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Zusammenfassung
Das Urothel der Harnblase bildet in seiner oberen Deckschicht eine osmotische

Barriere zwischen dem Urin und der Peripherie des Korpers. Die apikale
Membran der Deckzellen des Urothels ist mit zweidimensionalen kristallinen
Plaques versehen, welche aus den Uroplakinen (UPKla, UPKIb, UPKII, UPKIllla
und UPKIIIb) gebildet werden. Die Uroplakine beteiligen sich an der Regulation
der Permeabilitat, Stabilitat und Barrierefunktionen der Harnblasen. Die
Anpassung der funktionellen Kapazitat der Harnblase wahrend des
Miktionszyklus wird von einem molekularen Uhrwerk gesteuert, es ist jedoch
noch wenig uber die rhythmische Expression von Uroplakinen bekannt.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Uroplakinexpression im Tagesgang zu untersuchen.
Hierfur wurden sowohl die Immunreaktivitat als auch die relative mRNA
Expression der Uroplakine im Urothel der Harnblase uber 24 Stunden in vier
Stunden Intervallen untersucht. Als Versuchstiere dienten C57BI/6 Mause, die
einer 12 Licht- und 12h Dunkelphase ausgesetzt waren. Um den Einfluss des
molekularen Uhrwerkes auf die Uroplakinexpression zu untersuchen, wurden im
Weiteren Mause mit einer gezielten Deletion des essenziellen Uhrengens
Bmal1 verwendet. Bei UPKIla, Ib, Il und llla konnte ein Anstieg der Ir in der
Lichtphase beobachtet werden. Da bei der Maus die Licht- als auch die
Ruhephase miteinander einhergehen und dies der verminderten
Miktionsfrequenzphase entspricht, kann die Zunahme der Ir der UPKs mit einer
zunehmenden Fullung der Harnblase assoziiert werden. Allerdings zeigte die
relative  mRNA  Expression aller untersuchten Uroplakine keine
tageszeitabhangige Schwankung. Dies deutet daraufhin, dass die Transkription
wahrscheinlich nicht rhythmisch reguliert wird und es sich daher nicht um
Zielgene des molekularen Uhrwerks handelt. Um Tageszeit-abhangige
Veranderungen in der subzellularen Lokalisation der Uroplakine zu analysieren,
wurde exemplarisch UPKIla in unterschiedlichen Zellfraktionen mittels
Immunoblot analysiert. Die subzellulare Lokalisation von UPKla zeigte keine
Tag-/Nachtunterschiede. Auch konnte kein Effekt einer gezielten Deletion des
Bmal1-Gens auf Tag-/Nachtunterschiede zwischen den einzelnen Uroplakinen
nachgewiesen werden. Diese Arbeit zeigt somit eine tageszeitabhangige
Expression von Uroplakinen im Urothel der Harnblase, wobei der Rhythmus

jedoch nicht auf transkriptioneller Ebene gesteuert wird.



Time-dependent changes in uroplakin expression in the

murine bladder

The urothelium of the urinary bladder forms an osmotic barrier between the
urine and the interstitial body fluid in its upper cover layer. In addition, it ensures
adaptability to various filling conditions during the micturition cycle. The apical
membrane of the urothelium is provided with two-dimensional crystalline
plaques, which are formed from the uroplakins (UPKIla, UPKIb, UPKII, UPKIllla
and UPKIIIb). The uroplakins participate in physiological processes of the
bladder, in which they regulate the permeability and the stability. The adaptation
of the functional capacity of the bladder during the micturition cycle is controlled
by a molecular clockwork. However, little is known about the rhythmic
expression of uroplakins. The aim of this work was therefore to investigate
uroplakin expression in the diurnal course. For this purpose, immunoreactivity
and relative mRNA expression of the uroplasins in the urothelium of the bladder
were studied over 24 hours at 4 hour intervals. The experimental animals were
C57BI /6 mice, which were exposed to a 12 h light and 12 h dark phase. In
order to investigate the influence of the molecular clockwork on uroplakin
expression, mice with a targeted deletion of the essential clock gene Bmal1
were also used. All uroplakins examined here showed a variation with time of
day. In UPKIa, Ib, Il and Illa an increase of Ir in the light phase was observed.
Since the mouse is the light phase of the resting phase and thus the phase with
a reduced frequency of micturition, the increase in the Ir of these UPKs is thus
associated with an increasing filling of the bladder. However, the relative mRNA
expression of all investigated uroplakins did not show a daily time-dependent
variation. This suggests that the transcription of the uroplakins is unlikely to be
rhythmically regulated and, therefore, are not targeting genes of the molecular
clockwork. To analyze time-dependent changes in the subcellular localization of
uroplakins, UPKla was analyzed by immunoblot in different cell fractions. The
subcellular localization of UPKla showed no day / night differences, the largest
proportion could be detected in each case in the cytoskeletal fraction. Also no
effect of a targeted deletion of the Bmal1 gene could be detected on day / night
differences between the Individual uroplakins. This work thus shows a time-
dependent expression of uroplakins in the urothelium of the bladder. However,

this rhythm is not controlled at the transcriptional level.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Harnblase

1.1.1 Makroskopische Anatomie der Harnblase

Die Harnblase ist ein muskulares Hohlorgan und dient als Reservoir fur den aus
den Nieren kommenden Urin. Makroskopisch wird sie von kranial nach kaudal
in einen Apex, Corpus, Fundus und einen in die Harnrohre einmiundenden
Cervix unterteilt (Abb.1.1) [1].

Harnblase, Corpus Harnblase, Cervix Rektum

Harnblase, Apex Harnblase, Fundus Harnrohre Vagina

Abb.1.1 Sagittalschnitt Harnblase: Makroskopische Ansicht einer in der Median-
Sagitallebene durchtrennten, humanen Harnblase. Zu sehen ist hier der untere Harntrakt einer
Frau. Deutlich wird hier die enge Lagebeziehung der Harnblase gegeniiber des Os pubis,

Vagina und Rektum.
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Beim Menschen ist die Harnblase im Spatium extraperitoneale pelvis zu finden,
welches wiederum in ein Spatium subperitoneale und Spatium retropubicum
unterteilt wird. Sie liegt gut geschutzt hinter der Symphysis pubica des Os pubis
[2]. Kraniodorsal der Symphyse liegt die Harnblase dem Peritoneum urogenitale
auf, welches bei Volumenzunahme die Ausbreitung in kranialer Richtung
ermdoglicht [3]. Befestigt ist die Harnblase am Apex Uber das Lig. umbilicale
medianum, welches zum Nabel zieht und embryologisch bedingt den
obliterierten Urachus enthalt [2]. Das Lig. pubovesicale bei der Frau wie auch
das Lig. puboprostaticum beim Mann bilden die ventrale Befestigung der
Harnblase [4]. Von dorsal wird sie von den Ligg. rectovesicalia und zusatzlich
beim Mann uber die Ligg. rectoprostatica befestigt. Kaudal liegt die Harnblase
dem Diaphragma pelvis auf. Beim Mann liegt die Prostata direkt unter dem
Fundus und wirft die Uvula vesicae auf, welche zum unwillkirlichen
Verschlussmechanismus der Harnblase zahlt [1, 2, 5]. Die dorsale Befestigung
wird durch den M. rectovesicalis sichergestellt, welcher mit der Vorderflache
des Os sacrums fest verwachsen ist. Enge Beziehungen zu anderen Organen
bestehen fur beide Geschlechter zum Rektum [5]. Beim Mann besteht darltiber
hinaus eine topografische Nahe zur Prostata sowie bei der Frau zur Vagina und
zur Cervix uteri [4].

Durch die paarig angelegten Ureteren wird die Harnblase mit dem Urin aus den
Nieren gespeist. Sie munden von caudodorsal, nach kurzem intramuralem
Verlauf in das Hohlorgan ein und bilden hierbei die Ostiae ureterae, welche
zugleich die aulRere Begrenzung des Trigonum vesicae darstellen. Es handelt
sich dabei um ein faltenfreies Dreieck zwischen den Uretereinmindungen und
dem Anfang der Urethra. In der Zystoskopie erscheint Trigonum vesicae leicht
schimmernd [2, 5].

Das Fassungsvermogen der Harnblase betragt beim Menschen bei normaler
korperlicher Konstitution ca. 500 bis 1500ml, wobei es ab einer Fullung von ca.
250 bis 500ml zu allmahlichem Harndrang kommt [6].

Das Paracysticum, welches aus dem Plexus venosus vesicalis und dem
umliegenden Fett- und Bindegewebe besteht, umgibt die Harnblase von beiden
Seiten und ermdoglicht die seitliche Ausdehungsfahigkeit [7]. Zu etwa 2/3 wird

die Harnblase Uber die paarigen Aa. vesicales superiores aus der A. umbilicalis,
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die aus der A. iliaca interna entspringt, mit arteriellem Blut versorgt [1]. Die
dorsale arterielle Durchblutung wird durch die paarigen Aa. vesicales inferiores,
welche ebenfalls aus der A. iliaca interna hervorgehen, gewahrleistet [1, 8].
Venos wird die Harnblase Uber submukdse, intramuskulare und superficial
gelegene Plexus, die sich zu einem Plexus venosus vesicalis
zusammenschlielen und in die Vv. iliacae internae munden, drainiert. Supportiv
erfolgt der vendse Abfluss beim Mann daruber hinaus uUber den Plexus venosus
prostaticus und bei der Frau Uber den Plexus venosus vaginalis [4]. Die Lymphe
wird bei der Harnblase Uber zwei unterschiedliche Stationen abgeleitet: die
obere und seitliche Blasenwandregion uber die NII. lymphatici iliaci externi und
die Blasenvorderwand und der Blasenfundus Uber die NI. lymphatici iliaci
interni [8]. Als gemeinsame Endstrecke geht die Lymphe Uber die lumbalen
Lymphknotenstationen NIl. iliaci communes et intermedii zur Cysterna chyli und
in den darauffolgenden Ductus thoracicus [9].

Fur die Regulation der Harnblasenentleerung spielen sowohl das vegetative als
auch das somatische Nervensystem eine wichtige Rolle. Fur die reflektorische
Harnblasenentleerung wird der Dehnungszustand der Harnblase uber
viszeroafferente Nervenfasern in der Harnblasenwand an praganglionare
viszeroefferente Nervenzellen im sakralen Miktionszentrum Ubermittelt. Eine
Umschaltung erfolgt im Plexus hypogastricus inferior (Sympathikus) bzw. in
intramuralen Ganglien (Parasympathikus). Von hier ziehen postganglionare
viszeroefferente Nervenfasern zum M. detrusor vesicae. Eine Aktivierung der
parasympathischen Nervenfasern fuhrt zur Freisetzung von Acetylcholin und
ATP und somit zur Kontraktion des Muskels. Dieser spinale Reflexbogen wird
vom somatischen Nervensystem moduliert. Postganglionare sympathische
Nervenfasern bewirken hingegen ein Erschlaffen des M. detrusor vesicae und
eine Kontraktion des M. sphincter vesicae internus und wirken somit der Miktion
entgegen.

Ubergeordnete supraspinale Miktionszentren befinden sich in der Formatio
reticularis des Hirnstammes sowie im Frontallappen des Telencephalons [10].
Diese projizieren Uber inhibitorische Interneurone zu den viszeroefferenten,
aber auch zu somatoefferenten a-Motoneuronen im sakralen Miktionszentrum.
Die Fasern der somatoefferenten a-Motoneurone ziehen ohne Umschaltung

zum M. sphincter vesicae externus. Die Einleitung der willkirlichen Miktion
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erfolgt durch Enthemmung des spinalen Reflexbogens und durch Entspannung
des M. sphincter vesicae externus. Der Miktionsvorgang beginnt mit der
Kontraktion des M. detrusor vesicae, durch dessen Anspannung und der
gleichzeitigen Kontraktion des Trigonum vesicae sich die Uretereinmindungen
verschlieBen, um einen Reflux des Urins in die Harnleiter zu verhindern.
Parallel steigt der Druck in der Harnblase an, durch den sich das vendse Blut
aus der Uvula vesicae entleert. Der Urethra weitet sich durch die Kontraktion
des M. pubovesicalies und M. rectovesicalis aus, die beiden Sphinkter

erschlaffen und es erfolgt die Miktion [2, 5].



Einleitung

1.1.2 Mikroskopische Anatomie der Harnblase

Die Harnblasenwand besteht aus einer Tunica mucosa, einer Tela submucosa
und einer Tunica muscularis sowie aus einer mit dem umliegenden
Bindegewebe kommunizierenden Tunica adventitia, die in ventraler Lage zu
finden ist (Abb.1.2). Kranio-dorsal ist die Harnblase von einer Tunica serosa
umgeben, durch welche die Mobilitat gegen umliegende Nachbarorgane bei

stetiger Harnblasenfullung gewahrleistet wird [11].

Tunica
mucosa

Tela
submucosa

Tunica
muscularis

Tunica
serosa

Abb.1.2 Mikroskopischer Schnitt durch die Schichtung einer menschlichen Harnblase:
Die Abbildung zeigt die Tunica mucosa, Tela submucosa,Tunica muscularis und die Tunica

serosa. Farbung: Goldner-Elastica, Mafstab: 100um, 20x Vergréerung

Bei der Tunica adventitia handelt es sich um die &uBere Schicht im
mikroskopischen Aufbau des ableitenden Harntraktes. Uber Blut und
LymphgefalRe kommuniziert sie mit ihnrer Umgebung. Des Weiteren finden die
Afferenzen sowie Efferenzen der nervalen Versorgung hier ihren Eingang [12].

Die Tunica muscularis besteht aus glatten Muskelzellen und ist dreigeteilt. Zu
ihr zahlen von innen nach aul’en, das Stratum longitudinale internum, das
Stratum circulare und das Stratum longitudinale externum, welche sich jedoch
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nicht in jedem Abschnitt der Harnblase unterscheiden lassen kénnen [4]. Es
handelt sich dabei im Bereich der Harnblase um eine sehr kraftige
Muskelschicht, die im Gesamtbild als M. detrusor vesicae bezeichnet wird.
Dieser wird von postgangliondren parasympathischen Nervenfasern
viszeroefferent innerviert. Zwischen der Tunica muscularis und Tunica mucosa
befindet sich die Tela submucosa, die gemeinsam mit der Lamina propria der
Mucosa Schleimhautfalten aufwerfen. Sie dienen als Reserve bei intraluminalen
Volumenanderungen [12]. In der Lamina propria befinden sich die
viszeroafferenten Nervenfasern, die den Fullungszustand der Harnblase an das
ZNS vermitteln. Zwischen Lamina propria und Lamina epithelialis befindet sich
eine duinne Basallamina. Die Lamina epithelialis kleidet das Lumen der
Harnblase aus. Es handelt sich um ein sog. Ubergangsepithel bzw. Urothel, das

mindestens aus drei Zellschichten besteht. Dem Stratum basale, Stratum

intermedium und Stratum superficiale. Die Zellen des Stratum superficiale
werden als Deckzellen bezeichnet (Abb.1.3) [13].

Deckzelle

Intermediare Zelle

Basalzelle

Lamina propria

Abb.1.3 Mikroskopische Ansicht des Urothels: Die Abbildung zeigt ein bovines Urothel aus
der Sammlung des Instituts fur Anatomie Il des Universitatklinikum Disseldorf, Farbung:
Goldner-Elastica. Malstab: 50pm, 400x Vergréflerung
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Sie besitzen bis zu zwei Zellkerne und weisen eine lockere Zellstruktur auf, die
bei der Fullung der Harnblase gedehnt wird und abflacht [4]. Die Deckzellen
sind besonderen mechanischen und chemischen Reizen ausgesetzt, wie unter
anderem dem unterschiedlichen Fullungszustand der Harnblase, den
verschiedenen osmotischen Zusammensetzungen des Urins sowie auch pH-
Wert-Schwankungen, die je nach Erndhrung und Wasserhaushalt variieren
konnen [14]. Es handelt sich dabei um eine effektivere Barriere als die der
menschlichen Haut [15, 16]. Die Aufgaben dieser Zellen sind somit recht
vielfaltig und bestehen unter anderem in einer gewissen Flexibilitat und
Dehnbarkeit sowie einer osmotischen Barrierefunktion. Die Dehnbarkeit des
Urothels wird durch eine Exozytose von Vesikeln erklart, die bei zunehmender
Harnblasendehnung in die apikale Zellmembran der Deckzellen eingebaut
werden [5]. Die Barrierefunktion selber wird zum einen dadurch gewahrleistet,
dass der Interzellularraum der Deckzellen stark durch Zonulae occludentes
abgedichtet ist und somit der parazellulare Weg des hyperosmolaren Urins ins
Interstitium verhindert wird [14]. Zum anderen weist die apikale Zellmembran
der Deckzellen eine Differenzierung auf, die als "Crusta" (Kruste) bezeichnet
wird. Sie besteht aus plattenartigen Verdichtungen (sog. Plaques), die sich aus
einem dichten Netz von Intermediar- und Aktinflamenten zusammensetzen und
in Uroplakine eingelagert sind. 70% bis 90% der Zelloberflache der Deckzellen

sind mit diesen urothelialen Plaques bedeckt [17].

1.1.3 Uroplakine

Bei den Uroplakinen handelt es sich um vier verschiedene
Transmembranproteine, die als Bestandteile der urothelialen Plaques fungieren
[18]. Sie erflllen die Rolle einer osmotischen Barriere auf zellularer Ebene, in
dem sie sich zu ,Asymmetrischen Unit Membranen® (AUM) in der apikalen
Membran der Deckzellen zusammenschlieBen. Dieses lasst sich
elektronenmikroskopisch darstellen [19]. Mittels Exozytose werden die
Uroplakine, je nach Fullungs- bzw. Dehnungsreizen, welchen der Harntrakt

ausgesetzt ist, in Vesikeln zur Membranoberflache transportiert [19-21].
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Die AUM selber besteht und entsteht aus einer Ansammlung der vier
Uroplakinen UPKIla, UPKIb, UPKII, UPKIII [21]. UPKIIl kann weiterfuhrend in
Illa und in einer untergeordneten Isoform llIb unterschieden werden [18].
Aufgrund dieser Proteine, im Zusammenspiel mit der interzellularen
Barrierefunktion (Tight junctions), handelt es sich im Urothel um eine sehr
effektive Barriere zwischen Urin und dem darunter liegendem Bindegewebe
mitsamt der Blutgefalle [14]. Die Synthese der Uroplakine erfolgt im
endoplasmatischen Retikulum, wo sie zu Heterodimeren zusammengefligt
werden [22-25]. Erst nach dieser Interaktion kdnnen die Uroplakine im weiteren
Verlauf den Golgi-Apparat und das endoplasmatische Retikulum mittels
fusiformer Vesikel verlassen. UPKla und UPKII sowie UPKIb und UPKIlla bilden
je ein Heterodimer. Nur bei UPKIb ist bekannt, dass es einzeln vorliegend zur
Plasmamembran gelangen kann [24, 26].

Die fusiformen Vesikel haben die Funktion, die Uroplakine in die apikale
Membran zu transportieren [17, 27]. Dabei wird zwischen einer frihen und
spaten Phase unterschieden. In der frihen Phase werden durch
Harnblasendehnung mechanosensitive  Calcium-Kanale  aktiviert.  Die
Depolarisation der Membran fuhrt zu einer ersten Verschmelzung der
fusiformen Vesikel mit dieser [28]. In der spaten Phase sind vor allem autokrine
Mechanismen entscheidend. Es kommt hier vermutlich zu einer EGFR-
Aktivierung nach metalloproteinasenabhangiger Freisetzung von HB-EGF [29,
30]. Dadurch werden Gen- und Proteinexpressionen in der Zelle aktiviert und es
kommt zur Neusynthese von Vesikeln, welche in die Membran eingebaut
werden konnen [15]. Der zielgerichtete Transport zur apikalen Zellmembran
wird durch die Proteine Rab27b, Rab11a, Syntaxin-1, SNAP-23 und
Synaptobrevin Uber das Aktinzytoskelett gesteuert [31-33].

Sind die neu gebildeten fusiformen Vesikel an der apikalen Plasmamembran
angekommen, werden auch diese mittels Fusion integriert, woraus letztlich eine
Oberflachenzunahme resultiert [22, 27, 34-36].
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Wie zuvor beschrieben, bilden UPKla und UPKIl sowie UPKIb und UPKIlla je
ein Heterodimer [34]. Diese legen sich wiederum zu einem inneren Ring,
bestehend aus UPKla und UPKII sowie einem auflleren Ring aus UPKIb und
llla, zusammen (Abb.1.4) [19]. Diese Ringe bestehen je aus sechs inneren und
sechs auleren Heterodimeren, welche sich zu einem Hexagon verbinden [37].
Im Durchmesser sind diese ca. 12 bis 16 nm grof3 und als kristalline Struktur
angeordnet. In der Mikroskopie sind sie insbesondere auf der luminalen Seite
des Urothels zu erkennen [21].

AuRerer Ring

UPKIb/
UPKllla

UPKIb/
UPKllla

Innerer Ring

UPKla/UPKII UPKla/UPKII

UPKIb / UPKla/UPKII UPKIa/UPKII UPKIb /
UPKIlla UPKllla

UPKla/UPKII UPKla/UPKII

UPKIb /
UPKllla

UPKlb /
UPKllla

Heterodimer

Abb.1.4 Schematische Darstellung eines durch Uroplakine gebildeten Hexagons: Die
Zusammensetzung der Uroplakinheterodimere unterscheidet sich zwischen einem inneren
(blau) und einem &ufleren Ring (gelb). Modifiziert nach Wu, X.R. [21].

Die luminal gelegene Seite ist circa doppelt so dick wie die anderen. Hieraus
ergibt sich die AUM [19]. Zwischen den Plaques befinden sich
Plasmamembran-Domanen, die als ,Hinge-Membranen® bezeichnet werden
(Abb.1.5). Diese machen ca. 10 bis 30% der Oberflache aus [38].
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A) Hinge-Membran

&

Plaque

./ Aufieres Blatt

B) Hinge-ruiembran%j_

—\\ Inneres Blatt

Abb.1.5 Schematische Darstellung der Plaques und der Hinge-Membran. (A) Um die
Hinge-Membran hervorzuheben, ist diese in einem dunkleren Blau dargestellt. (B)
Schematischer Aufbau eines diskoiden Konstruktes, die im Zytoplasma und in der apikalen
Plasmamembran vorkommt. Modifiziert nach Wu, X.R. [21] und Staehelin, L. [39].

Zusammen bilden diese Strukturen ein diskoides Konstrukt, welches sich in
hoher Dichte sowohl in der apikalen Plasmamembran als auch im Zytoplasma
der Deckzellen befindet [40, 41].

Des Weiteren wird beschrieben, dass die Vesikel untereinander sowie auch mit
dem Zytoskelett Uber zytoplasmatische Aktin-Filamente verbunden sind. Diese
Filamente haben die Aufgabe, die Plaques in der Membran zu halten und die
Expansion des Harnblasengewebes wahrend der Dehnung zu limitieren, um so
einer moglichen Ruptur des Gewebes vorzubeugen (Abb1.6) [15, 39].

Dartber hinaus wird die Festigkeit der Tight junctions und Desmosomen im

Uroepithelium durch die zytoplasmatischen Filamente unterstutzt [42].
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Apikal

Tight junction

Desmosom

Abb.1.6 Schematische Darstellung der Uroplakine in der apikalen Membran der
Deckzellen. Die Uroplakine sind sowohl Uber Zytoskelett untereinander als auch mit den

umliegenden Strukturen verbunden. Modifiziert nach Zhou, G und Lewis A.S. [34, 41].

Die Uroplakine sind essenziell fur die AUM. UPKIlla-“Knock-out® Mause zeigen
eine Reduktion der AUM, bei UPKII-KO Mausen fehlt diese im Gesamten. Die
Konsequenzen sind vermehrte Anomalien im Harntrakt sowie eine erhdhte Rate
von Nierenversagen. Haufig stehen diese in Zusammenhang mit einem
vesikorenalen Reflux (VUR), welcher im schlimmsten Fall zu einer
Hydronephrose und konsekutivem Nierenversagen fuhren kann [26, 43, 44].
Ebenfalls wurden erhdhte Retentionsparameter in Blutproben dieser Mausen
festgestellt, was die Wichtigkeit der Uroplakine fur die Barrierefunktion der
Blut/Harnschranke bestatigt [26]. Dartuber hinaus werden Harnwegsinfektionen
mit Escherichia coli im Zusammenhang mit UPKla und UPKIb gebracht. E. coli
ist in der Lage sich mit seinem Fimbrium an UPKla und Ib adhasiv zu binden.
So kann das Bakterium in der Harnblase verweilen [45]. In der Onkologie
werden Uroplakine momentan als Diagnose- und Verlaufsparameter fur
Urothel-, Mamma- und Prostatakarzinome diskutiert [46-48]. Da Uroplakine als
Marker der terminalen Differenzierung des Urothels gesehen werden, wurde
zunachst ihre Verringerung in der Genese von urothelialen Karzinomen (UC)
vermutet [49]. Es zeigte sich jedoch, dass Uroplakine auch in fortgeschrittenen
UC nachgewiesen werden. Sie sind dann nicht nur in der apikalen
Plasmamembran, sondern auch in anderen Kompartimenten, z.B. in der
basalen Zellmembran zu finden, sodass es bei der Tumorentstehung nicht zum

Verlust der Uroplakin-Expression kommt [47, 49]. Es ist momentan jedoch
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wenig Uber die Funktion der Uroplakine im Urothelkarzinom bekannt. Es konnte
aber gezeigt werden, dass in invasiven Urothelkarzinomen die Verminderung

der Uroplakinexpression mit einer schlechteren Prognose einhergeht [49].

1.2 Das zirkadiane System

Rhythmische Anderungen in Verhalten und in physiologischen Prozessen im
Korper wie z.B. Schlaf-wach-Phasen, Nahrungsaufnahme, Miktionsverhalten,
Stoffwechselaktivitat und Hormonsekretion folgen nicht rein reflektorisch dem
Tag-/Nachtrhythmus, sondern laufen auch unter konstanten
Beleuchtungsverhaltnissen mit einer Periodenlange von ungefahr 24 Stunden
weiter. Es wird daher von zirkadianen Rhythmen gesprochen. Diese werden
von einem zirkadianen System gesteuert, das sich frih im Laufe der Evolution
entwickelt hat, um den Tag-/Nachtrhythmus zu antizipieren und dadurch zeitlich
begrenzte Ressourcen optimal auszunutzen [50]. Die zentrale Komponente
dieses Systems, der zirkadiane Schrittmacher, ist im Nucleus
suprachiasmaticus (SCN) des vorderen Hypothalamus lokalisiert. Ohne den
SCN kommen die zirkadianen Rhythmen zum Erliegen. Die Rhythmen in
Physiologie und Verhalten folgen dann lediglich reflektorisch den
Beleuchtungsverhaltnissen [51]. Der SCN wird jedoch durch Licht auf die
Phasenlage und die Periodenlange der Beleuchtungsverhaltnisse eingestellt
[52]. Die Lichtinformation wird in der Retina wahrgenommen und uber einen
Anteil des Sehnervs, den retinohypothalamischen Trakt, an den SCN vermittelt
[53]. Der SCN steuert seinerseits Uber rhythmische neuronale und humorale
Signale untergeordnete Oszillatoren in Gehirn und Peripherie. Eine wichtige
neuronale Projektion des SCN zieht zum Nucleus paraventricularis, der ein
wichtiges praautonomes Zentrum darstellt. Somit nimmt der SCN Einfluss auf
rhythmische Veranderungen im Sympathiko-/Parasympathikotonus und steuert
dadurch rhythmische Veranderungen der Organfunktionen. Wichtige humorale
Faktoren im zirkadianen System sind Melatonin [54] und Glukokortikoide [55].
Auf zellularer Ebene wird der zirkadiane Rhythmus der Genexpression und
somit der Zellfunktion von einem molekularen Uhrwerk gesteuert. Dieses
besteht aus transkriptionalen/translationalen Ruckkopplungsschleifen von

Uhrengenen [56]. Wesentliche Elemente dieser Ruckkopplungsschleifen sind
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die Transkriptionsfaktoren Bmal1 und Clock sowie die inhibierenden
Regulatoren der Genexpression, die Periods (Pers) und Cryptochrome (Crys)
[51, 57].

Die Transkriptionsfaktoren Bmal1 und Clock bilden ein Heterodimer, das an E-
box Elemente in der Promotorregion einer Vielzahl von Genen binden [57].
Dazu gehoren auch die Pers und Crys. Wenn diese in ausreichender Menge
transkribiert und translatiert wurden, dimerisieren diese ebenfalls und hemmen
die Aktivitat der Bmal1/Clock-Heterodimere. Dadurch schliel3t sich die
Ruckkopplungsschleife. Die Per- und Cry-Proteine werden phosphoryliert und
anschlielend degradiert. Somit startet nach ca. 24 Stunden ein neuer Zyklus
wieder von vorne [58]. In einer sog. positiven Ruckkopplungsschleife steuert der
Transkriptionsfaktor Reverba gemeinsam mit RORa die Transkription von Clock
und Bmal1 (Abb.1.7). Dieses molekulare Uhrwerk steuert die rhythmische
Expression von sog. uhrengenkontrollierten Genen und somit die rhythmische
Zellfunktion. Dieses molekulare Uhrwerk befindet sich nicht nur in den SCN
Neuronen, sondern in nahezu jeder Korperzelle. So stellt jede Korperzelle einen
zirkadianen Oszillator dar. Der SCN synchronisiert Uber neuronale und
humorale Faktoren des zirkadianen Systems die zirkadianen Oszillatoren,
sodass die jeweilige Organfunktion optimal auf die entsprechende Tageszeit

abgestimmt ist.
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Abb.1.7 Darstellung des molekularen Vorganges und der Koordination des zirkadianen

Rhythmus in einer Saugetierzelle. Es wird die Interaktivitat des positiven (griin) und negativen
(rot) Feedbackmechanismus dargestellt. Clock und Bmal1 bilden ein Heterodimer und
aktivieren die Transkription von Per und Cry. Bei zunehmendem Anstieg der Per und Cry
Konzentrationen kommt es hier ebenfalls zur Heterodimerisierung, die eine Inhibierung bewirkt
[57].

Auch die Funktion von Niere und Harnblase unterliegt dem Einfluss des
zirkadianen Systems [51]. Die Miktionsrate bei Saugern ist in der Schlafperiode
gegenuber der Wachperiode deutlich verringert. Dieses wird durch drei
Faktoren bedingt, die geringere nachtliche Hirnaktivitat, die geringere nachtliche
Urinproduktion in der Niere und eine Erhohung der funktionalen Blasenkapazitat
[59]. Nachtliche Enuresis bei Kindern und Nykturie bei Alteren sind zwei haufige
klinische Symptome, die durch ein Mismatch zwischen diesen genannten drei
Faktoren wahrend der Schlafphase entstehen. In diesem Zusammenhang
wurde von Negoro et al. eine Untersuchung zur tageszeitlichen Veranderungen
des Miktionsrhythmus bei Mausen durchgefuhrt [60]. Es zeigte sich, dass der
Miktionsrhythmus der Maus vom zirkadianen System gesteuert wird. Auf

molekularer Ebene war in der Harnblase die typische zirkadiane Oszillation der
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Uhrengene, aber auch des Gap-junction Proteins Connexin 43 (Cx43)
nachweisbar. Vermutlich steuert Reverba die Cx43 Expression. Ein
Doppelknockout von Cry1 und Cry2 fuhrt zur Pertubation des Miktionsrhythmus.
Wiederum fuhrt ein Verlust von Cx43 zu einer geringeren Urinkapazitat der
Harnblase [60].
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1.3 Zielsetzung dieser Dissertation

Die Harnblasenfunktion unterliegt nachgewiesenermalien tageszeitlichen
Schwankungen. In UPKII- und UPKIlla-KO Mausen finden sich vermehrt
Anomalien im Harntrakt sowie eine erhdohte Rate von Nierenversagen, haufig im
Zusammenhang mit einem vesikouretralen Reflux (VUR) oder einer
Hydronephrosis. Auch sind allgemeine urodynamische Veranderungen bei
diesen Mausen bekannt [43, 44].

Im Rahmen dieser Dissertation soll untersucht werden, ob die Uroplakine in der
Harnblase der Maus einer Tageszeit-abhangigen Schwankung unterliegen. Im
Weiteren sollen im Anschluss nach Unterschieden im Nachweis von
Uroplakinen im Urothel der Harnblase zwischen der Bmal1 KO und der C57BI/6
Maus gesucht werden.

Aufgrund der deutlichen Unterschiede der Immunreaktivitat von UPKIa in der
Zeitreihe, und im Vergleich von Bmal1-defizienten Mausen zu Wildtypmausen
bei den Zeitpunkten ZT06 und ZT18, ergab sich die Frage, ob auch ein
verandertes zellulares Shuttling vorliegt, sodass im Verlauf dieser Dissertation
eine Untersuchung mittels Westernblot Aufschluss geben sollte. Bei einer
moglichen diurnalen Expression der Uroplakine, konnte sich ein vollig neuer

Ansatz zur Therapie von Harnblasenerkrankungen ergeben.
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2. Material und Methoden

Die Substanzen, die fur diese Untersuchungen verwendet wurden, stammten
sofern nicht anders angegeben, alle von Sigma - Aldrich (Munchen), Merck
(Darmstadt), Qiagen (Hilden), Santa Cruz (Dallas, USA), Bio-Rad (Munchen),
Vector Laboratories (Burlingame, USA), Peqlab (Erlangen) oder Roth
(Karlsruhe). Zur Herstellung der Losungen wurde Reinstwasser aus einer Milli-

Q-Anlage (Millipore, Eschborn) verwendet.

2.1 Materialien und Gerate

2.1.1 Losungen fur die Gewebe Fixierung/Entnahme

4% Paraformaldehydlosung

20% Saccharose (=Sucrose)-Losung (Gefrierschutz)

2.1.2 Losungen fur die Immunhistochemie

PBS 10x
o 10 mM Naz2HPO4x 2 H20
o 1,48 mM KH2PO4
o 2,68 mM KCL
o 137 mM NaCl
PBS 1x
o 1mM Naz2HPO4x 2 H20
o 0,215 mM KH2PO4
o 0,27 mM KCL
o 13,7 mM NaCl

PBS mit Triton x-100
o PBS 1x
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213

o 0,3% Triton x-100

Diaminobenzidin (DAB) — Stockldsung 50mg/ml Blockpuffer
o PBS 1x
o 0,3% Triton x-100,
o 1% BSA, Albumin Fraktion V, biotinfrei,

o 3% Normalserum

1xPBS mit 0,2% H202

Vectastain® ABC Elite® Reagent A und B, Vector Laboratories, INC.

Burlingame, CA, USA
Entellan® Merck Millipore, Merck KGaA
Tissue-Tek® O.C.T. Compound, SigmaAldrich
Citratpuffer 0,1 M pH 6,0
o Stocklosung A: 2,1% Citronensaure
o Stocklosung B: 2,9% Natriumcitrat-Dihydrat
o ddH20
Gelatine 0,5%

4% Paraformaldehydlosung

Losungen fur die real-time PCR

KAPA™ SYBR®GREEN FAST ABI Prism, Peqlab Biotechnologie GmbH,

Carl-Thiersch Str. 2B, 91052 Erlangen

Real-time PCR Ansatz
o 2,5l Primer-fw (10uM)
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o 2,5l Primer-rv (10uM)

o 5Sul cDNA (2,5ng/ul)

o 10ul SYBR®GREEN

2.1.4 Losungen fur den Westernblot

Sample preparation

Lysepuffer RIPA + Protease-Inhibitor +
HALT Protease Inhibitor Cocktail, ThermoScientific

Bradfort-Reagenz (5x) 100ml Ansatz
o 0,04g Commassie Brillant Blau G250
o H20
o Ethanol 10%

o Phosphorsaure 85%

5x Sodium Dodecyl Sulfat (SDS) Lammli Probenpuffer(16ml)
o 1M Tris-HCI (pH 6,8)
o 20% (w/v) Glycerol
o H20
o 10% (w/v) SDS
o 1% (w/v) Bromphenolblau

o 800ul Mercaptoethanol

Electrophresis

Sammelgelpuffer
o 1,0 M Tris pH 6,8 (Sammelgel)
o 0,5% SDS

Trenngelpuffer
o 1,5M Tris pH 8,8 (Trenngel)
o 0,25% SDS
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Ammoniumpersulfat 10%

SDS Polyacrylamid-Trenngel
o Trenngelpuffer
o H20
o 30% Acrylamid-Mix
o 10% APF
o TEMED

SDS-Polyacrylamid-Sammelgel
o H20
o 30% Acrylamid-Mix
o Sammelgelpuffer
o 10% SDS
o 10% APF
o TEMED

10x SDS Laufpuffer

Laufmarker
o Bio-Rad Precision Plus Protein™ WesternC™ Standards

Bio-Rad Laboratories GmbH

Blotting
Tank-Blotting-Puffer

o 19 mM Tris
o 150 mM Glycin
o 20% (v/v) Methanol

Blocking

o Phosphatgepufferte Salzslésung (PBS) mit Tween® 0,1%(PBS-T)

o 5% Milchpulver
o Millipore Immobilon ECL Substrat
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2.1.5 Verwendete Antikorper

o UPKla (C-18): sc-15173 polyklonaler Goat Antikérper, Santa Cruz
Biotechnology, INC, USA

o UPKIb (N-20): sc-15174 polyklonaler Goat Antikérper, Santa Cruz
Biotechnology, INC, USA

o UPKII (N-18): sc-15178 polyklonaler Goat Antikorper, Santa Cruz
Biotechnology, INC, USA

o UPKIlla (H-180): sc-33570 polyklonaler Rabbit Antikorper, Santa Cruz
Biotechnology, INC, USA

o UPKIIIb (T-16): sc-165867 polyklonaler Goat Antikorper, Santa Cruz
Biotechnology, INC, USA

o Aktin: A2066 polyklonaler Rabbit Antikdrper, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, 89552 Steinheim, Germany

o Biotinylated Anti-Rabbit 1gG (H+L) (BA-1000) Antikorper, Vector
Laboratories, INC, USA

o Biotinylated Anti-Rabbit 1gG (H+L) (BA-5000) Antikorper, Vector
Laboratories, INC, USA

2.1.6 verwendete Kits

o RNeasy® Fibrous Tissue Mini Kit Kat.Nr.: 74704, Qiagen GmbH, Qiagen
Strale 1, 40724 Hilden, GER

o Thermo Scientific Revert Aid First Strand cDNA, Synthesis Kit, GER

o Qiagen, MinElute® PCR Purification Kit, Qiagen GmbH, Qiagen Stralle
1, 40724 Hilden, GER

o Millipore ProteoExtract® Subcelluar Extraction Kit Merck KGaA
Frankfurter Stral3e 250, 64293 Darmstadt, GER
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2.1.7 Sonstige Materialien und Gerate

o 2ml Eppendorf PCR Tube®, Safe-Lock, Hamburg, GER

o 1,5ml Eppendorf PCR Tube®, Safe-Lock, Hamburg, GER

o 0,5ml Eppendorf PCR Tube®, Safe-Lock, Hamburg, GER

o 0,2ml Eppendorf PCR Tube®, Safe-Lock, Hamburg, GER

o Eppendorf Research® Plus Pipette, 0,1 - 2,5ul, Hamburg, GER

o Eppendorf Research® Plus Pipette, 0,5 - 10ul, Hamburg, GER

o Eppendorf Research® Plus Pipette, 10 - 100ul, Hamburg, GER

o Eppendorf Research® Plus Pipette, 20 — 200ul, Hamburg, GER

o Eppendorf Research® Plus Pipette, 100 — 1000ul, Hamburg, GER

o Perfusionsbesteck, BD Valu-Set™ Helsingborg, SWE

o StarFrost® Objektrager 76*23mm, Waldemar Knittel Glasbearbeitungs
GmbH, 38100 Braunschweig, GER

o Silicagel, MiniPax® Multisorb Technologies INC, Buffalo, NY, USA

o Novex®, 1,5mm Gelkassette, ThermoFisher Scientific Duisburger Str.
81, 46049 Oberhausen, info.germany@thermofisher.com, GER

o BD Valu-Set™ Helsingborg, SWE

o 2800 Frigocut — E, Kryostat, Techno Med GmbH, Heeper Str. 245 a,
33607 Bielefeld, GER

o Spectrophotometer, Thermo Scientific NanoDrop 2000 UV-Vis
Spectrophotometer, Bancroft Building, Wilmington, NC, USA

o Qiagen, TissueRuptor®, Gewebezerkleinerer, Qiagen GmbH, Qiagen
Strale 1, 40724 Hilden, GER

o StepOnePlus™ Cycler, Real-Time PCT Systems, Applied Biosystems®
Life Technologies, Karlsbad,California, USA

o Pipettierroboter, CAS-1200 Liquid Handyling System der Fa. Corebett©
Robotics Pty.Ltd, AUS

o Biorevo Modell BZ 9000, Mikroskop, Keyence Deutschland GmbH,
Siemenstr.1, 63263 Neu-Isenburg, GER

o Shandon Coverplates™, Anatomical Pathology, Astmoor, Runcorn,
Cheshire, WA7 1PR, UK

o Invitrogen™ XCell II™ Blot Module, Corporate Headquarters, 5791 Van
Allen Way, Carlsbad CA 92008, USA
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o Invitrogen™ Novex mini-Cell™, Corporate Headquarters, 5791 Van Allen
Way, Carlsbad CA 92008, USA

o BioRad, Quantity One®, BioRad Labarotories GmbH, Heidemannstrasse
164, 80939 Mlnchen, info@bio-rad.de, GER

o Bioscape, Kafig Typ 2, PC, Hermannstral3e 2-8, 44579 Castrop-Rauxel,
GER

o Immobilon pvdf Blot Membran 45um Porengrolie,Merck Millipore, Merck
KGaA , Frankfurter Stralle 250, 64293 Darmstadt, GER
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2.2 Methoden

2.2.1. Entnahme der Harnblasen
(Aktenzeichen 84-02.04.2014.A286, Aktenzeichen 84-02.04.2013.A358)

2.2.1.1. Verwendete Mauslinien

Bei den Versuchstieren handelte es sich um C57BI/6 (Jackson Laboratories,
Bar Harbour, ME, USA) sowie um Mause mit einer gezielten Deletion des
essenziellen Uhrengens Bmal1 [61]. Bmal1-profiziente (Bmal1+/+) und Bmal1-
defiziente (Bmal1-/-) Geschwistertiere wurden aus Verpaarung von
heterozygoten Zuchtpaaren in der zentralen Einrichtung fur Tierforschung und
wissenschaftliche Tierschutzaufgaben der HHU gewonnen. Der genetische
Hintergrund dieser Mauslinie entspricht dem der C57Bl/6 Maus. Die
urspringliche Herkunft der Tiere entstammt von Christopher A. Bradfield, The
McArdle Laboratory for Cancer Research, University of Wisconsin, Medical
School Madison, Wisconsin, USA. Die Genotypisierung ist beschrieben nach
Bunger et al. [61]. Die Zucht erfolgte durch das Universitatsklinikum Dusseldorf,
Martin Sager, Tierversuchsanlage, Universitatsstralle 1, Dusseldorf, DE. Es
wurden heterozygote Bmal1 Knockout Mause verpaart. Aus der Verpaarung
dieser sind die verwendeten homozygoten Bmal1 Knockout und Wildtyp Mause
entstanden. Das Alter der Versuchstiere lag bei 12 Wochen. Es wurden
ausschlieBlich mannliche C57BI/6 Tiere sowie Bmal1+/+ und Bmal1-/- ,Knock-
Out“-Mause aus beiden Geschlechtern (Tab. 2.1.) verwendet. Alle Tiere wurden
in Kafighaltung ohne Limitierung von Futter und Wasser sowie unter
kontrollierten Klimabedingungen bei konstanten Tag-/Nachtrhythmen (LD)
gehalten. Dabei ist die Zeitgeber-Zeit (ZT) ZT02, der Zeitpunkt, an dem das
Licht angeschaltet wird und ZT14 der Zeitpunkt, an dem das Licht
ausgeschaltet wird. Die Tierexperimente erfolgten unter Einhaltung der
gesetzlichen Richtlinien. Die Versorgung mit Futter und Wasser erfolgte ad
libitum. Die Versuchstiere wurden unter einem 12h Licht-/12h Dunkel-Rhythmus
gehalten (Lichtphase: 6-18 Uhr, Dunkelphase:18-6 Uhr). Es erfolgte ab dem
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Zeitpunkt ZT02 alle vier Stunden die Totung von jeweils sechs C57BI/6

Mausen, sodass sich die in Tabelle 2.2 aufgefluhrten Zeitpunkte ergaben.

Tab. 2.1. Uberblick der Mauslinien, die fiir diese Dissertation verwendet

wurden

Mauslinie Beschreibung Gesellschaft

C57BI/6 Wildtyp Jackson Laboratories,
Bar Harbour, ME, USA

Bmal1 Wildtyp The McArdle Laboratory
for Cancer Research
University of Wisconsin
Medical School
Madison, WI, USA

Bmal1 Knock-Out The McArdle Laboratory

for Cancer Research
University of Wisconsin
Medical School
Madison, WI, USA

Tab.2.2. Ubersicht der Zeitpunkte zur Probeentnahme der C57Bl/6

Mausen

Zeitpunkt Uhrzeit
ZT02 08:00 Uhr
ZT06 12:00 Uhr
ZT10 16:00 Uhr
ZT14 20:00 Uhr
ZT18 00:00 Uhr
ZT22 04:00 Uhr

ZT= Zeitgeber Zeit
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Ausgehend von den Versuchsergebnissen mit den C57BI/6 Mausen, wurden,
fur die Perfusion der Bmal1 WT und Bmal1 KO Mause, die Zeitpunkte ZT06 und
ZT18 gewahlt. Zu diesen Zeitpunkten wurden sechs Bmal1 Wildtyp und acht
Bmal1 Knock-Out Mause verwendet. (Tab 2.3.)

Tab. 2.3. Ubersicht der Zeitpunkte zur Probentnahme der Bmal1 WT/KO

Mausen

Tier/Geschlecht Tiernummer Genotyp Zeitpunkt
1/ weiblich 812 WT ZT06
2 [ weiblich 813 WT ZT06
3 / weiblich 785 KO ZT06
4 |/ weiblich 800 KO ZT06
5/ mannlich 742 WT ZT06
6 / mannlich 792 KO ZT06
7 / mannlich 795 KO ZT06
8 / weiblich 814 WT ZT18
9 / weiblich 826 WT ZT18
10 / weiblich 827 KO ZT18
11 / weiblich 828 KO ZT18
12 / mannlich 806 WT ZT18
13 / mannlich 815 KO ZT18
14 / mannlich 816 KO ZT18

ZT=Zeitgeber Time WT=Wildtyp KO=Knock-Out
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2.2.1.2 Transkardiale Perfusion der Versuchstiere

Die Tierversuche wurden von geschulten Mitarbeitern des Instituts Il fur
Anatomie des Universitatsklinikums Dusseldorf durchgefuhrt.

Die transkardiale Perfusion der Versuchstiere erfolgte tber 24h zu den sechs
Zeitpunkten in Tab.2.2. Fir die Versuchsreihe der Bmal1 WT und Bmal1 KO
Mause wurde diese jeweils zu den Zeitpunkten ZT06 und ZT18 durchgefuhrt.
Die Versuchstiere wurden mit 120mg/kgkG Ketamin und mit 16mg/kgkG
Xylazin anasthesiert. Der Ruckziehreflex der beiden Hinterpfoten wurde zur
Einschatzung der Narkosetiefe genutzt. Mit einem Skalpell wurde die
Bauchhaut im Median durchtrennt. Die Praparation erfolgte zunachst bis zum
Peritoneum, danach wurde beidseitig das Diaphragma aufgesucht und die
Rippen getrennt. Die Eroéffnung des Thorax erfolgte mittels Durchtrennung der
Rippen parasternal. Das Perfusionsbesteck wurde in die linke Herzkammer
eingefuhrt. Der Blutabfluss erfolgte mittels eines Schnittes am rechten Herzohr.
Es folgte eine Spulung des Gefallsystems Uber die linke Herzkammer mit 0,9%
NaCl-Losung. Um den Status der Spulung verfolgen zu kénnen, wurde auf das
farbliche Aussehen der Leber geachtet. Nach der Spulung erfolgte das
Infundieren von 4% PFA-Losung. AnschlieBend wurden die Harnblase und
andere Organe fur weitere Versuchsreihen aullerhalb dieser Dissertation

entnommen [62].

2.21.3 Kryokonservierung der Harnblasen und Herstellung der
Gewebeschnitte

Die enthommenen Harnblasen wurden fur 24h in 4% PFA-Losung konserviert.
Zur Kryoprotektion wurden sie anschlieBend fur weitere 24h mit 20%
Saccharoselosung inkubiert. Die Kryokonservierung der Harnblasen erfolgte bei
-80°C nach ihrer Einbettung in Tissue-Tek® O.C.T. Compound. Anschliel3end
wurden mit dem Kryostat 2800 Frigocut-E Gefrierschnitte hergestellt.
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Hierbei wurde auf eine Objekttragertemperatur von -16°C und auf eine
Umgebungstemperatur von -20°C geachtet. Die Schnittdicke lag circa bei
20um. Die angefertigten Schnitte wurden auf adhasiven StarFrost®
Objekttrager 76*23mm aufgezogen. Die fertigen Praparate wurden dann

vakuumverpackt und bei -20°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

2.2.2 Immunhistochemische Darstellung der Uroplakine im
Urothel

2.2.2.1 Antigendemaskierung

Die Antigendemaskierung erfolgte ausschlieBlich fir die UPKIlla
Immunhistochemie. Dazu wurde ein Citratpuffer mit einem pH-Wert von 6,0
verwendet und in eine Kuvette gegeben. Die Objekttrager wurden in den
Citratpuffer eingelegt und fur 3x5min bei 95°C erwarmt. AnschlieRend wurden
die Objekttrager durch langsame Zugabe von H20 die Objekttrager fur weitere
20 Minuten gekuhlt.

2.2.2.2 Immunhistochemie

Fur die immunhistochemische Darstellung der Uroplakine mit DAB wurden die
auf den Objekttragern aufgezogenen Gewebeschnitte der Harnblasen
verwendet. Die Objekttrager wurden zunachst auf der Warmeplatte bei 30°C
aufgetaut und im Verlauf fur 5 Minuten in 0,2% Triton (PBS-T) gewaschen.

Im Anschluss erfolgte die endogene Peroxidase-Hemmung, mittels Inkubation
in 0,3% H202 fur 15 Minuten. Danach wurden die Objekttrager auf Shandon
Coverplates™ gebracht und in die dafur vorgesehenen Kammern eingesetzt.
Die Objekttrager wurden mit Blockpuffer (1x PBS, 0,2% Triton, 1% BSA, 3%
Ziegenserum) inkubiert, um unspezifische Antikorperbindungen zu verhindern.
Als Nachstes wurden die Objekttrager mit den priméaren Antikorpern in einer
Verdinnung nach Tabelle 2.4 in Blockpuffer bei 4°C inkubiert. Im Anschluss

wurden diese dreimalig mit 1x PBS-T Losung fur jeweils 5 Minuten gewaschen.
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Es folgte daraufhin die Inkubation mit dem Biotin-gekoppelten
Sekundarantikérper in einer Verdinnung von 1/500 fur eine Stunde bei
Raumtemperatur.

Nach der Inkubation wurden die Objekttrager erneut mit 1x PBS-T dreimalig fur
jeweils 5 Minuten gewaschen, um uberschussige Antikérper zu entfernen.
AnschlielRend wurden die Objekttrager mit einem Meerrettichperoxidase Avidin-
Komplex (Vectastain® ABC Elite® Reagen) fur 30 Minuten inkubiert. Nach
einer Stunde Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Objekttrager
nochmals zweimal mit 1x PBS-T Losung wie bereits beschrieben gereinigt und
folgend von den Shandon Coverplates™ gelost. Die Objekttrager wurden dann
in eine Kivette mit 1x PBS, 0,5mg/ml DAB und 50 ul (30%/ 250ml) H202
(0,5mg/ml) fur 10 Minuten auf dem Schuttler inkubiert.

Es folgte ein letzter Waschvorgang fur dreimal 10 Minuten in PBST.
AnschlieRend wurden die Gewebeschnitte aus der Kuvette entnommen und in
Gelatine eingelegt, um die Salze der PBST-Losung von den Schnitten zu l6sen.
Nach der Lufttrocknung bei Raumtemperatur Uber Nacht wurden die

Objekttrager mit Entellan® und einem Deckglaschen eingedeckt.

Tab. 2.4. Ubersicht der Verdiinnung der einzelnen Uroplakin Antikoérper

mit Blockpuffer

UPKla sc-15173 1:100
UPKIb sc-15174 1:50

UPKII sc-15178 1:100
UPKIllla sc-33570 1:500
UPKIlIb sc-165867 1:100

UPK = Uroplakine
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2.2.2.3 Auswertung der Immunhistochemie

Die fertiggestellten Objekttrager wurden mithilfe des Lichtmikroskops Keyence
Biorevo Modell BZ 9000 fotodokumentiert. Hierbei wurde die Belichtungsdauer
von 1/60s gewahlt. Fur die Auswertung wurde zunachst eine
Ubersichtaufnahme in 2x VergréRerung der Praparate angefertigt. Es wurden
zusatzlich willkurlich drei unterschiedliche Punkte auf der Mukosa gewahlt, die
bei 20x Vergrolierung naher betrachtet und dann als digitale Aufnahme am
Mikroskop festgehalten wurden. Zur Auswertung der Aufnahmen folgte die
Analyse der Bilder durch die Computersoftware Image J.

In Tabelle 2.5 und Tabelle 2.6 sind die angegebenen Anzahlen an verwertbaren

Harnblasen dokumentiert, dabei entspricht n der Anzahl an Tieren pro Gruppe.

Tab.2.5 Ubersicht iber die verwertbaren Harnblasen der C57BI/6 Mause
Zeitgeber ZT02 ZT06 ZT10 ZT14 ZT18 ZT22

UPKla n=4 n=3 n=4 n=5 n=4 n=5
UPKIb n=5 n=4 n=5 n=4 n=4 n=4
UPKII n=5 n=4 n=5 n=5 n=3 n=4
UPKllla n=4 n=3 n=4 n=4 n=4 n=3
UPKIIIb n=5 n=3 n=5 n=3 n=4 n=4

UPK= Uroplakine; ZT=Zeitgeber

Tab.2.6 Ubersicht iiber die verwertbaren Harnblasen der Bmal1 WT und KO

Mause

ZT06 ZT18
UPKla n=7 n=7
UPKIb n=7 n=7
UPKII n=7 n=7
UPKIlla n=6 n=7
UPKIIIb n=7 n=7

UPK= Uroplakine; ZT=Zeitgeber
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2.2.3 Quantitative real-time Polymerasekettenreaktion (qRT-
PCR)

2.2.3.1 RNA-Isolierung und quantitative Echtzeit-PCR

Fur die Isolation der RNA aus dem Harnblasengewebe wurde das RNeasy®
Fibrous Tissue Mini Kit verwendet. Jeder Arbeitsschritt wurde nach dem
Protokoll des Herstellers durchgefuhrt. Dieses Kit enthielt Proteinase K, die
dazu diente, das straffe Bindegewebe der Harnblase anzudauen und so eine
maximale Gewinnung von RNA flur die weiteren Untersuchungen zulie3. Im
Anschluss wurden die gewonnenen Proben bei -80°C bis zur weiteren
Verwendung eingefroren. Im Vorfeld wurden die Harnblasen mittels
TissueRuptor® zerkleinert.

Alle Arbeitsschritte wurden an einem Ribonuklease-freien Arbeitsplatz
durchgefluihrt. Zur Elution der RNA dienten 2x 50ul RNAse-freies ddH20. Mittels
des BioPhotometers der Firma Eppendorf wurden die 1:50 mit RNAse freiem
ddH20 verdinnten Proben gemessen und die Konzentration bestimmt. Als
Referenzlésung diente ddH20. Zur Kontrolle der RNA-Qualitat wurde diese im
letzten Schritt auf ein Agarosegel aufgetragen.

Die cDNA-Synthese fur die Polymerasekettenreaktion wurde mit dem Thermo
Scientific Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit durchgefuhrt. Dabei wurde
das hochstmogliche Volumen der RNA eingesetzt. Die anschlielende
Aufreinigung der cDNA erfolgte mit Zunahme des Min Elute PCR Purification Kit
der Firma Qiagen. Bei der Durchfuhrung wurden ausschlieldlich die
Herstellerprotokolle befolgt. Die Konzentration des PCR-Produktes wurde im
Anschluss mittels Spektrophotometer bestimmt. Die purifizierte cDNA wurde
mittels nucleasefreiem Wasser auf eine Konzentration von 0,01ng/ul verdunnt,
im Anschluss erfolgte die Durchfihrung einer achtfachen Verdinnungsreihe zur
Erstellung einer Standardkurve.

Die gPCR-Reagenzien, wurden parallel bei ca. 4°C aufgetaut und gelagert. Als

Ansatz wurden 5ul der jeweiligen cDNA mit einer Konzentration von 2,5ng/ul,
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10ul SYBR®GREEN, 5ul des jeweiligen Primers mit passenden PCR Produkten
fur die Standardkurve auf eine 96 Wellplatte pipettiert.

Mittels StepOnePlus™ Cycler durchliefen die Proben die real-time PCR mit
entsprechender Temperaturprogrammierung (Tab.2.8.), hierbei galten fur die
Uroplakine unterschiedliche Annealing Temperaturen (Tab.2.7.). Parallel
wurden die jeweiligen RNA Transkriptmengen durch den Cycler gemessen.

Die resultierenden Werte wurden in Microsoft Excel eingeflgt und der Mittelwert
der einzelnen Proben berechnet. Eine Ubersicht der verwendeten Primer ist in

Tabelle 2.9 aufgelistet.

Tab.2.7. Annealing Temperaturen

UPKla 64°C
UPKIb 66°C
UPKII 60°C
UPKIllla 60°C
UPKIlIb 64°C

UPK=Uroplakine

Tab.2.8. Real-time PCR Temperaturprogramm

Zyklus Temperatur Zeit

Haltephase (1x) 95°C 5:00 min

Zyklusphase (40x) 95°C (Denaturierung) 0:03 min
(Anlagerung und 0:20 min
Verlangerung siehe
Tab.2.6.)

Schmelzkurvenphase 95°C 0:15 min

(1x) 60°C 1:00 min
60°C-95°C +0,3°C/1:00 min
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Tab 2.9. Ubersicht der verwendeten Primer

Primer Sequenz Spez. Amplifikationslange
UPKla-RT-FW 5'-GCGGAGACAGTGTGGGTAAC-3" Maus 135

UPKla-RT-RV 5’-CAGCTCCTACACCAAAGCTGG-3" Maus

UPKIb-RT-FW 5-CTGCTTGTCCGTTCTAGCCA-3 Maus 125

UPKIb-RT-RV 5-GTGTTGCTGCTGTGATGCAA-3' Maus

UPKIIIb-RT-FW 5'-GCTGAGACGAAGTGGTCCAA-3 Maus 100
UPKIIIb-RT-RV 5’-TGACGATCATACAGCCGCTC-3° Maus

GAPDH-RT-FW 5’-CAACAGCAACTCCCACTCTTC-3° Maus 164
GAPDH-RT-RV 5'-GGTCCAGGGTTTCTTACTCCTT-3° Maus

GAPDH = Glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase ; UPK = Uroplakin

2.2.4. Western Blot fur die Uroplakinbestimmung

Bei dem Western Blot handelt es sich um eine Methode in der
Proteinbiochemie. Es ermoglicht, spezifische Proteine aus extrahiertem

Gewebe zu quantifizieren.

2.2.4.1 Durchfiihrung der Proteinisolierung

Die entnommenen Harnblasen der Bmal1-defizienten Mause und
korrespondierenden Wildtypmausen wurden in flissigen Stickstoff vorgefroren
und im Anschluss bei -80°C zwischengelagert. Zur Proteinisolierung wurde das
Millipore ProteoExtract® Subcelluar Extraction verwendet. Hier wurde nach
dem Herstellerprotokoll fur festes Gewebe vorgegangen. Erganzend dazu

wurden vor dem ersten Schritt die Harnblasen mit einem Skalpell klein
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geschnitten. Zusatzlich wurde nach der anschlieBenden Zugabe des ersten
Puffers noch mittels Sonifikator mit 4 StoRen a 10 Sekunden bei einer Leistung

von 70% das Gewebe aufgeschlossen.

2.2.4.2 Konzentrationsbestimmungen

Die Konzentrationsbestimmung wurde mittels Bradford-Assay durchgefuhrt [63].
Dazu wurde mit BSA in H20 eine Kalibriergerade mit folgenden Konzentrationen
erstellt:

4000ug/ml

2000pg/mi

1000pg/mi

500pg/ml

250ug/ml

Fur die anschlielende Messung wurde flur jede Probe und jeden Standard in
einem eigenen 2ml Eppendorf Tube 800ul ddH20O vorgelegt. Diesem wurden
dann 2ul der zu analysierenden Probe beziehungsweise dem Standard
zugefugt. Im Anschluss wurden noch jeweils 200ul Bradford-Reagenz
hinzugefugt und alles gemischt. Nach einer Inkubation von 5 Minuten bei
Raumtemperatur wurde dann die OD595 am Fujitsu Reader gemessen und

mithilfe der Firmware die Proteinkonzentration bestimmt.

2.2.4.3 Herstellung eines SDS—Polyacrylamidgel

Zur Auftrennung der Proteine wurde entsprechend der Molekulgrol3e der
Uroplakine ein 10% SDS - Polyacrylamidgel gewahlt. Dazu wurde in einem
50ml Falcon eine entsprechende Mischung aus 30% Acrylamid-/Bisacrylamid,
H20, APS, SDS und TEMED hergestellt. Dieser wurde in 1,5mm vorgefertigte
Gelkassetten hineingegossen. Zur Glattung der Gel-Luft-Grenzflache wurde
zusatzlich Isopropanol aufgegossen. Nach Aushartung des Gels wurde das
Isopropanol durch Abschitten und anschlielender Verdunstung etwaige Reste

entfernt. Im Anschluss daran wurde ein 5%-Sammelgel aufgegossen und mit
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Kamm versehen. Die genaue Zusammensetzung der Gele ist dem Kapitel 2.1

zu entnehmen.

2.2.4.4 SDS-Page

Fur die SDS-Page wurden jeweils 10ug Protein mit entsprechender Menge
Ladepuffer versehen. Im Anschluss wurde eine Denaturierung des Proteins bei
95°C fur 10 Minuten durchgefihrt. Danach wurden die Proben neben einem
Laufmarker (Biorad) auf das Gel aufgetragen, welches mit Laufpuffer in der
Elektrophoresekammer umgeben wurde. Uber einen Powersupply der Firma
Peglab wurde dann auf die Kammer eine Spannung von 80V angelegt, bis der

Laufmarker eine ausreichende Auftrennung gezeigt hat.

2.2.4.5 Western Blot

Nach entsprechender Auftrennung der Proteine im Gel wurden diese aus der
Kassette nach Aufbrechen entnommen. Gelegt wurden diese zur Feuchthaltung
in ein Extrabehaltnis mit Blotpuffer. Parallel dazu sind in Extragefallen Methanol
reinst, ddH20 und Blotpuffer gegeben worden. Zur Ubertragung der Proteine auf
ein inkubierbares Tragerelement wurde eine pvdf-Membran mit einer
Porengrole von 0,45um gewahlt. Diese wurde fur 10 Sekunden in Methanol
aktiviert, anschliefend in ddH20 kurz gewaschen und dann in den Blotpuffer
uberfuhrt. Zusatzlich wurden Blottingpads und Filterpapier in Blotpuffer getrankt.
Nach Vorbereitung der Materialien wurde in folgender Weise der Blot
zusammengebaut: 2 Blottingpads, dann 1 Blatt Filterpapier, das Gel, die
aktivierte pvdf-Membran, wieder 1 Blatt Filterpapier und 2 Blottingpads. Dabei
wurden Luftblasen zwischen Gel und pvdf-Membran durch eine Glasrolle
vorsichtig entfernt. Dieser Turm wurde in die entsprechend mit Blotpuffer
geflllte Blotting-Kammer eingespannt. Nach Anlegung einer Spannung von 30V
fur 1,5h Uber die Kammer wurden alle Proteine auf die Membran Ubertragen.

Der Erfolg wurde mit Anfarbung des Gels mit Commassie Blau
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beziehungsweise der Membran mit Ponceau S uberpriuft. Auf dem Gel
zeichnete sich kein Protein mehr ab und auf der Membran waren nach der
Anfarbung proteinspezifische Banden zu sehen. Zur Reinigung der Membran
nach Farbung wurde dieses fur 3x5min in PBS-T entfarbt und anschliel3end fur

1h bei Raumtemperatur in 5% Milchpuffer blockiert.

2.2.4.6 Immunmarkierungen

Die Verdunnung von UPKIla in 5%-Milchpuffer lag bei 1/500. In diesen wurde
jeweils eine Membran fir 1h bei Raumtemperatur und anschlieend tber Nacht
bei 4 °C auf einem Rollschuttler inkubiert. Am nachsten Tag wurde die
Membran 3x10min in PBS-T gewaschen und anschlieliend mit einem HRP-
gekoppelten Zweitantikorper fur 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Der
bendtigten Zweitantikdrper wurde 1:5000 verdunnt.

Nach der Inkubation wurde die Membran erneut fur 3x10min in PBS-T
gewaschen. Entwickelt wurde der Blot mit der ECL-Substratiésung
Immobilion™Western, Chemiluminescent HRP Substrate von Millipore. Die
Detektion der entwickelten Membran erfolgte am ChemiDoc-System (Biorad)
unter UV-Licht. Zur geplanten Quantifizierung wurde als Referenzprotein Aktin
ausgewahlt. Um dies ebenfalls zu detektieren, wurden die einzelnen
Membranen nach lhrer Entwicklung 7x5min in PBS-T gewaschen und
anschlielend fur 15min in Stripping-Buffer (Pierce) getaucht und geschittelt.
Nach dem Stripping wurde die Membran erneut fur 7x5min in PBS-T
gewaschen, dann fur eine 1h bei Raumtemperatur in 5% Milchpulver blockiert
und mit dem Aktin-Antikbrper nochmalig inkubiert. Nach erneuter Entwicklung
mit ECL-Substrat und Detektion am ChemiDoc-System wurden die Banden mit

dem Programm ImageLab von BioRad ausgewertet.

2.2.5 Statistische Auswertungen

Die statistische Auswertung erfolgte mit Graph Pad Prism®. Zur Auswertung
der Zeitreihnen wurde als Test die One-Way-ANOVA mit post hoc Tukey
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durchgefuhrt. Als Mald der statistischen Signifikanz wurde ein Fehler 1. Art;
alpha = 0,05 festgelegt. Die Auswertung der Vergleichsgruppen Bmal1 +/+ und

Bmal1 -/- zu zwei verschiedenen Tageszeiten erfolgte mittels Two-Way-Anova.
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3. Ergebnisteil

3.1. Analyse der Uroplakin-immunreaktion im Tagesverlauf

3.1.1. Probennahme

Im Urothel der Harnblase von C57BI/6 Mausen wurden verschiedene
Uroplakine mittels Immunhistochemie in einer Zeitreihe von ZT02 bis ZT22
nachgewiesen. Zu jedem Zeitpunkt wurde ein Stichprobenumfang vonn=3 -5
Tieren erhoben. Die Quantifizierung der Immunreaktion erlaubt eine Aussage

uber die Expression der Uroplakine zu unterschiedlichen Tageszeitpunkten.

3.1.1.1. Uroplakin la-lmmunreaktion im Urothel der Harnblase von C57BIl/6
Mausen

Eine UPKla-Immunreaktivitat (Ir) konnte im Urothel der Harnblase
nachgewiesen werden. Wahrend der fortlaufenden Lichtphase war eine
Zunahme der Immunreaktion von der frihen (ZT02) Uber die mittlere (ZT06) bis
zur spaten Lichtphase (ZT10) nachweisbar. Hier war eine Steigerung der
optischen Dichte (O.D.) circa um das 2,5-fache sichtbar. Die starkste Ir flr das
UPK la konnte somit zum Zeitpunkt ZT14 beobachtet werden. In der folgenden
Dunkelphase war ein signifikanter Abfall in der Mitte (ZT18) und spaten Phase
(ZT22) nachweisbar. In der letzten Messung der Dunkelphase ist nahezu keine

Ir des UPKIa im Urothel der Harnblase mehr nachweisbar.
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Abbildung 3.1 Uroplakin la-immunreaktion (UPKla-Ir) im Urothel der Harnblase von

C57BI/6 Mausen. (A) Reprasentative Mikrofotografien der UPKla-Ir zu den entsprechenden

Zeitpunkten. (B) Uroplakin la — Ir im Tagesverlauf. Zu erkennen ist ein deutlicher Anstieg der
UPKIa-Ir in der Mitte der Hellphase sowie ein Abfall der UPKla-Ir in der Mitte der Dunkelphase.

Fekdkk

p < 0.0001 gegenuber ZT22. Der weil’e und der schwarze Balken zeigen die Hell- bzw.

Dunkelphase an. Malistab = 100um. Es handelt sich bei den Daten um Ergebnisse aus

mindestens 3-5 Tieren + SD.
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Tab.3.1 Statistische Auswertung Uroplakin la

Zeitpunkt Zeitpunkt MW-Diff. SD. Sig. 95%Kontf.
Unt. | Ob.
ZT102 ZT06 -24,326417* 4,602084 0,001 -39,2 -9,3
ZT10 -29,225750* 4,602084 >0,001 -44,1 -14,2
ZT14 -30,277417* 4,602084 >0,001 -45,2 -15,3
ZT06 ZT02 24,326417* 4,602084 0,001 S;3 39,2
ZT18 30,620417* 4,602084 >0,001 15,6 45,5
7722 33,721917* 4,602084 >0,001 18,7 48,6
ZT10 ZT02 29,225750* 4,602084 >0,001 14,2 44,1
ZT18 35,519750* 4,602084 >0,001 20,5 504
7722 38,621250* 4,602084 >0,001 23,6 53,5
ZT14 ZT02 30,277417* 4,602084 >0,001 15,3 45,2
ZT18 36,571417* 4,602084 >0,001 21,6 51,5
7722 39,672917* 4,602084 >0,001 24,7 54,62
ZT18 ZT06 -30,620417* 4,602084 >0,001 -45,5 -15,6
ZT10 -35,519750* 4,602084 >0,001 -50,4 -20,5
ZT14 -36,571417* 4,602084 >0,001 -51,5 -21,6
7122 ZT06 -33,721917* 4,602084 >0,001 -48,6 -18,7
ZT10 -38,621250* 4,602084 >0,001 -53,5 -23,6
ZT14 -39,672917* 4,602084 >0,001 -54,6 -24,7

Die statistische Auswertung mittels One Way-ANOVA und post-hoc Test Tukey

ist der Tabelle 3.1 zu entnehmen.

3.1.1.2 Uroplakin Ib-Immunreaktion im Urothel der Harnblase von C57BIl/6
Mausen

Eine UPKIb—Immunreaktivitat (Ir) konnte ebenfalls im Urothel der Harnblase
nachgewiesen werden. Es zeigte sich eine Tageszeit-abhangige Schwankung
der UPKIb-Ir mit einer Steigerung um etwa das 4-Fache. Zu den Zeitpunkten
ZT02, ZT18 und ZT22, welche der frihen Lichtphase beziehungsweise der
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Mitte und spaten Dunkelphase entsprechen, war die UPKIb-Ir deutlich
schwacher ausgepragt. Ab der Mitte der Hellphase (ZT06) bis hin zur frihen
Dunkelphase (ZT 14) zeigte sich ein signifikanter Anstieg der UPKIb-Ir.

Insgesamt ahneln sich der tageszeitliche Verlauf von UPKla- und UPKIb-Ir.
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Abbildung 3.2 Uroplakin Ib-Immunreaktion (UPKIb-Ir) im Urothel der Harnblase von
C57BI/6 Mausen. (A) Reprasentative Mikrofotografien der UPKIb-Ir zu den entsprechenden
Zeitpunkten. (B) Uroplakin Ib — Ir im Tagesverlauf. Zu erkennen ist ein deutlicher Anstieg der
UPKIb-Ir in der Mitte der Hellphase sowie ein Abfall der UPKIb-Ir in der Mitte der Dunkelphase.
*** p < 0.0001 gegenuber ZT22. Der weille und der schwarze Balken zeigen die Hell- bzw.
Dunkelphase an. Malistab = 100um. Es handelt sich bei den Daten um Ergebnisse aus
mindestens 4-5 Tieren + SD.
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Tab.3.2 Statistische Auswertung Uroplakin Ib

Zeitpunkt Zeitpunkt MW-Diff. SD. Sig. 95%Konf.
Unt. | Ob.

ZT102 ZT10 -49,05720* 6,45632 >0,001 -69,5 -28,5
ZT14 -47,52745* 6,45632 >0,001 -68,0 -27,0

ZT06 ZT10 -34,21425* 6,80555 0,001 -55,8 -12,6
ZT14 -32,68450* 6,80555 0,002 -54,3 -11,0

ZT10 ZT02 49,05720* 6,45632 >0,001 28,5 69,5
ZT06 34,21425* 6,80555 0,001 12,5 55,8

ZT18 46,70600* 6,80555 >0,001 25,0 68,3

77122 51,47533* 7,35084 >0,001 28,1 74,8

ZT14 ZT02 47,52745* 6,45632 >0,001 27,0 68,0
ZT06 32,68450* 6,80555 0,002 11,0 54,3

ZT18 45,17625* 6,80555 >0,001 23,5 66,8

77122 49,94558* 7,35084 >0,001 26,5 73,3

ZT18 ZT10 -46,70600* 6,80555 >0,001 -68,3 -25,0
ZT14 -45,17625* 6,80555 >0,001 -66,8 -23,5

7122 ZT10 -51,47533* 7,35084 >0,001 -74,8 -28,1
ZT14 -49,94558* 7,35084 >0,001 -73,3 -26,6

Die statistische Auswertung mittels One Way-ANOVA und post-hoc Test Tukey

ist der Tabelle 3.2 zu entnehmen.

3.1.1.3 Uroplakin ll-immunreaktion im Urothel der Harnblase von C57BIl/6
Mausen

Die Uroplakin lI-Ir zeigt nur geringe Tageszeit-abhangige Schwankungen. Es
gibt jedoch einen Anstieg wahrend der zweiten Halfte der Dunkelphase bis zum

Ende der Hellphase und einen leichten Abfall wahrend der ersten Halfte der
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Dunkelphase. Ahnlich wie bei UPKla- und UPKIb-Ir liegt das Maximum der
UPKII-Ir in der spaten Hellphase (ZT10).
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Abbildung 3.3 Uroplakin ll-immunreaktion (UPKII-Ir) im Urothel der Harnblase von
C57BI/6 Mausen. (A) Reprasentative Mikrofotografien der UPKII-Ir zu den entsprechenden
Zeitpunkten. (B) Uroplakin Il — Ir im Tagesverlauf. Ein Anstieg der UPKII-Ir ist zum Ende der
Hellphase gegenuber dem Abfall der UPKII-Ir in der Mitte der Dunkelphase zu erkennen. * p =
0.012. Der weille und der schwarze Balken zeigen die Hell- bzw. Dunkelphase an. Malkstab =

100um. Es handelt sich bei den Daten um Ergebnisse aus mindestens 3-5 Tieren £ SD.
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Tab.3.3 Statistische Auswertung Uroplakin Il

Zeitpunkt  Zeitpunkt = MW-Diff. SD. Sig. 95%Konf.
Unt. | Ob.
ZT10 ZT18 39,161667* 10,112098 0,012 7,0 71,2

Die statistische Auswertung mittels One Way-ANOVA und post-hoc Test Tukey

ist der Tabelle 3.3 zu entnehmen.

3.1.1.4 Uroplakin llla-lmmunreaktion im Urothel der Harnblase von C57BI/6
Mausen

Die Immunreaktivitat fur Uroplakin llla zeigt ebenfalls geringfligige Tageszeit-
abhangige Schwankung. Es zeigte sich ein Anstieg der UPKIlla-Ir im Verlauf
der Hellphase und der frihen Dunkelphase. Im weiteren Verlauf der
Dunkelphase nahm die UKPIlla-Ir wieder ab. Im Vergleich zu UPKla, UPKIb-Ir
und UPKII-Ir liegt das Maximum der UPKIlla-Ir circa zwei Stunden spater
(ZT14).
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Abbildung 3.4 Uroplakin lllalmmunreaktion (UPKIlla-Ir) im Urothel der Harnblase von
C57BI/6 Mausen. (A) Reprasentative Mikrofotografien der UPKIlla-Ir zu den entsprechenden
Zeitpunkten. (B) Uroplakin llla — Ir im Tagesverlauf. Bei Uroplakin llla war die Ir und somit der
Intensitét der Farbung bei allen Zeitpunkten sehr hoch, jedoch lasst sich auch hier eine
tageszeitliche-abhangigkeit erkennen. MaRstab = 100pm. Es handelt sich bei den Daten um

Ergebnisse aus mindestens 3-5 Tieren + SD.
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Tab.3.4 Statistische Auswertung Uroplakin llla

Zeitpunkt  Zeitpunkt = MW-Diff. SD. Sig. 95%Konf.
Unt. | Ob.

ZT102 ZT10 -12,364750* 3,717075 0,043 -24,4 -0,2
ZT14 -15,996000* 3,717075 0,007 -28,0 -39

ZT06 ZT10 -15,812583* 4,0149 0,014 -28,8 -2,7
ZT14 -19,443833* 4,0149 0,002 -324 -6,3

ZT18 -14,843667* 4,292108 0,034 -28,7 -0,8

ZT10 ZT02 12,364750* 3,717075 0,043 0,2 24,4
ZT06 15,812583* 4,0149 0,014 2,7 28,8

ZT14 ZT02 15,996000* 3,717075 0,007 3,9 28,0
ZT06 19,443833* 4,0149 0,002 6,3 32,4

ZT18 ZT06 14,843667* 4,292108 0,034 0,8 28,7

Die statistische Auswertung mittels One Way-ANOVA und post-hoc Test Tukey

ist der Tabelle 3.4 zu entnehmen.

3.1.1.5 Uroplakin lllb-immunreaktion im Urothel der Harnblase von C57BIl/6
Mausen

Die UPKIIIb-Ir war in der friihen Hellphase (ZT02) am intensivsten ausgepragt
und nahm wahrend der weiteren Hellphase und der ersten Halfte der
Dunkelphase kontinuierlich ab. Somit liegt das Maximum der UPKIlIb-Ir im

Vergleich zu den ubrigen Uroplakinen um 10-12 h verschoben.
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Abbildung 3.5 Uroplakin lllb-immunreaktion (UPKIllb-Ir) im Urothel der Harnblase von
C57BI/6 Mausen. (A) Reprasentative Mikrofotografien der UPKIIIb-Ir zu den entsprechenden
Zeitpunkten. (B) Uroplakin Illb — Ir im Tagesverlauf. Uroplakin IlIb zeigt sich im Gegensatz zu
den anderen Uroplakinen von der Immunreaktion gegenlaufig.* p < 0.05; **** p < 0.0001
gegenuber ZT18. MaRbalken = 100um. Es handelt sich bei den Daten um Ergebnisse aus
mindestens 3-5 Tieren + SD.
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Tab.3.5 Statistische Auswertung Uroplakin lllb

Zeitpunkt Zeitpunkt MW-Diff. SD. Sig. 95%Kontf.
Unt. | Ob.
ZT102 ZT10 26,898200* 5,297547 0,001 10,1 43,7
ZT14 31,362800* 6,11708 0,001 11,9 50,8
ZT18 48,472300* 5,618897 >0,001 30,6 66,3
7722 39,809800* 5,618897 >0,001 219 57,7
ZT06 ZT10 20,561733* 6,11708 0,035 11 40,0
ZT14 25,026333* 6,839104 0,019 3,3 46,8
ZT18 42,135833* 6,397396 >0,001 21,8 62,5
7722 33,473333* 6,397396 0,001 13,1 53,8
ZT10 ZT02 -26,898200* 5,297547 0,001 -43,7 -10,1
ZT06 -20,561733* 6,11708 0,035 -40,0 -11
ZT18 21,574100* 5,618897 0,013 3,7 39,4
ZT14 ZT02 -31,362800* 6,11708 0,001 -50,8 -11,9
ZT06 -25,026333* 6,839104 0,019 -46,8 -3,3
ZT18 ZT02 -48,472300* 5,618897 >0,001 -66,3 -30,6
ZT06 -42,135833* 6,397396 >0,001 -62,5 -21,8
ZT10 -21,574100* 5,618897 0,013 -394 -3,7
7122 ZT02 -39,809800* 5,618897 >0,001 -57,7 -21,9
ZT06 -33,473333* 6,397396 0,001 -53,8 -13,1

Die statistische Auswertung mittels One Way-ANOVA und post-hoc Test Tukey

ist der Tabelle 3.5 zu entnehmen.
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3.1.2. Bmal1 WT/KO

In der Bmal1-defizienten Mauslinie und den entsprechenden Wildtypen wurde
mittels immunhistochemischer Farbung jeweils die Immunreaktivitat zu der Mitte
der Hellphase ZT06 und zu der Mitte der Dunkelphase ZT18 mit den
entsprechenden Uroplakin-Antikorpern untersucht. Die Zeitpunkte wurden mit
einem Stichprobenumfang von n = 6-7 erhoben. Dieses Experiment diente zur
Untersuchung der Fragestellung, ob die jeweilige Uroplakin-Expression
abhangig ist von einem funktionierenden molekularen Uhrwerk. Daher sind flr
die Wildtypen gleiche Immunreaktivitdtsmuster fur beide Zeitpunkte, verglichen

mit der Zeitreihe, zu erwarten.

3.1.2.1 Uroplakin la-immunreaktion im Urothel der Harnblase von Bmal1
WT/KO Mausen

Die Bmal1 Wildtyp Mause zeigten zu den Zeitgeberpunkten ZT06 und ZT18
eine Verminderung der Immunreaktivitat zueinander. Dieses qilt ebenfalls fur
die Bmal1-defizienten Mause und entspricht dem Verlauf der vorangegangenen
Versuchsreihe mit den C57BI/6 Mausen.
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Abbildung 3.6 Uroplakin la-lmmunreaktion (UPKIla-Ir) im Urothel der Harnblase von Bmal1
WT und KO Mausen. (A) Reprasentative Mikrofotografien der UPKla-Ir entsprechenden
Zeitpunkten. (B) Uroplakin la — Ir zwischen der Mitte der Hellphase ZT06 (umrandetes
Diagrammfeld) und der Mitte der Dunkelphase ZT18 (voll-coloriertes Diagrammfeld) flir Brmal1
WT (Bmal1+/+) und Bmall KO (Bmall-/-). MaBbalken = 100pm. Es handelt sich bei den Daten
um Ergebnisse aus mindestens 6-7 Tieren + SD.
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Tab.3.6 Statistische Auswertung UPKla
Two-way Anova

P-

Wert Signifikant
Interaktion 0,9883 Nein
Genotyp 0,4753 Nein
Zeitpunkte 0,0088 Ja

3.1.2.2 Uroplakin Ib-immunreaktion im Urothel der Harnblase von Bmal1
WT/KO Mausen

Nach Untersuchung von UPKIb deutete sich innerhalb derselben Genotypen
eine Reduktion der optischen Dichte wahrend der verschiedenen Zeitpunkte
ZT06 und ZT18 an. Eine Signifikanz war jedoch nicht nachweisbar. Ebenfalls
war weder ein signifikanter Unterschied noch eine Tendenz zwischen den zwei
verschiedenen Genotypen zu den Zeitpunkten ZT06 oder ZT18 nachweisbar.
Im Vergleich zu der Versuchsreihe mit den C57BI/6 Mausen, konnte ebenfalls
eine hohere Grundaktivitat von UPKIb in der Immunreaktivitat beobachtet

werden.
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Abbildung 3.7 Uroplakin Ib-Immunreaktion (UPKIb-Ir) im Urothel der Harnblase von
Bmal1 WT und KO Mausen. (A) Reprasentative Mikrofotografien der UPKIb-Ir entsprechenden
Zeitpunkten. (B) Uroplakin Ib — Ir zwischen der Mitte der Hellphase ZT06 (umrandetes
Diagrammfeld) und der Mitte der Dunkelphase ZT18 (voll-coloriertes Diagrammfeld) fiir Emal?
WT (Bmal1+/+) und Bmal1l KO (Bmal1-/-). MaRbalken = 100um. Es handelt sich bei den Daten
um Ergebnisse aus mindestens 6-7 Tieren + SD.

52



Ergebnisteil

Tab.3.7 Statistische Auswertung UPKIb
Two-way Anova

P-
Wert Signifikant
Interaktion 0,346 Nein
Genotyp 0,626 Nein
Zeitpunkte 0,102 Nein

3.1.2.3 Uroplakin ll-lmmunreaktion im Urothel der Harnblase von Bmal1
WT/KO Mausen

Die Immunreaktivitat des Proteins UPKII zeigt unter den Genotypen Bmal1
Wildtyp und Bmal1 Knockout signifikante Unterschiede. Bei den Bmal1 Wildtyp-
Mausen fallt eine 7 erhohte optische Dichte im Vergleich zu den Bmal WT KO

Mausen auf.
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Abbildung 3.8 Uroplakin ll-immunreaktion (UPKII-Ir) im Urothel der Harnblase von Bmal1
WT und KO Mausen. (A) Reprasentative Mikrofotografien der UPKII-Ir entsprechenden
Zeitpunkten. (B) Uroplakin Il — Ir zwischen der Mitte der Hellphase ZT06 (umrandetes
Diagrammfeld) und der Mitte der Dunkelphase ZT18 (voll-coloriertes Diagrammfeld) fiir Bmal1
WT (Bmal1+/+) und Bmal1 KO (Bmall-/-). MaBbalken = 100pm. Es handelt sich bei den Daten
um Ergebnisse aus mindestens 6-7 Tieren + SD.
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Tab.3.8 Statistische Auswertung UPKII
Two-way Anova

P-
Wert Signifikant
Interaktion 0,771 Nein
Genotyp 0,0147 Ja
Zeitpunkte 0,736 Nein

3.1.2.4 Uroplakin llla-lmmunreaktion im Urothel der Harnblase von Bmal1
WT/KO Mausen

Fur das Uroplakin llla konnten immunhistochemisch keine Unterschiede
innerhalb desselben Genotyps und den Zeitgeberpunkten ZT06 und ZT18
festgestellt werden. Es fiel im Vergleich zu der Versuchsreihe mit den C57BI/6
Mausen ebenfalls eine hohe Intensivitat der Farbung auf. Im Weiteren ist

auffallend, dass sich die O.D. zum Zeitpunkt ZT06 geringer ist als zum
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Zeitpunkt ZT18 und sich somit umgekehrt als in der C57BI/6 Versuchsreihe

verhalt.
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Abbildung 3.9 Uroplakin llladilmmunreaktion (UPKIlla-Ir) im Urothel der Harnblase von
Bmall WT und KO Mausen. (A) Reprasentative Mikrofotografien der UPKIlla-Ir
entsprechenden Zeitpunkten. (B) Uroplakin llla — Ir zwischen der Mitte der Hellphase ZT06
(umrandetes Diagrammfeld) und der Mitte der Dunkelphase ZT18 (voll-coloriertes
Diagrammfeld) far Bmal1 WT (Bmal1+/+) und Bmal1 KO (Bmal1-/-). MaBbalken = 100pum. Es
handelt sich bei den Daten um Ergebnisse aus mindestens 6-7 Tieren + SD.
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Tab.3.9 Statistische Auswertung UPKIlla
Two-way Anova

P-
Wert Signifikant
Interaktion 0,7492 Nein
Genotyp 0,2265 Nein
Zeitpunkte 0,4856 Nein

3.1.2.5 Uroplakin lllb-immunreaktion im Urothel der Harnblase von Bmal1
WT/KO Mausen

Die Bmal1 Wildtyp und die Bmal1 defizitaren Mausen zeigen sowohl zu den
Zeitpunkten ZT06 und ZT18 als auch zwischen den Genotypen signifikante
Unterschiede in der O.D. zueinander. Tendenziell bestatigte sich ebenfalls in

dieser Versuchsreihe das antizyklische Verhalten von UPKIIIb. Jedoch ist zum
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Zeitpunkt ZT18 eine noch hohere Grundaktivitat, insbesondere bei den

Wildtypen, zu erkennen.

Bmall-~ZT18

S\ r

B UPKIlIb
80- * : *
a T
O 60- _|_
[ ™
S 401
<
o
= 204
0

Bmal1+/+ Bmal1-/-

Abbildung 3.10 Uroplakin lllb-Immunreaktion (UPKIlIb-Ir) im Urothel der Harnblase von
Bmall WT und KO Mausen. (A) Reprasentative Mikrofotografien der UPKIIIb-Ir
entsprechenden Zeitpunkten. (B) Uroplakin lllb — Ir zwischen der Mitte der Hellphase ZT06
(umrandetes Diagrammfeld) und der Mitte der Dunkelphase ZT18 (voll-coloriertes
Diagrammfeld) far BEmal1 WT (Bmal1+/+) und Bmal1l KO (Bmal1-/-). Ma3balken = 100pm. Es
handelt sich bei den Daten um Ergebnisse aus mindestens 6-7 Tieren + SD.
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Tab.3.10 Statistische Auswertung UPKIIIb
Two-way Anova

P-

Wert Signifikant
Interaktion 0,6624 Nein
Genotyp 0,0215 Ja
Zeitpunkte 0,0261 Ja

3.2 Analyse der relativen Genexpression der Uroplakine

Die relative Genexpression der Uroplakine im Tagesverlauf wurde mittels
quantitativer Polymerasekettenreaktion analysiert. Untersucht wurden die Gene
UPla, UPIb, UPII, UPIlla und UPIIIb, da fur diese ein diurnaler Rhythmus mittels
Immunhistochemie nachgewiesen wurde. Zur Kontrolle wurde die rhythmische
Expression des Uhrengens Per1 analysiert. Dieses hat einen deutlichen Anstieg
im Verlauf der ersten Tageshalfte mit einer maximalen Expression zwischen
ZT10 und ZT14. In der Abbildung 3.11 ist die relative mRNA Expression der
genannten Gene dargestellt. Die Adjustierung der gemessenen Gene erfolgte
uber den ,Housekeeper GAPDH®. Die mRNA-Expression von Per1 als
Positivkontrolle zeigte den erwartenden Anstieg [64, 65] und einen zu den
anderen Zeitpunkten signifikanten Expressionsunterschied zu ZT10 (p < 0.001).
Im Gegensatz dazu zeigten die Genexpression der untersuchten Uroplakine

keine tageszeitlichen Schwankungen.
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Abb.3.11 Relative mRNA Expression von Per1, UPla, UPIb, UPII, UPllla und UPIIib. Die
mRNA Expression von Per1 zeigt eine Tageszeit-abhangige Schwankung mit einer maximalen
Expression zum Zeitpunkt ZT10. Die Gene UPla, UPIb, UPII, UPllla und UPIIlb zeigen

hingegen eine konstante Expression im tageszeitlichem Verlauf.

3.3 Analyse der subzellularen Verteilung von UPKIa

Mittels Fraktionierung und Westernblot wurde die Hypothese uberprift, ob die
Tageszeit-abhangige Fluktuation in der Immunreaktivitat der Uroplakine auf ein
verandertes zellulares Shuttling zurtckzufuhren ist. Da die tageszeitliche
Schwankung am starksten bei der UPKla-Ir beobachtet werden konnte, wurde
die o. g. Hypothese exemplarisch bei diesem Uroplakin Uberpruft. Es wurden
die subzellularen Fraktionen Zytosol, Membran, Nukleus und Zytoskelett
analysiert. Die UPKIla-spezifischen Banden wurde ins Verhaltnis zum
Referenzprotein Aktin gesetzt. Die Fraktionen wurden summiert und die
einzelnen Fraktionen daran als prozentualer Anteil berechnet. Wie erwartet war
der Proteinanteil in der nukledaren Fraktion kaum nachweisbar (< 1%). Der
grollte Anteil wurde in der zytoskeletalen Fraktion nachgewiesen (> 40%).
Etwas geringer sind die Anteile in der zytosolischen und membrandsen Fraktion

(20 — 40%). Innerhalb der anderen Fraktionen lag sowohl zwischen den
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Zeitpunkten als auch den beiden Genotypen kein signifikanter Unterschied vor
(Abb. 3.12).
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Abb. 3.12: Westernblot-Analyse der Zellfraktionen. (A) Beispielhafte Blot-Banden von UPKla
zum Zeitpunkt ZT06 einer Bmal1-Wildtypmaus. (B) Grafische Darstellung des Proteingehalts in
den verschiedenen Fraktionen. Innerhalb der einzelnen Fraktionen bestand kein Unterschied
zwischen den Genotypen und Zeitpunkten. F1: Zytosol F2: Membran F3: Nukleus F4:
Zytoskelett
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4. Diskussion

Das Ziel unserer Studie war es, die im Urothel befindlichen Uroplakine auf eine
zirkadiane Rhythmik hin zu untersuchen. In der aktuellen Literatur ist eine
zirkadiane Regulation der Harnblase beschrieben, jedoch ist wenig Gber den
diurnalen Rhythmus der Uroplakine bekannt [59, 66]. Diese sind essenziell fur
die Physiologie des in der Harnblase befindlichen Urothels. Eine der Aufgaben
ist unter anderem die Regulation der Permeabilitadt und der Barrierefunktion [15,
67]. Vorangegangenen Studien haben gezeigt, dass bei Saugern unter
anderem eine verminderte Filtrationsrate der Nieren sowie eine gesteigerte
Kapazitat zur Volumenaufnahme in der Harnblase wahrend der Schlafphase
vorliegt [68, 69]. Unterstlitzend fur diese These wurde bei alteren Mannern ein
zirkadianer Unterschied in der Miktionsfrequenz beschrieben. Die Frequenz
war, im Gegensatz zu gesunden Mannern, in der Nacht zwischen Mitternacht
bis sechs Uhr morgens deutlich hoher als zwischen zwolf Uhr mittags bis sechs
Uhr nachmittags [70].

Des Weiteren ist bekannt, dass es bei einer Volumenzunahme in der Harnblase
zu Dehnungsreizen in der Mucosa kommt. Durch diese Reize werden vermehrt
Uroplakine mittels Exozytose aus dem Golgi-Apparat bzw. endoplasmatischen
Retikulum Uber das Zytoskelett in die apikale Zellmembran des Urothels
expremiert und die Fusion der Uroplakine gefordert. Dieser Vorgang soll ein
Eindringen der harnpflichtigen Substanzen in die Peripherie und ebenfalls einen
vesikourenalen Reflux verhindern [26, 71]. Ein Uhrwerk ist hierflr essenziell fur
die Harnblase und ausschlaggebend fir eine diurnale Miktion [60, 66, 72].
Aufgrund dieser Zusammenhange kann vermutet werden, dass die Uroplakine
einen moglichen tageszeitlichen Verlauf unterliegen.

Zuber et al. beschreiben daruber hinaus, dass bei Bmal1 defizienten Mausen
eine Verringerung der Osmolaritdt im Harn und im Gegensatz dazu eine
deutliche Steigerung der Osmolaritdt im Plasma sowie des Haematokrit
gegenuber dem Bmal1 Wildtyps vorliegt. Darliber hinaus werden Unterschiede
in der Natriumresorption in der Niere beschrieben [73]. Da es sich bei dem

Protein Bmall um eine Hauptkomponente zur Regulation des zirkadianen
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Rhythmus handelt, darf hier ebenfalls ein méglicher Zusammenhang zwischen
Uroplakinen und der inneren Uhr vermutet werden [74].

Diese in der Literatur bereits geschilderten Erkenntnisse haben uns veranlasst
die Harnblasen von Mausen, die einem 12h-Tag-/Nachtrhythmus unterliegen,
zu untersuchen. Die daflir vorgesehenen Mauslinien waren die C57BIl/6 Reihe
und die Bmal1 Wildtyp sowie Bmal1 defizienten Mausen. Es wurde die
Immunreaktivitat als auch die mRNA-Expression zu verschiedenen Zeitpunkten

hin untersucht.

4.1 Immunhistochemische Farbung der Uroplakine

4.1.1 Immunreaktivitat der Uroplakine im zeitlichen Verlauf

In den immunhistochemischen Farbungen wurde das Urothel nach einem
Proteinnachweis der Uroplakine la, Ib, II, llla und Illlb untersucht. Die Maus ist
ein nachtaktives Saugetier und weist somit einen entgegengesetzten
zirkadianen Rhythmus zum Menschen auf [59].

Dem Ergebnisteil zu entnehmen ist fur die Uroplakine la, Ib und llla ein
diurnaler Unterschied in der Immunreaktivitat messbar. Es kommt im
Tagesverlauf und somit in der Ruhephase von nachtaktiven Saugern zu einem
verstarkten Nachweis der Uroplakine, die im nachtlichen Verlauf entsprechend
der aktiven Phase wieder abnimmt.

Fur das Uroplakin Il konnte lediglich ein signifikanter Unterschied zwischen den
Zeitpunkten ZT10 und ZT18 nachgewiesen werden, jedoch lasst sich grafisch
im zeitlichen Verlauf ebenfalls eine erhdhte Immunreaktivitat in den Farbungen
wahrend der Ruhephase erkennen.

Das Uroplakin Il wird in die Isoformen Uroplakin Illa und lllb unterteilt [75]. Fur
UPKIlla konnte wie zuvor beschrieben, ein zeitlicher Verlauf festgestellt werden.
Dieses gilt ebenfalls flir das Uroplakin Illb, welches uUber den Tag, also in der
Ruhephase der Maus, eine deutlich erhéhte Immunreaktion als in der

Nachtphase aufweist.
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Den Ubergang vom Tag in die Nacht beschreiben die Zeitpunkte ZT10 und
ZT14. Hier wurde auller fur Uroplakin lllb in der spaten Ruhephase/frihen
Aktivitatsphase ein Peak der Immunreaktivitdt gemessen.

Ein Ruckgang der Immunreaktivitat von den Uroplakinen la, Ib, Il, Illa und Illb in
der aktivieren nachtlichen Phase sowie eine Zunahme dieser im Tagesverlauf,
kann durch eine mogliche zirkadiane Regulation in der C57Bl/6 Reihe zu
erklaren sein. Negoro et al. beschreiben hierfur eine Zunahme der Kapazitat
von Harnblasen in der Schlafphase von Mausen [60]. Durch die stetige Fullung
des Urinreservoirs in der Ruhephase werden vermehrt Uroplakine an die
aullerste Schicht des Urothels angelagert, sodass einer Distorsion der
Harnblase sowie einem vesikourethralen Reflux vorgebeugt wird [26, 34, 67].
Da die Miktionsfrequenz an den zirkadianen Rhythmus gebunden ist [59, 60,
69] und bei einer geringen Miktionsfrequenz die Harnblasenkapazitat folglich
steigt, muss es zu einer vermehrten Ansammlung und Fusion der Uroplakine in
der luminal gelegenen Urothelschleimhaut kommen. Verdeutlich wird dieses
durch einen Peak der Immunreaktivitat in der spaten Ruhephase, wo die
Kapazitatsauslastung der Harnblase entsprechend am gréften zu sein scheint.

Das Uroplakin Illb ist eine Isoform von Uroplakin llla, es wurde von Deng et. al
zunachst als P35 beschrieben, aufgrund der starken physiologischen und
molekularen Eigenschaften jedoch im Verlauf umbenannt. Es ist in deutlich
geringeren und variableren Mengen im Urothel beschrieben [75], sodass hier
gegebenenfalls fur die Abweichung der Immunreaktivitat sich der Grund findet.
Da das Uroplakin IlIb nicht nur spezifisch im Urothel, sondern auch im Mesothel
verschiedener Korperhdhlen, wie dem Epi- und Perikard, der Pleura und dem
Peritoneum vorhanden ist, konnte hier ebenfalls die abweichende
Immunreaktivitat erklart werden [76]. Ein anderer Ansatz ist, dass das Uroplakin
llIb im Harnblasengewebe in niedrigen Konzentrationen zu finden ist. Es macht
ca. 10% des Gesamtanteils von Uroplakin Ill aus. Erst bei UPKIlla defizienten
Mausen wird eine vermehrte Expression von UPKIlIb beschrieben, sodass
UPKIlla ggf. eine mdgliche Rolle als Suppressor von UPKIIIb spielt [43, 75, 76].
Im Weiteren fiel bei der Auswertung der Versuchsreihe mit den C57BIl/6
Mausen auf, dass UPKIb eine deutlich erhohte Grundreaktivitat im Vergleich zu
UPKIla vorweisen konnte. Eine mogliche Erklarung bietet die Tatsache, dass

UPKIb als einziges Uroplakin ohne vorherige Dimerisierung das
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endoplasmatische Retikulum verlassen kann, um an die Zelloberflache zu
gelangen [24]. Ebenfalls ist es das ein Uroplakin, welches auch auf3erhalb vom
Urothel, unter anderem in der Cornea, Konjunktiva des Auges und

Lungengewebe, vorkommen kann [46, 77, 78] .

4.1.2 Immunreaktivitat der Bmal1 WT/KO Mausen zu den Zeitpunkten ZT06
und ZT18

Die Bmal1 Wildtypen und Bmal1 Knockout Mause wurden jeweils im Hinblick
eines Unterschiedes der Immunreaktivitat der funf genannten Uroplakine auf die
Zeitpunkte ZT06 und ZT18 miteinander verglichen. Darliber hinaus wurde nach
einem madglichen Unterschied eines Uroplakinnachweises im Genotyp
untersucht, um eine mogliche Regulation der Uroplakine Uber ein Uhrenwerk zu
erkennen.

Zwischen den Zeitpunkten als auch zwischen den Genotypen konnten nur fur
das Uroplakine lllb jeweils Unterschiede festgestellt werden, die jedoch keine
Signifikanz zeigten. Fir das Uroplakin Il konnte ein Unterschied in den
Genotypen festgestellt werden. Das Uroplakin la konnte wiederum zu den
Zeitpunkten einen diurnalen Unterschied aufweisen.

Alle anderen Untersuchungen zeigten sich statistisch unauffallig, jedoch konnte
in absoluten Zahlen Uber alle Uroplakine hinweg eine geringere, jedoch nicht
signifikante, Immunreaktivitdt bei den Bmal1 defizitaren Mausen beobachtet
werden. Dieses konnte durch einen Unterschied zwischen den Genotypen
ursachlich sein, da in der Literatur bei Bmal1 Knockout Mausen bezuglich der
Urinzusammensetzung, Osmolaritdt, entsprechend ein milder Diabetes
Insipidus beschrieben wird [73] und somit dementsprechend zu einer
vermehrten Nykturie fuhren kann. Ebenfalls konnte es aber auch eine durch
Stress bedingte Verfalschung sein, da Bmal1 defiziente Mause unter Stress ein
deutlich geringeres Vermogen besitzen den Urin zu konzentrieren [73]. Dieser
koénnte moglicherweise auch die Miktion und Blasenkapazitat beeintrachtigen.
Ein weiterer Aspekt, der das Ergebnis mit beeintrachtigt haben kénnte, ist, dass
die Tiere in der Mauslinie 12 Wochen alt waren. Kondratov et al. Beschreiben,

dass die Tiere in diesem Alter in der Regel noch keine Wachstumsunterschiede
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aufzeigen. Erst zwischen der 16. und 18. Woche post natal, kommt es zu einer
Wachstumsretardierung und reduziertem Korpergewicht [79], sodass in diesem
Zeitraum ein deutlicheres Ergebnis erwartet werden konnte, die dann jedoch
aufgrund der Retardierung und nicht aufgrund der Uroplakine hervorgerufen
sein kann. Die signifikanten Ergebnisse bezuglich Uroplakin Il und lllb sind
jedoch hiermit nur bedingt zu erklaren. Es konnte darauf hinweisen, dass eine
Deletion von Bmal1, aufgrund von einer fehlerhaften Organogenese und eines
gestorten Uhrenwerks, die bei Bmal1 KO Mausen beschrieben werden, zu einer
verringerten Proteinexpression von UPKII und Illb fuhrt [79, 80]. In diesem Fall
konnte eine Bmal1 abhangige Reduktion der Proteinexpression Hinweise auf
ein direktes Zusammenspiel mit dem molekularen Uhrwerk schlie3en lassen.

Im Hinblick auf die Zeitpunkte wurden in dieser Arbeit andere Ergebnisse
erwartet. In der C57BI/6 Mauslinie ist es zu einer tageszeitlichen Schwankung
gekommen, sodass zwischen den Zeitpunkten ZTO06 (ein Zeitpunkt in der
Ruhephase) und ZT18 (ein Zeitpunkt in der aktiven Phase) fur alle Uroplakine
Unterschiede, insbesondere bei den Wildtypen, vermutet wurden. Diskrepanzen
wurden bei der Bmal1 defizienten Mauslinie zwischen den Zeitpunkten erwartet,
da bei dieser eine Unfahigkeit beschrieben wird, ihren Rhythmus in die aktive
Phase zu konsolidieren und dieses mit Veranderungen in der Schlafarchitektur
einhergeht. Ebenfalls sind multiple Stoffwechseldefizite und fehlerhafte
Organogenese beschrieben [61, 79, 81]. Jedoch kam es zwischen den
Zeitpunkten und Genotypen zu keinen relevanten Interaktionen (UPKla
p=0,9883, UPKIb p=0,3460, UPKIl p=0,7710, UPKIlla p=0,7492, UPKIIIb
p=0,6624). Eine modgliche Ursache, dass es zwischen ZT06 und ZT18 zu
keinen deutlichen signifikanten Unterschieden gekommen ist, konnte mit einer
moglichen falschen Wahl der Zeitpunkte zusammenhangen. In der
Immunreaktivitat der C57BI/6 Mauslinie zeigten sich bezuglich der Zeitpunkte
ZT06 und ZT18 ebenfalls bereits geringe Unterschiede im Proteinnachweis,
sodass weitere Vergleiche zu verschiedenen Zeitpunkten weitere Aufschlisse

geben konnten.
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4.2 mRNA-Expression der Uroplakine im zeitlichen Verlauf

Die Polymerasekettenreaktion wurde mit den Proteinen UPla, UPIb, UPII,
UPllla und UPIlIb durchgefuhrt. Aufgrund der Ergebnisse in der
Immunreaktivitat, wurde fur diese drei Proteine ein mdglicher diurnaler
Rhythmus vermutet.

Das Gen Per1 diente zur Kontrolle der Polymerasekettenreaktion, da ein
zirkadianer Rhythmus fur dieses Gen vorliegt [82, 83]. In der Messung der
relativen mRNA Expression konnte kein diurnaler Rhythmus festgestellt
werden. Es zeigt somit, dass die Uroplakine zwar einen tageszeitlichen
Unterschied in der Immunreaktivitat aufweisen, jedoch hat sich dieses nicht auf
Ebene der RNA bestatigt. Somit kommt eine mdgliche posttranskriptionelle
Regulation in Betracht, wie es z. B. fir die Zytokine oder fur Per 1 beschrieben
ist [84, 85].

Ebenfalls wird in der Literatur beschrieben, dass ein Zusammenbau der
Uroplakine im endoplasmatischen Retikulum erfolgt, wo diese zu spezifischen
Heterodimere zusammengefligt werden [22-25]. Das Uroplakin la fusioniert
dabei mit Uroplakin Il und das Uroplakin Ib mit Uroplakin llla. Erst nach der
Zusammenfugung zu diesen Heterodimeren gelingt der Exit aus dem
Endoplasmatischen Retikulum [24, 86]. Dieser Mechanismus unterstitzt die
Vermutung, dass die Regulation posttranskriptionell erfolgt. Eine Ausnahme
bildet hierbei das Uroplakin |b, welches alleine aus dem endoplasmatischen

Retikulum heraus treten kann [24].

4.3 Proteingehalt von UPKIa in den zellularen Fraktionen

Die detektierbaren Proteinlevel von UPKla waren zwischen den Zellfraktionen
sichtlich unterschiedlich. In der nuklearen Fraktion war UPKla uber die
Zeitpunkte respektive den Genotypen mit einem Anteil von < 1% kaum
vorhanden. Dies ist dadurch zu erklaren, da es sich bei den Uroplakinen um
Proteine handelt, die zur Zellmembran transportiert werden [27, 33, 35]. Neben

den Proteinexpressionen in der Membranfraktion und der zytoskeletalen
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Fraktion ist auch ein deutlicher Anteil in der zytosolischen Fraktion vorhanden.
Dies geht einher mit den bisherigen Befunden uber die Uroplakine. Es wird
beschrieben, dass Uroplakine sich nicht nur an der luminalen Oberflache im
Harntrakt befinden. Eine grolie Menge kommt auch in fusiformen Vesikeln im
Zytoplasma der apikalen Umbrellazellen vor. lhre Aufgabe ist es, bei Extension
oder Kontraktionen im Harntrakt, an die luminale Oberflache zu gelangen [19,
34, 38, 40, 42]. Eine veranderte Proteinexpression zwischen den Zeitpunkten
konnte unabhéangig von den Fraktionen nicht gezeigt werden. Eine mdgliche
Ursache dafur konnte sein, dass die apikalen Umbrellazellen fur den Western
Blot nicht spezifisch isoliert wurde und es so durch gegebenenfalls andere
Konzentrationen von UPKIa in tiefer gelegenen Zellreihen des Urothels, zu
einer erhohten statistischen Abweichung gekommen ist, die eine mogliche
zirkadiane Regulation uberdeckt. Es sollte daher diskutiert werden, ob in
weiteren Arbeiten eine erneute Western Blot Untersuchung von streng in der

apikalen Region isolierten Urothelzellen, Aufschluss bringen kann.
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