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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Allgemeines

Die Prostata (von altgriechisch 1rpootdrng prostatés ,Vorsteher, Vordermann®) oder
Vorsteherdruse ist eine akzessorische, exokrine Geschlechtsdrise beim Mann und
produziert fast 30 % des Volumenanteils am Ejakulat (Beninghoff and Drenckhahn
2008). Sie liegt unterhalb der Harnblase und umkleidet den Anfangsteil der Urethra bis
zum Beckenboden (Beninghoff and Drenckhahn 2008). Sie gleicht beim Mann in GroRe
und Form einer Kastanie. An die Rickseite der Prostata grenzt das Rektum (Beninghoff
and Drenckhahn 2008).

Die Prostata ist oft von gutartigen Veranderungen, wie Prostatitis und der benignen
Prostatahyperplasie (BPH) betroffen. BPH gilt mit ihrer hohen Inzidenz und Pravalenz
als Volkskrankheit, jedoch ist auch das Prostatakarzinom als maligne Veranderung

haufig.

1.2. Anatomie der Prostata

1.2.1. Abschnitte und Lage

Die tuboloalveolare Druse (sagittaler Durchmesser 2,5-3,7 cm, transversal 4,5-5,7cm,
longitudinal 2,8-4 cm) liegt extraperitoneal und umgreift den Pars prostatica mit einem
Lobus dexter und sinister vor (Isthmus) und hinter (Lobus medius) der Urethra
(Beninghoff and Drenckhahn 2008). lhre Basis beruhrt die Harnblase, mit ihrer Spitze
ragt sie durch den Levatorspalt (Beninghoff and Drenckhahn 2008). Die abgeplattete
Hinterflache der Prostata ist dem Rektum zugewandt, durch welches sie ca. 4 cm
oberhalb des Afters als derbes Gebilde tastbar ist (Beninghoff and Drenckhahn 2008).

Nach ventral ist sie durch das bindegewebige Ligamentum puboprostaticum (mit dem
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Musculus puboprostaticus) am Hinterrand der Symphyse befestigt (Beninghoff and
Drenckhahn 2008).

1.2.2. Aufbau der Prostata

Umgeben wird die Prostata von einer derben, fibrosen Kapsel, die innen glatte
Muskulatur und Drisengewebe enthalt (Beninghoff and Drenckhahn 2008;
Pradidarcheep, Wallner et al. 2011). Die Einteilung des tubuloalveolaren
Drusengewebes in drei Zonen erfolgt nach topographischen und pathologischen
Gesichtspunkten (Strasser, Frauscher et al. 2004; Pradidarcheep, Wallner et al. 2011).

Um die Urethra unterscheidet man von innen nach auf3en verschiedene Zonen:

- Periurethrale Zone: Sie bildet den kleinsten Organteil, umgreift die Urethra und
besteht aus Schleimhautdrisen, die aus der Urethra hervorgegangen sind und
von Bindeln glatter Muskulatur umgeben sind (Pradidarcheep, Wallner et al.
2011).

- Transitionalzone = Innenzone: Sie macht ca. 25 % der Prostata aus und
umschliet die Ductus ejaculatorii. Die Innenzone besteht aus vezweigten
Drusen. Die hier liegenden vezweigten Drisen sind von dichtem Bindegewebe
mit glatten Muskelzellen (,fibromuskulares Stroma“) umgeben (Pradidarcheep,
Wallner et al. 2011).

- AulRenzone (75 % der Prostata): Sie besteht aus 30-60 tubuloalveolaren Drusen,
deren meist zweireihiges Epithel je nach sekretorischer Aktivitat kubisch oder
zylindrisch ist. Das diese Drusen umgebende Bindegewebe enthalt glatte
Muskulatur und elastische Fasern. Gelegentlich kommen in den Drusenlumina

Prostatasteine vor, die aus eingedicktem Sekret bestehen (McNeal 1988).
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1.2.3. Gefallversorgung und Innervation

Die arterielle GefalRversorgung der Prostata erfolgt durch die Rami prostatici der A.
vesicalis inferior und der A. rectalis media (Beninghoff and Drenckhahn 2008). Die
Venen bilden einen Plexus prostaticus, der in einem engen Zusammenhang mit dem
Plexus venosus vesicalis steht und zusammen mit diesem in die Venae vesicales
abfliel3t (Beninghoff and Drenckhahn 2008). Es bestehen mehrere Verbindungen zu den
Vv. lliacae internae (Beninghoff and Drenckhahn 2008).

Die Lymphgefalle ziehen Uberwiegend zu den Lymphknoten der A. iliaca interna
(Beninghoff and Drenckhahn 2008). Dies kann direkt oder Uber vorgeschaltete
Lymphknotengruppen erfolgen, es bestehen Vebindungen zu den Lymphknoten des

Rektums und den Nodi lymphatici sacrales (Beninghoff and Drenckhahn 2008).

Die Nerven entstammen aus dem Plexus Prostaticus, der wiederum hauptsachlich aus
vegetativen Fasern des Plexus hypogastricus inferior stammt (Beckel and Holstege
2011).

1.3.  Funktionen und Aufgaben der Prostata

1.3.1. Sekretproduktion

Die Prostata produziert einen Teil der Samenflissigkeit, die bei der Ejakulation
ausgestolRen wird. Dieses Sekret bildet zusammen mit den Spermatozoen aus den
Hoden, dem Sekret der Samenblasen und dem Sekret der Bulbourethraldrisen das
Sperma (Klinke 2009). Das Ejakulationsvolumen betragt 2-6 ml mit 35-200 Millionen
Spermatozoen pro Milliliter (Kliesch and Cooper 2008).

Das Sekret der Prostata ist leicht sauer (pH-Wert ca. 6,4), dunnflissig und tribe und

gibt dem Sperma seinen charakteristischen Geruch. Das Sekret enthalt zahlreiche
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Enzyme, die die Spermien fur die Befruchtung bendtigen. Das Polyamin Spermin fordert
die Beweglichkeit und Befruchtungsfahigkeit der Samenzellen. Weiterhin sind im
Prostatasekret saure Phosphatase, Magnesium, Citrat, Plasmin, Zink und
Prostaglandine in einer kalium- und kalziumreichen Salzlésung enthalten (Beninghoff
and Drenckhahn 2008).

1.3.2. Emission

Sympathische Efferenzen fuhren zur Kontraktion von Epidydimis, Ductus deferens,
Vesicula seminalis und Prostata. Die Sekrete der Drisen treten gleichzeitig mit der
Samenflussigkeit in die Urethra. Durch Erregung sympathischer Fasern kontrahiert sich
reflektorisch der M. sphincter vesicae internus, um einen Rlckfluss der Sekrete in die
Blase zu verhindern (Klinke 2009).

1.3.3. Ejakulation

Der Orgasmus beginnt mit der Emission und endet mit der Ejakulation. Zur Ejakulation
kommt es durch Reizung von Afferenzen in Urethra, Prostata, Nebenhoden, Ductus
deferens und Vesicula seminalis, die zum Thorakolumbalmark geleitet werden (Klinke
2009). Die Ejakulation wird sympathisch vom Thorakolumbalmark (L2/L3) vermittelt. Die
begleitenden tonisch-klonischen Kontraktionen der Mm. Bulbo- und ischiocavernosus
sowie der Beckenbodenmuskulatur werden dagegen durch somatische Efferenzen des

Sakralmarks ausgelost.
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1.4. Benigne Prostatahyperplasie (BPH)

Die benigne Prostatahyperplasie ist die haufigste Erkrankung des alteren Mannes
(Berges 2008). Es handelt sich hierbei um die histologische Veranderung v.a. der
Transitionalzone der Prostata, bedingt durch gutartiges Wachstum von Zellen des
Stroma- und DruUsengewebes, die nicht notwendigerweise mit einer
Prostatavergroferung einhergeht (Abrams, Cardozo et al. 2002; Oelke, Kuczyk et al.
20009).

1.4.1. Entstehung

Es kann durch die Zellvermehrung im Prostataparenchym sowohl zu einer
GroéRenzunahme der Transitionalzone, als auch sekundar zu einer tast- oder messbaren
Grolenzunahme der gesamten Prostata kommen (Abrams, Cardozo et al. 2002; Jonas,
Gabouev et al. 2006; Berges 2009).

Wenn die Harnréhre mechanisch eingeengt wird, entsteht eine
Blasenauslassobstruktion (,bladder outlet obstruction, BOO), so das erhdhte Dricke zur
Blasenentleerung notwendig sind (Abb. 1) (Oelke, Kuczyk et al. 2009). Man spricht von
benigner Prostataobstruktion (BPO), wenn die BOO durch die BPH in der vergroRerten
Transitionalzone verursacht wird (Oelke, Kuczyk et al. 2009). Neben dem Wachstum
spielt bei der BPH auch die Kontraktion der glatten Prostatamuskulatur eine Rolle als
Harnfluss-limitierender Mechanismus (Abb. 1) (Andersson, Lepor et al. 1997). Die
allmahliche Umstrukturierung der Prostata beginnt jenseits des 40. Lebensjahres: Teile
der Transitionalzone verdicken sich. Auch ein noch sehr kleiner Tumor kann
Beschwerden verursachen, wenn dies die Urethra einengt. Sowohl Kontraktilitat, als
auch Wachstum sind Angriffspunkte fur die Therapie bei BPH bzw. der Lower Urinrary
Tract Symptoms (LUTS) (Oelke, Kuczyk et al. 2009). Alpha1-Adrenozeptor-

Antagonisten, sprich Alpha-Blocker, vermindern den Tonus von glatter Muskulatur der

10
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Prostata, Prostatakapsel und Blasenhals, was den Widerstand der Prostata reduziert
(Abb. 1) (Oelke, Kuczyk et al. 2009).

Die periphere Zone hingegen bildet sich eher zurick. Die VergroRerung der
Transitionalzone kann den Charakter einer Geschwulst (Fibroadenommyomatose, kurz
Prostataadenom genannt) annehmen. Die periphere Zone wird von ihr immer starker
zusammengepresst, bis schliellich ihr Rest wie eine Schale (chirurgische
.Prostatakapsel”) die vergrolRerte Transitionalzone Uberzieht. Es kann viele Jahre (bis
Jahrzehnte) dauern, bis die ersten Beschwerden auftreten. Sie hangen weniger von der

Grolke der Geschwulst als von ihrer Wachstumsrichtung ab.

Man vermutet, dass eine Anreicherung von Testosteron bzw. seiner Metaboliten infolge
einer gesteigerten Aktivitdt des Enzyms Alpha-5-Reduktase der Ausléser des
Wachstums ist. Deshalb werden auch 5-Alpha-Reduktase Hemmer eingesetzt, um die
Zellproliferation zu hemmen und so das Prostatavolumen zu vermindern (Abb. 1)
(Oelke, Kuczyk et al. 2009). Tatsachlich jedoch sind die Mechanismen des Prostata-
Wachstums im Alter unzureichend verstanden. Dementsprechend sind auch die
derzeitigen Therapie-Moglichkeiten nicht ausreichend (Berges 2009; Berges, Dreikorn et
al. 2009; Hofner and Oelke 2009).

11
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Benigne Prostata-Hyperplasie

' W

Noradrenalin, Androgen,
al-Adrenozeptoren  Wachstumsfaktoren

Kontraktion Wachstum

al-AR-Blocker |l l, 5-AR-Inhibitoren
1 I

Blasenauslass-
Obstruktion

Verminderte
Symptome des Lebensqualltat
unteren Harntraktes \
Komplikationen

Uberaktive Blase

Abb. 1: Rolle der Prostata fir Symptome des unteren Harntraktes (,Lower urinary tract
symptoms®). Bei einer benignen Prostata-Obstruktion (BPO) sind Miktionsbeschwerden durch
Prostata-abhangige Faktoren bedingt. Zum einen kann es durch eine VergréRerung der Prostata
zu einer Verengung der Harnréhre kommen. Zum anderen kann die urethrale Obstruktion auf
einen erhohten a1-adrenergen Tonus der glatten Prostata-Muskulatur zurickzufiihren sein.
Daher sind a1-Adrenozeptoren und das Prostata-Wachstum die wichtigsten Angriffspunkte zur
pharmakologischen Therapie von LUTS bei BPO. Alpha1-Adrenozeptor-Blocker flihren durch
eine Relaxation der glatten Prostata-Muskulatur zu einer Verbesserung der Beschwerden. 5a-
Reduktase-Inhibitoren dagegen vermindern die Androgen-Produktion und halten dadurch das
Prostata-Wachstum auf. Neben einer BPO kdnnen auch extraprostatische Faktoren zu LUTS

fuhren, insbesondere eine Uberaktive Blase.

12
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1.4.2. Gefahren

Das Prostataadenom ist nach seinen Wachstumseigenschaften ein gutartiger Tumor,
d.h. es siedelt keine Metastasen ab und wachst nicht in andere Organe ein. Trotzdem
kénnen ernsthafte Gefahren von ihm ausgehen (Jonas, Gabouev et al. 2006; Chapple
2011):

- Die sich vergrofdernde Prostata presst die Urethra zusammen und behindert so
den Harnabfluss.

- Die Harnblase kann nicht mehr vollstandig entleert werden. In den ,Restharn®
wandern Bakterien ein .

- Die Harnblaseninfektion (Zystitis) heilt nicht aus, weil die Spllwirkung des
Harnstrahls fehlt.

- Die Infektion steigt Uber die Harnleiter in das Nierenbecken auf. Die Folge ist eine
Pyelonephritis.

- Folgegefahren der Pyelonephritis sind Nierenvereiterung und Sepsis,

Schrumpfniere, Nierenversagen und Bluthochdruck.

1.5. Lower Urinary Tract Symptoms (LUTS)

1.5.1. Epidemiologie und Allgemeines

Bei Patienten mit BPH konnen Prostata-bedingte Mechanismen zu einer Verminderung
des Harnflusses fuhren oder zumindest zu einer solchen beitragen (Abb. 1) (Berges
2009; Berges, Dreikorn et al. 2009; Oelke, Kuczyk et al. 2009). Durch das Wachstum
der Prostata zum einen, und durch die Kontraktion der glatten Prostata-Muskulatur zum
anderen kann es zu einer Vereengung der Harnréhre kommen (Abb. 1) (Berges 2009;
Berges, Dreikorn et al. 2009; Oelke, Kuczyk et al. 2009). Hieraus folgen die sog.
Symptome des unteren Harntraktes (Abb. 1) (,lower urinary tract symptoms®, LUTS)
(Berges 2009; Berges, Dreikorn et al. 2009; Oelke, Kuczyk et al. 2009). Diese haben

13
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mindestens eine betrachtliche Verminderung der Lebensqualitat, und schlimmstenfalls
lebensbedrohliche Komplikationen durch Harnrickstau in die Niere zur Folge. Neben
den Prostata-bedingten Mechanismen werden auch Prostata-unabhangige Faktoren
diskutiert, die an der Enstehung von LUTS beteiligt sein konnten (Oelke, Kuczyk et al.
2009; Chapple 2011). Tatsachlich treten LUTS auch bei Frauen auf (Chapple 2011).
Hier ist insbesondere die Uberaktive Blase (,overactive bladder®, OAB) zu erwahnen
(Chapple 2011). Epidemiologisch sind nach der Herner LUTS-Studie von 12 Millionen
Mannern Uber 50 Jahre in Deutschland 5 Millionen von LUTS betroffen (Jonas, Gabouev
et al. 2006; Berges 2008; Oelke, Kuczyk et al. 2009). Von diesen haben jedoch nur 3,2
Millionen eine benigne Prostatavergrolerung (Berges 2009; Berges, Dreikorn et al.
2009; Oelke, Kuczyk et al. 2009).

Sowohl Wachstum als auch Kontraktilitat der Prostata stellen Angriffspunkte fur die
pharmakologische Therapie von LUTS bei Patienten mit BPH dar (Abb. 1) (Oelke,
Kuczyk et al. 2009). Da die Testosteron-Produktion durch die Alpha-5-Reduktase eine
zentrale Rolle fur das Prostata-Wachstum spielt, soll durch die Behandlung mit Alpha-5-
Reduktase Inhibitoren eine Verminderung des Prostata-Volumens erzielt oder eine
weitere VergroRerung aufgehalten werden (Abb. 1) (Oelke, Kuczyk et al. 2009). Die
Behandlung mit a1-Blockern fuhrt dagegen zu einer Senkung des glattmuskularen
Tonus in der Prostata, was ebenfalls zu einer Erleichterung des Harnflusses beitragt
(Abb. 1) (Oelke, Kuczyk et al. 2009).

Der auf histologischen Kriterien basierende Begriff der BPH wird mittlerweile durch den
Begriff BPE (Benign Prostate Enlargement) ersetzt. Der BPE allein wird kein
Krankheitswert beigemessen, es kann jedoch zu Uberlappungen mit Beschwerden im
Sinne von LUTS (Lower Urinary Tract Symptoms) oder im Sinne einer BOO (Bladder
Outlet Obstruction/Blasenauslassobstruktion) kommen (Jonas, Gabouev et al. 2006).
Unter OAB (Overactive Bladder) hingegen werden die bislang vor allem bei Frauen so

bezeichneten irritativen Beschwerden zusammengefasst. Fur Harninkontinenz und

14
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neurogene Genesen gibt es jeweils eine eigene Leitlinie der EAU (European Association

of Urology).

Die neuen Leitlinien wurden notwendig, weil die benigne Prostatahyperplasie (BPH) in
der Vergangenheit stets in einen kausalen Zusammenhang mit irritativen (Nykturie,
Pollakisurie, imperativer Harndrang etc.) und obstruktiven Blasenbeschwerden
(Probleme beim Wasserlassen mit vermindertem maximalen Harnfluss, relevante
Restharnmengen, kompletter Harnverhalt etc.) gestellt wurde (Jonas, Gabouev et al.
2006; Berges 2009; Berges, Dreikorn et al. 2009). Irritative und obstruktive Symptome

mussen jedoch keinesfalls zwingend von einer BPH begleitet sein (Chapple 2011).

Die komplexen Pathomechanismen, die den irritativen und obstruktiven Symptomen
eines benignen Prostatasyndroms (BPS) zu Grunde liegen, sind noch immer nicht
restlos aufgeklart. Auf zerebraler Ebene sind etwa Storungen der afferenten
Informationsverarbeitung nicht minder wichtig wie die Herabsetzung der suprapontinen
Hemmung. Gleichwohl bieten sich auf dem Stand des heutigen Wissens gut fundierte
Ansatze fur eine rationale, pathophysiologisch begrindete Therapie. Unter diesen
Ansatzen erscheint eine gesteigerte myogene Aktivitat in der Blase selbst bzw. die
Moglichkeit, den erhdhten Muskeltonus durch eine nebenwirkungsarme anticholinerge

Medikation herabzusetzen, als besonders attraktiv.

Ergebnisse einer groflen epidemiologischen Studie machen deutlich, dass die
Symptome einer Uberaktiven Blase (OAB) durchaus nicht nicht nur Frauen betreffen:
wahrend die Pravalenz bei Mannern und Frauen vor dem 70. Lebensjahr nach den
EPIC-Daten noch weitgehend identisch ist, sind jenseits des 70. Lebensjahres Manner

sogar haufiger betroffen.
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1.5.2. Verlauf und Symptome

Entsprechend dem Fortschreiten der Erkrankung unterscheidet man drei Stadien
(Chapple 2011):

Stadium 1 = Reizstadium (Chapple 2011): Der Harnabfluss ist behindert, jedoch
kann die Harnblase noch vollstandig entleert werden (kein Restharn). Der
Harnstrahl ist nicht mehr so kraftig wie friher. Der Patient verspurt haufig den
Drang, Wasser zu lassen (Pollakisurie), und muss deshalb auch nachts
aufstehen (Nykturie). Nach dem Wasserlassen traufelt haufig noch ein wenig
Harn nach.

Stadium 2 = kompensierte Harnretention (Chapple 2011): Die Harnblase kann
nicht mehr vollstandig entleert werden. Es bleibt Restharn in der Blase zurtck.
Bereits kurz nach dem Wasserlassen verspurt der Patient erneut den Drang, die
Harnblase zu entleeren. Die Abstande zwischen den Entleerungen werden immer
kirzer. Dabei wird bei jedem einzelnen Wasserlassen eine immer kleinere
Harnmenge zutage gefordert. Dies hat zwei Grinde: Die Restharnmenge
wachst. Die Fassungskraft der Harnblase hingegen wird kleiner, weil sich die
Wand verdickt. Die Muskeln mussen sich verstarken, um den Harn durch die
immer kleiner werdende Urethra hindurchpressen zu koénnen. Einzelne
Muskelzlige springen dann Balkenartig in die Lichtung vor (Balkenblase).
Dazwischen bilden sich Buchten (Pseudodivertikel), die sich schlecht entleeren
lassen und in denen deshalb Infektionen und Harnsteine entstehen. Bis zu einer
Restharnmenge von 150 ml ist der Ruckstau noch insofern ausgeglichen, als er
sich auf die Harnblase beschrankt, wahrend der Abfluss des Harns aus den
Nieren nicht beeintrachtigt ist.

Stadium 3 = dekompensierte Harnretention (Chapple 2011): Steigt die
Restharnmenge Uber 150 ml an, so wird die Harnblase uberfordert. Eine
geordnete Funktion ist nicht mehr moglich. Einerseits kann immer weniger Harn

willkuirlich aus der Blase entleert werden, andererseits traufelt der Harn dauernd

16



Einleitung

aus der Urethra (Ischuria paradoxa, ,Uberlaufblase®). Vor Allem nachts kommt es
zum Einnassen, wenn sich um Beispiel der Patient im Bett umdreht und dabei
kurzfristig ein erhdhter Druck im Bauchraum auf die Harnblase wirkt. Die zum
Uberlaufen gefiillte Harnblase kann haufig den neu ankommenden Harn nicht
aufnehmen. Er staut sich in den Harnleitern bis zu den Nierenbecken zurtck.
Vermehrter Durst, Gewichtsabnahme, Durchfélle, Ubelkeit, Erbrechen und

Benommenheit sind Zeichen der zunehmenden Nierenschadigung.

In jedem Stadium kann die plotzliche Harnverhaltung eintreten: Wurde versaumt,

rechtzeitig Wasser zu lassen, so kann die Harnblase uUberhaupt nicht mehr entleert

werden (Chapple 2011). Begunstigt wird dieser Zustand durch reichlichen Genuss

alkoholhaltiger Getranke, da die alkoholbedingte Weitstellung der Gefalle die Blutfllle

der Prostata steigert. Man muss dann entweder katheterisieren oder die Harnblase

punktieren.

1.5.3. Adenomektomie

Hierbei wird das Geschwulstgewebe der Transitionalzone aus der ,Kapsel® der

peripheren Zone herausgeldst. Folgende Zugangswege sind moglich (Jonas, Gabouev
et al. 2006; Berges 2009; Berges, Dreikorn et al. 2009):

Durch die Harnréhre (transurethrale Resektion = TUR): Man fuhrt ein Instrument
durch die Urethra bis zur Prostata ein und tragt die Geschwulst Span fur Span mit
der elektrischen Schlinge ab. Vorteil dieser Operationsmethode sind der kurze
Krankenhausaufenthalt, geringe Schmerzen nach der Operation, rasche
Genesung und keine Hautwunde. Nachteilig ist der schlechtere Uberblick Uber
die Geschwulst. Deshalb muss unter Umstanden nachoperiert werden und nur
kleine bis mittelgroRe Geschwilste kdnnen auf diesem Weg entfernt werden.

Etwa 75 % aller Falle werden durch die Urethra operiert.
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- Durch die Haut: Bei groReren Adenomen ist ein Zugang nétig, der einen klaren
Uberblick tber die Ausdehnung des Tumors ermdglicht. Die Haut wird entweder
am Unterbauch oberhalb der Symphysis pubica (suprapubisch) oder in der
Dammgegend (perineal) aufgeschnitten. Beim Zugang durch die Bauchhaut kann
man den weiteren Weg zwischen Symphysis pubica und Harnblase

(retropubisch) oder direkt durch die Harnblase hindurch (transvesikal) wahlen.

1.5.4. Medikamentdse Therapien bei LUTS

Durch das Wachstum der Prostata zum einen, und durch die Kontraktion der glatten
Prostata-Muskulatur zum anderen kann es zu einer Vereengung der Harnrohre kommen
(Abb. 1) (Berges 2009; Oelke, Kuczyk et al. 2009). Beide Mechanismen stellen die
Grundlage zur medikamentésen Behandlung von LUTS dar. Durch die Behandlung mit
a1-Blockern kommt es u.a. zu einer zu einer Erschlaffung der glatten Prostata-
Muskulatur, und so zu einer Verminderung des Widerstandes der Prostata fur den
Harnfluss (Abb. 1) (Oelke, Kuczyk et al. 2009). Die Behandlung mit 5a-Reduktase-
Inhibitoren dagegen greift in das Prostata-Wachstum ein (Abb. 1) (Berges, Dreikorn et
al. 2009; Oelke, Kuczyk et al. 2009). Die Hemmung der 5a-Reduktase fuhrt zu einer
Senkung des Prostata-Volumens, was ebenfalls zu einer Erleichterung des Harnflusses
durch die Harnréhre fuhrt (Berges, Dreikorn et al. 2009; Oelke, Kuczyk et al. 2009). Die
Wahl des Medikamentes richtet sich nach der Art und dem Schweregrad der Symptome
sowie nach der ProstatagrofRe (Berges, Dreikorn et al. 2009; Oelke, Kuczyk et al. 2009).

Alpha1-Blocker fuhren via kompetitiver Inhibition zur Relaxation glatter Muskulatur in
der Prostata, Prostatakapsel und im Blasenhals (Oelke, Kuczyk et al. 2009). Neben der
Hemmung der a1-Adrenozeptoren in der Prostata wird fur die Wirkung auf LUTS auch

noch die Inhibition von a1-Adrenozeptoren im Detrusor und im Ruckenmark vermutet.

5a-Reduktase-Inhibitoren reduzieren Testosteron zu Dihydrotestosteron (DTH), welches

eine hohere Affinitdt zum Androgenrezeptor als Testosteron besitzt. Nach
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Androgenentzug leiten die Drisenepithelzellen der Prostata einen Mechanismus ein, der
Uber eine enzymatische Aufspaltung von DNA irreversibel zum Zelltod durch Apoptose

und so zur Volumenreduktion der Prostata fuhrt.

Zur medikamentosen Behandlung von LUTS konnen daruberhinaus auch
Anticholinergika eingesetzt werden (Berges 2009; Berges, Dreikorn et al. 2009; Oelke,
Kuczyk et al. 2009). Diese konnen uber eine Senkung des Detrusor-Tonus zu einer
Verbesserung der Symptome flhren (Oelke, Kuczyk et al. 2009). Ein erhdhter Detrusor-
Tonus ist neben den Prostata-abhangigen Mechanismen haufig an der Entstehung von
LUTS beteiligt. Anticholinergika hemmen Muskarinrezeptoren und fuhren zur Abnahme
von Detrusorkontraktilitdt und zur Hemmung unwillktrlicher Detrusorkontraktionen, die
bei Mannern ohne BPO in etwa 50% und bei Mannern mit BPO in bis zu 80 % der Falle
nachgewiesen werden (Oelke, Kuczyk et al. 2009). Eine erhdhte Blasenkapazitat,
verspatetes Auftreten unwillkirlicher Detrusoraktionen und eine Zunahme der

Blasencompliance sind die Folge (Oelke, Kuczyk et al. 2009).

Phytopharmaka sind in ihrere Wirkweise bislang unzureichend erforscht, allerdings
konnten in-vitro Studien antiinflammatorische, antiandrogene und dstrogene Wirkungen
und Inhibition von Wachstumsfaktoren, a1-Adrenozeptoren, 5a-Reduktase,
Muskarinrezeptoren und Vanillinoidrezeptoren belegen (Berges, Dreikorn et al. 2009;
Oelke, Kuczyk et al. 2009).

Kombinationstherapien von a-Blockern und 5a-Reduktasehemmern nutzen eine
schnelle und effektive Wirkung des o-Blockers auf LUTS wund die effektive
Progressionshemmung des 5a-Reduktasehemmers (Berges 2009; Berges, Dreikorn et
al. 2009; Hofner and Oelke 2009). Allerdings konnte im ersten Jahr der Anwendung
hinsichtlich Reduktionen von LUTS und Progressionsrisiko keine Vorteile gegenuber
alleiniger Therapie mit einem a-Blocker beobachtet werden (Berges 2009; Berges,
Dreikorn et al. 2009; Hofner and Oelke 2009). Eine Kombinationstherapie ist jedoch zur
Progressionshemmung des BPS geeignet (Berges, Dreikorn et al. 2009; Oelke, Kuczyk
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et al. 2009). Die Kombination von a1-Blockern und Antocholinergika war bei Mannern
mit Detrusoruberaktivitat den Einzeltherapien Uberlegen (Berges, Dreikorn et al. 2009;
Oelke, Kuczyk et al. 2009).

1.6. Physiologie der Prostata und glatter Muskulatur

Der Tonus der Prostata wird entscheidend von der a1-Adrenozeptor-gesteuerten
Kontraktion glatter Muskelzellen reguliert (Andersson, Lepor et al. 1997; Andersson and
Gratzke 2007; Schilit and Benzeroual 2009). Es ist allgemein anerkannt, dass
Prostatawachstum (die statische Komponente) und Tonus (die dynamische
Komponente) bei der benignen Prostatahyperplasie zu LUTS (lower urinary tract
symptoms) (BPH) beitragen (Andersson, Lepor et al. 1997; Schilit and Benzeroual
2009). Die Behandlung mit a1-Adrenozeptor Antagonisten ist wichtiger Bestandteil der
medikamentdsen Therapie von LUTS bei Patienten mit BPH (Andersson, Lepor et al.
1997; Andersson and Gratzke 2007; Schilit and Benzeroual 2009).

1.6.1. Glatte Muskelzellen

Die Kontraktion von Muskelgewebe beruht auf einer Wechselwirkung zwischen Myosin-
und Aktinmolekllen und wird durch Erhéhung der intrazellularen Calciumkonzentration
ausgeldst (Somlyo, Wu et al. 1999; Somlyo and Somlyo 2000; Somlyo and Somlyo
2003). Die Muskelkontraktion bendtigt Energie in Form von ATP, das uUber verschiedene
Mechanismen in den Muskelzellen bereit gestellt wird (Speckmann and Hescheler
2008).

Glatte Muskelzellen sind spindelférmig, ca. 200 um lang und 5 ym dick (Speckmann and
Hescheler 2008). Die fur Herz- und Skelettmuskel typische Querstreifung fehlt, da die
Aktinfilamente und Myosinfilamente unregelmaflig angeordnet sind (Speckmann and
Hescheler 2008). Sie gleiten bei der Verkurzung gegen- und ineinander (Speckmann
and Hescheler 2008).
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Die Kontraktion erfolgt, durch niedrigere ATPase-Aktivitat bedingt, 100 - 1000 mal
langsamer als beim quergestreiften Skelettmuskel, wobei sie fast gleichviel Kraft
entwickeln kann (circa 40 Newton) (Speckmann and Hescheler 2008). Glatte
Muskelzellen sind relativ unermudlich und energiesparend, also besonders fur
Halteleistungen geeignet (Speckmann and Hescheler 2008). Man unterscheidet den
viszeralen Typ, auch Single-Unit-Typ (schichtenformiges Vorkommen in Hohlorganen,
mit tight junctions verbunden), der myogene Aktivitat aufweist und Schrittmacherfunktion
ausubt, vom Multi-Unit-Typ, der neurogen innerviert wird und eine geringere elektrische

Kopplung zwischen den Zellen aufweist (Speckmann and Hescheler 2008).

Bei den glatten Muskelzellen der Prostata handelt es sich um nicht spontan-aktive
Muskelzellen vom Multi-Unit-Typ (Speckmann and Hescheler 2008). Ihre Aktivitat wird
nicht myogen, sondern neurogen, durch das vegetative Nervensystem (Sympathikus fir
GefaRe) bestimmt (Speckmann and Hescheler 2008). Die Ubertragerstoffe erreichen,
wegen der Synapsen en distance, die Zellen per diffusionem (Speckmann and
Hescheler 2008). Es entstehen neurogene Prapotentiale in den glatten Muskelzellen der

Arteriolen, denen Aktionspotentiale folgen (Speckmann and Hescheler 2008).
1.6.2. Alpha1-adrenerge Kontraktion der glatten Prostata-Muskulatur

Die durch sympathische Nervenaktivitat induzierte prostatische Kontraktion erfolgt durch
Aktivierung von a4-Adrenozeptoren, die zum einen Uber die monomere GTPase RhoA
an die Rho-Kinase koppeln, und zum anderen tber die Phospholipase C (PLC) an Ca**-
abhangigen Signalwege (Abb. 2) (Andersson, Lepor et al. 1997; Somlyo, Wu et al. 1999;
Somlyo and Somlyo 2000; Somlyo and Somlyo 2003; Christ and Andersson 2007).
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Abb. 2: Kontraktion der glatten Prostata-Muskulatur. Bei Aktivierung des a1-Adrenozeptors

durch Noradrenalin (aus sympathischer Neurotransmission) oder durch den a1-Adrenozeptor-
Agonisten Phenylephrin kommt es zur Aktivierung von intrazellularen Signalwegkaskaden.
Dabei erfolgt zunachst die G-Protein-abhangige Aktivierung der Phospholipase C (PLC) und von
RhoA. PLC fihrt zur Bildung der second messenger Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und
Diacylglyerol (DAG). IP3 erhdht die zytosolische Ca**-Konzentration, was (iber Aktivierung der
MLC Kinase und MLC Phosphorylierung zur Kontraktion fuhrt. Parallel dazu erfolgt eine
Aktivierung der Protein-Kinase C (PKC) durch DAG, sowie der Rho-Kinase durch RhoA. Beides
resultiert in einer Hemmung der MLC Phosphatase. Folge ist eine Verminderung der MLC-

Dephosphorylierung, was ebenfalls zur Kontraktion fihrt.
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Allgemeine Mechanismen der Kontraktion

Der Tonus glatter Muskulatur hangt essentiell vom Phosphorylierungs-Zustand der
leichten Myosin Ketten (myosin light chains, MLC) ab (Abb. 2) (Andersson, Lepor et al.
1997; Somlyo, Wu et al. 1999; Somlyo and Somlyo 2000; Somlyo and Somlyo 2003;
Christ and Andersson 2007). Die MLC-Phosphorylierung wird durch die MLC Kinase und
MLC Phosphatase reguliert und stellt die absolute Grundlage fur die Kontraktion der
glatten Muskelzellen in der Prostata und allen anderen glattmuskularen Geweben dar
(Abb. 2) (Andersson, Lepor et al. 1997; Somlyo, Wu et al. 1999; Somlyo and Somlyo
2000; Somlyo and Somlyo 2003; Christ and Andersson 2007). Letztenendes uUben alle
glattmuskular-motorischen Signalwege ihre Effekte Uber eine Einflussnahme auf die
Aktivitat entweder der MLC Kinase oder aber der MLC Phosphatase aus. Bei kontraktiler
Signalgebung durch a1-Adrenozeptoren kommt es zum einen durch Aktivierung der
MLC Kinase, und zum anderen durch Hemmung der MLC Phosphatase zu einer
Zunahme der MLC Phosphorylierung (Abb. 2) (Andersson, Lepor et al. 1997; Somlyo,
Wu et al. 1999; Somlyo and Somlyo 2000; Somlyo and Somlyo 2003; Christ and
Andersson 2007). Relaxierende Signalwege uben ihren Effekt dagegen Uber eine
Verminderung der MLC Phosphorylierung aus, die Uber eine Hemmung der MLC Kinase
oder eine Aktivierung der MLC Phosphatase zu Stande kommt (Hofmann, Ammendola
et al. 2000; Sausbier, Schubert et al. 2000; Bolz, Vogel et al. 2003; Feil, Lohmann et al.
2003).

al-Adrenozeptoren und G-Proteine

Die a1-adrenerge Aktivierung kontraktiler Signalwege in glatten Muskelzellen der
Prostata erfolgt durch die Rezeptor-assoziierten heterotrimeren G-Proteine (Abb. 2)
(Andersson, Lepor et al. 1997; Somlyo, Wu et al. 1999; Somlyo and Somlyo 2000;
Somlyo and Somlyo 2003; Christ and Andersson 2007). Der a1-Adrenozeptor kommt in
3 verschiedenen Subtypen vor, bei denen es sich um monomere Membranproteine mit

sieben membrandurchspannenden Domanen handelt (Andersson, Lepor et al. 1997,
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Roehrborn and Schwinn 2004; Michel and Vrydag 2006; Schwinn and Roehrborn 2008).
Die a1-Adrenozeptor-assoziierten G-Proteine koppeln den Rezeptor an die
intrazellularen, Kontraktions-vermittelten Signalkaskaden und enthalten Gag11-, Gax —
und Gaqs-Untereinheiten (Andersson, Lepor et al. 1997; Somlyo, Wu et al. 1999; Somlyo
and Somlyo 2000; Somlyo and Somlyo 2003; Christ and Andersson 2007). Endogener
Ligand des a1-Adrenozeptors in vivo ist Noradrenalin, welches jedoch auch andere
Adrenozeptoren aktivieren kann (Andersson, Lepor et al. 1997; Michel and Vrydag 2006;
Christ and Andersson 2007; Michel 2011). Fir in vitro Untersuchungen stehen
kunstliche, selektive Liganden zur Verfligung. Zur Untersuchung des a1-Adrenozeptors
wird haufig Phenylephrin verwendet, welches ausschlieRlich a1-Adrenozeptoren
aktiviert (Michel and Vrydag 2006).

Eine Aktivierung des Rezeptors durch Liganden induziert eine Konformationsanderung
des Rezeptorproteins, wodurch es zur Dissoziation der a-Untereinheit vom Rezeptor
sowie ihrer B/y-Untereinheit kommt (Andersson, Lepor et al. 1997; Somlyo, Wu et al.
1999; Somlyo and Somlyo 2000; Somlyo and Somlyo 2003; Christ and Andersson
2007). Die freie a-Untereinheit aktiviert nun nachgeschaltete Effektoren der kontraktilen
Signalkaskaden (Andersson, Lepor et al. 1997; Somlyo, Wu et al. 1999; Somlyo and
Somlyo 2000; Somlyo and Somlyo 2003; Christ and Andersson 2007). Bei diesen
Effektoren handelt es sich um die Phospholipase CB (PLC), und die monomere GTPase
RhoA (Abb. 2) (Andersson, Lepor et al. 1997; Somlyo, Wu et al. 1999; Somlyo and
Somlyo 2000; Somlyo and Somlyo 2003; Christ and Andersson 2007). Beide sind Teil
einer jeweils eigenen Signalkaskade, die zwar zusammen aktiviert werden, jedoch

unabhangig voneinander und Uber verschiedene Mechanismen zur Kontraktion flhren.
PLC/Calcium-vermittelte Kontraktion
Die PLCB ist ein direkter Effektor von Gag11. Die Aktivierung der PLC fihrt zur Bildung

der second Messenger Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG),
welche bei der Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP;) durch PLC
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anfallen (Abb. 2) (Andersson, Lepor et al. 1997; Somlyo, Wu et al. 1999; Somlyo and
Somlyo 2000; Somlyo and Somlyo 2003; Christ and Andersson 2007). IP3 initiiert
seinerseits die Kontraktion der glatten Muskelzellen durch Offnung von IP3-regulierten
sarkoplasmatischen Ca?*-Kanélen in der Membran des sarkoplasmatischen Retikulums,
welches als interner Calciumspeicher dient (Andersson, Lepor et al. 1997; Somlyo, Wu
et al. 1999; Somlyo and Somlyo 2000; Somlyo and Somlyo 2003; Christ and Andersson
2007). Aufgrund des bestehenden Konzentrations-Gradienten fur Calcium kommt es zu
einer Erhdhung der zytosolischen Calcium-Konzentration (Abb. 2) (Andersson, Lepor et
al. 1997; Somlyo, Wu et al. 1999; Somlyo and Somlyo 2000; Somlyo and Somlyo 2003;
Christ and Andersson 2007). Folge ist eine Depolarisierung des Membranpotentials,
was wiederum zur Offnung spannungsabhangiger Ca®*-Kanéle, sog. L-Typ Ca®*-Kandle,
in der Zellmembran fuhrt (Andersson, Lepor et al. 1997; Somlyo, Wu et al. 1999; Somlyo
and Somlyo 2000; Somlyo and Somlyo 2003; Christ and Andersson 2007). Dies hat eine
weitere, massive Erhdhung der zytoplasmatischen Ca**-Konzentration zur Folge, was
dann zur Aktivierung der Calmodulin-abhangigen MLC Kinase fuhrt (Abb. 2) (Andersson,
Lepor et al. 1997; Somlyo, Wu et al. 1999; Somlyo and Somlyo 2000; Somlyo and
Somlyo 2003; Christ and Andersson 2007).

Rho-Kinase vermittelte Kontraktion

Einer der ersten Vorgange im Prozess der RhoA/Rho-Kinase vermittelten Kontraktion
glatter Muskulatur ist die Aktivierung der kleinen monomeren GTPase RhoA durch
aktivierte, Rezeptor-assoziierte Ga-Proteine nach Rezeptor-Aktivierung (Abb. 2)
(Somlyo, Wu et al. 1999; Somlyo and Somlyo 2000; Somlyo and Somlyo 2003; Christ
and Andersson 2007). Man nimmt an, dass die G-Protein vermittelte RhoA Aktivierung
durch Guanosin-Nukleotid-Austausch-Faktoren (guanosin nucletide exchange factors,
GEF) vermittelt wird (Somlyo, Wu et al. 1999; Somlyo and Somlyo 2000; Somlyo and
Somlyo 2003; Christ and Andersson 2007). Die Aktivierung erfordert einen Austausch
von GDP, welches RhoA im inaktiven Zustand gebunden hat, zu GTP, und eine

Translokation des GTP-beladenen Proteins zur Zytoplasmamembran (Somlyo, Wu et
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al. 1999; Somlyo and Somlyo 2000; Somlyo and Somlyo 2003; Christ and Andersson
2007). Das aktivierte RhoA aktiviert in Folge die Rho-Kinase (Abb. 2) (Somlyo, Wu et al.
1999; Somlyo and Somlyo 2000; Somlyo and Somlyo 2003; Christ and Andersson
2007). Die Rho-Kinase bewirkt eine duale Hemmung der MLC Phosphatase (Abb. 2)
(Somlyo, Wu et al. 1999; Somlyo and Somlyo 2000; Somlyo and Somlyo 2003; Christ
and Andersson 2007). Zum einen phosphoryliert die Rho-Kinase die substratbindende
Untereinheit der MLC Phosphatase (myosin phosphatase targetig subunit 1, MYPT1) an
Thr-696 wodurch es zu einer Verminderung der Substrat-Bindung kommt (Kimura, Ito et
al. 1996; Somlyo, Wu et al. 1999; Somlyo and Somlyo 2000; Somlyo and Somlyo 2003;
Christ and Andersson 2007). Die MLC Phosphatase ist ein heterotrimeres Enzym, das
aus der substratbindenden Untereinheit (MYPT1), einer Phosphatase Untereinheit
(PP1c) und einer dritten Untereinheit mit bislang unbekannter Funktion besteht (Hirano,
Hirano et al. 2004). Parallel zur Hemmung durch MYPT1 Phosphorylierung erfolgt eine
weitere Hemmung der MLC Phosphatase durch Aktivierung von CPI-17 (PKC
potentiated Inhibitor Protein of 17 kDa) (Somlyo, Wu et al. 1999; Somlyo and Somlyo
2000; Somlyo and Somlyo 2003; Christ and Andersson 2007). CPI-17wird sowohl von
PKC, als auch von Rho-Kinase an Thr-38 phosphoryliert, was den hemmenden Einfluss
von CPI-17 auf die MLC Phosphatase 1000-2000fach steigert (Kitazawa, Eto et al.
2000; Koyama, Ito et al. 2000; Kitazawa, Eto et al. 2003). Die enorme Bedeutung der
Rho-Kinase fur die Kontraktion der glatten Prostatamuskulatur verdeutlichte sich in
verschiedenen Studien, in denen der Rho-Kinase-Inhibtor Y-27632 zu einer
vollstandigen Hemmung der Agonisten-induzierten Kontraktion fihrte (Rees, Foxwell et
al. 2003; Christ and Andersson 2007; Takahashi, Nishimura et al. 2007; Strittmatter,
Gratzke et al. 2011).

PKC-vermittelte Kontraktion
Parallel zu diesen Vorgangen aktiviert DAG verschiedene Isoformen der Proteinkinase

C (PKC), die in der Lage sind die glattmuskuldre Kontraktion Ca®'-unabhangig zu
steuern (Abb. 2) (Somlyo, Wu et al. 1999; Somlyo and Somlyo 2000; Somlyo and
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Somlyo 2003; Christ and Andersson 2007). In diesem Prozess der Ca?*-unabhangigen
PKC-vermittelten Kontraktion kommt es PKC-bedingt zu einem Anstieg der Ca*-
Sensitivitat der glatten Muskelzelle (Somlyo, Wu et al. 1999; Somlyo and Somlyo 2000;
Somlyo and Somlyo 2003; Christ and Andersson 2007). Im Gegensatz zu den Ca?*-
abhangigen Mechanismen fiihrt eine Erhdhung der Ca?*-Sensitivitdt nicht Uber
Aktivierung der MLC Kinase, sondern Uber eine Hemmung der MLC Phosphatase zur
vermehrten MLC Phosphorylierung bzw. Kontraktion (Abb. 2) (Somlyo, Wu et al. 1999;
Somlyo and Somlyo 2000; Somlyo and Somlyo 2003; Christ and Andersson 2007). Es
ist wichtig zu beachten, dass dieser Mechanismus der Ca**-Sensibilisierung auch durch
den RhoA/Rho-Kinase Signalweg genutzt wird, der parallel zu den IP3/DAG-
Signalwegen aktiviert wird (Abb. 2).

1.7. Mitogen-aktivierte Protein-Kinasen (MAPK)
1.7.1. MAPK Familie

MAP Kinasen (engl. Mitogen-activated protein kinases) sind eine Familie ubiquitarer
Serin/Threonin Protein-Kinasen, die an Signaltransduktionswegen beteiligt sind, welche
intrazellulare Ereignisse wie spontane Reaktionen auf Hormone und Umstrukturierungen
im Organismus steuern (Chang and Karin 2001; Pearson, Robinson et al. 2001). MAP
Kinasen und andere Signalwege bilden ein hdchst interaktives Netzwerk, um eine
integrierte Zellfunktion zu erreichen (Chang and Karin 2001; Pearson, Robinson et al.
2001). MAP Kinasen sind ausschlaggebende Komponenten von Signalwegen, die
Embryogenese, Zelldifferenzierung, Zellproliferation und Zelltod steuern (Abb. 3) (Chang
and Karin 2001; Pearson, Robinson et al. 2001; Johnson and Lapadat 2002). MAP
Kinasen werden durch Phosphorylierungs-Kaskaden gesteuert. Zwei vorgeschaltete
Proteinkinasen fuhren zu einer Aktivierung einer MAP Kinase (Abb. 3) (Chang and Karin
2001; Pearson, Robinson et al. 2001; Johnson and Lapadat 2002). Unter Umstanden
kann eine weitere vorgeschaltete Kinase bendtigt werden (Chang and Karin 2001;

Pearson, Robinson et al. 2001).
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Abb. 3. Schematisierte Rolle von MAP Kinasen in der Regulation des Zellzyklus in
verschiedenen Typen glatter Muskelzellen. Die Familie der MAP Kinasen umfasst ERK1/2, JNK,
und p38. Alle werden durch vorgeschaltete, spezifische Kinasen aktiviert. Aktivatoren der MAP
Kinase Signalwege sind Wachstumsfaktoren, Zytokine, Hormone, G-Protein gekoppelte
Rezeptoren, und mechanische Stimuli. Diese vereinfachte Darstellung basiert auf zahlreichen
Untersuchungen in glatten Muskelzellen von GefalRen, Atemwegen, sowie des unteren
Harntraktes (siehe Einleitung und Diskussion). Insgesamt scheint eine Aktivierung von ERK1/2
oder JNK in glatten Muskelzellen den Zellzyklus und Wachstum zu férdern, wahrend die
Aktivierung der p38 dem entgegen wirkt. Teilweise kdnnen auch weitere Funktionen von
grolkerer Bedeutung sein, als die Rolle flr den Zellzyklus (z. B. p38-vermittelte Inflammation).
Teilweise konnten diese Funktionen auch fir Prostata-Zellen bestatigt werden, insbesondere fir

Prostata-Karzinomzellen.
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In allen bisher bekannten MAP Kinase Kaskaden ist die Kinase, die der MAP Kinase
unmittelbar vorgeschaltet ist, ein Mitglied der MAP/ERK Kinase (MEK oder MKK) Famile
(Chang and Karin 2001; Pearson, Robinson et al. 2001). Dies sind zweifach spezifische
Enzyme, die die Hydroxy-Seitenketten von Serin/Threonin und Tyrosinresten ihrer MAP
Kinase Substrate phosphorylieren konnen (Pearson, Robinson et al. 2001). Trotz ihrer
Fahigkeit, Proteine sowohl an ihrer aliphatischen als auch aromatischen Seitenketten im
richtigen Zusammenhang zu phosphorylieren, weisen die derzeit bekannten MEKs eine
sehr hohe Substratspezifitat auf: jede MEK phosphoryliert nur eine oder wenige der
MAP Kinasen (Chang and Karin 2001; Pearson, Robinson et al. 2001).

Die Familie der MAP Kinasen umfasst im Wesentlichen Vertreter (Isoformen) drei
verschiedener Gruppe. Dies sind die extracellular signal-regulated protein kinases
(ERKSs), die p38 MAP Kinasen, sowie die c-Jun N-terminal kinases (JNKs) (Abb. 3)
(Chang and Karin 2001; Pearson, Robinson et al. 2001; Johnson and Lapadat 2002).
Obwohl deren Funktionen zu gewissem Grad sicherlich Gewebe-, Organ- bzw. Zell-
spezifisch sind, konnten durchaus Funktions-Prinzipien mit Allgemeingultigkeit
ausgemacht werden (Abb. 3) (Pearson, Robinson et al. 2001). Aktivierung der ERK
Isoformen fuhrt im Allgemeinen und auch in Prostata-Zellen zur Proliferation, und so zu
Wachstum und Differenzierung (Abb. 3) (Chang and Karin 2001; Pearson, Robinson et
al. 2001; Johnson and Lapadat 2002; Maroni, Koul et al. 2004; Srinivasan, Kosaka et al.
2004; Zhang, Duan et al. 2008). Aktivierung der p38 MAP Kinasen fuhrt ebenfalls zu
einer Regulation des Zelliberlebens, die jedoch positiv oder negativ sein kann und Uber
die Apoptose erfolgt (Abb. 3) (Cuadrado and Nebreda 2010). Die Funktions-Bereiche
der JNK Isoformen erscheinen zur Zeit etwas weniger klar abgegrenzt und kdnnten
dementsprechend vielfaltiger sein (Johnson and Lapadat 2002; Maroni, Koul et al.
2004). Neben einer Regulation des Zelluberlebens und Wachstums durch
Einflussnahme auf Proliferation und Apoptose wurde auch vielfach die Rolle der JNK bei
inflammatorischen Prozessen beschrieben (Abb. 3). Recht ausflhrlich wurde die
Beteiligung der verschiedenen MAPK im Zusammenhang mit der malignen

Transformation und der Tumor-Bildung beschrieben (Pearson, Robinson et al. 2001).
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Auf die bislang bekannten Prostata-spezifschen MAPK-Funktionen wird in der

Diskussion der vorliegenden Arbeit eingegangen.

1.7.2. Extracellular signal-regulated protein kinase (ERK 1/2, syn. p44/p42 MAPK)

ERK-Isoformen

ERK1 and ERK2 (syn. p44/p42 MAPK) sind Proteine mit einem Molekulargewicht von
43 und 41 kDa, die bei Saugern zu mindestens 85% identisch sind (Pearson, Robinson
et al. 2001). Die zwei Phosphorylierungs-Stellen Tyrosin und Threonin, die phosphoyliert
werden um die Kinase zu aktivieren, werden durch einen Glutamat-Rest sowohl in ERK1
als auch in ERK2 getrennt, um ein TEY-Muster in der Aktivierungsschleife zu ergeben
(Pearson, Robinson et al. 2001). Beide werden ubiquitar exprimiert, obwohl ihre relative
Haufigkeit in Geweben variabel ist. So ist zum Beispiel in vielen Immunzellen ERK2 die
pradominante Spezies, wahrend in einigen Zellen neuroendokrinen Ursprungs beide
gleich exprimiert werden (Pearson, Robinson et al. 2001). Sie werden bis zu einem
gewissen Ausmald durch eine Vielzahl von Liganden und zellularen Stressoren stimuliert
(Pearson, Robinson et al. 2001). In Fibroblasten (dem Zelltyp an dem die
Generalisierung uber ihr Verhalten und Funktion zuerst beschrieben wurde), werden sie
durch Serum, Wachstumsfaktoren, Zytokine, verschiedene Stress-Faktoren, Liganden
fur G Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs), und transformierende Agenzien aktiviert,

um nur einige zu nennen (Pearson, Robinson et al. 2001).

MEK1 und 2

ERK1 and ERK2 werden durch ein Paar eng verwandter MEKs, MEK1 und MEK2
aktiviert (Abb. 3) (Pearson, Robinson et al. 2001). Beide dieser MEKs kdnnen ERK1/2 in
vitro vollstandig aktivieren. Bei dualer Phosphorylierung steigen die ERK1/2 Aktivitaten
in vitro um gut Uber 1000fach zu spezifischen Aktivitaten von 1-2 pmol/min/mg Protein

(Pearson, Robinson et al. 2001). Der grofite Effekt ist durch ein Ansteigen von Vpmax zu
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beobachten. Veranderungen in K, fir Substrate sind klein (Pearson, Robinson et al.
2001). Die Stochiometrie der Phosphorylierung von ERK1/2 durch MEK2 erreicht
schneller 2 mol Phosphat/mol ERK als die Phosphorylierung durch MEK1 (Pearson,
Robinson et al. 2001). Ein Ersatz einer der zwei ERK2 Phosphorylierungs-Stellen mit

Saureresten steigert die Proteinaktivitat nicht (Pearson, Robinson et al. 2001).

Phosphorylierung von MEK1 an beiden Stellen stimuliert die Aktivitat um mehr als 7000-
fach (Pearson, Robinson et al. 2001). Wie oben erwahnt, verzeichnet die
Phosphorylierung von einer einzigen Seite einen signifikanten Aktivitdtsanstieg
(Pearson, Robinson et al. 2001). Sowohl Vo« als auch der K, Wert verandern sich. Ky
sinkt um fast 100-fach (Pearson, Robinson et al. 2001). Der Ersatz beider
Phosphorylierungsstellen mit Saureresten steigert deren Aktivitat. Deletionen am N-
Ende erhohen die Aktivitat um ein weiteres (Pearson, Robinson et al. 2001). Die
Kombination dieser beider Veranderungen ergibt konstitutiv aktive MEK1/2 Mutanten,
die fast so aktiv wie die phosphorylierten Wildtyp Proteine sind (Pearson, Robinson et al.
2001). Solche MEK Mutanten wurden in vielen Systemen benutzt, um ausschliesslich
mit der ERK Kaskade assoziierte Vorgange zu untersuchen (Pearson, Robinson et al.
2001). Es wird angenommen, dass MEK1/2 keine anderen Substrate ausser ERK1/2

hat. Bislang wurden keine anderen MEK1/2 Substrate gefunden.

1.7.3. p38 MAPK

p38 Isoformen

p38 wurde unabhangig voneinander in 3 verschiedenen Zusammenhangen entdeckt.
Erstens wurde p38 als ein phospho-Tyrosin Protein in Extrakten von Zellen gefunden,
die mit inflammatorischen Zytokinen behandelten wurden (Pearson, Robinson et al.
2001). Zweitens wurde p38 als Angriffspunkt eines Pyridinylimidazol Medikamentes
identifiziert, welches die Produktion des Tumor Nekrose Faktors « (TNF =) blockierte

und deshalb Cytokine-suppressives antiinflammatorisches drug-binding Protein or CSBP

31



Einleitung

genannt wurde (Pearson, Robinson et al. 2001). Drittens wurde p38 als eine
reaktivierende Kinase fur die MAP Kinase-aktivierte Protein (MAPKAP) Kinase-2
beschrieben (Pearson, Robinson et al. 2001). Uber Klonierungen wurden die anderen
drei Gene, die fur Mitglieder der p38 Subfamilie codieren, identifiziert: p383 (oder p38—
2), p387 (ERK6 or SAPK3), und p38¢ (SAPK4) (Pearson, Robinson et al. 2001). Alle
dieser Kinasen beinhalten die Sequenz TGY in ihren Aktivierungsschleifen (Pearson,
Robinson et al. 2001). Einer SpleiRvariante von p38R fehlt die acht-Aminosauren
Insertion, die bei R einzigartig ist. p38« und 3-Isoformen reagieren auf Pyridinylimidazol
Inhibitoren, wahrend 7- and #-Isoformen dagegen resistent sind (Pearson, Robinson et
al. 2001). Eine Vielzahl von Agenzien einschlieRlich Zytokine, Hormone, GPCRs,
Osmotische und Hitzeschock-Proteine sowie andere Stress-Faktoren aktivieren p38
Familienmitglieder (Pearson, Robinson et al. 2001). In manchen Zusammenhangen
uben die verschiedenen Mitglieder der p38 Familie anscheinend gegenteilige
Funktionen aus (Pearson, Robinson et al. 2001).

MEK3 und 6

Zwei Mitglieder der MEK Familie, MEK3 und MEKG, haben hohe Aktivitat gegenlber p38
MAP Kinasen (Pearson, Robinson et al. 2001). MEK3 bevorzugt die Phosphorylierung
von p38wx und p38MR Isoformen, wahrend MEKG alle p38 Mitglieder gut phosphoryliert
(Pearson, Robinson et al. 2001). Beide phosphorylieren ebenso JNK/SAPK Isoformen.
MEK®G6 phosphoryliert p38/ERK2 Chimare, und NLK in vitro, was nahelegt, dass es eine
breitere Spezifitdt als andere MEKs hat (Pearson, Robinson et al. 2001). Die

physiologische Bedeutung dieser breiteren Spezifitat ist derzeit nicht geklart.
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1.7.4. JNK/SAPK

JNK Isoformen

Eine Form von JNK/SAPK wurde erstmals als eine 54-kDa MBP Kinase aus Lebern
Cycloheximid-behandelter Ratten aufgereinigt (Pearson, Robinson et al. 2001). Kurz
darauf wurden JNK/SAPKs von 46 and 54 kDa durch die Affinitats-Adsorption zu einem
c-Jun fusionierten Protein isoliert (Pearson, Robinson et al. 2001). Isolation von cDNAs,
die diese Enzyme kodieren, und anschlieRende Analyse ihrer Expressionen, zeigte drei
Gene auf, die fur Proteine mit 10 oder mehr alternativ gesplei3ten Formen codieren
(Pearson, Robinson et al. 2001). Innerhalb des Kerns sind katalytische Domanen
JNK1/SAPKYy, JNK2/SAPKw, und JNK 3/SAPKR zu mehr als 85% identisch (Pearson,
Robinson et al. 2001). Mutagenese-Studien zeigten, dass JNK/SAPKs durch
Phosphorylierung an zwei Stellen aktiviert werden, namlich wie auch bei den anderen
MAP Kinasen an einem Tyrosin- und Threoninrest (Pearson, Robinson et al. 2001). Bei
allen JNK/SAPKs werden diese Reste von einem Prolinrest getrennt, um das TPY-Motiv
in der Aktivierungsschleife aufzuzeigen (Pearson, Robinson et al. 2001). Sie werden
durch Zytokine, bestimmte Liganden fir GPCRs, Agenzien die mit der DNA und
Proteinsynthese interferieren, vielen anderen Stress-Faktoren, und zu einem gewissen
Ausmald durch Serum, Wachstumsfaktoren und Transformationsagenzien aktiviert

(Pearson, Robinson et al. 2001).

MKK4 and MKK7

Zwei MEK Familienmitglieder, MKK4 (SEK1, MEK4, JNKK1, SKK1) und MKK7 (MEK?7,
JNKK2, SKK4) sind an der Aktivierung der JNK/SAPK Signalwege beteiligt (Pearson,
Robinson et al. 2001). Beide wurden nicht durch Aufreinigung, sondern durch cDNA
Klon-Strategien identifiziert (Pearson, Robinson et al. 2001). Weitere Untersuchungen
identifizierten MKK7 als Bindungspartner von MEK1, obwohl die Signifikanz dieser
Interaktion nicht bekannt ist. Bei Uberexpression kénnen sowohl MKK4 als auch MKK7
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zwar auch Mitglieder der p38 Familie in vitro phosphorylieren, obwohl JNK/SAPKs die
bevorzugten Substrate sind, insbesondere wahrscheinlich unter physiologischen
Bedingungen (Pearson, Robinson et al. 2001). JNK/SAPK Aktivierung ist bei Zellen
beeintrachtigt, in welchen das MKK4 Gen durch genetische Modifikation ausgeschaltet

wurde (Pearson, Robinson et al. 2001).

1.8. Kopplung glattmuskularer MAPK an G-Protein gekoppelte Konstriktor-

Rezeptoren ?

Die a1-Adrenozeptor-induzierte glatte Muskelkontraktion wird durch die Aktivierung
zweier intrazellularer Signalwege vermittelt, namlich der Calcium-abhangigen und der
Rho-Kinase-vermittelten Signal-Kaskaden (Abb. 2) (Christ and Andersson 2007).
Untersuchungen an isolierten, kultivierten Zellen zeigten, dass Adrenozeptoren auch an
nicht-motorische Signalwege wie den der ERK 1/2 koppeln koénnen (Kanagawa,
Sugimura et al. 2003). Dies konnte an der Regulation von Wachstum, Proliferation und
Differenzierung beteiligt sein (Kanagawa, Sugimura et al. 2003). Daher wurde eine
Kopplung von a1-Adrenozeptoren in glatten Muskelzellen der Prostata eine Verbindung
zwischen Kontraktilitdt und Wachstum darstellen, die von Relevanz fir die Entstehung
der BPH sein konnte. Tatsachlich liefen Studien an Nagetieren eine mogliche Rolle von
a1-Adrenozeptoren und sympathischer Innervation fir das Prostatawachstum vermuten
(McVary, Razzaq et al. 1994; Golomb, Kruglikova et al. 1998; Marinese, Patel et al.
2003). Daruberhinaus fuhrten Beobachtungen aus der Therapie von BPH-Patienten mit
a1-Rezeptor Antagonisten zu dem Vorschlag, dass a1-Adrenozeptoren eine Rolle bei
der Regulation des Prostatawachstums spielen kdonnten (Michel and Vrydag 2006;
Andersson and Gratzke 2007). Die Regulatoren von Wachstum und Tonus in glatten
Muskelzellen der Prostata sowie deren mdgliche Verknupfungen benétigen dringend

verbessertes Verstandnis.

Die Expression von a1-Adrenozeptoren sowie die Verteilung der verschiedenen

Subtypen im unteren Urogenitaltrakt (lower urinary tract, LUT) wurde in zahlreichen
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Studien beschrieben (Roehrborn and Schwinn 2004; Michel and Vrydag 2006;
Andersson and Gratzke 2007; Schwinn and Roehrborn 2008; Kojima, Sasaki et al.
2011). Die Mechanismen der a1-adrenergen Kontraktion und die a1-adrenerge
Koppelung an kontraktile Signalwege in der Prostata wurden durchaus charakterisiert
(Andersson, Lepor et al. 1997; Rees, Foxwell et al. 2003; Christ and Andersson 2007).
Die Kopplung prostatischer a1-Adrenozeptoren an nicht-motorische intrazellulare
Signalwege ist dagegen nur ausserst unzureichend verstanden, obwohl verschiedene
Studien eine Rolle von sympathischer Innervation und prostatischen a1-Adrenozeptoren
fur das Prostatawachstum nahe legten. Wahrend die Kopplung prostatischer a1-
Adrenozeptoren an ERK 1/2 in kultivierten Zellen vorgeschlagen wurde (Kanagawa,
Sugimura et al. 2003), ist die mdgliche Kopplung an die p38 MAPK oder JNK bislang
unbekannt. Daruberhinaus ist trotz dieser Untersuchungen zu ERK 1/2 in isolierten
Zellen bzw. Nagetieren jede Relevanz fur das intakte, humane Prostata-Gewebe bislang
vollig unbekannt. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die a1-
Adrenozeptoren des intakten humanen Prostatagewebes an ERK 1/2, p38 und/oder
JNK gekoppelt sein konnten (Abb. 4).
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2. Ziele

In der vorgestellten Arbeit sollte untersucht werden, ob a1-Adrenozeptoren in der
humanen Prostata die Aktivitat von MAP Kinasen regulieren (Abb. 4). Hierzu sollten an
isoliertem humanem Prostatagewebe die Effekte des a1-Adrenozeptor-Agonisten
Phenylephrin auf die Aktivitaten von ERK1/2, JNK und p38 ermittelt werden (Abb. 4).

Den durchgeflhrten Untersuchungen liegt die Hypothese zu Grunde, dass Kontraktion
und Wachstum in der humanen Prostata keine separaten Vorgange darstellen, sondern
aneinander gekoppelt sein konnten. Dies konnte bei der BPH von Relevanz sein. Der
Nachweis einer Regulation prostatischer MAP Kinasen durch a1-Adrenozeptoren

konnte erste Anhaltspunkte fur diese Hypothese liefern.

36



Ziele

al-Adrenozeptor

f?

Rho-

IP,/Ca2 Kinase PKC ERK, JNK, p38
Kontraktile Nicht-motorische
Signalwege Signalwege ?

Kontraktion Wachstum, Hyperplasie

Abb. 4. Ausgangs-Hypothese und Fragestellung der vorliegenden Arbeit. In den durchgeflihrten
Untersuchungen sollte Uberprift werden, ob a1-Adrenozeptoren des humanen Prostata-
Gewebes die MAP Kinasen ERK1/2, JNK und p38 aktivieren bzw. regulieren. Alphail-
Adrenozeptoren flihren Uber intrazellulare, kontraktile Signalwege zu einer Kontraktion der
glatten Prostata-Muskulatur, und sind wichtiger Angriffspunkt fiir pharmakologische Therapien
bei Patienten mit Symptomen des unteren Harntraktes. In glatten Gefalimuskelzellen und
Kardiomyozyten kann ERK1/2 durch a1- und B-Adrenozeptoren aktiviert werden. Diese
Vorgange sind an hyperplastischen und Struktur-veranderden Prozessen des kardiovaskularen
Systems beteiligt. Auch in anderen Organen und Zelltypen kénnen MAP Kinasen durch weitere
G-Protein gekoppelte Rezeptoren aktiviert werden. Hier sollte untersucht werden, ob es in
intaktem, humanem Prostata-Gewebe ebenfalls zu einer Aktivierung oder Regulation der MAP

Kinase-Aktivitaten kommt. Dies kénnte eine Rolle fiir die benigne Prostata-Hyperplasie spielen.
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3. Materialien und Methoden

3.1. Stimulation des humanen Prostata-Gewebes mit Phenylephrin

3.1.1. Gewebe aus radikaler Prostatektomie

Das menschliche Prostatagewebe wurde perioperativ von Patienten mit radikaler
Prostatektomie bei Prostatakarzinom gewonnen. Die Gewebe wiesen Kkeinerlei
histologische Zeichen von Neoplasie, Krebs oder Inflammation auf. Alle
Vorgehensweisen wurden von der Ethik-Kommission der Ludwig-Maximilians-Universitat

Munchen genehmigt.

3.1.2. Stimulation des Gewebes in vitro

Zur in vitro Stimulation wurden die Proben des Prostatagewebes in schmale Streifen
prapariert (ungefahr 2-3 mm Lange und 1 mm Duchmesser) und auf vier Polyethylen-
Rohrchen mit 10 ml Krebs-Henseleit-Losung verteilt. Wahrend der Experimente wurden
die Rohrchen in einem Wasserbad bei 37 T inkubiert und kontinuierlich mit Carbogen
(95 % Oy, 5 % COy) begast. Vor der Stimulation mit Phenylephrin wurden die Gewebe
unter diesen Bedingungen 20 Minuten lang equilibriert. Zur Stimulation mit Phenylephrin
wurden 10 pl einer wassrigen 10 mM Phenylephrin Losung in den bendtigten Intervallen
zugefugt, um die Endkonzentration von 10 uyM zu erlangen. Alle Proben wurden den
gleichen experimentellen Voraussetzungen und Zeiten ausgesetzt. Die Proben wurden
5, 10 und 20 Minuten lang mit Phenylephrin stimuliert, wahrend eine Probe unstimuliert
blieb und als Kontolle diente (,0 Minuten). Am Ende des Experimentes wurden alle
Proben mit flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 T aufbewahrt, bis die

Western-Blot-Analysen durchgefihrt wurde.
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3.2. Herstellung von Proben fir die Western-Blot Analyse
3.2.1. Homogenisation

Aus den gefrorenen, stimulierten/nicht-stimulierten Proben wurden Homogenate
hergestellt, die dann Uber Western-Blot Analyse untersucht wurden. Fur die
Homogenisation wurde ein Puffer verwendet, der sich aus 25 mM Tris/HCI, 10 mM
Phenylmethansulfonylfluorid, 1 mM Benzamidin, 10 pg/ml Leupeptin zusammensetzte.
Zur Durchfuhrung des Homogenisations-Vorganges wurden die gefrorenen Proben in
Lysing Matrix A Homogenisations-Réhrchen (MP Biomedicals, lllkirch, Frankreich)
uberfuhrt und 500 pl des Homogenisations-Puffers zugesetzt. Die Homogenisation
erfolgte fir 4 mal 20 sec mit dem fiir diese Rohrchen vorgesehenem FastPrep®-24
System (MP Biomedicals, lllkirch, Frankreich), unter Verwendung einer Kuhlung mit
Trockeneis. Die Rohrchen wurden anschliessend zentrifugiert (14000 g, 4 min, 4 C),
um das Homogenat von der Matrix, von Kkorpuskularen Bestandteilen, und
Geweberesten zu trennen. Daher wurden nach der Zentrifugation die Uberstande
abgenommen, und direkt in zwei Aliquots aufgeteilt. Ein kleines Aliquot (maximal 50 pl)
wurde wie unten beschrieben fur die Protein-Bestimmung verwendet, wahrend der Rest
far 10 min mit einem Viertel des Volumens mit SDS-Probenpuffer gekocht wurde. Als
Probenpuffer wurde ,Roti-Load 1, reduzierend, 4x konz.“ verwendet (Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland). Durch das Kochen mit Probenpuffer werden samtliche
Proteine in der Probe denaturiert und durch das enthaltene SDS gleichmalig mit
negativen Ladungen versehen. Dies ist Vorraussetzung fur die Auftrennung nach Grolde
in der SDS-PAGE.

3.2.2. Proteinbestimmung
Die Beladung der Geltaschen mit gleichen Proteinmengen ist Vorraussetzung fur die

vorgesehenen Vergleiche zwischen den verschiedenen Proben. Dies erfordert die

Kenntnis der Protein-Konzentration der verschiedenen Proben, um die fur die
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gewunschte Proteinmenge notwendigen Volumina kalkulieren zu kdnnen. Hierzu wurde
unmittelbar nach der Homogenisation an ungekochten Aliquots der Homogenate eine
Protein-Bestimmung durchgefihrt. Fur diese wurde der ,Dc Protein Assay Kit 2“ (Bio-
Rad, Minchen, Deutschland) verwendet, der entsprechend der Hersteller-Angaben
eingesetzt wurde. Dieser colorimetrische Assay wird in 96-well Platten durchgefuhrt und
basiert auf dem Prinzip der Protein-Bestimmung nach Lowry. Dabei werden durch eine
chemische Reaktion die aromatischen Reste der Aminosauren Tyrosin und Tryptophan
detektiert. Da deren durchschnittlicher Anteil an Proteinen sehr konstant ist, kann dieses
Verfahren zur Beurteilung der Protein-Konzentration herangezogen werden. Die hier
durchgefuhrte Quantifizierung der Proben erfolgte durch Bezug auf eine Standard-Reihe
aus Rinderserumalbumin (BSA, bovine serum albumine). Durch die Messung von
verschiedenen Verdunnungen jeder Probe (1:5, 1:10, 1:20) wurde gewahrleistet, dass

die Messungen innerhalb des linearen Messbereiches erfolgten.

3.3.  Western-Blot Analyse

Bei der Western-Blot Analyse werden die Proteine der Proben zunachst durch
Elektrophorese (SDS-PAGE, sodium dodecylsulfate gel electrophoresis) nach Grolke
aufgetrennt, und anschliessend aus den dabei verwendeten Acrylamid-Gelen auf
Nitrozellulose-Membranen geblottet. Auf diesen konnen durch Detektion mit
spezifischen Antikdrpern dann die Proteine von Interesse visualiert und (semiquantitativ)

quantifiziert werden.

3.3.1. SDS-PAGE und Blotting

Fur die SDS-PAGE wurden Gele verwendet, die mit Hilfe des Zubehors von Bio-Rad

(Munchen, Deutschland) gegossen wurden (Casting Module, 10-well, 0.75 mm; Spacer

plates with 0.75 mm spacers; Short plates).
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FUr das Trenngel wurde folgende Mischung verwendet (Kalkulation fur 5 — 6 Gele):

Acrylamid 4K (30 %) — Mix 37,5:1 8,4 mi
A. dest. 8,388 ml
4x Tris Trenngelpuffer 5,625 ml

Bei dem Acrylamid-Mix handelt es sich um eine gebrauchsfertige Mischung von
Applichem (Darmstadt, Deutschland). Der 4x Tris Trenngelpuffer setzte sich aus 4 M
Tris-Base und 0,4 % SDS zusammen. Die Polymerisation wurde durch Zugabe von 75
pl einer 10 % Ammoniumperoxodisulfat-Losung und 15 pl TEMED eingeleitet.
Anschliellend wurde die Mischung in die vorgesehene Platten-Konstruktion gegossen,
etwa bis 1 cm unter die Oberkante der Short-Plates. Die Mischung wurde anschlie3end
sofort mit A. dest. Uberlagert. Nach der Polymerisation wurde das Wasser

abgenommen, und die Sammelgele gegossen.

Fur die Sammelgele wurde folgende Mischung verwendet (Kalkulation fur 5 — 6 Gele):

Acrylamid 4K (30 %) — Mix 37,5:1 1,620 ml
A. dest. 3,96 ml
4x Sammelgelpuffer 1,875 ml

Der 4x Sammelgelpuffer setzte sich aus 0,5 M Tris-HCI und 0,4 % SDS zusammen. Die
Polymerisation wurde durch Zugabe von 37,5 ul einer 10 % Ammoniumperoxodisulfat-
Lésung und 7,5 pl TEMED eingeleitet.

Die Elektrophorese wurde in entsprechenden Kammern der Firma Bio-Rad (Munchen,
Deutschland) durchgefihrt (Mini-Protean Tetra Cell, 10-well, 0.75 mm, 4 gel system),
wobei ein Laufpuffer mit unten angegebener Zusammensetzung verwendet wurde. Pro
Geltasche wurde eine Probenmenge aufgetragen, die 20 ug Protein entsprach. Jedes

Gel wurde mit den 4 Proben einer Prostata beladen, wobei pro Gel jeweils zwei
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Geltaschen mit der gleichen Proben beladen wurden (also pro Gel jeweils zwei
Geltaschen mit der 20 min-, 10 min-, 5 min-, bzw. 0 min-Probe aus einer Prostata). Eine
weitere Geltasche wurde mit 5 pl des Markers beladen. Bei dem hier verwendeten
Marker handelte es sich um den ,Precision Plus Protein All blute Standards® von Bio-
Rad (Munchen, Deutschland). Dieser ergibt u. a. Banden bei 75 kDa, 50 kDa und 37
kDa, was die erforderliche Orientierung in den Gelen und die problemlose Zuordnung
von Molekulargewichten zu den resultierenden Banden ermoglichte. Die Kammern
wurden an einen Stromgeber angeschlossen (,Power Pac HC Power Supply®, Bio-Rad,

Munchen, Deutschland), und bei 200 V fur 100 min der Elektrophorese unterzogen.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Proteine aus den Gelen auf
Nitrozellulose-Membranen geblottet. Verwendet wurde eine BA85 Nitrozellulose-
Membran der Firma Whatman (Dassel, Deutschland). Das Blotting erfolgte nach dem
Semi-Dry Verfahren unter Verwendung einer ,Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic
Transfer Cell” von Bio-Rad (Munchen, Deutschland), bei 19 V far 90 min. Zum Aufbau
des Blotting-Sandwich wurde ausser den Gelen und Membranen Blotting-Papiere
verwendet, die mit Nitrocellulose-Losung vollgesaugt waren. Die Zusammensetzung
dieser Losung ist unten angegeben. Vor dem Aufbau des Sandwich wurden die Gele
aus den Platten gelost und direkt in Gefalden mit Gel-Losung Uberflhrt, wo sie fur einige
Minuten bis zum Einbau in dem Sandwich gelagert wurden. Die Zusammensetzung

dieser Losung ist unten angegeben.

Zusammensetzungen der verwendeten Losungen:

10x Laufpuffer fur SDS-PAGE

Tris-Base 30,28 g

Glycin 142,6 g

Angaben fur 1 Liter. Die gebrauchsfertige Losung wurde durch 1:10 Verdinnung dieser

10x Stammldsung angesetzt, und enthielt ausserdem noch 1 % SDS, welches als

Stamm-Ldsung zugeflugt wurde.
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Nitrocellulose-Losung

Methanol 50 ml
A. dest. 325 ml
4x WB Puffer 125 ml

Angaben fur 0,5 Liter. Zusammensetzung des 4x WB Puffers siehe unten.

Gel-Lésung

A. dest. 375 mi
4x WB Puffer 125 ml
SDS 1%

Angaben fur 0,5 Liter. Zusammensetzung des 4x WB Puffers siehe unten. SDS wurde

als Stamm-L&ésung zugefugt.

4x WB-Puffer

Tris-Base 12,19
Glycin 5769
Angaben fur 1 Liter.

3.3.2. Detektion mt Antikdrpern

Nach dem Blotten wurden die Membranen Uber Nacht mit 5 % Milchpulver (Blotting
grade, Firma Roth, Karlsruhe, Deutschland) in PBS-T (Zusammensetzung siehe unten)
bei 4 T blockiert. Hierdurch wird die unspezifische Bindung der spater applizierten
Antikorper an die Protein-bindende Nitrozellulose-Membran verhindert. Anschliel3end
wurden die Membranen unter standigem Schuitten 2x 10 min mit A. dest. gewaschen,
und anschliefend mit den primaren Antikorpern inkubiert. Diese wurden in PBS-T mit 5
% Milchpulver angesetzt, und mit Ausnahme des phospho-p38 Antikoérpers in
Konzentrationen von 1:500 verwendet. Der phospho-p38 Antikdrper wurde in einer

Konzentration von 1:200 verwendet. Die Inkubation mit den primaren Antikdrpern
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erfolgte fir 1,5 bis 3 Stunden. Im Einzelnen wurden folgende primare Anitkdrper
verwendet: mouse anti-phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) (E10) (Cell
Signaling, Danvers, USA), mouse anti p44/42 MAPK (Erk1/2) (3A7) (Cell Signaling,
Danvers, USA), rabbit anti-phospho-SAPK/JNK (T183/Y185) (98F2) (Cell Signaling,
Danvers, USA), rabbit anti-SAPK/JNK (56G8) (Cell Signaling, Danvers, USA), rabbit
anti-phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (3D7) (Cell Signaling, Danvers, USA), rabbit
anti-p38 MAP Kinase (Cell Signaling, Danvers, USA). Die so angesetzten primaren

Antikoérper konnten ohne Qualitats-Einbuflen mehrfach verwendet werden.

Nach Inkubation mit den primaren Antikorpern wurden die Membranen 4x 5 min mit
PBS-T gewaschen, und anschlieRend fur 40 min unter standigem Schitteln mit den
sekundaren, Peroxidase-gekoppelten Antikdrpern inkubiert (goat anti-rabbit oder goat
anti-mouse, Calbiochem, Darmstadt, Germany). Diese wurden in PBS-T mit 5 %
Milchpulver angesetzt und in einer Konzentration von 1:5000 verwendet. Anschliel3end
wurden die Membranen 4x 5 min PBS-T gewaschen und die Detektion mit ,enhanced
chemiluminescence® durchgefuhrt. Hierzu wurden die Membranen nach dem letzten
Waschgang vollstandig mit einem Peroxidase-Substrat benetzt, das sich aus 10 ml SA-
Losung (Zusammensetzung siehe unten), 1 ml SB-Losung (Zusammensetzung siehe
unten) und 0,3 pl Wasserstoffperoxid (30 %) zusammensetzte. Nach einer 4-mindtigen
Inkubation mit diesem Substrat wurden die Membranen zwischen zwei Overhead-
Projektor-Folien gebracht, und so in einer Rontgen-Kassette in einer Dunkelkammer mit
ECL Hyperfilm (GE-Healthcare, Uppsala, Schweden) belichtet. Die Belichtung erfolgte
ausser im Falle der phospho-p38 flr 2 — 15 min. Zur Detektion der phospho-p38 waren
Belichtungs-Zeiten von 15 min — 2 h erforderlich. Die Entwicklung der Filme erfolgte mit
einem Cawomat 2000 IR (Cawo, Schrobenhausen, Deutschland). Fur die
semiquantitative Auswertung wurde die Intensitat der resultierenden Banden mit Image
J (National Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA) quantifiziert.
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Zusammensetzungen der verwendeten Losungen:

PBS-T

20x PBS 50 ml
A. dest. 950 ml
Tween 20 1 ml
20x PBS

NaCl 160 g
NaH;PO4xH,0 5529
NazHPO4x12H,0 57,28 g
SA-Ldsung

Tris-HCI 0,1M
Luminol 250 mg/I

Tris-HCI auf pH 8,6 einstellen, dann Luminol zufigen und auflésen.

SB-L6sung

11 mg para-Hydroxycoumarinsaure in 10 ml DMSO ldsen.

3.4. Untersuchung der MAP Kinase-Aktivitaten mit phosphospezifischen

Antikérpern

Die Aktivierung von ERK, p38, und JNK erfolgt wie in der Einleitung beschrieben durch
deren duale Phosphorylilerung. Daher lasst sieh die Aktivierung von ERK, p38 und JNK
gut Uber ihren Phosphorylierungs-Status evaluieren, der mit Hilfe von phospho-
spezifischen Antikérpern untersucht werden kann. In der hier dargestellten Arbeit

geschah dies wie oben beschrieben Gber Western-Blot Analysen.
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Um die Aktivierung von ERK 1/2 zu bestimmen, wurde der Status der Phosphorylierung
an den Positionen Threonin-202 und Tyrosin-204 untersucht. Um die Aktivierung von
p38 zu bestimmen, wurde der Status der Phosphorylierung an den Positionen Threonin-
180 und Tyrosin-182 untersucht. Um die Aktivierung von JNK zu bestimmen, wurde der
Status der Phosphorylierung an den Positionen Threonin-183 und Tyrosin-185

untersucht.
3.5. Statistische Auswertung
Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardfehler (standard error of the mean)

dargestellt. Zum Gruppenvergleich wurde ein Zweiproben t-Test durchgefuhrt. Ein

p<0,05 wurde dabei als signifikant betrachtet.
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4.  Ergebnisse

4.1. al-adrenerge Regulation der ERK 1/2 in der humanen Prostata

Stimulation des intakten humanen Prostatagewebes (n=10 Patienten) mit Phenylephrin
(10 uM) erhdhte den Phosphorylierungs-Zustand von ERK 1/2, was eine Aktivierung von
ERK 1/2 durch Phenylephrin widerspiegelt (Abb. 5). Eine signifikante Phenylephrin-
induzierte ERK 1/2 Aktivierung war 10 Minuten nach der Stimulation zu beobachten
(Abb. 5A,B). 10 min nach der Stimulation mit Phenylephrin betrug phospho-ERK 1/2 in
den stimulierten Proben 143 + 15,6 % von phospho-ERK 1/2 in den unstimulierten
Proben (p<0,02) (Abb. 5A,B). 5 min bzw. 20 min nach der Stimulation bestanden jedoch
keine signifikanten Unterschiede im phospho-ERK 1/2 Gehalt zwischen stimulierten und
unstimulierten Proben (Abb. 5A,B).

Die Menge an Gesamt-ERK 1/2 im Prostatagewebe anderte sich wahrend des
Stimulations-Experimentes nicht (Abb. 5A,C).

47



Ergebnisse

Phenylephrin (10 M)

0 min

5min 10 min 20 min

phospho-ERK

CEp——s ¥ 1 1

total ERK

-

— — S— S
T N P tms tmme Mg e ST

L -

phospho- g
ERK £

C

total ERK

175

150 ~

125 ~

100 ~

#
PE, 10 uM
T T T T T 1
-5 0 5 10 15 20 25

175 q

150 -

125

100 -

75 1

t (min)

PE, 10 uM

50

0 5 10 15 20 25
t (min)

Abb. 5: Phenylephrin-induzierte Aktivierung von ERK1/2 in humanem Prostata-Gewebe. Der
Gehalt von phospho-ERK und gesamt-ERK (,total ERK®) wurde tber Western-Blot Analyse mit
einem phospho-spezifischen bzw. einem nicht-phospho-spezifischen Antikérper zwischen
stimulierten und nicht-stimulierten (,0 min“) Proben verglichen. Bei der Stimulation mit

Phenylephrin wurden alle Proben gleich lange den selben experimentellen Bedingungen
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ausgesetzt (alle Proben wurden am Ende des Versuches gleichzeitig schockgefroren). ERK wird
Uber die untersuchte Phosphorylierung aktiviert. Die Zunahme der Phosphorylierung reflektiert
also eine Aktivierung. (A) Reprasentative Western-Blots. (B), (C) Densitometrische
Quantifizierung aller Experimente mit Prostaten von n=10 verschiedenen Patienten (Mittelwerte
t+Standardfehler) (PE, Phenylephrin; #, p<0,05). In jedem Versuch wurde die Intensitat bei ,0
min“ jeweils als 100 % gesetzt, und die der Ubrigen Banden als % von diesem Wert

ausgedrickt. Von diesen Werten wurden dann Mittelwerte gebildet.
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4.2. al-adrenerge Regulation der JNK in der humanen Prostata

Stimulation des intakten humanen Prostatgewebes (n=10 Patienten) mit Phenylephrin
(10 pM) erhdhte den Phosphorylierungs-Zustand von JNK, was eine Aktivierung der
JNK durch Phenylephrin widerspiegelt (Abb. 6). Eine signifikante Phenylephrin-
induzierte JNK Aktivierung war 10 Minuten nach der Stimulation zu beobachten (Abb.
6A,B). 10 min nach der Stimulation mit Phenylephrin betrug phospho-JNK in den
stimulierten Proben 122 + 9.8 % von phospho-JNK in den unstimulierten Proben
(p=0,042) (Abb. 6A,B). 5 min bzw. 20 min nach der Stimulation bestanden jedoch keine
signifikanten Unterschiede im phospho-JNK Gehalt zwischen stimulierten und
unstimulierten Proben (Abb. 6A,B).

Die Menge an Gesamt-JNK im Prostatagewebe anderte sich wahrend des Stimulations-
Experimentes nicht (Abb. 6A,C).
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Abb. 6: Phenylephrin-induzierte Aktivierung von JNK in humanem Prostata-Gewebe. Der Gehalt
von phospho-JNK und gesamt-JNK (,total JNK*) wurde Uber Western-Blot Analyse mit einem
phospho-spezifischen bzw. einem nicht-phospho-spezifischen Antikérper zwischen stimulierten

und nicht-stimulierten (,0 min“) Proben verglichen. Bei der Stimulation mit Phenylephrin wurden

alle Proben gleich lange den selben experimentellen Bedingungen ausgesetzt (alle Proben
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wurden am Ende des Versuches gleichzeitig schockgefroren). JNK wird Uber die untersuchte
Phosphorylierung aktiviert. Die Zunahme der Phosphorylierung reflektiert also eine Aktivierung.
(A) Reprasentative Western-Blots. (B), (C) Densitometrische Quantifizierung aller Experimente
mit Prostaten von n=10 verschiedenen Patienten (Mittelwerte z+Standardfehler) (PE,
Phenylephrin; #, p<0,05). In jedem Versuch wurde die Intensitat bei ,0 min“ jeweils als 100 %
gesetzt, und die der Ubrigen Banden als % von diesem Wert ausgedrickt. Von diesen Werten

wurden dann Mittelwerte gebildet.
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4.3. al-adrenerge Regulation der p38 MAPK in der humanen Prostata

Die Stimulation von intaktem humanem Prostatagewebe (n=10 Patienten) mit
Phenylephrin (10 puM) senkte den Phosphorylierungs-Zustand von p38, was eine eine
Deaktivierung von p38 durch Phenylephrin widerspiegelt (Abb. 7). Eine deutliche
Verminderung der p38 Aktivierung war bei allen Stimulationsperioden zu beobachten,
und nach 5 minudtiger Stimulation signifikant (Abb. 7A,B). 5 min nach der Stimulation mit
Phenylephrin betrug phospho-p38 in den stimulierten Proben 75 £ 11.0 % von phospho-
p38 in den unstimulierten Proben (p=0,039) (Abb. 7A,B). 10 min bzw. 20 min nach der
Stimulation waren die Unterschiede im phospho-p38 Gehalt zwischen stimulierten und
unstimulierten Proben zwar nicht signifikant (Abb. 7A,B). Jedoch betrug phospho-p38 10
min nach der Stimulation mit Phenylephrin 76 + 12 % von phospho-p38 in den
unstimulierten Proben bei einem p-Wert von 0,063 (Abb. 7A,B).

Die Menge an Gesamt-p38 im Prostatagewebe anderte sich wahrend des Stimulations-
Experimentes nicht (Abb. 7A,C).
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Abb. 7: Phenylephrin-induzierte Deaktivierung von p38 in humanem Prostata-Gewebe. Der
Gehalt von phospho-p38 und gesamt-p38 (,total p38“) wurde Uber Western-Blot Analyse mit
einem phospho-spezifischen bzw. einem nicht-phospho-spezifischen Antikérper zwischen
stimulierten und nicht-stimulierten (,0 min“) Proben verglichen. Bei der Stimulation mit

Phenylephrin wurden alle Proben gleich lange den selben experimentellen Bedingungen
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ausgesetzt (alle Proben wurden am Ende des Versuches gleichzeitig schockgefroren). p38 wird
Uber die untersuchte Phosphorylierung aktiviert. Die Abnahme der Phosphorylierung reflektiert
also eine Deaktivierung. (A) Reprasentative Western-Blots. (B), (C) Densitometrische
Quantifizierung aller Experimente mit Prostaten von n=10 verschiedenen Patienten (Mittelwerte
t+Standardfehler) (PE, Phenylephrin; #, p<0,05). In jedem Versuch wurde die Intensitat bei ,0
min“ jeweils als 100 % gesetzt, und die der Ubrigen Banden als % von diesem Wert

ausgedrickt. Von diesen Werten wurden dann Mittelwerte gebildet.
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5. Diskussion

Bei der benignen Prostata-Hyperplasie (BPH) fluhren Kontraktion und verstarktes
Wachstum der Prostata Uber eine Behinderung des Harnflusses zu Symptomen im
unteren Harntrakt (Abb. 1) (Andersson, Lepor et al. 1997; Michel and Vrydag 2006;
Schilit and Benzeroual 2009). Obwohl Kontraktion und Wachstum zur Harnréhren-
Obstruktion beitragen, wurden mogliche Zusammenhange zwischen beiden Faktoren
bislang nicht untersucht. Tonus und Kontraktion der Prostata werden durch a1-
Adrenozeptoren reguliert (Andersson, Lepor et al. 1997; Michel and Vrydag 2006;
Andersson and Gratzke 2007; Schilit and Benzeroual 2009). Fur nicht-urologische
Gewebe wurde kurzlich die Kopplung von a1-Adrenozeptoren an nicht-motorische
Signalwege beschrieben, die parallel zu den kontraktilen Signalkaskaden aktiviert
werden (Xiao, Pimental et al. 2001; Zhang, Chalothorn et al. 2004; Cipolletta, Monaco et
al. 2010). Eine solche Kopplung prostatischer a1-Adrenozeptoren an Zellzyklus- und
Proliferations-regulierende Signalwege wirde eine simultane Regulation von Wachstum
und Kontraktion durch adrenerge Mechanismen nahelegen (Abb. 4). Dies wiederum
konnte das gemeinsame Auftreten von Wachstum und einer kontraktilen Komponente
bei der Entstehung von BPH erklaren. Daher sollte in der vorliegenden Arbeit die
Hypothese Uberprift werden, dass a1-Adrenozeptoren in der humanen Prostata ausser
der Kontraktion auch Wachstums-regulierende, nicht-kontraktile Signalwege regulieren
(Abb. 4).

Die prasentierten Untersuchungen zeigen, dass a1-adrenerge Rezeptoren in der
humanen Prostata an intrazellulare Signale gekoppelt sind, die nicht im Zusammenhang
mit der Kontraktion stehen. Der allgemein akzeptierten Annahme entsprechend sind a1-
Adrenozeptoren in glatten Muskelzellen der Prostata an Calcium/Calmodulin-abhangige
Signalwege, und paralell dazu an den RhoA/Rho Kinase Signalweg gekoppelt (Abb. 2)
(Roehrborn and Schwinn 2004; Christ and Andersson 2007; Schwinn and Roehrborn
2008). Aktivierung dieser Signalkaskaden fuhrt durch Aktivierung der Myosin-

Leichtketten-Kinase bzw. durch Hemmung der Myosin-Leichtketten-Phosphatase zur
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Kontraktion (Abb. 2) (Christ and Andersson 2007). Die gegenwartige Untersuchung legt
nahe, dass die Kopplung von a1-Adrenozeptoren der Prostata nicht auf diese
Kontraktions-vermittelnden Signalkaskaden beschrankt ist. Die vorliegende Arbeit zeigt,
dass a1-Adrenozeptoren der humanen Prostata zusatzlich an die MAP Kinase
Signalwege gekoppelt sind. MAP Kinasen regulieren Prolifation, Apoptose,
Differenzierung und Wachstum (Chang and Karin 2001; Pearson, Robinson et al. 2001;
Johnson and Lapadat 2002). Die hier prasentierten Untersuchungen ergaben, dass eine
Aktivierung von a1-Adrenozeptoren in der humanen Prostata zu einer Aktivierung von
ERK 1/2 und JNK, sowie zu einer Deaktivierung der p38 fuhren (Abb. 8). Dies weist auf
mogliche Zusammenhange zwischen der Regulation von Wachstum und Kontraktilitat
der Prostata hin (Abb. 8). Kontraktion und Wachstum der Prostata sind wahrscheinlich

keine getrennten Vorgange, sondern aneinander gekoppelt (Abb. 8).

Phenylephrin-induzierte ERK 1/2 Aktivierung

ERK 1/2 stellt eine Untergruppe der mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) Familie
dar, und vermittelt Proliferation, Wachstum und Differenzierung in vielen verschiedenen
Zelltypen, Geweben und Spezies (Abb. 3) (Chang and Karin 2001; Pearson, Robinson
et al. 2001). Insbesondere in Zellkultur-Studien wurde die Aktivierung von ERK 1/2
durch verschiedene heptahelikale, G-Protein-gekoppelte Rezeptoren ausfihrlich
untersucht (Tohgo, Pierce et al. 2002; Hu, Chen et al. 2003; Tohgo, Choy et al. 2003;
Wei, Ahn et al. 2003; Ahn, Wei et al. 2004; Wei, Ahn et al. 2004; Shenoy, Drake et al.
2006). Alpha1-Adrenozeptor Stimulation fuhrt in glatten GefalR-Muskelzellen und
Kardiomyozyten zu einer ERK 1/2 Aktivierung (Xiao, Pimental et al. 2001; Zhang,
Chalothorn et al. 2004; Cipolletta, Monaco et al. 2010). In den hier durchgefuhten
Untersuchungen wurde gezeigt, dass ein ahnliches Konzept fur glatte Muskelzellen in
der intakten menschlichen Prostata von Relevanz sein konnte (Abb. 4,8). In Zellkulturen
mit nicht-prostatischen Zellen erwies sich die adrenerge ERK 1/2 Aktivierung als
biphasisch, so dass eine schnelle, transiente ,erste Welle* der ERK 1/2 Aktivierung von

einer Phase niedrigerer, aber anhaltender Aktivierung gefolgt wurde (Shenoy, Drake et
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al. 2006). Dies wurde durch unterschiedliche Mechanismen der ERK-Aktivierung erklart,
die verschiedene Kinetik aufweisen (Shenoy, Drake et al. 2006). Unsere Daten kdnnten
ein ahnliches Muster der ERK-Aktivierung im intakten Prostatagewebe widerspiegeln, da
ein schneller, transienter Anstieg der ERK 1/2 Aktivitat kurz nach der Stimulation
beobachtet wurde. Es ist davon auszugehen, dass diese ERK 1/2 Aktivierung durch
Phenylephrin  zumindest teilweise in glatten Muskelzellen lokalisiert war.
Prostatagewebe besteht zu betrachtlichen Teilen aus Stromagewebe, in dem glatte
Muskelzellen der vorherrschende Zelltyp sind (Roehrborn and Schwinn 2004).
Immunohistochemische Untersuchungen zeigten, dass ERK in der gesunden Prostata in
Stroma-Zellen, bzw. in der hyperplastischen Prostata in Stroma- und Epithelzellen
exprimiert wird (Magi-Galluzzi, Montironi et al. 1998; Royuela, Arenas et al. 2002). Eine
weitere Studie zeigte, dass ERK 1/2 in isolierten, kultivierten menschlichen
Prostatazellen exprimiert wird (Kanagawa, Sugimura et al. 2003). Dies legt nahe, dass
ein Grofteil der hier beobachteten ERK 1/2 Aktivierung in glatten Muskelzellen

stattgefunden hat.

Wahrend die Rolle von ERK 1/2 fir das Wachstum von prostatischen Krebszellen
bekannt ist (Luthin, Wang et al. 1997; Royuela, Arenas et al. 2002; Maroni, Koul et al.
2004; McCubrey, Steelman et al. 2007), ist die Funktion von ERK in glatten
Muskelzellen der Prostata weniger gut verstanden. Tatsachlich wurde die Beteiligung
von ERK 1/2 an der malignen Transformation und Proliferation von Prostatazellen von
zahlreichen Autoren untersucht (Abb. 3) (Shimada, Nakamura et al. 2006). Da ERK 1/2
auch in nicht-prostatischen Zusammenhangen einen Regulator von Wachstum und
Differenzierung darstellt (Chang and Karin 2001; Pearson, Robinson et al. 2001;
Johnson and Lapadat 2002), durfte ERK 1/2 in glatten Muskelzellen der Prostata
ahnliche Funktionen ausuben. In der Tat fuhrt ERK 1/2 in verschiedenen Linien
kultivierter prostatischer Stromazellen zur Proliferation (Maroni, Koul et al. 2004;
Srinivasan, Kosaka et al. 2004; Zhang, Duan et al. 2008). Deshalb konnte die a1-
adrenerge Aktivierung von Relevanz fur die Regulation von Prostatawachstum sein, und

damit eine Rolle bei der Prostata Hyperplasie spielen (Abb. 8).
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Abb. 8: Neues Modell zur intrazellularen Signalgebung prostatischer a1-Adrenozeptoren, und
zur Rolle des a1-Adrenozeptores bei der benignen Prostata-Obstruktion, basierend auf den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Den bisherigen Vorstellungen entsprechend flhren
prostatische o1-Adrenozeptoren (ber Aktivierung kontraktiler Signalkaskaden (Ca®**, Rho
Kinase) zur Kontraktion. Weiterhin stellen Kontraktion und Wachstum der Prostata den
gelaufigen Modellen entsprechend zwei separate Faktoren dar, die zur Obstruktion der
Harnréhre fihren kdnnen. Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass es im humanen
Prostata-Gewebe bei Aktivierung von a1-Adrenozeptoren zu einer Aktivierung von ERK1/2 und
JNK, sowie zu einer Deaktivierung der p38 kommt. Entsprechend den Funktionen dieser
Kinasen in verschiedensten Typen glatter Muskel- und Prostata-Zellen wirde dies eine
Proliferation beglnstigen und den Zellzyklus férdern. Dies kdénnte bedeuten, dass a1-
Adrenozeptoren an der benignen Prostatahyperplasie beteiligt sind, zusammen mit
Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Hormonen. Méglicherweise sind Prostata-Wachstum und —

Kontraktion keine getrennte Prozesse, sondern aneinander gekoppelt.
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In Zellkulturen menschlicher glatter Prostata-Muskelzellen fuhrte die Stimulation mit
Noradrenalin ebenfalls zu einer Aktivierung von ERK 1/2 (Kanagawa, Sugimura et al.
2003). Die verantwortlichen (Sub-)Typen der Adrenozeptoren (a1-, a2-, oder [-
Adrenozeptor) wurden dabei jedoch nicht identifiziert. Die vorliegende Arbeit
veranschaulicht, dass die Stimulation von a1-Adrenozeptoren zu einer Aktivierung von
ERK 1/2 fuhrt. Diese Prozesse konnten durchaus von physiologischer Relevanz sein, da

hier kein Zellkultur-Model verwendet wurde, sondern intaktes Prostatagewebe.

Phenylephrin-induzierte JNK Aktivierung

Neben der oben abgehandelten Aktivierung der ERK1/2 wurde in der vorliegenden
Arbeit auch eine Aktivierung der JNK durch Phenylephrin in humanem Prostata-Gewebe
beobachtet. Eine immunohistochemische Studie zeigte, dass JNK in Stroma- und
Epithelzellen der humanen Prostata exprimiert wird (Royuela, Arenas et al. 2002). Dabei
bestehen keinerlei Unterschiede zwischen der JNK-Expression in der normalen und der
hyperplastischen Prostata (Royuela, Arenas et al. 2002). Auch Stromazellen und glatte
Muskelzellen in Zellkultur exprimieren JNK (Kanagawa, Sugimura et al. 2003). Dies
unterstitzt die Vorstellung, dass die in der vorliegenden Arbeit beobachtete JNK-
Aktivierung nach a1-Adrenozeptor-Stimulation zumindest teilweise in Stroma- bzw.

glatten Muskelzellen stattgefunden haben konnte.

Die mdgliche Funktion der JNK in nicht-malignen Prostata-Zellen wird kontrovers
diskutiert und ist an verschiedenen Zell-Linien in Zellkultur untersucht worden (Maroni,
Koul et al. 2004). Zum einen wurde eine proapoptotische, antiproliferative Funktion der
JNK Aktivierung in nicht-malignen humanen Prostata-Epithelzellen vorgeschlagen
(Uzgare and Isaacs 2004; Wadsworth, Carroll et al. 2004). Auf der anderen Seite wurde
die Induktion von Proliferation in nicht-malignen humanen Prostata-Stromazellen mit
einer JNK-Aktivierung in Verbindung gebracht (Koochekpour, Sartor et al. 2005). Fur
prostatische Tumor-Zellen scheint die Rolle dagegen klarer zu sein. Studien mit

verschiedenen prostatischen Tumorzell-Linien fuhrten zu dem Ergebnis, dass JNK in
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solchen Zellen eine proapoptotische Funktion ausubt (Sanchez, Malagarie-Cazenave et
al. 2007; Ho, Rosivatz et al. 2009; Liou, Lin et al. 2009; Zhang, Kong et al. 2009).
Gemeinsam ist all diesen Studien jedoch, dass sie JNK eine Relevanz fur die Regulation

von Wachstum und Differenzierung von Prostata-Zellen zusprechen.

Studien zur JNK-Funktion in nicht-prostatischen glatten Muskelzellen umfassen
insbesondere  Untersuchungen an glatten Gefallmuskelzellen sowie glatten
Muskelzellen der Luftwege und der Blase. In glatten Gefalimuskelzellen und glatten
Muskelzellen der Luftwege ist die Aktivierung der JNK an der Proliferation beteiligt (Abb.
3) (Kim and Iwao 2003; Zhai, Eynott et al. 2004). Interessanterweise wurde auch eine
Rolle der JNK-Aktivierung bei der neointimalen Hyperplasie in Gefalden, sowie bei der
Hyperplasie der glatten Muskulatur der Luftwege vermutet (Kim and Iwao 2003; Xie,
Sukkar et al. 2007). In der Blase fuhrt mechanischer Stress, beispielsweise bei
Storungen des Harnausflusses, zu einer Hypertrophie, an der ebenfalls eine Aktivierung
der JNK beteiligt ist (Yamaguchi 2004). Insgesamt legt dies nahe, dass die a1-
adrenerge JNK-Aktivierung in der Prostata von Bedeutung fur die Prostata-Hyperplasie
sein konnte (Abb. 8).

Phenylephrin-induzierte p38 Aktivierung

Ausser einer Aktivierung von ERK und JNK wurde in der vorliegenden Arbeit nach
Stimulation mit Phenylephrin auch eine Deaktivierung der p38 MAPK in humanem
Prostata-Gewebe beobachtet. P38 wird in der normalen und hyperplastischen humanen
Prostata exprimiert, und ist dort insbesondere in den Kernen von stromalen sowie
epithelialen Zellen zu finden (Magi-Galluzzi, Montironi et al. 1998; Royuela, Arenas et al.
2002). Die Expression von p38 wurde auch von kultivierten Stromazellen und glatten
Muskelzellen der humanen Prostata beschrieben (Kanagawa, Sugimura et al. 2003).
Dies fuhrt zu der Vermutung, dass die in der hier prasentierten Arbeit beobachtete
Deaktivierung der p38 nach a1-Adrenozeptor-Stimulation zumindest teilweise in Stroma-

bzw. glatten Muskelzellen stattgefunden haben konnte.
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Bisherige Untersuchungen zur mdoglichen Funktion der prostatischen p38 sprechen
insgesamt eindeutig fur eine proapoptotische Rolle in malignen Prostata-Zellen. In
verschiedenen Prostata-Karzinom Zell-Linien ist die p38-Aktivierung an der Apoptose
bzw. am Zelltod beteiligt (Chang, Wu et al. 2008; Lien, Kung et al. 2008; Li, Qi et al.
2009). Daruberhinaus scheint eine p38-Aktivierung von Bedeutung fur die Migration von
prostatischen Karzinomzellen zu sein (Tang and Lu 2009). In einer anderen Studie
wurde die Vermittlung von proinflammatorischen Zytokin-Effekten bzw. der Zytokin-
Produktion in Verbindung gebracht (Krishnan and Feldman 2010). Fur nicht-maligne
Prostata-Zellen ist die p38-Funktion jedoch weniger gut verstanden. In solchen nicht-
Tumor  Prostata-Zellen scheint eine Beteiligung der p38-Aktivierung an
proinflammatorischen Prozessen im Vordergrund zu stehen (Nonn, Peng et al. 2006;
Nonn, Duong et al. 2007; Zdanov, Toussaint et al. 2009). Im Gegensatz zu Prostata-
Karzinomzellen konnte die Bedeutung der p38-Aktivierung flr die Regulation des
Zelliberlebens in anderen Zelltypen von untergeordneter Bedeutung sein (Uzgare and
Isaacs 2004). Eine Studie an prostatischen Epithelzellen legte eine Rolle der p38 bei der
malignen Differenzierung nahe (Heer, Collins et al. 2006; Ricote, Garcia-Tunon et al.
2006). Schliellich wurde auch eine Dysregulation der p38 bei der BPH vermutet (Heer,
Collins et al. 2006; Ricote, Garcia-Tunon et al. 2006).

Diese aus Prostata-Zellen beschriebenen Funktionen stimmen mindestens teilweise mit
solchen Funktionen Uberein, die bei Untersuchungen in nicht-prostatischen glatten
Muskelzellen identifiziert wurden. In glatten Muskelzellen der Luftwege vermittelt p38-
Aktivierung die Migration, sowie die proinflammatorischen Zytokin-Effekte (Gerthoffer
and Singer 2003; Zhou and Hershenson 2003). Insbesondere wurde auch eine
Hemmung der Proliferation durch p38 in diesen Zellen vermutet (Abb. 3) (Gerthoffer and
Singer 2003; Zhou and Hershenson 2003). In glatten Gefallmuskelzellen fuhrt die p38-
Aktivierung zur Apoptose und Inflammation (Abb. 3) (Mayr, Hu et al. 2002).
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Insgesamt scheint die Funktion der p38 in glatten Muskelzellen eher eine
proapoptotische zu sein, und steht damit der proliferativen, Wachstums-férdernden Rolle
der ERK 1/2 entgegen (Abb. 3). Dies wiurde nahe legen, dass eine Deaktivierung der
p38 nach a1-adrenerger Stimulation — wie sie in den hier prasentierten Untersuchungen
beobachtet wurde — einen Wachstums-férdernden Effekt nach sich ziehen kénnte (Abb.
3,8). Damit wurde die p38-Deaktivierung durch a1-adrenerge Aktivierung eine ahnliche
Funktion einnehmen wie die ERK 1/2-Aktivierung nach a1-adrenerger Aktivierung (Abb.
8). Dies fuhrt unmittelbar zu der Vermutung, dass prostatische a1-Adrenozeptoren Uber
verschiedene Mechanismen an der Regulation des Prostata-Wachstums beteiligt sein
kénnten, namlich p38-Deaktivierung und ERK 1/2-Aktivierung (Abb. 8).

al-Adrenozeptoren und Wachstum bei Prostata Hyperplasie ?

Die hier durchgefihrten Untersuchungen legen einen moglichen Zusammenhang
zwischen der Regulation von Wachstum und Kontraktilitat in der Prostata nahe (Abb. 8).
Dies kdnnte bedeuten, dass a1-Adrenozeptoren von Bedeutung fur das Wachstum bei
der Prostata Hyperplasie sind (Abb. 8). Diese Vermutung wird durch frihere Studien
bekraftigt, die durch unsere gegenwartigen Ergebnisse erklart werden kénnen. In Ratten
und Mausen verursachte die (sub)chronische Applikation von Phenylephrin in vivo
Hyperplasie und dysplastische Veranderungen der Prostata (Golomb, Kruglikova et al.
1998; Marinese, Patel et al. 2003). Entsprechend liel3 eine frihere Studie, bei der Ratten
sympathektomiert wurden, eine Regulation von Prostatawachstum durch sympathische
Innervation vermuten (McVary, Razzaq et al. 1994). Zusammen fuhrte dies zu der
Annahme, da® a1-Adrenozeptoren eine Rolle bei der humanen Prostatahyperplasie
spielen konnten. Jedoch wiesen diese damaligen Studien weder auf einen
Mechanismus hin, der diesen Beobachtungen unterliegen konnte, noch zeigten sie eine

Relevanz fur humanes Prostatagewebe auf.

Diese vorangegangenen Ergebnisse zusammen mit der hier gezeigten Studie legen

eine Verbindung zwischen Kontraktilitat und Wachstum der Prostata nahe (Abb. 8). Dies
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konnte von besonderem Interesse in Bezug auf die BPH sein, wo Kontraktion und
Wachstum simultan zu Prostata-bedingten Limitationen des Harnflusses beitragen (Abb.
1) (Andersson, Lepor et al. 1997; Michel and Vrydag 2006; Berges 2009; Berges,
Dreikorn et al. 2009; Oelke, Kuczyk et al. 2009; Schilit and Benzeroual 2009).
Tatsachlich wird angenommen, dass ein steigender Gehalt an a1-Adrenozeptoren in der
hyperplastischen Prostata in Kombination mit verstarkter sympathischer
Neurotransmission den adrenergen Tonus bei BPH amplifizieren (Andersson, Lepor et
al. 1997). Interessanterweise ist im Alter die adrenerge Neurotransmission erhoht, was
sich in erhdohten Noradrenalin Plasma-Konzentrationen aussert (Seals and Esler 2000;
Docherty 2002). Im Erwachsenenalter konnen diese pro Dekade um 10-15% ansteigen
(Seals and Esler 2000). Basierend auf den hier erlangten Ergebnissen und
vorausgegangenen Studien kann angenommen werden, dass diese Erhéhung der a1-
adrenergen Signale zusatzlich zur Verstarkung des Tonus auch das Prostatawachstum
triggern kdnnte. Dies wiederum konnte eine Progression der BPH durch Koppelung von
a1-Adrenozeptoren an wachstumsteuernde Signale mit ansteigendem Alter erklaren.
Zusammen konnte dies ein neues Model der Harnfluss-Behinderung bei BPH ergeben,
welches a1-Adrenozptor-vermitteltes Prostatawachstum neben anderen

Wachstumsregulatoren und gesteigertem adrenergen Tonus einbezieht (Abb. 8).

Es wurde bereits vorgeschlagen, dass die Verbesserung des Harnflusses bei der a1-
Adrenozeptor-Blocker Therapie von Patienten mit LUTS zumindest teilweise durch eine
Abnahme des Prostatawachstums bedingt ist. Die hier gezeigten Untersuchungen
lassen vermuten, dass ein solcher Effekt auf das Prostatawachstum neben dem
motorischen Mechanismus tatsachlich zum Erfolg der LUTS-Therapie mit a1-
Adrenozeptor Antagonisten bei Patienten mit BPH beitragen konnte. Tatsachlich wurde
bereits vermutet, dass a1-Blocker sich auf die BPH durch Induktion von Apoptose in
Prostatazellen und daraus folgender Supression des Prostatawachstums auswirken
(Kyprianou and Jacobs 2000; Anglin, Glassman et al. 2002; Kyprianou 2003). In vitro
induzieren a1-Adrenozeptor-Antagonisten Apoptose von Prostatazellen (Anglin,

Glassman et al. 2002). Bei Patienten mit BPH fuhrt die Behandlung mit a1-
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Adrenozeptor-Blockern zur Apoptose von prostatischen Stromazellen, Regression des
Stromas und reduziertem Wachstum (Kyprianou, Litvak et al. 1998; Chon, Borkowski et
al. 1999; Glassman, Chon et al. 2001; Turkeri, Ozyurek et al. 2001; Erdogru, Ciftcioglu
et al. 2002). Trotz der Idee eines Kontraktions-unabhangigen Benefits von a1-
Adrenozeptor Blockern bei Patienten mit LUTS hat man in klinischen Studien jedoch
kaum zwischen den Auswirkungen auf Tonus oder auf Wachstum unterschieden. Die
Autoren einer anderen klinischen Studie, in der die Behandlung mit Alfuzosin fir drei
Monate das Protatavolumen nicht effektiv reduzierte, schlugen die Untersuchung des
Effekts auf das Prostatavolumen bei der Behandlung Uber langere Zeitintervalle vor
(Roehrborn 2006). In einer anderen Studie, in der die Therapie mit Terazosin das
Prostata-Gesamtvolumen verkleinerte, zogen die Autoren den Schluss, dass weitere
Studien hierzu obligatorisch sind (Paick, Cho et al. 2008). Andererseits fiel eine
Regression des Prostatavolumens wahrend der weitverbreiteten Applikation von a1-

Antagonisten bei Patienten mit BPH bisher nicht deutlich auf.

Der eingeschrankte oder fehlende Effekt von a1-Blockern auf die Prostatagrof’e von
BPH Patienten zeigt, dass ERK 1/2 Aktivitat und Wachstum der Prostata zusatzlich zu
a1-Adrenozeptoren von vielen weiteren, verschiedenen Faktoren gesteuert sind.
Tatsachlich ist aus anderen Zusammenhangen bestens bekannt, dass zahlreiche nicht-
adrenerge Stimuli an der Regulation von ERK 1/2 beteiligt sind. Wachstumsfaktoren,
Zytokine und Hormone sind wichtige Regulatoren von ERK 1/2 und Wachstum, welche
an der Prostatahyperplasie zusammen mit a1-Adrenozeptor-abhangiger Regulation
beteiligt sein kdnnten (Royuela, De Miguel et al. 1998; Lucia and Lambert 2008).
Deshalb kdnnte die Regulation von Prostatawachstum und ERK 1/2 Aktivitat bei a1-
Adrenozeptor-Blocker behandelten Patienten von einer Regulation durch
Wachstumsfaktoren und Zytokine udberdeckt sein. Dies konnte die begrenzte
Ubertragbarkeit der a1-Adrenozeptor-abhéangigen Wachstumsregulation erklaren, die

sich aus bisherigen klinischen Beobachtungen ergibt.
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7.  Zusammenfassung

Die a1-adrenerge Kontraktion ist von Bedeutung fur die Steuerung des Prostata-Tonus
und wichtiger Angriffspunkt fur die pharmakologische Therapie von Symptomen des
unteren Harntraktes bei der weitverbreiteten benignen Prostata-Vergrofierung. Ausser
zur Aktivierung der intrazelluldaren Kontraktions-steuernden Kaskaden kdnnen
Adrenozeptoren in verschiedenen Typen glatter Muskelzellen auch eine nicht-kontraktile
Signalgebung induzieren. Hieran sind Wachstums-regulierende MAP Kinasen beteiligt.
Hier wurde untersucht, ob a1-Adrenozeptoren des intakten humanen Prostata-Gewebes

die Aktivitaten der verschiedenen MAP Kinasen regulieren.

Prostatagewebe wurde von Patienten gewonnen, an denen eine Tumor-bedingte
radikale Prostatektomie vorgenommen werden musste. Die Gewebe wurden in vitro mit
Phenylephrin stimuliert. Der Effekt von Phenylephrin auf die Aktivitdten von ERK1/2, p38
MAPK und JNK wurde Uber Western-Blot Analysen mit phospho-spezifischen

Antikdrpern untersucht.

Die Stimulation von humanen Prostata-Gewebe mit Phenylephrin (10 uM) flhrte
innerhalb der ersten 10 Minuten zu einer Aktivierung von ERK1/2 und der JNK, sowie zu
einer Deaktivierung der p38. Dies spiegelte sich in Phenylephrin-induzierten Ansteigen
von phosphorylieter ERK 1/2 und phosphorylierter JNK wider, bzw. in einer
Phenylephrin-induzierten Senkung von phospho-p38. Die Menge an Gesamt-ERK1/2, -
JNK, bzw. —p38 anderte sich wahrend der Phenylephrin-Stimulation jedoch nicht.

Alpha1-Adrenozeptoren in der humanan Prostata sind an ERK1/2 und JNK gekoppelt,
bzw. flhren zu einer Deaktivierung der p38 MAPK Dies konnte vorangegangene
Beobachtungen erklaren, die eine Rolle von Adrenozeptoren bei der Regulation des
Prostatawachstums von Patienten und Nagetieren nahe legten. Dartuberhinaus kénnen

aus den gewonnenen Daten neue Modelle fur die Entstehung der benignen Prostata-
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Hyperplasie (BPH) entwickelt werden. Vermutlich sind Kontraktion und Wachstum der

Prostata keine getrennten Prozesse, sondern aneinander gekoppelt.
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