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Abb.23 Stärkere ISO-vermittelte Hemmung der EFS-induzierten Kontraktionen in BK-/- 
Detrusormuskel-Streifen wird nur teilweise durch den spezifischen PKA-Inhibitor Rp-cAMPS 
aufgehoben. Statistische Analyse EFS-induzierter Kontraktionen mit jeweils n = 15 
Harnblasenstreifen von 4 WT und 4 BK-/- Mäusen. Die Vorinkubation der Muskelstreifen mit 
10 µM ISO wurde über eine Dauer von 10 min durchgeführt, jene mit 100 µM Rp-cAMPS 
umfasste einen Zeitraum von 45 min, in dem während der letzten 10 min die zeitgleiche 
Inkubation mit ISO erfolgte. Abbildung zeigt Mittelwerte ± SEM; * P < 0,05; ** P < 0,01.  
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4.1.9 Spielt das „Exchange Protein directly activated by cyclic AMP“ 
eine Rolle für die kompensatorische Kontraktionsabschwächung in 
BK-/- Harnblasen? 

Ein weiteres, seit kurzem auch in glatten Muskelzellen identifiziertes Protein 

(Yokoyama et al. 2008), das ebenfalls wie die PKA durch cAMP aktiviert werden 

kann, ist das „Exchange Protein directly activated by cAMP“ (Epac).  Diese 

Bezeichnung umfasst zwei bislang bekannte Genprodukte, Epac1 und Epac2, die 

sich wiederum jeweils in mehrere Spleißvarianten aufgliedern lassen. Beide Gruppen 

von Isoformen stellen Guanin-Nukleotid-Austausch-Faktoren (GEFs) dar und können 

PKA-unabhängige Signaltransduktionswege aktivieren (Holz et al. 2006). Die aktuell 

bekannten Epac-Effektoren sind vielfältig sowie abhängig von der jeweiligen Epac-

Isoform und differieren von Zelltyp zu Zelltyp (Holz et al. 2006). In der Harnblase 

selbst wurde bislang noch kein Epac-vermittelter Effekt beschrieben. Jedoch lässt 

sich der ISO-induzierte, die Detrusormuskel-Kontraktion abschwächende 

Kompensationsmechanismus in BK-/- Harnblasen anhand der Ergebnisse aus Abb.23 

und Abb.20D auf ein offensichtlich PKA-unabhängiges, jedoch cAMP-vermitteltes 

Ereignis eingrenzen.  

 

Mit Hilfe des spezifischen Epac-Superaktivators 8-(4-Chlorophenylthio)-2’-O-

methyladenosin-3’,5’-cyclisches monophosphat (8-pCPT-2’-O-Me-cAMP, 20 µM), 

welcher in der verwendeten Konzentration keine PKA-Aktivierung zeigt (Holz et al. 

2008), konnte im Folgenden die Möglichkeit einer Beteiligung von Epac an der 

kompensatorischen Kontraktionsabschwächung in WT und BK-/- Harnblasen 

untersucht werden. In WT Detrusormuskel-Streifen wurde bezüglich der Verringerung 

EFS-induzierter Kontraktionen kein signifikanter Einfluss von 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP 

festgestellt (Abb.24A). Dagegen zeigte der Epac-Aktivator in Detrusormuskel-Streifen 

von BK-/- Mäusen deutliche Auswirkungen auf die Abschwächung der 

Kontraktionskraft (Abb.24B). Das Ausmaß der Kontraktionshemmung unterschied 

sich in BK-/- Harnblasen ab einer Stimulationsfrequenz von 2 Hz signifikant vom WT 

und betrug 7,6 ± 0,3% (2 Hz), 17,6 ± 0,9% (4 Hz), 19,0 ± 2,3% (8 Hz) und 12,4 ± 

2,7% (12 Hz) im BK-/- Detrusor, im WT hingegen nur 1,5 ± 1,2% (2 Hz), 0,9 ± 1,0% (4 

Hz), 0,0 ± 1,0% (8 Hz) und -2,6 ± 0,9% (12 Hz) (Abb.24C).  
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Abb.24 PKA-unabhängige Hemmung der EFS-induzierten Detrusor-Kontraktionen durch 
spezifischen Epac-Aktivator zeigt im Vergleich zum WT deutlich ausgeprägtere Effekte in 
BK-/- Harnblasen. (A, B) Auswertung EFS-induzierter Kontraktions-Peaks von WT (A) und 
BK-/- (B) Detrusormuskel-Streifen unter Basalbedingungen und unter dem Einfluss von 20 µM 
8-pCPT-2’-O-Me-cAMP nach 15-minütiger Vorinkubation. (C) Darstellung des Ausmaßes der 
Kontraktionshemmung in WT und BK-/- Harnblasenstreifen nach Vorinkubation mit 20 µM 8-
pCPT-2’-O-Me-cAMP über 15 min. n = 18 – 19 Detrusormuskel-Streifen von 5 Mäusen pro 
Genotyp. Abbildung zeigt Mittelwerte ± SEM; * P < 0,05; ** P < 0,01. 
 

Diese verstärkte Kontraktions-Abschwächung unter 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP in 

konstitutiven BK-Knockout Harnblasen deutet auf PKA-unabhängige 

Kompensationsmechanismen hin, die in der BK-/- Harnblase möglicherweise durch 

Epac, einen neben der PKA weiteren cAMP-Effektor, vermittelt werden. Zur 

folgenden Abklärung dieses Sachverhaltes wurde die Protein-Expression der beiden 

bekannten Epac-Varianten Epac1 und Epac2 mittels Western-Blot Analyse in der 
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murinen Harnblase bestimmt. Die zur Detektion verwendeten Antikörper waren 

jeweils gegen die sich unterscheidenden N-terminalen Sequenzen von Epac1 bzw. 

Epac2 gerichtet. Mit dem zu den ersten 70 N-terminalen Aminosäuren von Epac1 

komplementären Antikörper war im Western-Blot nach SDS-gelelektrophoretischer 

Auftrennung des Harnblasen-Proteoms von WT und BK-/- Mäusen keine spezifische 

Bande detektierbar (Abb.25A, rechts). Jedoch konnte unter Verwendung eines gegen 

die ersten 220 N-terminalen Aminosäuren von Epac2 gerichteten Antikörpers eine 

einzige spezifische Bande im gesamten Auftrennungsspektrum des murinen 

Harnblasen-Proteoms erkannt werden (Abb.25A, links). Innerhalb dieser durch den 

Epac2-Antikörper detektierten Sequenz ist eine der beiden cAMP-Bindungsstellen 

von Epac2 lokalisiert (Niimura et al. 2009). Unter Berücksichtigung aller bislang 

bekannten Epac2-Spleißvarianten und der durch den Epac2-Antikörper erkannten 

Sequenz wäre eine spezifische Epac2-Bande im Bereich von Molekulargewichten 

über 90 kDa zu erwarten (NCBI Protein-Datenbank). Jedoch zeigte der gegen Epac2 

gerichtete Antikörper die Bande eines Proteins mit einem Molekulargewicht von etwa 

28 kDa („Epac2“ SV, Abb.25A, links). Eine potentiell mögliche, unspezifische 

Interaktion des gegen Epac2 gerichteten Antikörpers kann mit hoher 

Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden, da die Positivkontrolle mit murinem 

Gesamtgehirn (Ster et al. 2007; Magiera et al. 2004) keine 28 kDa Bande aufwies, 

hingegen drei spezifische Banden zwischen 90 und 130 kDa präsentierte, welche 

dem theoretischen Molekulargewicht der bekannten Epac2-Spleißvarianten mit 867 

(gi|123239870), 972 (gi|148695159) bzw. 993 (gi|123239869) und 1011 

(gi|123239868) Aminosäuren zugeordnet werden können (Abb.25B).  

 

Somit lässt sich die detektierte 28 kDa Bande in der Harnblase 

möglicherweise als Hinweis auf das Vorliegen einer bislang nicht näher definierten 

kurzen Spleißvariante von Epac2 betrachten („Epac2“ SV), welche vermutlich die 

durch den Antikörper erkannte N-terminale cAMP Bindungsdomäne von Epac2 

enthält und PKA-unabhängig durch die Wirkung des Epac-spezifischen cAMP-

Analogons 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP zu einer Abschwächung der Detrusormuskel-

Kontraktion führt. 

 

 

 



 Ergebnisse 82 

 

                      
 

 
Abb.25 Western-Blot-Untersuchungen zum qualitativen Nachweis von Epac1 und Epac2 im 
Proteom muriner Harnblasen (A) und Gesamtgehirn (B). (A, links) Detektion einer 28 kDa 
Bande nach SDS-gelelektrophoretischer Auftrennung und Western-Blotting des Harnblasen-
Proteoms mit Antikörper gegen N-terminale Epac2-Sequenz. (A, rechts) Keine spezifische 
Bande im Harnblasen-Proteom mit Antikörper gegen Epac1 nachweisbar. (B) Epac2-
Positivkontrolle und Spezifitäts-Nachweis für verwendeten Antikörper gegen Epac2 mit linker 
Hemisphäre des murinen Gesamtgehirns. 
 

Eine Sequenzanalyse von „Epac2“ SV sowie die Untersuchung von Epac2-/- 

Mäusen war im Rahmen dieser Arbeit nicht durchführbar. Mit Hilfe eines „Expressed 

Sequence Tag“ (EST)-Datenbank-Screenings konnte jedoch der cDNA-Klon 

5730402K07 in acht Tage alten Maus-Embryos identifiziert werden (gi|12856733), 

welcher mit 693 Basenpaaren für den N-Terminus von Epac2 codiert, gegen den der 

verwendete Epac2-Antikörper gerichtet war, sowie eine stabilisierende „5’-G-Cap“ 

aufweist. Dieser cDNA-Klon bleibt allerdings am 3’-Ende nach Exon 6 ungespleißt 

(NCBI Nukleotid-Datenbank, Alignment und Vergleich der EST-Sequenz von 

gi|12856733 mit der Epac2-Gensequenz gi|149338249). Die folglich zwischen Exon 

6 und Exon 7 transkribierte „Intronsequenz“ des Epac2-Gens weist ab Basenpaar 

160529 eine das Transkript potentiell stabilisierende Poly-A-Sequenz von 41 

aufeinander folgenden Adenin-Nukleotiden auf und zeigt innerhalb des vorhandenen 

Leserahmens ein Stop-Codon, beginnend bei Basenpaar 160076. Aus einer 

möglichen Translation des stabilisierten mRNA-Konstruktes würde eine 
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Proteinsequenz mit einer Gesamtlänge von 242 Aminosäuren resultieren (NCBI 

Nukleotid-Datenbank, Alignment und Kombination der EST-Sequenz von 

gi|12856733 mit Basenpaaren 160014 bis 160078 der Epac2-Gensequenz 

gi|149338249, Abb.26). Dieses Protein-Konstrukt hätte unter ausschließlicher 

Berücksichtigung der Aminosäuren ein berechnetes Molekulargewicht von 27 kDa 

(Swiss-Prot/TrEMBL), was mit der in Abb.25A detektierten 28 kDa Bande unter 

Berücksichtigung möglicher Glykosylierungsstellen gut in Übereinstimmung gebracht 

werden kann.  

 

                 
 

                  
 

 
Abb.26 Hypothetische, schematische mRNA einer möglichen Epac2 Spleißvariante in der 
Harnblase, zusammengesetzt aus EST-Klon 5730402K07 sowie innerhalb des 
vorgegebenen Leserahmens nachfolgender „Intron“-Sequenz mit Stop-Codon (UGA) und 
Poly(A)-Sequenz (oben). Umsetzung in potentiell translatiertes Protein mit hypothetischer 
Aminosäuresequenz, Darstellung im Ein-Buchstaben-Code (unten). Blaue Markierung 
entspricht translatierter „Intron“6-Sequenz. E1-E6, Exon1-Exon6. 
 

Die Quantifizierung des 28 kDa  „Epac2“ SV Proteins in WT und BK-/- 

Harnblasen ergab eine 1,4 fach erhöhte Expression in der BK-/- Harnblase im 

Vergleich zum WT (BK-/-, 142 ± 6%, n = 5 pro Genotyp, Abb.27).  
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Abb.27 Verstärkte Expression des 28 kDa Proteins „Epac2“ SV in BK-/- Harnblasen. 
Repräsentative Western-Blots (WB) zur Quantifizierung der Expression von „Epac2“ SV in 
der Harnblase (oben) und zugehörige statistische Auswertung von BK-/- Mäusen sowie deren 
WT Kontrollen (unten). Die Protein-Expression des WTs wurde als Referenz auf 100% 
gesetzt. Jeweils 2 technische Replikate von n = 5 Harnblasen pro Genotyp wurden 
analysiert. Abbildung zeigt Mittelwerte ± SEM; ** P < 0,01. 
 

Diese Hochregulation des 28 kDa Proteins „Epac2“ SV, das möglicherweise 

als Effektor und Vermittler der cAMP-Wirkung in der Harnblase fungieren könnte, 

lieferte eine weitere, jedoch keinesfalls vollständige Erklärung für die 

kompensatorisch verstärkte Hemmung der Detrusormuskel-Kontraktionen in BK-/- 

Mäusen. Das in Abb.23 und Abb.24 gezeigte Ausmaß der ISO- bzw. cAMP-

vermittelten Kontraktionshemmung ließ weitere Regulationen innerhalb des 

Harnblasen-Proteoms vermuten. 
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4.1.10 Screening der Protein-Expression von WT und BK-/- 
Harnblasen mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese zur 
Identifizierung weiterer regulatorischer Veränderungen  

Zur Ermittlung zusätzlicher Unterschiede in der Expression des WT und BK-/- 

Harnblasen-Proteoms erfolgte die Auftrennung des Proteingemisches durch 2D-

Gelelektrophorese, kombiniert aus isoelektrischer Fokussierung der Proteine und 

anschließender SDS-gelelektrophoretischer Trennung. Die gegenüber WT Mäusen 

unterschiedlich exprimierten Proteine der BK-/- Harnblase wurden 

massenspektrometrisch über HPLC-ESI-MS/MS-Kopplung analysiert. Mit dieser 

Proteom-Analyse konnten weitere Veränderungen in der Protein-Expression von 

BK-/- Mäusen aufgedeckt werden. Die regulierten und identifizierten Proteine sind in 

Abb.28 tabellarisch aufgelistet und im 2D-Gel lokalisiert. Eine 1,6-fach erhöhte 

Expression von Smoothelin A (158 ± 8%, Abb.28,29), einem Marker-Protein für 

kontrahierende glatte Muskelzellen (van der Loop et al. 1996), deutet auf Parallelen 

zur Protein-Expression bei humaner Reizblasensymptomatik hin, da auch beim 

Menschen in der überaktiven Harnblase eine Hochregulation von Smoothelin A zu 

verzeichnen ist (Maake et al. 2006). Ein weiteres in der BK-/- Harnblase 

hochreguliertes Protein ist die Enolase 3 (216 ± 61% im Vergleich zum WT, 

Abb.28,29). Als Teil eines glykolytischen Enzymkomplexes kann das Enzym Enolase 

unmittelbar mit der Membran des Sarkoplasmatischen Retikulums assoziiert und an 

der lokalen glykolytischen ATP-Synthese beteiligt sein, indem es 

Phosphoenolpyruvat generiert, aus dem unter Umwandlung zu Pyruvat Energie in 

Form von ATP frei wird (Paul et al. 1989). Hierbei existiert eine funktionelle Kopplung 

zwischen dem glykolytischen Enzymkomplex und der Sarko-endoplasmatischen 

Retikulum-assoziierten Ca2+-ATPase (SERCA) (Xu et al. 1995). Das mit Hilfe des 

glykolytischen Enzymkomplexes in der Nähe von Ca2+-ATPasen lokal generierte ATP 

ist für deren Funktion essentiell und zeigt diesbezüglich größeren Einfluss im 

Gegensatz zur cytosolischen Gesamt-ATP-Konzentration (Hardin et al. 1992). Somit 

könnte in BK-/- Harnblasen aufgrund der verstärkten Enolase-Expression eine 

erhöhte lokale ATP-Produktion vorliegen, welche die SERCA-Aktivität begünstigt und 

in der Folge zu verstärkter Aufnahme von Ca2+-Ionen in die intrazellulären Speicher 

führt. Ein solcher Effekt kann mit einer beschleunigten Relaxationskinetik glatter 

Detrusor-Muskelzellen einhergehen, was an Harnblasenstreifen von BK-/- Mäusen 

tatsächlich zu beobachten war (Abb.18).  
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Abb.28 Unterschiede in der Protein-Expression zwischen WT und BK-/- Harnblasen. Oben: 
Repräsentative 2D-DIGE-Gele zeigen im pH-Bereich 4,7 bis 10,0 die Lokalisation der 
Protein-Spots von differentiell regulierten Proteinen der BK-/- Harnblase. Die Gele wurden mit 
jeweils 50 µg WT und BK-/- Protein sowie internem Standard beladen, wobei eine Markierung 
jeder Probe mit unterschiedlich fluoreszierenden DIGE CyDye-Farbstoffen erfolgte. Rote 
Kreise markieren hochregulierte Spots, herunterregulierte sind mit blauen Kreisen umrandet. 
Unten: Tabellarisch aufgelistete Ergebnisse der Proteom-Analyse von BK-/- Harnblasen im 
Vergleich zum WT. Fett gedruckte Proteinmenge: Hochregulation; Kursivdruck: 
Herunterregulation. Analysiert wurden n = 6 Mäuse pro Genotyp. Die jeweilige 
Proteinbezeichnung ist über die Nummerierung den Markierungen im Gelbild zuzuordnen. 
kalk. MW, berechnetes Molekulargewicht unter ausschließlicher Berücksichtigung der 
Aminosäuren; det. MW, detektiertes Molekulargewicht; pI, Isoelektrischer Punkt; Mascot 
score, Maß für die Zuverlässigkeit des MS-Ergebnisses. Tabelle zeigt Mittelwerte ± SEM. 
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Abb.29 Hochregulation von Smoothelin A sowie Enolase 3 in BK-/- Harnblasen. 
Repräsentative 3D-Ansichten (links) und korrespondierende Statistik der regulierten Proteine 
aus technischen Replikaten von 6 Mäusen pro Genotyp (rechts). Pfeil und rote Fahne 
markieren betreffenden regulierten 3D-Spot; nicht-regulierte Spots sind durch grüne Fahnen 
markiert. Gestrichelte Linien verweisen auf korrespondierende WT und BK-/- Mäuse; 
durchgezogene Linie indiziert betreffenden Mittelwert. 
 

4.1.11 Verifizierung der in BK-/- Harnblasen regulierten Proteine 
mittels Western-Blot Analyse 

Im Rahmen des 2D-Gelelektrophorese-Screenings war Calponin h1 als 

zweifach hochreguliertes Protein in der Harnblase von BK-/- Mäusen detektierbar 

(199 ± 25% im Vergleich zum WT, Abb.28). Calponin h1 bewirkt in glatten 

Muskelzellen eine Kontraktionsabschwächung durch Interaktionshemmung zwischen 



Ergebnisse 89 

Aktin und Myosin (Tang et al. 1996; Rokolya et al. 1998) und könnte durch 

Expressionserhöhung in BK-/- Harnblasen möglicherweise zur verstärkten Hemmung 

der Kontraktion mit beitragen. Die 2D-gelelektrophoretisch identifizierte 

Hochregulation war mit Hilfe eines gegen Calponin h1 gerichteten spezifischen 

Antikörpers im Western-Blot verifizierbar. Hier zeigten sich nach eindimensionaler 

SDS-gelelektrophoretischer Auftrennung eine schwache 34 kDa Bande der alpha-

Spleißvariante von Calponin h1 (Rozenblum & Gimona 2008; Gao et al. 1996) sowie 

eine prominente 29 kDa Bande und eine unmittelbar unterhalb gelegene schwächere 

Bande, die jeweils einem vermutlich phosphorylierten und einem dephosphorylierten 

Gleichgewichtszustand der beta-Spleißvariante von Calponin h1 zugeordnet werden 

können (Abb.30A; Gao et al. 1996; Winder et al. 1993). Innerhalb der prominenten, 

potentiell phosphorylierten Calponin-Bande war im quantitativen Vergleich zwischen 

WT und BK-/- Protein kein signifikanter Unterschied zu verzeichnen (BK-/-, 119 ± 11%, 

Abb.30B), wo hingegen sich eine signifikante 3,2-fache Hochregulation in BK-/- 

Mäusen bei Vergleich der direkt unterhalb gelegenen schwächeren und vermutlich 

dephosphorylierten Calponin-Bande gegenüber dem WT zeigte (315 ± 89% im 

Vergleich zum WT, Abb.30B).  

 

Dieses Ergebnis lässt vermuten, dass die tatsächliche Gesamt-Expression von 

Calponin h1 in BK-/- Harnblasen nur marginal erhöht, jedoch der 

Gleichgewichtszustand von Calponin stark zur dephosphorylierten Form hin 

verschoben ist, was sich unter Zuhilfenahme eines Calponin-Antikörpers erkennen 

ließ, der an alle Phosphorylierungsstufen von Calponin h1 bindet. Die Calponin-

induzierte Hemmung der Interaktion zwischen Aktin und Myosin wird ausschließlich 

durch dessen dephosphorylierte Form vermittelt (Winder & Walsh 1990; Winder et al. 

1992), wodurch auch die Ergebnisse dieser Untersuchung eine weitere mögliche 

Ursache für die verstärkte ISO-mediierte Kontraktionshemmung bzw. die 

Abschwächung des Reizblasen-Phänotyps in Harnblasen konstitutiver BK-Knockout-

Mäuse darstellen könnten. 
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Abb.30 Verifizierung der Hochregulation von potentiell dephosphoryliertem Calponin h1. (A) 
Western-Blot mit murinen Harnblasen-Proteinen zeigt Spezifitäts-Nachweis für verwendeten 
Antikörper gegen Calponin h1. Hierbei lassen sich primär Banden unterscheiden, die einer 
phosphorylierten Form (Calponin h1 (β) phos., ~29 kDa), einer dephosphorylierten Form 
(Calponin h1 (β) dephos.) und einer Calponin h1 (α) -Spleißvariante (~34 kDa) zugeordnet 
werden können. (B) Repräsentative Western-Blots (WB) zur Quantifizierung der Expression 
von Calponin h1 in der Harnblase (oben) und zugehörige statistische Auswertung von BK-/- 
Mäusen sowie deren WT Kontrollen (unten). Die Protein-Expression des WTs wurde als 
Referenz auf 100% gesetzt. Analysiert wurden jeweils 2 technische Replikate von n = 5 
Harnblasen pro Genotyp. Abbildung zeigt Mittelwerte ± SEM; * P < 0,05. 
 

4.1.12 Funktionelle Einordnung regulierter Proteine der BK-/- 
Harnblase in ein glattmuskuläres Proteom-Netzwerk 

Eine mögliche funktionelle Einordnung einiger in der Harnblase von BK-/- 

Mäusen in Expression oder posttranslationaler Modifikation veränderten Proteine, die 

eine Rolle für die glattmuskuläre Kontraktion oder Relaxation spielen können, ist im 

folgenden schematischen Netzwerk unter Berücksichtigung des Einflusses einer 

kompensatorisch vorhandenen Abschwächung der Kontraktionen im BK-/- Detrusor 

dargestellt (Abb.31). Das Netzwerk umfasst ebenfalls eine Zusammenstellung der 

Agonisten und Antagonisten von im Rahmen dieser Arbeit funktionell gezeigten 

kompensatorischen Veränderungen der ISO bzw. cAMP-mediierten Relaxation in 

BK-/- Harnblasen.  
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Abb.31 Hypothetisches Proteom-Netzwerk zeigt glattmuskuläre Relaxationsmechanismen 
mit ausgewählten regulierten Proteinen der BK-/- Harnblase (rot und blau) sowie Übersicht 
bezüglich Angriffspunkten der in dieser Arbeit verwendeten cAMP-analogen Agonisten bzw. 
Antagonisten (grün, kursiv) mit Hilfe derer eine PKA-abhängige sowie PKA-unabhängige 
Hemmung der BK-/- Detrusor-Kontraktionen gezeigt werden konnte. Mit „?“ sind alle 
Einordnungen versehen, deren Lokalisation innerhalb des Netzwerkes nicht eindeutig zu 
bestimmen sind. 2-PG, 2-Phosphoglycerat; AC, Adenylatcyclase; β(2/3)AR, beta2- bzw. beta3-
Adrenozeptor; BKCa2+, BK-Kanal; Ca2+

L-Typ, L-Typ Ca2+-Kanal; Eno, Enolase 3; “Epac“, 
potentielle Spleißvariante des “Exchange Protein directly activated by cyclic AMP”; GST, 
Glutathion S-Transferase; MLCK, Myosin leichte Ketten Kinase; PEP, Phosphoenolpyruvat; 
PK, Pyruvat Kinase; PKA, Protein Kinase A; PKC, Protein Kinase C; PKCδBP, Protein 
Kinase C delta bindendes Protein; PLB, Phospholamban; PP2A, Protein Phosphatase 2A; 
RyR(2), Ryanodin-Rezeptor (Typ 2); SERCA, Sarcoendoplasmatische Retikulum-assoziierte 
Ca2+-ATPase. 
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4.2 Ausprägung des bronchokonstriktorischen Phänotyps in 
Mäusen mit glattmuskel-spezifisch induzierbarer Deletion des 
BK-Kanals im Vergleich zu konstitutiven BK-/- Mäusen mit 
überkompensatorisch bedingter Hyporeagibilität 

 

4.2.1 Untersuchung proteomischer Unterschiede in Tracheen von WT 
und BK-/- Mäusen 

Das Kontraktionsverhalten glatter Muskelzellen der Atemwege unterscheidet 

sich von dem der Detrusormuskelzellen in der Harnblase grundlegend. Die glatte 

Muskulatur der Harnblase zeigt auf Carbachol-Stimuli folgend phasische 

Kontraktionen, die in BK-Knockout-Harnblasenstreifen stärker ausgeprägt sind 

(Abb.14,15), wo hingegen glatte Muskulatur der Luftwege tonisches 

Kontraktionsverhalten aufweist, welches erst nach Ausschaltung des BK-Kanals in 

oszillierende Kontraktionen übergeht (Sausbier et al. 2007). Entgegen einer 

Linksverschiebung der Carbachol-induzierten Dosis-Wirkungskurve (Thorneloe et al. 

2005) sowie der EFS-induzierten Peak-Kontraktionen in BK-/- Harnblasen 

(Abb.16,17), ist in BK-/- Tracheen kein unterschiedliches Ansprechen auf Carbachol-

Stimuli im Vergleich zum WT detektiert worden (Sausbier et al. 2007). Nach 

Ausschaltung von L-Typ Ca2+-Kanälen durch Nifedipin (1 µM) konnte an Tracheal-

Ringen von BK-/- Mäusen sogar eine deutliche Rechtsverschiebung der Carbachol-

induzierten Dosis-Wirkungskurve beobachtet werden (Sausbier et al. 2007). Dieses 

Phänomen war größtenteils auf eine verstärkte Expression von Proteinen der 

cGMP/PKG Signalkaskade zurückzuführen, da der spezifische PKG-Inhibitor Rp-

cGMPS die Rechtsverschiebung zum überwiegenden Teil aufheben konnte 

(Sausbier et al. 2007). Jedoch verblieb eine geringer ausgeprägte aber signifikante 

Rechtsverschiebung der Carbachol-induzierten Dosis-Wirkungskurve in BK-/- 

Tracheen, die neben der hochregulierten cGMP/PKG Signalkaskade weitere 

Veränderungen im Proteom glatter Muskelzellen der Atemwege vermuten ließ.  

 

Aufgrund dieser funktionellen Aussage wurde mittels 2D-

gelelektrophoretischer sowie gekoppelter massenspektrometrischer Analyse das 

Proteom isolierter WT und BK-/- Tracheen bezüglich weiterer Expressions-

Unterschiede gescreent. Alle Proteine, die in Tracheen von BK-/- Mäusen in der 
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Analyse differentiell exprimiert erschienen, sind in Abb.32 tabellarisch aufgelistet und 

ihre Lage im 2D-Gel markiert.  

 

          
 

 
Abb.32 Differentielle Protein-Expression in Tracheen von BK-/- Mäusen im Vergleich zu WT 
Kontrollen. Oben: Repräsentatives 2D-DIGE-Gel zeigt im pH-Bereich 4,0 bis 10,0 die 
Lokalisation der Spots unterschiedlich regulierter Proteine von BK-/- Tracheen. Gele wurden 
mit jeweils 50 µg WT und BK-/- Protein sowie internem Standard beladen, wobei eine 
Markierung jeder Probe mit unterschiedlich fluoreszierenden DIGE CyDye-Farbstoffen 
erfolgte. Hochregulierte Spots werden von roten Kreisen, herunterregulierte Spots von 
blauen Kreisen umrandet. Unten: Tabellarisch aufgelistete Ergebnisse der Proteom-Analyse 
von BK-/- Tracheen im Vergleich zum WT. Fett gedruckte Proteinmenge: Hochregulation; 
Kursivdruck: Herunterregulation. Analysiert wurden jeweils 2 technische Replikate von n = 5 
Mäusen pro Genotyp. Proteinbezeichnung ist über die Nummerierung den Markierungen im 
Gelbild zuzuordnen. kalk. MW, berechnetes Molekulargewicht unter ausschließlicher 
Berücksichtigung der Aminosäuren; det. MW, detektiertes Molekulargewicht; pI, 
Isoelektrischer Punkt; Mascot score, Maß für die Zuverlässigkeit des MS-Ergebnisses. 
Tabelle zeigt Mittelwerte ± SEM. 
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Identifiziert wurden unter anderem zwei Isoformen der Creatin Kinase (CK) in 

BK-/- Tracheen in 1,5-fach hochregulierter Menge. Hierbei handelt es sich um die CK 

„muscle“ (M; BK-/-, 153 ± 5%, Abb.32,33) sowie um die CK „brain“ (B; BK-/-, 147 ± 

9%, Abb.32). Beide Isoformen werden in glatten Muskelzellen exprimiert und liegen 

dort als Homo- (BB) bzw. Heterodimer (MB) vor (Ishida et al. 1991; Iyengar 1984). 

Die CK kann durch Generierung von Creatinphosphat (CP) zu einer lokalen 

Erhöhung der ATP-Konzentration beitragen (Wallimann & Eppenberger 1990). Eine 

mögliche Kopplung der CK mit (Na+/K+)-ATPasen wurde beschrieben (Saks et al. 

1977; Grosse et al. 1980), die wiederum die elektrochemische Triebkraft unter 

anderem für (Na+/Ca2+)-Austauscher in der Plasmamembran darstellen (Moore et al. 

1993) und somit einen möglichen Beitrag zur Ca2+-Elimination aus der Zelle und zur 

Relaxationsvermittlung (Gunst & Stropp 1988; Elmedal Laursen et al. 2006) leisten 

können. In glatter Muskulatur mit tonischem Kontraktionsverhalten spielt der 

(Na+/Ca2+)-Austauscher eine wichtige Rolle für die Abnahme der cytosolischen Ca2+-

Konzentration und die hieraus resultierende Relaxation (Yamanaka et al. 2003).  

 

Eine Beteiligung der SERCA scheint für die Verringerung der 

cytoplasmatischen Ca2+-Ionen Konzentration zur Kontraktionsabschwächung in 

glatter Muskulatur der Luftwege hingegen keine Rolle zu spielen (Roux & Marhl 

2004). Im Gegensatz zur in der BK-/- Harnblase detektierten Hochregulation der 

Enolase 3 (Abb.28,29), mit deren möglichen Einfluss auf SERCA-Aktivität sowie 

Relaxationsverhalten (Abb.18), wurde in Tracheen von BK-/- Mäusen hingegen eine 

verringerte Expression der Enolase 3 gefunden (BK-/-, 72 ± 3%, Abb.32,33). In der 

glatten Muskulatur der Atemwege lässt diese Veränderung aufgrund der 

Untersuchungen von Roux & Marhl (2004) auf eine nur unwesentliche Enolase 3 

bedingte Änderung der cytoplasmatischen Ca2+-Ionen Konzentration schließen, 

könnte jedoch eine mögliche reaktive Anpassung an eine verringerte Ca2+-

Freisetzung aus intrazellulären Speichern durch die hochregulierte cGMP-

Signalkaskade (Sausbier et al. 2007) darstellen.  
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Abb.33 Hochregulation von Creatin Kinase („muscle“-Isoform, M) sowie Herunterregulation 
der Enolase 3 in BK-/- Tracheen. Repräsentative 3D-Ansichten (links) und korrespondierende 
Statistik der regulierten Proteine aus jeweils 2 technischen Replikaten von 5 Mäusen pro 
Genotyp (rechts). Pfeil und rote Umrandung markieren betreffenden regulierten 3D-Spot. 
Gepunktete Linien verweisen auf korrespondierende WT und BK-/- Mäuse; durchgezogene 
Linie zeigt betreffenden Mittelwert. 
 

Für die hochregulierte CK-Expression (Abb.32,33) ist hingegen die Vermittlung 

eines aktiven Kompensationsmechanismus in BK-/- Tracheen denkbar. Eine 

funktionelle Überprüfung der CK-vermittelten Rolle durch Kontraktions-

untersuchungen an isolierten Trachealringen von WT und BK-/- Mäusen war jedoch 

aufgrund der fehlenden Existenz spezifischer Aktivatoren bzw. Inhibitoren der CK 

nicht zuverlässig möglich. 2,4-Dinitrofluorobenzol (DNFB, 10 µM), ein Inhibitor der 

CK (Takeuchi et al. 1997), zeigte an isolierten, mittels Carbachol (0,1 µM) 

vorkontrahierten Trachealringen von WT und BK-/- Mäusen einen Anstieg der 

tonischen Kontraktion um 10 – 20% der zuvor unter Carbachol (10 µM) ermittelten 

Maximalkontraktion (n = 3 Tracheen pro Genotyp). Ausführlichere Untersuchungen 

wurden jedoch aufgrund der Unspezifität von DNFB nicht durchgeführt (Hadad et al. 

1999).  
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Ein weiteres Protein, das sich in Bezug auf die Analyse mit seiner 1,9-fach 

verringerten Expression als das am deutlichsten regulierte Protein in der BK-/- 

Trachea zeigte, konnte massenspektrometrisch als Annexin VIII identifiziert werden 

(BK-/-, 52 ± 3%, Abb.32,34).  

 

              
 

 
Abb.34 Herunterregulation von Annexin VIII in Tracheen von BK-/- Mäusen. Repräsentative 
3D-Ansichten (links) und korrespondierende Statistik aus jeweils 2 technischen Replikaten 
von 5 Mäusen pro Genotyp (rechts). Pfeil und rote Umrandung markieren betreffenden 
regulierten 3D-Spot. Gepunktete Linien verweisen auf korrespondierende WT und BK-/- 
Mäuse; durchgezogene Linie indiziert betreffenden Mittelwert. 
 

Annexin VIII gehört zur Annexin-Familie der Ca2+-regulierten, Phospholipid-

bindenden Proteine (Goebeler et al. 2006; Huber et al. 1990). Es wird sehr spezifisch 

in nur wenigen Zelltypen einer geringen Anzahl von Geweben exprimiert 

(Reutelingsperger et al. 1994). In der Lunge beschränkt sich die Annexin VIII-

Expression ausschließlich auf Endothelzellen und konnte in glatter Muskulatur nicht 

detektiert werden (Reutelingsperger et al. 1994). Die mit hoher Wahrscheinlichkeit 

innerhalb von Lungenendothelzellen lokalisierte Regulation von Annexin VIII stellt 

somit möglicherweise eine Folge des Fehlens endothelialer BK-Kanäle dar. Die 

Existenz endothelständiger BK-Kanäle ist beschrieben (Rusko et al. 1992; Wang et 

al. 2005) und wäre anhand Immunfluoreszenz-markierter Trachealschnitte von 

glattmuskel-spezifischen SM-BK-/- Mäusen zu überprüfen. Solche 

immunhistologischen Färbungen der SM-BK-/- Trachea existieren, waren dieser 

Arbeit jedoch nicht zugänglich. Eine weitergehende funktionelle Einordnung von 

Annexin VIII in einen physiologischen bzw. pathophysiologischen Kontext wäre 

aufgrund des Mangels an Daten zur Funktion des Proteins in der Lunge und im 

Endothel gegenwärtig zu spekulativ. 
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4.2.2 Methacholin-induzierte Bronchokonstriktion im induzierbaren 
glattmuskel-spezifischen BK-Knockout zeigt keine Unterschiede zu 
Kontroll-Mäusen 

Im Gegensatz zur oben beschriebenen veränderten Protein-Expression in 

BK-/- Tracheen sollten SM-BK-/- Mäuse mit einer kurzfristig induzierbaren Deletion 

des BK-Kanals innerhalb des Messzeitraumes keine differentielle Protein-Expression 

entwickeln. Bezüglich der mittels Western-Blot Analyse untersuchten PKG-

Expression wiesen Tracheen von SM-BK-/- Mäusen tatsächlich keine Veränderung im 

Vergleich zu Ctr Mäusen auf (SM-BK-/-, 116 ± 14%, n = 5 pro Genotyp). Ebenso war 

die Expression der PKA in SM-BK-/- Tracheen unverändert (SM-BK-/-, 100 ± 11%, n = 

5 pro Genotyp, durchgeführt von Clément Kabagema). Hierdurch war zumindest für 

die PKG-vermittelte Relaxation glatter Trachealmuskelzellen kein zu Ctr Mäusen 

unterschiedlicher Effekt in Hinblick auf die Unterdrückung Methacholin-induzierter 

Kontraktionen zu erwarten.  

 

Mit Hilfe des zeitabhängigen, glattmuskel-spezifischen BK-Knockout-Modells 

sollte somit auch hier die tatsächliche Rolle des BK-Kanals in der 

Bronchialmuskulatur herausgearbeitet werden. Hierzu wurden ganzkörper-

plethysmographische Messungen der Lungenfunktion durch Vernebelung 

kumulativer Dosen Methacholin (MCh) durchgeführt. MCh ist ein Muscarinrezeptor-

Agonist, der unter Kontraktion glatter Muskelzellen eine Bronchokonstriktion 

induziert, die als ein Faktor zur Entstehung von Asthmasymptomatik eine wichtige 

Rolle spielt. Analysiert wurde die mittlere exspiratorische Atemstromstärke (MEF50), 

die bei der Hälfte des maximal atembaren Volumens gemessen wird und als 

klinischer Parameter im Asthmaanfall die deutlichsten Veränderungen der 

Respirationskurve aufweist. Bei Erreichen von Werten, die 50% des Ausgangswertes 

oder weniger darstellten, wurde der jeweilige Versuch gemäß den ethischen 

Richtlinien abgebrochen. Anhand der ubiquitären „ab initio“ Deletion des BK-Kanals 

in BK-/- Mäusen war sowohl in vorausgehenden Untersuchungen (Sausbier et al. 

2007), als auch in Tamoxifen-injizierten BK-/- und WT Kontrollen dieser Arbeit ein 

paradoxer Phänotyp im Sinne einer bronchialen Hyporeagibilität unter MCh-

Einwirkung erkennbar (Abb.35), was durch kompensatorische Überexpression von 

Proteinen der cGMP Signalkaskade sowie potentiell solchen des 

Energiestoffwechsels (siehe Kapitel 4.2.1) erklärt werden kann. Die vergleichende 
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Analyse adulter Mutanten mit glattmuskel-spezifischer, konditionaler BK-Kanal 

Deletion zeigte jedoch entgegen den Erwartungen einer erhöhten MCh-Sensitivität 

des BK-Knockouts keinen Unterschied im Erreichen des 50%-Wertes der MEF50 

gegenüber Kontroll-Mäusen (Abb.35). Dieser beobachtete Phänotyp von SM-BK-/- 

Mäusen ergab somit für die analysierten Parameter im Respirationstrakt keine 

Veränderungen im Vergleich zu Ctr Mäusen, deren Werte sich wiederum nicht von 

denen des WT unterschieden (Abb.35). Einzig die Tamoxifen-injizierten BK-/- 

Kontrollen (BK-/-
Tam) zeigten nach Log-Rang-Analyse der Kaplan-Meier Kurven 

signifikant häufiger MEF50-Werte über 50% bei steigenden MCh-Dosen, sowohl 

gegenüber WTTam (P = 0,0000) als auch gegenüber SM-BK-/- Mäusen (P = 0,0014) 

und damit eine ausgeprägte MCh-Resistenz, die mit den Werten für BK-/- Mäuse in 

Sausbier et al. (2007) vergleichbar war (Abb.35). Ein Tamoxifen induzierter Effekt auf 

die MCh-bedingte Bronchokonstriktion konnte somit auch hier ausgeschlossen 

werden.  

 

                   
 

 
Abb.35 Unveränderte Methacholin-Sensitivität der Atemwege von SM-BK-/- im Vergleich zu 
Ctr und WT Mäusen. Kaplan-Meier-Kurven zeigen Anzahl von SM-BK-/- und Ctr Mäusen 
sowie Tamoxifen-injizierten BK-/- und WT Kontroll-Mäusen, die unter kumulativen 
Methacholin-Dosen im Ganzkörperplethysmographen eine MEF50 über 50% des maximal 
atembaren Volumens aufwiesen. Analysiert wurden n = 6 Mäuse pro Genotyp. 
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Entgegen einer in dieser Arbeit gezeigten wichtigen Funktion des 

glattmuskulären BK-Kanals für das Kontraktionsverhalten der Harnblase sowie bei 

klinisch manifester Reizblasen-Symptomatik, wurde anhand der gewonnenen 

Respirations-Daten von SM-BK-/- Mäusen ersichtlich, dass der glattmuskuläre BK-

Kanal der Atemwege im physiologischen Gesamtkontext einen nur unwesentlichen 

oder akut kompensierbaren Einfluss auf die MCh-induzierte Bronchokonstriktion 

auszuüben scheint. Untersuchungen von Tamaoki et al. (1997) zeigten einen die 

Ergebnisse dieser Arbeit bestätigenden Effekt durch fehlende Iberiotoxin-Wirkung 

nach akuter Entfernung des Respirationsepithels an humanen Acetylcholin-

kontrahierten Bronchialstreifen. Hingegen war an solchen Gewebestreifen mit 

intaktem Epithel unter Iberiotoxin-Einfluss eine deutliche Kontraktionszunahme zu 

verzeichnen, die ein mögliches Vorhandensein von BK-Kanälen in der bronchialen 

Epithelschicht vermuten lässt (Tamaoki et al. 1997). In glattmuskel-spezifischen 

SM-BK-/- Mäusen ist ein funktionell intaktes Respirationsepithel vorauszusetzen, das 

eine dominierende Rolle in Bezug auf die Kontraktilität glatter Atemwegsmuskulatur 

zu spielen scheint. Im ubiquitären BK-Knockout hingegen könnte aufgrund des 

Fehlens sämtlicher BK-Kanäle zusätzlich innerhalb des Respirationsepithels eine 

Beeinträchtigung vorliegen, die jedoch durch proteomische Veränderungen im 

Respirationstrakt von BK-/- Mäusen (Abb.32,35; Sausbier et al. 2007) (über-) 

kompensiert werden kann. 
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5 Diskussion 
 

In dieser Arbeit wurde erstmals ein induzierbares glattmuskel-spezifisches BK-

Kanal Knockout-Mausmodell untersucht, welches die Analyse zur funktionellen 

Bedeutung glattmuskelständiger BK-Kanäle für die Kontraktilität der Harnblase und 

der Atemwege ermöglichte sowie die Entdeckung adaptiver Kompensations-

mechanismen in konstitutiven BK-/- Mäusen bestätigen konnte. Jedoch zeigte sich 

überraschend eine völlig unterschiedlich ausgeprägte Relevanz der glattmuskel-

spezifischen BK-Kanäle im physiologischen Gesamtkontext für die jeweilige 

Organfunktion.  

 

BK-Kanäle viszeraler glatter Muskelzellen sowohl aus Harnblase als auch 

Trachea erwiesen sich in vorausgehenden elektrophysiologischen Untersuchungen 

in beiden Organen als wichtige Modulatoren zur Einstellung des Membranpotentials 

(Abb.13; Sausbier et al. 2007). In glatten Muskelzellen wird eine funktionelle 

Kopplung zwischen BK-Kanälen und L-Typ Ca2+-Kanälen über einen negativen 

Rückkopplungsmechanismus vermutet. Der nach BK-Kanal Deletion beobachtete 

Anstieg zu depolarisierteren Membranpotential-Werten in glatten Muskelzellen 

konstitutiver sowie konditionaler BK-Knockout-Mäuse hätte sowohl in der Harnblase 

als auch in den Atemwegen aufgrund unvollständiger Inaktivierung geöffneter L-Typ 

Ca2+-Kanäle und verstärkten Ca2+-Einstroms eine erhöhte Kontraktilität des 

jeweiligen Organs erwarten lassen. Im Gegensatz zu einer starken 

Reizblasensymptomatik, die sich gegenüber dem konstitutiven BK-Knockout in 

induzierbaren, glattmuskel-spezifischen SM-BK-/- Mäusen noch ausgeprägter zeigte, 

ergaben Untersuchungen zur Methacholin-vermittelten Obstruktion der Atemwege in 

glattmuskel-spezifischen BK-Knockout-Mäusen keinerlei erkennbaren Phänotyp. Die 

potentiell zugrunde liegenden Ursachen und Mechanismen werden im Folgenden 

jeweils organspezifisch diskutiert.  

 

Auf eine wichtige Rolle des BK-Kanals für eine normale Harnblasenfunktion 

hatten bereits Meredith et al. (2004) sowie Thorneloe et al. (2005) hingewiesen. 

Allerdings konnte in diesen Untersuchungen eine Beteiligung neuronaler BK-Kanäle 

am Reizblasenphänotyp nicht ausgeschlossen werden, da eine Expression dieses 
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Kanals sowohl im Gehirn (Sausbier et al. 2005a) als auch in parasympathischen 

Nerven (Patel et al. 1998) und in Hinterhornganglien (Zhang et al. 2003) gezeigt ist. 

Diese neuronalen Strukturen sind ebenfalls in die Kontrolle und Steuerung der 

Harnblasenfunktion involviert (de Groat 2006). Durch die Beteiligung neuronaler BK-

Kanäle an der Repolarisation von Aktionspotentialen und der schnellen Nach-

Hyperpolarisation der Zellmembran wäre in konstitutiven BK-/- Mäusen ein neuronaler 

Einfluss auf die Reizblasensymptomatik als dessen Ursache ebenso denkbar. Mit 

Hilfe des in dieser Arbeit untersuchten glattmuskel-spezifischen BK-Knockout-

Mausmodells konnte jedoch erstmals die essentielle Notwendigkeit Detrusormuskel-

ständiger BK-Kanäle für eine normale Harnblasenfunktion gezeigt werden. Eine 

Beeinflussung der Reizblasensymptomatik durch unterschiedliche Urinvolumina ist 

hierbei ausgeschlossen, da sich die Diurese von WT und BK-/- Mäusen nicht 

unterscheidet (Rieg et al. 2007). Die zusätzliche Tamoxifen-vermittelte 

Induzierbarkeit der BK-Kanal Deletion im glattmuskel-spezifischen Knockout-Modell 

ermöglichte die Verhinderung der Entstehung von Kompensationsmechanismen, wie 

sie in konstitutiven BK-/- Mäusen identifiziert wurden. Über ein vollständiges 

Unterbleiben jeglicher reaktiver Anpassung in SM-BK-/- Mäusen kann nur spekuliert 

werden, jedoch lässt die fehlende Regulation von PKA bzw. PKG (Abb.22B) in 

Zusammenhang mit funktionellen Kontraktions-Experimenten auf einen zumindest 

weitgehend unkompensierten glattmuskel-spezifischen BK-Knockout schließen, der 

bereits 1 Woche nach Tamoxifen-Applikation ein höchst effizientes Verschwinden der 

glattmuskulären BK-Kanäle zeigte (Abb.12D). Innerhalb dieses Zeitraumes ist 

anhand funktioneller Untersuchungen an SM-BK-/- Mäusen in Abb.20E,F der Beginn 

einer möglichen Kompensation erkennbar, was eher auf eine reaktive Anpassung als 

auf entwicklungsbedingte Veränderungen hindeutet. Eine Umgehung reaktiver 

Anpassungen mittels akuter BK-Kanal Blockade durch den spezifischen Blocker 

Iberiotoxin (IbTX) wurde in dieser Arbeit bewusst vermieden, da IbTX aufgrund seiner 

schlechten Gewebegängigkeit vermutlich nur einen Teil der BK-Kanäle blockieren 

kann. Einen Hinweis hierfür liefern vorausgehende Untersuchungen, in denen die 

Harnblasen-Kontraktilität unter IbTX-Einfluss geringer ausgeprägt ist im Vergleich zur 

Kontraktilität der konstitutiven BK-/- Harnblase (Thorneloe et al. 2005). Der Verbleib 

bereits weniger aktivierbarer BK-Kanäle kann zu einer „Kompensation“ und 

Abschwächung der Kontraktilität führen, da selbst heterozygote BK+/- Mäuse 

phänotypisch völlig unauffällig sind. Mit dem besser steuerbaren Tamoxifen-
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induzierten SM-BK-/- Modell war eine eindeutige Demaskierung von 

Kompensationsmechanismen in BK-/- Mäusen möglich, deren abgeschwächte 

Reizblasensymptomatik vermutlich durch reaktive Anpassung zur Aufrechterhaltung 

einer grundlegenden physiologischen Harnblasenfunktion zu interpretieren ist.  

 

Als ein wichtiger Mechanismus zur Abschwächung der Detrusormuskel-

Kontraktilität wurde die Hochregulation des cAMP-Signalweges identifiziert. Somit 

zeigte sich in partieller Übereinstimmung mit Brown et al. (2008) eine verstärkte beta-

Adrenozeptor- sowie cAMP-vermittelte Kontraktionsabschwächung in BK-/- 

Harnblasen (Abb.20A-D). Dieser Effekt war unter anderem auf die verstärkte 

Expression mindestens zweier cAMP-Effektoren zurückzuführen, der regulatorischen 

(und katalytischen) Untereinheit der PKA (Abb.22B) sowie vermutlich einer speziellen 

Epac2-Spleißvariante, die bislang nur in Form eines cDNA-Klons identifiziert werden 

konnte (Abb.27). Nach Tamoxifen induzierter Deletion der glattmuskulären BK-

Kanäle war jedoch die beta-Adrenozeptor vermittelte Unterdrückung der 

Detrusorkontraktionen gegenüber dem konstitutiven BK-Knockout deutlich 

abgeschwächt (Abb.20) und keine verstärkte Expression der PKA detektierbar 

(Abb.22B). Dies stellt vermutlich eine Ursache dar, die zur Kontraktilitätserhöhung 

des Detrusormuskels (Abb.16) und zur verstärkten Reizblasensymptomatik in 

SM-BK-/- Mäusen (Abb.19) beiträgt. Diese Befunde zeigen zudem neue Aspekte für 

den Wirkmechanismus cAMP-vermittelter Relaxation des Detrusormuskels auf. 

Petkov et al. (2005) sowie Hristov et al. (2008) postulierten für die Harnblase eine 

PKA mediierte Aktivierung sarkoplasmatischer Ca2+ Pumpen und Ryanodin 

Rezeptoren, die mittels sog. „Ca2+-Sparks“ eine Aktivitätssteigerung von BK-Kanälen 

zur Detrusor-Relaxation bewirkten. Jedoch wurde in der vorliegenden Arbeit trotz 

deletierten BK-Kanals eine verstärkte beta-Adrenozeptor- / cAMP-vermittelte 

Kontraktionshemmung in der BK-/- Harnblase gefunden, was auf Regulationen 

hindeutet, die BK-Kanal unabhängig dessen Verlust sogar überkompensieren. 

Zudem überraschte der Befund, dass der spezifische PKA-Inhibitor Rp-cAMPS 

(20-fache Konzentration über IC50) die verstärkte beta-Adrenozeptor vermittelte 

Hemmung der Detrusorkontraktionen in BK-/- Harnblasen im Gegensatz zum WT nur 

unvollständig aufheben konnte. Dieses Ergebnis steht zunächst im Widerspruch zu 

Brown et al. (2008), in deren Untersuchungen eine vollständige Hemmung der 

Isoproterenol-vermittelten Relaxation beobachtet werden konnte. Jedoch 
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verwendeten Brown et al. den PKA-Antagonisten H-89, dessen Effekt an intaktem 

Gewebe über einen kompetitiven beta-Adrenozeptor Antagonismus zu erklären ist 

(Penn et al. 1999) und somit vermutlich eine vollständige Hemmung der gesamten 

cAMP-Schiene erzeugt wurde. Die in der vorliegenden Arbeit gezeigte unvollständige 

Aufhebung der beta-Adrenozeptor-vermittelten Relaxation in BK-/- Harnblasen durch 

Rp-cAMPS (Abb.23) deutet daher auf die zusätzliche Hochregulation PKA-

unabhängiger Signalwege hin, die über weitere cAMP-Effektoren angesteuert 

werden. Ein in der Harnblase neben der PKA bislang unbeschriebener cAMP-

Effektor scheint ein spezielles „Epac“-Protein zu sein, über das sich mittels des 

spezifischen und selektiven Epac-Aktivators 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP in einer 

Konzentration, bei der die PKA nicht aktiviert wird (Christensen et al. 2003), in 

konstitutiven BK-/- Mäusen eine ausgeprägte Hemmung von Detrusormuskel-

Kontraktionen induzieren ließ (Abb.24C). Bemerkenswerterweise ist diese in BK-/- 

Harnblasen ausgeprägte Epac-vermittelte Kontraktionshemmung im WT nur minimal 

vorhanden, was unter normalen physiologischen Bedingungen auf die beschriebene 

niedrige Affinität der N-terminalen Bindungsstelle des Epac2-Proteins gegenüber 

cAMP-Liganden zurückgeführt werden könnte (de Rooij et al. 2000). Die in BK-/- 

Harnblasen identifizierte verstärkte Kontraktionshemmung durch den verwendeten 

spezifischen Epac-Aktivator deutet daher auf einen weiteren kompensatorischen 

Mechanismus, bei dem neben der ermittelten Epac-Hochregulation (Abb.27) auch 

eine denkbare Zunahme der cAMP-Affinität durch Konformationsänderung unter den 

vorliegenden pathophysiologischen Bedingungen nicht ausgeschlossen werden 

kann. Bereits in zahlreichen weiteren Organen wurden bislang unterschiedlichste 

funktionell relevante Epac-Wirkungen beschrieben (Cheng et al. 2008). Hierbei 

müssen die beiden unterschiedlichen Genprodukte Epac1 sowie Epac2 differenziert 

werden, die sich jeweils wiederum in verschiedene Spleißvarianten aufspalten und 

somit unterschiedliche Zell-Lokalisationen (Niimura et al. 2009) und Funktionen 

wahrnehmen (Holz et al. 2006). Die funktionellen Untersuchungen dieser Arbeit 

deuten mit hoher Wahrscheinlichkeit auf das Vorliegen eines cAMP-aktivierbaren 

Epac-Proteins, über das die PKA-unabhängige Isoproterenol-mediierte Relaxation 

der Harnblase vermittelt wird (Abb.23,24). Jedoch überraschte der Befund, dass 

mittels spezifischer Antikörper gegen Epac1 bzw. Epac2 keine bislang bekannte 

Epac-Spleißvariante identifiziert werden konnte. Da beide Antikörper nur gegen eine 

70 bzw. 220 Aminosäuren große N-terminale Sequenz gerichtet sind, ist das 
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Vorhandensein einer N-terminal-trunkierten Epac-Form, wie sie beispielsweise die 

leberspezifische Epac2-Spleißvariante darstellt, möglich (Ueno et al. 2001). Dennoch 

war mit Hilfe des gegen Epac2 gerichteten Antikörpers eine einzige deutliche und 

spezifische Bande bei einem Molekulargewicht von 28 kDa detektierbar (Abb.25). 

Innerhalb dieser erkannten N-terminalen Epac2-Sequenz ist eine cAMP-

Bindungsstelle von Epac2 lokalisiert (Niimura et al. 2009), über welche der 

beobachtete Relaxationseffekt mit dem spezifischen Epac-Aktivator 8-pCPT-2’-O-

Me-cAMP potentiell vermittelt werden könnte. Untermauert wird die Existenz dieser 

neuen Epac2-Spleißvariante durch die Entdeckung des murinen cDNA-Klons 

5730402K07 (gi|12856733), der nach Übersetzung im entsprechenden Leserahmen 

über 90% der Aminosäuresequenz der hypothetischen Epac2-Spleißvariante abdeckt 

(Abb.26). Diese cDNA-Sequenz bleibt zwischen Exon 6 und Exon 7 ungespleißt und 

lässt somit ab Aminosäure 179 einen 63 Aminosäuren langen C-Terminus entstehen, 

dessen Funktion bislang völlig unbekannt ist. Dennoch deuten die 

Kontraktionsversuche mit 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP auf eine relaxationsvermittelnde 

Wirkung dieser potentiellen Epac2-Spleißvariante in der Harnblase hin. Neben der 

Verstärkung Sympathikus-induzierter Detrusormuskel-Relaxation durch erhöhte PKA-

Expression sowie der gegenüber dem WT 1,4-fach verstärkten Expression der 

Epac2-Spleißvariante (Abb.27) waren jedoch weitere Regulationen innerhalb des 

Harnblasen-Proteoms zu erwarten, die zur Ausprägung des abgeschwächten 

Reizblasen-Phänotyps in konstitutiven BK-/- Mäusen beitragen.  

 

Die verstärkte Expression des Aktin-bindenden Proteins Smoothelin A könnte 

zunächst für den beobachteten Reizblasen-Phänotyp per se eine Rolle spielen, da es 

ein Markerprotein für kontrahierende glatte Muskelzellen darstellt (van Eys et al. 

2007). Die essentielle Rolle dieses Proteins für die Kontraktionen glatter 

Muskelzellen wird in Smoothelin A Knockout-Mäusen ersichtlich, welche Darm-

Atonien mit stark reduzierter gastrointestinaler Kontraktilität aufweisen (Niessen et al. 

2005). Daraus lässt sich ableiten, dass die Hochregulation von Smoothelin A 

vermutlich einen wesentlichen Beitrag zur Entstehung der Hyperkontraktilität in BK-

Knockout-Harnblasen leistet und die transkriptionelle Aktivität am Smoothelin A 

Genlocus Ca2+-abhängig stattfinden könnte. Zugleich stellt die verstärkte Smoothelin-

Expression in der Maus Parallelen zur humanen Reizblasensymptomatik her, da eine 

vergleichbare Hochregulation von Smoothelin A auch in der überaktiven Harnblase 
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des Menschen gefunden wurde (Maake et al. 2006). Dies lässt vermuten, dass 

Änderungen der Detrusorkontraktilität sowohl in der Maus als auch beim Menschen 

in vergleichbaren adaptiven Mechanismen zusammenlaufen.  

 

Im Weiteren ist neben PKA und Epac in der Hochregulation von glattmuskel-

spezifischem Calponin h1 ein weiterer Kompensationsmechanismus erkennbar, der 

unmittelbar an der Interaktionshemmung zwischen Aktin und Myosin ansetzen 

könnte. Calponin hemmt die Aktin-aktivierte Mg2+-ATPase-Aktivität von Myosin 

(Winder & Walsh 1990) und trägt zu einer Aufrechterhaltung der Relaxation von 

glatten Muskelzellen mit unphosphoryliertem Myosin bei (Malmqvist et al. 1997). Wie 

im Ergebnis der Westernblot-Analyse mit Calponin-h1-spezifischen Antikörpern 

ersichtlich wurde, resultieren die kompensatorischen Veränderungen primär in einer 

Gleichgewichtsverschiebung zur unphosphorylierten Form von Calponin h1 (Abb.30), 

das an der Interaktionshemmung der kontraktilen Filamente beteiligt sein kann. Hier 

scheint keine verstärkte Expression sondern die veränderte Gleichgewichts-

einstellung, möglicherweise bedingt durch erhöhte Proteinphosphatase-Aktivität 

(Winder et al. 1992) oder verminderte PKC-Aktivität (Rokolya et al. 1998), im 

Vordergrund zu stehen (Abb.31).  

 

Neben den in Kapitel 4.1.10 bereits erörterten Auswirkungen der regulierten 

Enolase-Expression auf Ca2+-ATPasen sei an dieser Stelle der potentielle Einfluss 

verminderter Glutathion S-Transferase-Expression auf die Aktivität von Ryanodin-

Rezeptoren (RyR) erwähnt. Da die Subtypen RyR1 und RyR2 durch die Glutathion 

S-Transferase (GST) omega1 jedoch unterschiedlich in ihrer Aktivität beeinflusst 

werden (Dulhunty et al. 2001), ist eine Aussage zur GST-mediierten Beeinflussung 

möglicher Veränderungen der intrazellulären Ca2+-Freisetzung anhand der 

vorliegenden Daten kaum möglich.  

 

Die in herunterregulierter Form detektierte Ca2+-abhängige Transglutaminase 

(TG2, Abb.28) lässt sich zuverlässiger in einen funktionellen Kontext einordnen. Bei 

Lokalisation auf der Zelloberfläche bindet die TG2 an Integrine und beeinflusst die 

Adhäsion sowie Zellmigration (Zemskov et al. 2006). Darüber hinaus kann die TG2 in 

einem Ca2+- bzw. GTP-gebundenen Zustand vorliegen. Im Falle einer Bindung von 

GTP übernimmt die TG2 die Rolle eines G-Proteins, das als Gh alpha bezeichnet 
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wird. Dieses G-Protein ist mit alpha1B- (Feng et al. 1999) und alpha1D-

Adrenozeptoren funktionell gekoppelt (Chen et al. 1996) und kann die Aktivität des 

BK-Kanals regulieren (Lee et al. 1997). Eine Aktivierung von alpha1B/1D-

Adrenozeptoren stimuliert den GDP/GTP-Austausch des Gh alpha Proteins wodurch 

die Phospholipase C delta1 aktiviert wird, die wiederum zu einem Anstieg der 

intrazellulären Ca2+-Spiegel führt (Feng et al. 1996; Baek et al. 2001). In der 

Harnblase von Kaninchen wurde die Funktion von alpha1-Adrenozeptoren zur 

Einstellung des glattmuskulären Tonus in der Blasenhinterwand und am Blasenhals 

beschrieben (Chou et al. 2003; Capello et al. 2005). Die Herunterregulation des Gh 

alpha Proteins (TG2) könnte somit auch in der BK-/- Harnblase der Maus die 

alpha1B/1D-Adrenozeptor-vermittelten Kontraktionen sowie den Muskeltonus 

reduzieren. Einen weiteren Hinweis auf diese Vermutung liefern alpha1D-

Adrenozeptor Knockout-Mäuse, die gegenüber dem WT eine reduzierte Blasen-

Entleerungsfrequenz sowie eine vergrößerte Blasenkapazität aufweisen (Chen et al. 

2005b).  

 

Anhand der 2D-gelelektrophoretischen Auftrennung des murinen 

Harnblasenproteoms waren somit neue Einblicke in das Zusammenspiel effizienter 

körpereigener Adaptionsprozesse auf pathophysiologische Veränderungen möglich. 

Jedoch zeigen die in dieser Arbeit beschriebenen Veränderungen vermutlich nur 

einen Ausschnitt sämtlicher adaptiver Prozesse der Harnblase von konstitutiven BK-/- 

Mäusen, da mittels 2D-Gelelektrophorese und HPLC-ESI-MS/MS überwiegend 

lösliche Proteine identifiziert wurden und die Solubilisierung membranständiger 

Kanäle, Ionenpumpen und G-Protein-gekoppelter Rezeptoren sowie die Analyse 

gering exprimierter Proteine wie Kinasen größeren Limitierungen unterliegt. An dieser 

Stelle sei die in Sprossmann et al. (2009) beschriebene reduzierte L-Typ Ca2+-Kanal 

Stromdichte in konstitutiven BK-/- Detrusor-Muskelzellen erwähnt, die als zusätzlicher 

Kompensationsmechanismus eine reduzierte Anzahl von L-Typ Ca2+-Kanälen 

vermuten ließ. Eine entsprechende Regulation dieser hydrophoben, 

hochmolekularen Membranproteine war in der 2D-gelelektrophoretischen Analyse 

jedoch nicht auffindbar. Zudem war eine Verifizierung der funktionellen Einordnung 

von Calponin h1, Enolase 3, Glutathion S-Transferase und Transglutaminase 2 

aufgrund des Fehlens spezifischer pharmakologischer Aktivatoren bzw. Inhibitoren 

bis zum aktuellen Zeitpunkt nicht möglich. Ebenso sind für den Großteil der 
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regulierten Proteine keine kommerziell verfügbaren Antikörper zur Bestätigung der 

identifizierten Proteinregulationen erhältlich. Jedoch lässt die mit dreifachem 

Regulationsfaktor im Western-Blot verifizierte Calponin-Hochregulation auf valide 

Ergebnisse der 2D-gelelektrophoretischen Untersuchungen schließen.  

 

Sowohl der Detrusormuskel-ständige BK-Kanal als auch die in konstitutiven BK-/- 

Mäusen identifizierten Kompensationsmechanismen, zuvorderst jene der beta-

Adrenozeptor-Signalkaskade, zeigen in den Untersuchungen dieser Arbeit großes 

Potential zur Abschwächung des klinischen Erscheinungsbildes einer Reizblase. Die 

bislang zur Standardtherapie eines Reizblasensyndroms zählenden Anticholinergika 

(Ouslander 2004; Semins & Chancellor 2004; Andersson 1999) ergaben in einer 

Meta-Analyse zahlreicher klinischer Studien nur unbefriedigende Therapie-

Ergebnisse und führten zu hohen Nebenwirkungsraten (Herbison et al. 2003). Für 

zukünftige potentielle Therapieansätze der Reizblase werden bereits BK-Kanal-

Öffner (Hewawasam et al. 2002; Turner et al. 2003) sowie beta3-Adrenozeptor-

Agonisten diskutiert (Tanaka et al. 2003b), deren Einsatz aufgrund der Ergebnisse 

dieser Arbeit als vielversprechend zu bewerten ist. Zur Überprüfung einer 

Übertragbarkeit der gewonnenen Daten auf die humane Harnblasen-Physiologie 

sollten – ausgehend von der Tatsache vergleichbarer Smoothelin-Adaption – in 

weiteren Schritten die cAMP gesteuerten Signalkaskaden des humanen 

Detrusormuskels unter normalen sowie pathophysiologischen Bedingungen näher 

untersucht werden. Die regulatorische Anpassung der beta-Adrenozeptor-Schiene in 

der Maus deutet auf das große Potential speziell dieser Signalkaskade für die 

therapeutische Intervention bei überaktiver Harnblase hin. Ebenso lässt sich 

aufgrund der Relevanz detrusormuskel-ständiger BK-Kanäle für den lokalen Einsatz 

von BK-Kanal-Öffnern ein therapeutischer Nutzen erkennen, da im Gegensatz zur 

systemischen Anwendung die Nebenwirkungsrate deutlich reduzierbar erscheint. 

Weitere Unterstützung finden die Ergebnisse dieser Arbeit durch therapeutische 

Befunde an Ratten, in denen die intravesicale Injektion „nackter“ BK-Kanal-DNA in 

vivo eine Detrusormuskel-Überaktivität reduzieren konnte (Christ et al. 2001).  

 

In einem völlig anderen Licht hingegen erscheint die Rolle des BK-Kanals in der 

glatten Muskulatur der Atemwege. Li et al. (1998) zeigten zwar an isolierten Maus-

Tracheen mit intaktem Respirationsepithel eine Potenzierung KCl- und Methacholin-
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induzierter Kontraktionen nach Einwirkung des BK-Kanal-Inhibitors IbTX. In den 

Versuchen dieser Arbeit überraschte jedoch die bei induzierbaren SM-BK-/- Mäusen 

und Kontrollen gleichermaßen ausgeprägte Obstruktion der Atemwege unter 

Methacholin-Einfluss, was an der identischen Abnahme der ganzkörper-

plethysmographisch ermittelten MEF50-Werte ersichtlich wurde (Abb.35). Diese 

Untersuchungen erwecken den Eindruck, dass der glattmuskuläre BK-Kanal in den 

Atemwegen zumindest für die Modulation muscarinerger Stimuli keine wesentliche 

Rolle zu spielen scheint. Die Annahme wird gestützt durch Untersuchungen von 

Tamaoki et al. (1997), welche unter IbTX-Einfluss keine Veränderungen der 

Acetylcholin-induzierten Kontraktilität humaner Bronchien nach vorausgehender 

Entfernung des Respirationsepithels feststellten. Bei intaktem Epithel war unter IbTX-

Einwirkung jedoch eine deutlich stärkere Kontraktionszunahme zu verzeichnen. Auch 

in diesen Befunden ist eine potentiell schlechte Gewebegängigkeit von IbTX zu 

bedenken, doch wird die Aussage unter Berücksichtigung der Ergebnisse des 

glattmuskel-spezifischen BK-Knockout-Modells bestätigt. Die ausschließliche 

Wirkung von IbTX an Bronchien mit intaktem Epithel lässt das Vorhandensein von 

BK-Kanälen in Zellen der Epithelschicht vermuten (Tamaoki et al. 1997). Zudem 

deuten diese Befunde auf eine dominierende Rolle des Respirationsepithels der 

Atemwege hin, das durch die Bildung relaxierender Faktoren, des sog. „Epithelial-

derived relaxing“-Faktors, eine effektive Reduktion der Kontraktilität glatter 

Atemwegs-Muskelzellen bewirkt (Prié et al. 1990; Vanhoutte 1989). Unter 

Berücksichtigung des konstitutiven Knockout-Modells mit einer ubiquitären Deletion 

des BK-Kanals sind neben dessen zusätzlichem Verlust in Neuronen auch potentielle 

Veränderungen der Epithelfunktion in Betracht zu ziehen unter der obigen Annahme 

eines epithel-ständigen BK-Kanals wie es die Untersuchungen von Tamaoki et al. 

(1997) nahe legen. Dies könnte einen möglichen Stimulus zur Ausbildung 

kompensatorischer Prozesse darstellen. Die in den Atemwegen von BK-/- Mäusen 

auftretenden proteomischen Veränderungen (Abb.32; Sausbier et al. 2007) führten 

jedoch, im Gegensatz zur Harnblase, nicht nur zur Verminderung oder Aufhebung 

eines möglichen Phänotyps. Im physiologischen Gesamtkontext (Abb.35; Sausbier et 

al. 2007) war unter cholinerger Stimulation in vivo sogar eine „Überkompensation“ im 

Sinne eines hyporeagiblen Phänotyps zu beobachten. Neben der in Sausbier et al. 

(2007) beschriebenen Hochregulation der NO/cGMP-Signalkaskade konnten in 

dieser Arbeit auch in den Atemwegen weitere potentielle Kompensations-
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mechanismen identifiziert werden. Das Fehlen spezifischer Aktivatoren bzw. 

Inhibitoren für die identifizierten Proteine verhindert jedoch auch hier eine sichere 

funktionelle Einordnung. Eine hypothetische Funktion der regulierten Creatin Kinase 

sowie Enolase 3 in glatten Muskelzellen der Atemwege wurde bereits in Kapitel 4.2.1 

erörtert. Alle Regulationen fügen sich hierbei gut in das Gesamtbild der Ca2+-

Speicherung und -Freisetzung in Harnblase und Atemwegen ein. Während für die 

Kontraktilität des Detrusormuskels der Ca2+-Einstrom über L-Typ Ca2+-Kanäle im 

Vordergrund zu stehen scheint, spielt für die tonischen Kontraktionen glatter 

Muskelzellen der Atemwege augenscheinlich die Ca2+-Freisetzung aus 

intrazellulären Speichern die dominierende Rolle.  

 

Welche Schlussfolgerungen können aus den vorliegenden Ergebnissen gezogen 

werden? Zunächst muss berücksichtigt werden, dass sowohl unter Asthma- als auch 

unter COPD-Symptomatik die Atemwegsobstruktion multifaktorielle Einflüsse besitzt 

und die Beteiligung glatter Muskelzellen neben Entzündungs- und 

Hypersekretionsprozessen nicht als alleiniger Faktor zur Lumenverengung beiträgt. 

Wie in Sausbier et al. (2007) ersichtlich, scheint der glattmuskuläre BK-Kanal an 

isolierten Tracheen möglicherweise für die Unterdrückung oszillatorischer 

Kontraktionsschwankungen glatter Atemwegsmuskelzellen eine Rolle zu spielen. In 

physiologischer Einbettung ergeben sich jedoch keine Auswirkungen auf die MEF50-

Werte als entscheidenden Parameter bei Atemwegs-Obstruktion. Ob unter den 

Bedingungen einer Entzündung dem glattmuskulären BK-Kanal der Atemwege 

größere Bedeutung beizumessen ist, bliebe in weiteren Entzündungsmodellen zu 

testen. Die Frage einer postulierten Beteiligung von BK-Kanälen am 

Wirkmechanismus von beta2-Sympathomimetika (Liu et al. 2004) wird derzeit an 

BK-/- und SM-BK-/- Mäusen untersucht. Die Ergebnisse waren dieser Arbeit jedoch 

nicht zugänglich. An der perfundierten Lunge sowie an isolierten Lungenschnitten 

konnten weitere Arbeitsgruppen der Universität Aachen die in dieser Arbeit erstmals 

gezeigten Ergebnisse zur Atemwegsobstruktion an SM-BK-/- Mäusen (Abb.35) 

bestätigen (persönliches Gespräch mit PD Dr. M. Sausbier). Detaillierte Daten 

standen dieser Arbeit jedoch ebenfalls nicht zur Verfügung. In Hinblick auf die 

Untersuchungen von Tamaoki et al. (1997) sollten weitere Untersuchungen zur 

eindeutigen Klärung der Existenz eines respirationsepithel-ständigen BK-Kanals 

vorgenommen werden, der möglicherweise größere Auswirkungen auf die 
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Gesamtrelaxationsfähigkeit der Atemwege besitzen könnte. Eine stärkere 

Berücksichtigung der Funktion des Respirationsepithels in zukünftigen 

Untersuchungen und Diskussionen zum Einfluss der Bronchialkontraktilität bei 

Asthma und COPD wäre wünschenswert. 
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6 Zusammenfassung 
 

Der durch hohe K+-Leitfähigkeit charakterisierte spannungs- und Ca2+-abhängige BK-

Kanal besitzt eine bedeutende Funktion für die Regulation des Membranpotentials. 

Sein hyperpolarisierender K+-Ausstrom antagonisiert Membran-Depolarisationen 

sowie den über spannungsabhängige Ca2+-Kanäle vermittelten Anstieg der 

intrazellulären Ca2+-Ionen Konzentration und beeinflusst hierdurch die Kontraktilität 

glatter Muskelzellen. Eine konstitutive Deletion des BK-Kanals in Mäusen (BK-/-) 

führte zur Entstehung einer überaktiven Harnblase mit verstärkter Kontraktilität des 

Detrusormuskels sowie erhöhter Miktions-Frequenz. Jedoch imponierte dieser 

beobachtete Phänotyp nach induzierbarer, glattmuskel-spezifischer Deletion des BK-

Kanals (SM-BK-/-) mit einer deutlich schwerwiegenderen Ausprägung. Dieses 

Phänomen ließ den Einfluss kompensatorisch aktiver Signalwege in BK-/- Harnblasen 

vermuten, welche zu einer signifikanten Reduktion der Übererregbarkeit des 

Detrusormuskels beitragen können. So war in konstitutiven BK-/- Harnblasen im 

Vergleich zu Kontrollen eine verstärkte Expression der Proteinkinase-A (PKA) 

detektierbar, die in induzierbaren SM-BK-/- Mäusen zum Untersuchungszeitpunkt 

nicht vorlag. Die Hochregulation der PKA zeigte sich assoziiert mit einer gesteigerten 

beta-Adrenozeptor- bzw. cAMP-vermittelten Hemmung von Detrusormuskel-

Kontraktionen in BK-/- Mäusen im Vergleich zu deren Kontrollen. Diese Erscheinung 

war in induzierten SM-BK-/- Harnblasen um 60-70% verringert. Mit Hilfe des 

spezifischen PKA-Antagonisten Rp-cAMPS konnte der cAMP-Signalweg im BK-/- 

Detrusor nur unvollständig blockiert werden, während in Wildtyp-Kontrollen (WT) 

eine, im Verhältnis zur jeweiligen Gesamtrelaxation, umfassendere Hemmung 

möglich war. Diese Befunde deuten auf zusätzliche PKA-unabhängige und 

kompensatorisch aktive cAMP-Effektoren in der Harnblase von BK-/- Mäusen hin. So 

führte das cyclische Nukleotid 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP, ein spezifischer Aktivator des 

cAMP-Effektor-Proteins Epac, wiederum zu verstärkter Kontraktionshemmung im 

BK-/- Detrusor. Hierbei konnte durch Zuhilfenahme eines Epac2-Antikörpers in 

Harnblasen von BK-/- Mäusen die Hochregulation einer möglicherweise neuen 

Epac2-Spleißvariante ermittelt werden. Darüber hinaus lieferten die Ergebnisse einer 

Proteom-Analyse weiteren Aufschluss über additiv regulierte Proteine zur 

kompensatorischen Abschwächung des Reizblasen-Phänotyps in BK-/- Mäusen. 
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Hingegen erwies sich der BK-Kanal in glatten Atemwegs-Muskelzellen für die 

Kontrolle einer Methacholin-provozierten Abnahme der in vivo gemessenen, mittleren 

exspiratorischen Atemstromstärke (MEF50) als unbedeutend. Die Abnahme ließ 

hierbei in SM-BK-/- Mäusen innerhalb des physiologischen Gesamtkontextes keinen 

Unterschied zu Kontrollen erkennen, obwohl „kompensatorische“ Veränderungen, 

wie sie ebenfalls im Respirationstrakt von BK-/- Mäusen infolge ubiquitären 

Knockouts beobachtet werden konnten, fehlten. Anhand konstitutiver sowie 

induzierbarer BK-Kanal-Deletion waren in dieser Arbeit somit gewebespezifische BK-

Kanal-Effekte sowie Kompensationsmechanismen identifizierbar, die zumindest in 

der murinen Harnblase einen relevanten Beitrag zur Relaxation und Abschwächung 

des beobachteten Phänotyps leisten und neben dem BK-Kanal potentiell 

interessante Angriffspunkte zur Therapie eines Reizblasensyndroms darstellen 

könnten.  
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