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Einleitung

Das Standardisierungskommitee der International Conti-
nence Society (ICS) hat 2002 neue Richtlinien zur Definiti-
on der überaktiven Blase (overactive bladder) herausgege-
ben [1]. Es wurde vorgeschlagen, die überaktive Blase als
Syndrom zu definieren, welches durch die Symptome „im-
perativer Harndrang (urgency) mit oder ohne Drang-
inkontinenz (urge incontinence)“, „Pollakisurie (frequency)“
bzw. „Nykturie“ beschrieben wird. Gerade diese bewußte
Beschränkung auf klinische Symptome und ein von den
Autoren explizites Ausschließen zugrundeliegender loka-
ler pathologischer Faktoren hat allerdings in der Folge eine
lebhafte Diskussion über die Validität dieser neuen Defini-
tion hervorgerufen [2]. Tatsache ist aber, daß für eine mög-
licherweise bessere Definition, welche die zugrundelie-
genden Pathoätiologien einschließt, zur Zeit die wissen-
schaftlichen Grundlagen fehlen.

Es ist voraussagbar, daß das Kompartiment der glatten
Detrusormuskulatur in der überaktiven Blase Veränderun-
gen gegenüber der Normalsituation aufweist. Diese Prozes-
se können entweder primär myogenen Ursprungs sein oder
sekundär nach neurogenen Veränderungen entstehen. Un-
tersuchungen, welche sich mit myogenen Faktoren befas-
sen, konzentrieren sich vor allem auf Proteine, denen eine
Rolle für die Muskelkontraktion zugesprochen wird.

Ein neuer Kandidat für Untersuchungen der glatten Mus-
kulatur ist Smoothelin. Dieses kürzlich entdeckte Protein
ist nicht nur wegen seiner Spezifität für glatte Muskulatur
von Interesse, sondern auch deshalb, weil gezeigt werden
konnte, daß es ausschließlich in ausdifferenzierten glatten
Muskelzellen vom kontraktilen Phänotyp exprimiert ist [3,
4]. Da Smoothelin mit alpha-Smooth Muscle Actin-
Filamenten immunhistochemisch kolokalisiert ist, geht
man davon aus, daß es einen Teil des zellulären
Zytoskeletts glatter Muskelzellen bildet [5].

Der Aufbau des Smoothelin-Gens ist komplex [6]. Ausge-
hend von zwei separaten Promotoren werden zwei
Smoothelin-Transkripte produziert, die gewebsspezifisch
in viszeraler glatter Muskulatur (Smoothelin Isoform A)
oder in glatter Gefäßmuskulatur (Smoothelin Isoform B)
exprimiert sind. Alternatives Splicing in Exon 20 in jeder
dieser beiden Isoformen führt darüber hinaus zur Bildung
von jeweils drei Varianten (1–3).

In der vorliegenden Studie haben wir untersucht, ob im
Detrusor von Patienten mit Blasenüberaktivität eine Ver-
änderung in der Expression von Smoothelin vorliegt.

Patienten und Methoden

Patienten
In die Studie wurden 13 Detrusorbiopsien von überaktiven
Blasen aufgenommen. Das Durchschnittsalter dieser Grup-
pe betrug 58,9 ± 16,1 Jahre. Alle Patienten hatten eine
urodynamische Untersuchung gemäß der ICS-Definitio-
nen. Biopsien von Patienten mit imperativem Harndrang,
Pollakisurie und Dranginkontinenz („überaktive instabile
Blase“) wurden bei vier Frauen und drei Männern unter-
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Einleitung: Faktoren, welche zur Pathoätiologie der überaktiven Blase beitragen, sind bisher nur unzureichend bekannt. Die vorliegende Studie
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Reverse Transcriptase (RT) Polymerase Chain Reaction (PCR) analysiert. Außerdem wurden aus Gefrierschnitten mittels Laser Capture Microdissection
Areale von Detrusormuskulatur isoliert und mit real-time PCR unter Verwendung von Primer/Probes für Smoothelin Varianten untersucht. Ergebnisse:
Immunhistochemische und RT-PCR-Analysen zeigten, daß im menschlichen Detrusor Smoothelin exprimiert wird. Von den drei Varianten waren
allerdings nur Varianten 1 und 2 detektierbar. Im Vergleich zu den Kontrollen war in Patienten mit überaktiver Blase im Detrusor signifikant mehr
Smoothelin der Variante 1 vorhanden. Dieses Ergebnis war in Patienten mit überaktiver instabiler Blase noch deutlicher ausgeprägt als in Patienten
mit überaktiver stabiler Blase. Die Differenz zwischen beiden Patientengruppen war aber statistisch nicht signifikant. Schlußfolgerungen: Unsere
Ergebnisse weisen darauf hin, daß das Syndrom der überaktiven Blase mit Veränderungen myogener Parameter, wie eine erhöhte Smoothelinexpression,
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Introduction: The factors contributing to the pathoetiology of bladder overactivity are still incompletely understood. This study focuses on the smooth
muscle compartment by investigating changes in smoothelin, a marker protein for smooth muscle cells of the contractile phenotype. Patients and
Methods: Detrusor biopsies from overactive bladders (n = 13) and from normocontractile nonobstructed bladders (n = 8) were collected. All patients
underwent urodynamic evaluation and the overactive detrusors were subdivided into detrusor instability (n = 7) and sensory urge (n = 6). Frozen
samples were analyzed by fluorescence immunohistochemistry or standard reverse transcriptase (RT) polymerase chain reaction (PCR). Furthermore,
frozen sections were subjected to laser capture microdissection microscopy to obtain detrusor smooth muscle and processed for real-time PCR with
primer/probes for smoothelin variants. Results: Immunohistochemical and RT-PCR analyses showed that the human detrusor expresses smoothelin.
However, only smoothelin variants 1 and 2 were detectable by molecular biological methods. In patients with overactive bladder syndrome, a
significantly higher expression of smoothelin variant 1 was found compared to normal detrusors. The smoothelin expression in the detrusor of patients
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Furthermore, our study may support the recent definition of the International Continence Society for the overactive bladder syndrome, proposing that
sensory urge and detrusor instability constitute a single clinical entity. J Urol Urogynäkol 2007; 14 (1): 14–17.
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Tabelle 1: Primer-Informationen für PCR und Primer/Probe-Informationen für real-time PCR. Alle Sequen-
zen sind in 5’–3’-Orientierungen dargestellt.

Oligonukleotid RT-PCR Varianten 1–3 real-time PCR Variante 1 Real-time PCR Variante 2

Sense-Primer gcaaggccatgattgagaa  tcgaggtggccttccatct ccgctgtctggtccagaa
Antisense-Primer  aagacacacttggggtcag ggcttcttgcccatgatcatca ggcttcttgcccatgatcataca
FAM-markierte Probe – ccaccagcatctccgc ccccacggatgctgg

Abbildung 1: Tripel-Immunfluoreszenz des menschlichen Detrusors:
Smoothelin (grün), Aktin (rot), Kernfärbung (blau).

sucht, während bei einer
Frau und fünf Männern ein
imperativer Harndrang und
Pollakisurie ohne Instabili-
tät/Inkontinenz („überaktive
stabile Blase“) diagnostiziert
wurde. Als Kontrollgruppe
dienten acht Detrusor-Bio-
psien (drei Frauen, fünf Männer) von normokontraktilen,
nichtobstruktiven Harnblasen. Das Durchschnittsalter der
Kontrollgruppe betrug 57,8 ± 14,3 Jahre. Die Biopsien
wurden mit der Knipszange ohne Stromapplikation ent-
nommen und sofort in flüssigem Stickstoff tiefgefroren. Die
Studie wurde gemäß den lokalen ethischen Vorgaben
durchgeführt.

RT-PCR
Ausgehend von der menschlichen Smoothelin-Sequenz
wurde ein Primer-Paar entwickelt (Tab. 1), mit dem die
Varianten 1, 2 und 3 gleichzeitig amplifiziert werden kön-
nen. Zwischen den beiden Isoformen A und B kann hierbei
nicht simultan unterschieden werden. Alle Sequenz-
informationen basieren auf GenBank Accession Nos. NM-
006932.3 (Variante 1), NM_134269.1 (Variante 2) und
NM_134270.1 (Variante 3).

Die RNA-Extraktion aus Kontrollblasen und die Reverse
Transcriptase- (RT-) Reaktion wurden routinemäßig durch-
geführt wie zuvor beschrieben [7]. Die anschließende
Polymerase Chain Reaction (PCR) lief unter den folgenden
Bedingungen: 1 Zyklus bei 95° C für 5 min, 33 Zyklen bei
95° C, 58° C und 72° C für 45 sec und 1 Zyklus für 5 min
bei 72° C. Die amplifizierten Produkte wurden auf einem
1,2%-Ethidiumbromid-Agarosegel sichtbar gemacht. Re-
präsentative PCR-Fragmente wurden bei Microsynth,
Balgach, Schweiz sequenziert.

Immunfluoreszenz
Kryogeschnittene Biopsien (5 µm) von Kontrollblasen wur-
den für 10 min mit 4 % gepuffertem Paraformaldehyd fi-
xiert. Nach Blockierung mit 2 % bovinem Serumalbumin
wurde ein Maus-Anti-Human-Smoothelin-Antikörper (1:
32.000, Chemicon, Temecula, CA) für 16 h bei 4° C inku-
biert. Die Visualisierung erfolgte durch Biotin-markiertes
Ziege-Anti-Maus-IgG (1:100, Bioscience, Buchs, Schweiz)
und Streptavidin-FITC (1:1.000, Bioscience). Im letzten
Schritt wurden außerdem DAPI (1:5.000, Roche, Rot-
kreuz, Schweiz) und Phalloidin-TexasRot (1:100, Bio-
science) für die Darstellung der Kerne bzw. von
filamentärem Aktin mitinkubiert.

Laser Capture Microdissection
Kryogeschnittene Biopsien (10 µm) aller Biopsien wurden auf
Objektträger mit Polyethylenmembranen (MMI, Glattbruck,
Schweiz) aufgezogen, dehydriert und getrocknet. Mit Hilfe
eines Laser Capture Microdissection Mikroskops (MMI)
konnte die glatte Muskulatur ohne vorherige Färbung leicht
im Phasenkontrast identifiziert werden. Anschließend wur-
den mittels des UVcut systems (MMI) Areale glatter Muskula-
tur (300.000 ± 500 µm2) ausgeschnitten und für jede Biopsie
separat gesammelt.

Real-time RT-PCR
Für quantitative PCR-Studien wurden Taqman-Assays
(Applied Biosystems, Rotkreuz, Schweiz) entwickelt, welche
spezifisch die Smoothelin-Varianten 1 und 2 differenzieren
konnten (Tab. 1). Zur Normalisierung diente ein kommerziel-
ler Taqman-Assay für ß2-Microglobulin (HS99999907-M1;

Applied Biosystems). Die RNA wurde aus den dissezierten
Stücken mit dem RNeasy micro Kit (Qiagen, Basel, Schweiz)
extrahiert und in eine RT-Reaktion mit Superscript II Reverse
Transcriptase (Invitrogen, Basel, Schweiz) eingesetzt. Alle
Real-Time-PCR-Ansätze wurden in Triplikaten ausgeführt
und enthielten in 20 µl Volumen 1 µl cDNA in Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems). Die Reaktionen erfolgten in
einem ABI Prism 7500 Cycler (Applied Biosystems) für 2 min
bei 50° C und 10 min bei 95° C, gefolgt von 45 Zyklen mit 15
sec bei 95° C und 1 min bei 60° C. Kontrollen umfaßten RT-
Reaktionen ohne RT-Enzym, Effizienzkurven für alle Primer/
Probe-Kombinationen und PCR-Reaktionen ohne cDNA.

Statistische Auswertung
Zur Ermittlung der quantitativen Expression von Smoothelin
wurden von allen Real-time-PCR-Läufen die Schwellen-
werte der Amplifikationszyklen (CTs) mit der ABI 7500
SDS Software (Applied Biosystems) automatisch bestimmt.
Die relativen Expressionslevel wurden mit dem Relative
Expression Software Tool (REST-mcs) ermittelt, dem stati-
stisch eine paarweise randomisierte Reallokations-Analyse
zugrunde liegt [8].

Resultate

Mit immunhistochemischen Methoden konnten wir zei-
gen, daß Smoothelin in Zellen der glatten Detrusor-
muskulatur vorkommt (Abb. 1). In allen untersuchten
Gewebeblöcken fiel eine mehr oder weniger ausgeprägt
inhomogene Verteilung der Immunreaktionen auf, die
dazu führte, daß innerhalb der Muskelbündel Regionen
mit deutlich stärkeren Smoothelin-Immunsignalen neben
solchen mit schwächerer Immunreaktion zu finden waren.
Doppelfärbungen mit einem Marker für Aktin wiesen dar-
auf hin, daß eine partielle Kolokalisation von Smoothelin
und Aktin im Detrusor vorliegt. Eindeutigerweise fanden
sich in jedem der untersuchten Muskelbündel aber auch
nicht kolokalisierte Signale sowohl für Smoothelin als
auch für Aktin. Da der verwendete Antikörper nicht in der
Lage ist, zwischen der viszeralen und der vaskulären Iso-
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Abbildung 2: Variantenspezifische RT-PCR von normokontraktilen
Kontrollbiopsien (n = 6). Obere Bande entspricht der Variante 2, untere
Bande entspricht der Variante 1. Die schwache zusätzliche Bande in Bahn
3 erwies sich als unspezifisches Amplifikationsprodukt. Bahn 1: 100 bp-
Molekulargewichtsmarker.

Abbildung 3: Schritte der Laser Capture Microdissection Microscopy,
Phasenkontrastbild: lasermarkiertes Teil eines Detrusorbündels (links),
ausgeschnittenes Detrusorteil (Mitte), resultierendes „Loch“ im Gewebe
(rechts).

form von Smoothelin zu unterscheiden, war – wie zu er-
warten – außerdem eine schwächere Immunreaktion in
glatten Muskelzellen der Gefäßwände detektierbar.

Zur Differenzierung der drei möglichen Smoothelin-Varian-
ten haben wir zusätzlich eine RT-PCR durchgeführt. Die
Wahl der Primerlokalisation erlaubte es, die Identität der
Fragmente aufgrund ihrer Größe nach Agarosegel-Elektro-
phorese zu bestimmen. Mit dieser Methode zeigte sich, daß
lediglich zwei PCR-Produkte vorhanden waren (Abb. 2).
Diese konnten aufgrund ihrer errechneten Größe als Varian-
ten 1 (394 Basenpaare, bp) und 2 (559 bp) identifiziert wer-
den. In keiner der untersuchten Biopsien konnten Tran-
skripte der Variante 3 (463 bp) amplifiziert werden. Es zeigte
sich bei beiden Amplikons eine 100%ige Übereinstimmung
ihrer Sequenzen mit den entsprechenden Abschnitten der
publizierten Sequenz für menschliches Smoothelin.

Nachdem wir zeigen konnten, daß lediglich die
Smoothelin-Varianten 1 und 2 im menschlichen Detrusor
exprimiert werden, haben wir uns in unserer quantitativen
Untersuchung des überaktiven Detrusors auf diese beiden
Transkripte konzentriert. Da eine separate Analyse der Va-
rianten bei gleichzeitiger Differenzierung der beiden
Isoformen aufgrund der Primärstruktur des Gens nicht
möglich ist, haben wir zur separaten Analyse die glatte
Muskulatur mit Laser Capture Microdissection ausge-
schnitten (Abb. 3). Auf diese Weise waren unsere Gewebe-
stücke frei von Bindegewebe mit den dort verlaufenden
Arterien und Venen, welche die vaskuläre Smoothelin-
Isoform exprimieren.

Nach Real-Time-PCR ergaben unsere relativen Vergleiche
mit Kontrollpatienten, daß in Patienten mit überaktiver sta-
biler Blase die RNA-Expression der Smoothelin-Variante 1
signifikant um den Faktor 2,2 erhöht ist (p = 0,0265). Die
Expression der Smoothelin-Variante 2 war nicht signifikant
verändert (p = 0,12). Im Vergleich zu Kontrollen war in
Patienten mit überaktiver instabiler Blase die Expression
der Variante 1 sogar 2,4fach hochreguliert (p = 0,013). Die
Expression der Variante 2 unterschied sich auch in dieser
Patientengruppe nicht signifikant von derjenigen der Kon-
trollen (p = 0,084). Die Expressionsraten zwischen beiden
Patientenkollektiven waren nicht signifikant unterschied-
lich (Variante 1: p = 0,776; Variante 2: p = 0,8).

Diskussion

Nur wenige Studien haben sich bisher speziell mit Verän-
derungen im Detrusor von Patienten mit Blasenüber-
aktivität beschäftigt, sodaß die Rolle myogener Kompo-
nenten für die Entstehung und den Verlauf dieses Syn-
droms nach wie vor unklar ist. In der vorliegenden Studie
haben wir Expressionsänderungen von Smoothelin, einem
Markerprotein für kontraktile glatte Muskulatur, im
Detrusor der überaktiven Blase untersucht.

In unserer Studie konnten wir zeigen, daß Smoothelin im
Detrusor des Menschen produziert wird. Dies war zu er-
warten, da in allen bisher untersuchten viszeralen Orga-
nen Smoothelin gefunden werden konnte [3, 9–11]. In der
Harnblase wurde Smoothelin zuvor nur im Schwein bzw.
in vitro unter experimentellen Bedingungen in menschli-
chen Stromazellen der Blase nachgewiesen [12, 13].

Unerwartet war hingegen die inhomogene zelluläre Ver-
teilung von Smoothelin innerhalb der glatten Muskel-
bündel. Wir können nicht ausschließen, daß dies mit un-

gleichmäßigen Fixations- oder Inkubationsprozessen zu-
sammenhängt. Es wäre aber auch denkbar, daß hierdurch
ein inhomogener funktioneller Status der einzelnen Detrusor-
zellen innerhalb der Muskelbündel widergespiegelt wird.
Die limitierten Gewebemengen der Biopsien und begrenz-
ten Fallzahlen erlaubten es uns leider nicht, das Ausmaß
der inhomogenen Smoothelin-Verteilungsmuster mit den
klinischen Diagnosen zu korrelieren.

Man geht davon aus, daß Smoothelin mit Alpha-Smooth
Muscle Aktin interagiert, wobei eine Aktin-Bindungs-
domäne und eine Calponin-Homologie-Domäne im
Smoothelin-A-Molekül maßgeblich für die Bindung an
Aktin-Filamente verantwortlich sein sollen [5, 12, 14–16].
Die nur teilweise vorhandenen Kolokalisationen von
Smoothelin-Immunsignalen mit filamentären Aktin-Signa-
len in der menschlichen Harnblase deuten darauf hin, daß
diese Wechselwirkung in vivo nicht absolut ist. Untersu-
chungen in arterieller Muskulatur zeigen ebenfalls, daß
Smoothelin und Alpha-Smooth Muscle Aktin nur eine ge-
ringe Kolokalisation aufweisen [3]. Denkbar wäre eine
Bindung von Smoothelin an andere Aktin-Isoformen, wie
sie in vitro bereits gezeigt worden sind [5].

Bisher ist sehr wenig über die Expression der drei Splicing-
Varianten von Smoothelin bekannt. Wir haben deshalb
unsere quantitativen Untersuchungen in der überaktiven
Blase unter Berücksichtigung dieser Varianten durchge-
führt. Aus einer initialen RT-PCR ergab sich, daß in der
menschlichen Harnblase lediglich die Varianten 1 und 2
synthetisiert werden. Dies ist in Übereinstimmung mit un-
seren unpublizierten Ergebnissen aus dem Corpus
cavernosum des Menschen. Eine andere Arbeitsgruppe hat
in der Prostata der Maus ebenfalls nur die Varianten 1 und
2 detektieren können, während in allen anderen unter-
suchten Organen sämtliche drei Varianten vorhanden wa-
ren [6]. Die Harnblase wurde hierbei allerdings nicht un-
tersucht. Zusammengefaßt könnten die Daten darauf hin-
weisen, daß im Urogenitaltrakt generell nur die Varianten
1 und 2 exprimiert werden.

Für unsere quantitativen Untersuchungen haben wir einen
technischen Ansatz gewählt, welcher die separate Analyse
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der glatten Detrusormuskulatur erlaubt. Unsere Ergebnisse
zeigen, daß im Detrusor von Patienten mit Blasenüber-
aktivität die Smoothelinexpression im Vergleich zu normo-
kontraktilen Kontrollen etwa verdoppelt ist. In-vitro-Unter-
suchungen lassen den Schluß zu, daß Smoothelin direkt in
kontraktile Vorgänge glatter Muskulatur involviert sein
könnte [3–5, 14]. Da zur Zeit sehr wenige Daten über In-
vivo-Funktionen von Smoothelin vorliegen, sind die funk-
tionellen Konsequenzen unserer obigen Beobachtung nicht
völlig klar. Im menschlichen Uterus wurde gezeigt, daß
Smoothelin während der Schwangerschaft hochreguliert
wird und somit eventuell direkt der vermehrten Muskelkraft
des Myometriums entspricht [10]. Außerdem geht eine ver-
minderte Kontraktilität bei verschiedenen kolorektalen
Motilitätsstörungen mit einer verminderten Smoothelin-Ex-
pression in der intestinalen Muskulatur einher [17]. In Ana-
logie zu diesen beiden Studien kann man also die Hypothe-
se aufstellen, daß die von uns beobachtete Erhöhung der
Smoothelinexpression in den Patienten direkt mit den Sym-
ptomen der überaktiven Blase zusammenhängt.

Unsere Daten zeigen im Detrusor beider Patientensubgrup-
pen (überaktive stabile Blase und überaktive instabile Blase)
signifikant mehr Smoothelin. Diese molekularen Verände-
rungen können als Zeichen einer gemeinsamen Ätiologie
verstanden werden, wie sie schon zuvor postuliert worden
ist [18, 19]. Die Zusammenfassung von überaktiver stabiler
und instabiler Blase im Syndrom der überaktiven Blase
durch die ICS erhält somit zusätzliche Unterstützung.

Patienten mit Detrusorinstabilität hatten in unserer Studie
durchschnittlich eine höhere Smoothelin-Expression als
Patienten mit stabiler Blase. Ausgehend von unserer Hypo-
these, daß steigende Smoothelin-Level im Detrusor mit ei-
ner schrittweisen myogenen Dysregulation einhergehen,
kann man schlußfolgern, daß die überaktive stabile Blase
eine frühe Form der Blasenüberaktivität darstellt. Wenn es
in einer solchen Situation zu einer weiteren Vermehrung
von Smoothelin kommt, könnten unwillkürliche Detrusor-
kontraktionen (Detrusorinstabilität) die Folge sein. Über-
aktive instabile Blase und überaktive stabile Blase könnten
also nicht nur eine gemeinsame Ätiologie besitzen, son-
dern sogar verschiedene Stadien desselben Krankheitsbil-
des darstellen.

Unsere Daten zeigen, daß nur die Transkription der
Smoothelin-Variante 1 signifikant betroffen ist. Dies ist in-
sofern interessant, als das alternative Splicing der Varian-
ten in einer Gen-Region stattfindet, in welcher eine Aktin-
Bindungsstelle lokalisiert ist [6]. Man kann also vermuten,
daß die Varianten unterschiedliche kontraktile Eigenschaf-
ten besitzen, welche aber noch unzureichend charakteri-
siert sind. Möglicherweise trägt nicht nur die Erhöhung
von Variante 1, sondern auch die veränderte Ratio der bei-
den Varianten 1 und 2 in Patienten mit Blasenüberaktivität
maßgeblich zum Krankheitsbild bei.

Ob Smoothelin insgesamt für die Blasenüberaktivität die Rol-
le eines primären Kausalfaktors spielt oder sekundär „mit-
reguliert“ wird, sei zu diesem Zeitpunkt noch dahingestellt.
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