enthielten, wurde in den Basalzellen nur die α10-Untereinheit

nachgewiesen. Die Koexpression beider Untereinheiten in den Deckzellen stimmt

mit den Beobachtungen an den Haarzellen der Cochlea überein (Elgoyhen et

al. 2001, Lustig et al. 2001). Auch in non-neuronalen Geweben wie humanen

Lymphozyten (Lustig et al. 2001, Peng et al. 2004), Plazenta von Mensch und Ratte

(Lips et al. 2005) und Keratinozyten (Nguyen et al. 2000) wurden sowohl die α9-

als auch die α10-Untereinheit nachgewiesen. In Expressionsstudien an Xenopus-

Oozyten wurde keine Expression von funktionellen α10-Homomeren und nur eine

schwache Expression von funktionellen reinen α9-Rezeptoren, aber ein starker

ACh-induzierter Stromfluss bei der Injektion beider Untereinheiten gemessen

(Oliver et al. 2001). Die Schlussfolgerung der Autoren auf eine Bildung von α9α10-

Rezeptoren lässt auch in den Deckzellen des murinen Urothels die Existenz von

α9α10-Rezeptoren vermuten. Diese können an regulatorischen Vorgängen wie der

Zelladhäsion beteiligt sein, wie sie bereits in Keratinozyten beschrieben wurde

(Sgard et al. 2002).

In der Membran der Basalzellen wurde nur die α10-Untereinheit, aber nicht

die α9-Untereinheit nachgewiesen. Da die α10-Untereinheit keine homomeren

Rezeptoren bilden kann und Koexpressionsstudien der Untereinheiten α2-α6 und
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β2-β4 mit α10 nicht zu funktionellen Rezeptoren geführt haben (Elgohyen et al.

2001, Sgard et al. 2002), stellt sich die Frage, in welcher Form die α10-Untereinheit

in der Basalschicht an der Bildung von Rezeptoren beteiligt ist. Bisher noch

nicht ausreichend untersucht ist die Kombination der Untereinheiten α7 und α10.

Das Expressionsmuster der beiden Untereinheiten im Urothel - beide sind in der

basalen und der apikalen Zellschicht lokalisiert - weist auf eine Bildung von funk-

tionellen α7α10-Rezeptoren hin. Brüggmann et al. (2002) beschreiben ebenfalls

eine simultane Verteilung und mögliche Kombination der Untereinheiten α7 und

α10 im arteriellen System der Ratte, wo die α9-Untereinheit nicht exprimiert wird.

Im M. detrusor der murinen Harnblase konnten wir in den glatten Muskelzellen

und den darin liegenden Nervenfasern immunhistochemisch eine α10-Expression,

aber meist keine α9-Expression nachweisen. Brüggmann et al. (2002) beschreiben

ebenfalls dieses Expressionsmuster in den glatten Muskelzellen der Arterien in

der Ratte. In der murinen Harnblase kann auch hier wieder die Kombination der

Untereinheiten α10 mit α7 vermutet werden, da beide im M. detrusor das gleiche

Verteilungsmuster besitzen.

Kombinationen der α-Untereinheiten des nAChR in den einzelnen Schichten

des Urothels

In der Ratte zeigten Beckel et al. (2006) mittels Kalzium-Imaging, dass die uro-

thelialen Untereinheiten des nAChR funktionell aktive Rezeptoren bilden können.

Entsprechend ergeben sich im Urothel der Maus aus der Lokalisation der Unter-

einheiten in den einzelnen urothelialen Zellschichten einige Kombinationsmöglich-

keiten zu funktionell aktiven Rezeptoren. Jedem dieser Subtypen werden spezifi-

sche elektrophysiologische Eigenschaften zugeschrieben, die verschiedene Effekte

in der Harnblase vermitteln können (Beckel et al. 2006).

In der apikalen Membran der murinen Deckzellen werden die Untereinheiten

α5, α7, α9 und α10 exprimiert (Abb. 4.3). Da die α5-Untereinheit nur in Kom-

bination mit mindestens einer anderen α- und einer β-Untereinheit funktionelle

Rezeptoren bildet (Conroy et al. 1992, Groot-Kormelink et al. 1998, Lindstrom
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2000), können α5α7β-Rezeptoren (Crabtree et al. 1997) gebildet werden. Außerdem

können hier α7-Homomere (Couturier et al. 1990, Seguela et al. 1993) und hete-

romere α9α10-Rezeptoren (Elgohyen et al. 2001, Sgard et al. 2002) vorkommen

(Abb. 4.4). Im basalen Anteil der Deckzellen sind die Untereinheiten α4 und α7

lokalisiert. An diesen Stellen sind α4β2- oder α4β4-Heteromere (Zwart & Vijver-

berg 1997, Nelson et al. 2003) und α7-Homomere (Couturier et al. 1990, Seguela et

al. 1993) möglich. In den Intermediärzellen wurde nur die α4-Untereinheit nachge-

wiesen, so dass hier α4β2- oder α4β4-Rezeptoren (Zwart & Vijverberg 1997, Nelson

et al. 2003) gebildet werden können (Abb. 4.3, 4.4). Die Basalzellen exprimieren die

Untereinheiten α4, α7, α10 und - besonders ausgeprägt in der basalen Membran -

α5 (Abb. 4.3). Somit können in dieser Zellschicht Kombinationen aus den Unterein-

heiten α4 und α5 (α4α5β2-Rezeptoren, Ramirez-Latorre et al. 1996, Lukas et al.

1999), aus den Untereinheiten α5 und α7 (Crabtree et al. 1997) und außerdem

α7-Homomere (Couturier et al. 1990, Seguela et al. 1993) vorkommen. Da die

α10-Untereinheit bisher nur in α9α10-Rezeptoren beschrieben wurde (Elgohyen

et al. 2001, Sgard et al. 2002) und hier die α9-Untereinheit nicht lokalisiert ist,

werden α7α10-haltige Rezeptoren vermutet, für die allerdings keine Daten aus

Expressionsstudien vorliegen (Abb. 4.4).

Zusammenfassend kann dargestellt werden, dass im Urothel der Maus ein brei-

tes Spektrum von Kombinationen der einzelnen Untereinheiten möglich ist. Um

diese relativ große Anzahl von Rezeptor-Subtypen einzugrenzen, könnten in zu-

künftigen Studien die β-Untereinheiten auf Expression und Lokalisation unter-

sucht werden und die bisher nicht erfolgte zelluläre Lokalisation der α2- und

α6-Untereinheit nachgeholt werden. Außerdem könnten durch funktionelle Un-

tersuchungen die Zusammenstellung der Untereinheiten zu aktiven Rezeptoren

studiert werden. Erst dann wäre eine genaue Angabe der Subtypen möglich,

die auch in vivo gemeinsam mit den mAChR die ACh-Wirkung auf das Urothel

vermitteln.
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Abb. 4.3: Lokalisation der α-Untereinheiten des nAChR im Urothel. In der

apikalen Membran der Deckzellen kommen die Untereinheiten α5, α7, α9

und α10, in den basalen Anteilen die Untereinheiten α4 und α7 vor. Die

Intermediärzellen exprimieren die α4-Untereinheit. In der Membran der

Basalzellen sind die Untereinheiten α4, α5, α7 und α10 lokalisiert.
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Abb. 4.4: Potenzielle funktionelle Rezeptoren aus den α-Untereinheiten des nAChR

im Urothel. In der apikalen Membran der Deckzellen können α5α7-haltige

Rezeptoren (α5α7*), α7-Homomere und α9α10-Heteromere, in den basalen

Anteilen α4β2- oder α4β4-Heteromere (α4β*) und α7-Homomere gebildet

werden. In den Intermediärzellen können α4β2- oder α4β4-Heteromere, in den

Basalzellen α4α5β2-Heteromere, α5α7-haltige Rezeptoren, α7-Homomere und

eventuell α7α10-haltige Rezeptoren vorkommen.
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Acetylcholin (ACh) ist in der Harnblase nicht nur der wichtigste, für die Miktion

verantwortliche Neurotransmitter, sondern auch ein lokales Signalmolekül, das im

Urothel der Harnblase, einem non-neuronalen Gewebe, nachgewiesen wurde. Vom

Urothel freigesetztes ACh könnte ebenso wie intravesikal instillierte Anticholiner-

gika an cholinerge Rezeptoren binden. Folglich ist es von großem Interesse, ob ACh

aus dem Urothel freigesetzt werden und über autokrine/parakrine Mechanismen

auf cholinerge Rezeptoren wirken kann. Bisher liegen keine Ergebnisse darüber

vor, welche Komponenten des cholinergen Systems ACh im Urothel freisetzen.

Muskarinische Rezeptoren wurden bereits untersucht, während nicht bekannt ist,

ob im Urothel der Maus auch nikotinische Rezeptoren (nAChR) vorkommen.

In der vorliegenden Arbeit wurden die möglichen Freisetzungsmechanismen

von ACh (VAChT-vermittelte Exozytose, OCT, Mediatophor) und die liganden-

bindenden α-Untereinheiten des nAChR im Urothel der Maus untersucht. Die

verwendeten Methoden wurden an der neuronalen, cholinergen Neuroblastom-

zelllinie NS20Y etabliert. Vorkommen und subzelluläre Lokalisation von VAChT,

OCT1-3, Mediatophor und den Untereinheiten α2-α7, α9 und α10 des nAChR

wurde im abradierten Urothel mittels RT-PCR und in der gesamten Harnblase

mittels Immunhistochemie bestimmt. Im Urothel der Maus wurde weder VAChT-

mRNA noch VAChT-Protein gefunden. In der Lamina propria wurden subepithelial

gelegene, VAChT-immunreaktive Nervenfasern lokalisiert. Im abradierten Urothel

konnte OCT1- und OCT3-mRNA nachgewiesen werden. Immunhistochemisch wa-

ren OCT1 und OCT3 in der Membran der Intermediär- und Basalzellen lokali-

siert, wobei OCT1 auch in der apikalen Membran der Deckzellen vorkam. Die

Spezifität der OCT1-Markierung wurde mittels einer OCT1/2-Doppel-KO-Maus
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überprüft. Mit Ausnahme der α3-Untereinheit exprimierten die Urothelzellen alle

Untereinheiten des nAChR (α2, α4-α7, α9, α10). In den Deckzellen wurden in der

apikalen Membran die Untereinheiten α5, α7, α9 und α10 und im basalen Anteil

die Untereinheiten α4 und α7 gefunden. In den Intermediärzellen war die α4-

Untereinheit, in den Basalzellen die Untereinheiten α4, α5, α7 und α10 lokalisiert.

Da jedem Subtyp der nAChR spezifische elektrophysiologische Eigenschaften zu-

geschrieben werden, ist die Kenntnis der einzelnen Untereinheiten von großer Be-

deutung. Aufgrund der immunhistochemischen Lokalisation sind im Urothel der

Maus folgende Kombinationen zu funktionellen Rezeptoren möglich: α4β2- oder

α4β4-Heteromere, α5α7-haltige Rezeptoren, α7-Homomere und α9α10-Rezeptoren

in den Deckzellen, α4β2- und α4β4-Heteromere in den Intermediärzellen und

α4α5-, α5α7-, α7α10-haltige Rezeptoren und α7-Homomere in den Basalzellen. Die

nAChR könnten im Urothel zur Bildung und Aufrechterhaltung einer effizienten

Barriere zwischen Harn und Gewebe beitragen, die Regeneration stimulieren und

die Blasenreflexe regulieren. Die Freisetzung von ACh im Urothel der Maus erfolgt

nicht auf dem klassischen neuronalen Weg durch VAChT-vermittelte Exozytose.

Da in vorangegangenen Arbeiten ein Transport von ACh durch OCT beschrieben

wurde, kann im Urothel eine ACh-Freisetzung über OCT angenommen werden.

Aufgrund der Lokalisation von OCT1 könnte ACh sowohl ins Lumen als auch in

die Tunica mucosa freigesetzt werden. Da die OCT bidirektional transportieren

können, wäre umgekehrt auch eine Aufnahme des neuronal freigesetzten ACh ins

Urothel möglich. ACh könnte auf cholinerge Rezeptoren des Urothels und des M.

detrusor wirken. Es ist sogar denkbar, dass es über sensorische Nervenfasern der

Lamina propria die neuronale Erregbarkeit der Harnblase beeinflusst.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Studie, dass im Urothel der Maus die

Freisetzung von ACh nicht über den klassischen neuronalen Weg, sondern durch

alternative Mechanismen erfolgt. Das freigesetzte ACh kann an eine Vielzahl

nikotinischer Rezeptoren binden und dadurch verschiedenste zelluläre Signalwege

modulieren. Diese Daten könnten als Basis für die Entwicklung neuer pharmako-

logischer Interventionsstrategien urologischer Erkrankungen dienen.
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6 Summary

Acetylcholine (ACh) is not only the most important neurotransmitter of the urinary

bladder responsible for miction but also a local signalling molecule found in the

urothelium of the bladder, which is a non-neuronal tissue. ACh released by the

urothelium may bind to cholinergic receptors, similary to intravesically instilled

anticholinergica. Consequently, it is of great interest whether ACh can be synthe-

sized and released by the urothelium itself and can act upon cholinergic receptors

via autocrine/paracrine mechanisms. To date, there are no data which components

of the cholinergic system release ACh in the urothelium. Muscarinic receptors have

been investigated whereas it is unknown whether nicotinic receptors (nAChR) are

also present in murine urothelium.

In the present thesis possible release mechanisms of ACh (VAChT-mediated

exocytosis, OCT, mediatophore) and the ligand-binding α subunits of nAChR in

the murine urothelium were investigated. The methods used were established

using the neuronal cholinergic neuroblastoma cell line NS20Y. Presence and sub-

cellular localization of VAChT, OCT1-3, mediatophore and subunits α2-α7, α9,

and α10 were established in abraded urothelium by RT-PCR and in the entire

urinary bladder by immunohistochemistry. In murine urothelium neither VAChT

mRNA nor VAChT protein were found. In the lamina propria subepithelial VAChT

immunolabelled nerve fibres were localized. In abraded urothelium OCT1 and

OCT3 mRNA were detected. Immunohistochemistry showed a location of OCT1

and OCT3 in the membrane of the intermediate and basal cells, OCT1 also being

present in the apical membrane of the umbrella cells. The specificity of the OCT1

immunolabelling was verified using an OCT1/2 double knockout mouse. All sub-

units of nAChR except the α3 subunit, i.e. subunits α2, α4-α7, α9, α10, were
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expressed by the urothelium. In the umbrella cells, subunits α5, α7, α9, and α10

were found in the apical membrane, subunits α4 and α7 in the basal area. In the

intermediate cells subunit α4, in the basal cells subunits α4, α5, α7, and α10 were

localized.

Since specific electrophysiological properties are ascribed to each subtype of

nAChR, the knowledge of the individual subunits is of great importance. Accor-

ding to immunohistochemical localization, the following assemblies into functional

receptors must be considered: α4β2 or α4β4 heteromeres, α5α7 containig receptors,

α7 homomeres, and α9α10 receptors in umbrella cells, α4β2 and α4β4 heteromeres

in intermediate cells and α4α5, α5α7, α7α10 containing receptors and α7 homome-

res in basal cells. The nAChR may contribute to the formation and maintenance of

an efficient barrier between urine and tissue, stimulate regeneration and regulate

bladder reflexes. In murine urothelium ACh is not released in the classical neuro-

nal way via VAChT-mediated exocytosis. Since in previous studies transportation

of ACh by OCT has been described, a release of ACh by OCT in the murine

urothelium may be assumed. The localization of OCT1 suggests a release of ACh

into the lumen as well as into the tunica mucosa. In view of the bidirectionality

of OCT, transportation of neuronally released ACh into the urothelium must also

be considered. ACh might work on cholinergic receptors of the urothelium and of

the m. detrusor. It is even conceivable that it affects the neuronal excitibility of the

urinary bladder via sensory nerve fibres in the lamina propria.

In conclusion, the present study demonstrates that ACh in the murine urothe-

lium is not released in the classical neuronal way but by alternative mechanisms.

The ACh released may bind to a multitude of nicotinic receptors and hence in-

fluence various cellular signalling pathways. These data might serve as the basis

for the development of new pharmacological strategies for treatment of urological

disorders.
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Dvorakova M, Lips KS, Brüggmann D, Slavikova J, Kuncova J, Kummer W (2005) Deve-
lopmental changes in the expression of nicotinic acetylcholine receptor alpha-subunits in
the rat heart. Cell Tissue Res 319:201-209
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Birkhäuser Verlag Basel, 25-62

Wessler I, Roth E, Deutsch C, Brockerhoff P, Bittinger F, Kirkpatrick CJ, Kilbinger H (2001)
Release of non-neuronal acetylcholine from the isolated human placenta is mediated by
organic cation transporters. Br J Pharmacol 134:951-956

Wonnacott S (1997) Presynaptic nicotinic ACh receptors. Trends Neurosci 20:92-98

130



7 Literaturverzeichnis

Wonnacott S, Sidhpura N, Balfour DJ (2005) Nicotine: from molecular mechanisms to
behaviour. Curr Opin Pharmacol 5:53-59

Wonnacott S, Wilkie GI, Soliakov L, Whitaker P (1995) Presynaptic nicotinic autoreceptors
and heteroreceptors in the CNS. Clarke PB, Quik M, Adlkofer F, Thurau K (eds) Effects
of Nicotine on Biological Systems II. Advances in Pharmacological Sciences. Birkhäuser
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