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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Allgemeines

Die Prostata (von altgriechisch prostatés, ,Vorsteher, Vordermann®), auch
Vorsteherdriise genannt, ist eine akzessorische, exokrine Drise des Mannes. Sie
liegt am Harnblasenausgang im kleinen Becken und umfasst ringférmig die Urethra
bis hin zum Beckenboden [1]. Nach kaudal liegt die Prostata dem Diaphragma
urogenitale auf und grenzt an der Rickseite an das Rektum [1]. Ventral wird sie an
der dorsalen Flache der Symphysis pubis durch das Ligamentum puboprostaticum
fixiert [1]. Die Prostata ist ein fibromuskulares, drisiges Organ mit dunner
Bindegewebskapsel, produziert ca. 30 % des Volumenanteils am Ejakulat und hat
die GrofRe einer Kastanie [1]. Bei der digital-rektalen Palpation ist die dorsale
Oberflache der Prostata tastbar. Diese Untersuchung ermdglicht eine Beurteilung der
Grolle des Drusenorgans und kann Hinweise auf pathologische Veranderungen

geben [1].

Die Erkrankungen der Prostata sind von grofRer klinischer Relevanz. So ist das
Prostatakarzinom haufigster maligner Tumor des Mannes und die dritthaufigste
Todesursache in der Reihe der Krebserkrankungen [2]. Auch benigne Erkrankungen,
wie Prostatitis (Entziindung der Prostata) und die benigne Prostatahyperplasie (BPH)
sind sehr haufige urologische Erkrankungen. Im 7. Lebensjahrzehnt ist die BPH mit
einer Pravalenz von 75 % (mit dem Alter weiter steigend) die haufigste gutartige

Erkrankung des Mannes [3].
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1.2 Anatomie der Prostata

1.2.1 Makroskopischer Aufbau

Die Prostata ist eine ca. 20 g schwere akzessorische Genitaldriise mit einem
Sagittaldurchmesser von ca. 2—3 cm, einer Breite von ca. 4 cm, und einer Dicke von
ca. 1-2cm [4]. Man unterscheidet einen Apex, dem Diaphragma urogenitale
(Musculus transversus perinei profundus) aufliegend, und eine Basis, welche an den
Unterrand der Vesica Urinaria grenzt [4]. Die Prostata besteht makroskopisch aus
zwei Seitenlappen (Lobus dexter und sinister), welche dorsal durch den Lobus
medius und ventral durch den Isthmus prostatae miteinander verbunden werden [4].
Die beiden Ductus ejaculatorii perforieren den dorsalen Teil der Drise und minden
am Colliculus seminalis in den prostatischen Abschnitt der Urethra [5]. Die
entwicklungsgeschichtlich aus dem Urethraepithel hervorgehende Prostata ist von

einer derben, bindegewebigen Kapsel (Capsula prostatica) umgeben [4].

1.2.2 Histologischer Aufbau

Histologisch besteht die Prostata aus einer dinnen fibrésen Kapsel, epithelialen
Drisen und einem prostatischen Stroma [1]. Die circa 30-50 tubuloalveolaren
Drisen, welche in das aus Bindegewebe, glatten Muskelzellen und elastischen
Fasern bestehende Stroma eingebettet sind, miinden tber ca. 20 Ausfiihrungsgénge
in die Pars prostatica urethrae [1, 4]. Klinisch-histologisch kann die Prostata aufgrund
der Lokalisation bestimmter Pathologien weiter in drei Hauptzonen aufgeteilt werden

[6]. Von auf3en nach innen unterscheidet man folgende Zonen:

— Periphere Zone (AulRenzone, ca. 70 % der Prostatamasse): Diese Zone
enthalt einerseits die tubuloalveolaren Drisen mit einem kubischen bzw.
zylindrischen, zweireihigen Epithel [6]. Andererseits werden die Drisen von
einem aus Bundeln glatter Muskulatur und elastischen Fasern bestehenden
Bindegewebe umgeben [6]. Die Drusenlumina kénnen Bildungsort fur
Prostatasteine (eingedicktes Sekret) sein [6]. Etwa 70 % der bdsartigen
Prostatakarzinome werden in der peripheren Zone beobachtet [5, 7].
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— Transitionalzone (zentrale Zone, ca. 25 % der Prostatamasse): Hier finden
sich ebenfalls Drisen und fibromuskulares Stroma, jedoch ist das
Bindegewebe wesentlich dichter und die Drusen sind stark verzweigt [6].
Bei der BPH ist diese Zone stark vergrof3ert, doch kénnen sich auch
bosartige Prostatatumore in der Transitionalzone bilden [6, 8].

— Periurethrale Mantelzone (5-10 % der Prostatamasse): Die Harnrohre
umgebend erstreckt sich die kleinste Zone der Prostata vom
Harnblasenhals bis zum Culliculus seminalis [6]. Auch in der periurethrale

Zone kommt es bei der BPH zu einer Volumenzunahme [6].

1.2.3 Gefallversorgung und Innervation

Die arterielle Versorgung der Prostata findet durch die Rami prostatici der Arteria
vesicalis sowie zu einem kleineren Teil durch die der Arteria rectalis media statt [1].
Der vendse Abfluss erfolgt Uber den Plexus venosus prostaticus [1]. Das Blut flief3t
zusammen mit dem des Plexus venosus vesicalis Uber die Venae vesicales in die

Vena iliaca interna ab [4].

Der Lymphabfluss der Prostata wird tUber mehrere GeféafRe sichergestellt [1].
Hauptsachlich drainieren die prostatischen Lymphgefalie in die Nodi iliaci externi und
interni (entlang der Blasengefal3e) [1]. Zuséatzlich besteht eine Verbindung zu den
Nodi sacrales [4].

Die vegetative Innervation der Prostata erfolgt GUber den Plexus prostaticus [1]. Die
parasympathischen Nervenfasern entspringen dem Rickenmark auf Hohe S2-S4
und ziehen als Nervi splanchnici pelvici zum Plexus hypogastricus inferior [1]. Die
sympathischen hingegen stammen aus den Rickenmarksegmenten Th10-L2 und
verlaufen Uber den Plexus hypogastricus superior als Nervi splanchnici lumbales und
sacrales ebenfalls zum Plexus hypogastricus inferior [1]. Hieraus ziehen
sympathische sowie parasympathische Nervenfasern weiter in den Plexus
prostaticus [1]. Der Sympathikus ist fur die Sekretabgabe der Prostata verantwortlich,

wohingegen der Parasympathikus die Drisentétigkeit steuert [4].
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1.3 Funktionen und Aufgaben der Prostata

1.3.1 Sekretproduktion

Die menschliche Samenflissigkeit (Sperma) setzt sich zum einen aus den
Spermatozoen des Hodens, zum anderen aus den Sekretionsprodukten der
akzessorischen Geschlechtsdriisen (Prostata, Samenbldschen und bulbourethrale
Drisen) zusammen [9]. Der Anteil der Samenflissigkeit ohne Spermatozoen
(Seminalplasma) wird Uberwiegend von den Samenbldschen produziert. Der
restliche Teil des Seminalplasmas wird von der Prostata (ca. 30 %) und den
bulbourethralen Drusen (weniger als 5 %) gebildet [3, 9]. Das Volumen des bei der
Ejakulation ausgetriebenen Spermas betrdgt 2-6 ml und enthalt 20-100 Mio.

Spermien pro Milliliter.

Das Sekret der Samenblaschen besteht Uberwiegend aus Fructose (N&hrsubstrat),
Seminogelin (Koagulationsfaktoren), Prostaglandinen und Phosphorylcholin [9]. Das
Prostatasekret hat einen pH-Wert um 6,4 (leicht sauer) und besitzt einen
dunnflissigen, milchigen Charakter [1]. Es besteht hauptsachlich aus proteolytischen
Enzymen (Verflissigung des Spermas), saurer Phosphatase, prostataspezifischem
Antigen (PSA), Zitronensaure und Zinksalzen [1]. Des Weiteren enthélt das
Prostatasekret das Polyamin  Spermin, was die Beweglichkeit und

Befruchtungsfahigkeit der Spermien steigern soll [1].

1.3.2 Sekretemission

Bei der Kohabitation kommt es nach erfolgter Erektion zu einer unwillkirlichen
Kontraktion der glatten Muskulatur der akzessorischen Geschlechtsdrisen,
ausgelost durch stimulierte adrenerge Neurone des Sympathikus [9]. Diese
Kontraktion fuhrt zu einem Ausschitten des Sekretes der einzelnen Drisen in den
von der Prostata umschlossenen Bereich der Urethra [9] Die Nervenimpulse des
Sympathikus l6sen zudem eine simultane Kontraktion der Nebenhoden und des
Ductus deferens aus, wodurch die Spermien ebenfalls in den prostatischen Teil der

Urethra transportiert werden [9].
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1.3.3 Ejakulation

Die Austreibung der Samenflissigkeit setzt eine Stimulation afferenter Nervenfasern
in Urethra, Ductus deferens und den akzessorischen Geschlechtsdriisen voraus.
Uber das Lumbosakralmark leiten nun somatomotorische Efferenzen der Nervi
pudendi interni eine Kontraktion der Musculi bulbocavernosi ein. Diese rhythmischen
Kontraktionen fuhren letztendlich zur Austreibung des Ejakulates [10]. Zeitgleich wird
der Sphincter internus des Blasenhalses Uber das unwillkirliche, autonome
Nervensystem kontrahiert, was einen Ruckfluss von Sperma in die Blase, bzw. das

Beimengen von Urin verhindert [5].

1.4 Benigne Prostatahyperplasie

Zu den Erkrankungen der Prostata zéhlen die benigne Prostatahyperplasie (BPH),
Entzindungen der Prostata (Prostatitis) und maligne Prostatatumore
(Prostatakarzinome). In der vorliegenden Arbeit wird ausschlief3lich auf die BPH und
ihre Folgen eingegangen.

1.4.1 Definition

Der Begriff der benignen Prostatahyperplasie bezeichnet ausschlieBlich das
histologische Bild einer gutartigen, knotigen, sowohl die epithelialen als auch die
stromalen Anteile betreffende Veranderung der Prostata mit vermehrtem
Zellwachstum in der Transitionalzone und der periurethralen Mantelzone [8, 11, 12].
Es wird angenommen, dass nur etwa die Halfte der Manner mit BPH auch eine
messbare VergroR3erung (benign prostatic enlargement, BPE) aufweisen [12]. Eine
Blasenauslassobstruktion (bladder outlet obstruction, BOO) wird als benign prostatic
obstruction (BPO) bezeichnet, wenn ihr eine derartige Vergrof3erung der Prostata
zugrunde liegt [11-13]. Die Symptomatik der BPH wird mit dem Begriff der lower
urinary tract symptoms (LUTS) beschrieben, welcher die prostatabedingten
obstruktiven bzw. irritativen Symptome des unteren Harntraktes zusammenfasst
(Abb. 1) [5, 11, 12]. Der Terminus des benignen Prostasyndroms (BPS) ersetzt die
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frihere Bedeutung des Begriffes BPH und beschreibt das variable Zusammenspiel
von GroéfRenzunahme (BPE), Obstruktion (BOO bzw. BPO) und Symptomatik (LUTS)
[11, 12].

Noradrenalin

Wachstumsfaktoren l
(z.B. DHT)

al-Adrenozeptor

GroRenzunahme Tonuszunahme

BPO,
Blasenentleerungsstérung

A
l~
o
St
R

Prostata-unabhangige Lebensqualitat |, Depressionen,
Mechanismen LUTS soziale Isolation 1, Komplikationen

Abbildung 1: Schematische Darstellung des benignen Prostatasyndroms

Das benigne Prostatasyndrom (BPS) beschreibt das variable Zusammenspiel von Grélienzunahme
(BPE), Obstruktion (BOO bzw. BPO) und Symptomatik (LUTS). Die VergrofRerung der Prostata beruht
auf einer Stimulation durch Hormone und Wachstumsfaktoren (z.B Dihydrotestosteron, DHT) und wird
als mechanische bzw. statische Komponente der Blasenentleerungsstérung bezeichnet. Unter der
dynamischen Komponente hingegen versteht man die noradrenalinvermittelte Zunahme des
glattmuskuldren Tonus in der Prostata. Beide Verénderungen fiihren durch eine urethrale Obstruktion
zu einer Storung der Harnblasenentleerung und damit letztendlich zu den Symptomen des unteren
Harntraktes. Diese umfassen unter anderem: Abschwachung des Harnstrahls, prolongierte Miktion,

verzégerter Miktionsstart und Harntraufeln. Des Weiteren werden extraprostatische Faktoren (irritative

Symptomatik, Uberaktive Blase) als Ursache von LUTS diskutiert.
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1.4.2 Epidemiologie

Als eine der haufigsten Erkrankungen des Mannes kann das benigne
Prostatasyndrom als Volkskrankheit bezeichnet werden [5]. Eine niederlandische
Studie (retrospektive Analyse der IPCI-Datenbank) mit 84.774 Personen zeigte eine
Inzidenz (fir LUTS/BPH) von 3/1.000 Mannerjahre bei 45-jahrigen Mannern, bei Uber
79-Jahrigen einen Anstieg auf 38/1.000 Mannerjahre [14]. Auch die Pravalenz fur
LUTS/BPH stieg in dieser Studie von 2,7 % (45-Jahrige) auf 24 % (Uber 79-Jahrige)
[14]. Die im Jahr 2.000 in Deutschland durchgefiihrte reprasentative, prospektive
Longitudinalstudie (Herner LUTS/BPS-Studie) zeigte ahnliche Ergebnisse beziglich
der Progredienz des benignen Prostatasyndroms (72 % der Probanden zeigten eine
Progression) [11, 12, 14]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass von den knapp
11,7 Millionen (Mio.) Uber 50-jahrigen deutschen Mannern 3,2 Mio. eine
ProstatavergroR3erung aufwiesen, 1,5 Mio. ein behandlungsbedurftiges BPS (LUTS)
und 2 Mio. unter einer Obstruktion litten [11, 12, 14]. Diese Studien definierten die
Faktoren Prostatavolumen, Restharnvolumen, Symptomauspragung und Alter als

entscheidende Risiken fir eine Progression der Erkrankung [14].

1.4.3 Atiologie

Die Ursache fir die benigne Prostatahyperplasie ist bis heute nicht vollstandig
geklart, jedoch existiert eine Reihe von Hypothesen. Diskutiert werden
Verschiebungen im Androgenstoffwechsel, genetische Faktoren und eine veranderte
Epithel-Stroma-Interaktion [15, 16]. Histologisch kann eine Hyperplasie des Stroma-

und Drisengewebes vorwiegend in der Transitionalzone beobachtet werden [5, 17].

Unumstritten ist jedoch der Einfluss von Androgenen auf die embryonale Entwicklung
der Prostata und deren Wachstumsregulation [3, 15, 16, 18]. Auch bei der
Ausbildung einer BPH spielen die mannlichen Geschlechtshormone eine zentrale
Rolle; so entwickeln prapubertare Kastraten keine BPH [5]. Von gro3er Bedeutung
scheint die biologisch hochaktive Form des Testosterons, das Dihydrotestosteron
(DHT) zu sein [15, 16]. Diese entsteht durch enzymatische Umwandlung des

zirkulierenden Testosterons, katalysiert durch das Enzym 5-alpha-Reduktase (5a-R)
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[5, 15, 16]. Bisher wurden zwei Isoformen dieses Enzyms gefunden: die Typ-1 5a-R
hauptsachlich in Talgdrisen lokalisiert und die Typ-2 5a-R mit starker Aktivitat im
Stromagewebe der Prostata [12]. DHT ist unter anderem fur die Steuerung der
Proteinsynthese verantwortlich, welche eine Grundvoraussetzung fir die

Zellproliferation darstellt [12].

Neben Hormonen scheinen auch verschiedene Wachstumsfaktoren und deren
Interaktion eine Rolle zu spielen. Dabei scheinen die Wachstumsfaktoren epidermal
growth factor (EGF), insulin-like growth factor (IGF), fibroblast growth factor (FGF),

sowie der transforming growth factor beta (TGF-f) von Bedeutung zu sein [15, 16].

Eine genetische Pradisposition scheint bei der Entstehung der BPH ebenfalls einen
Stellenwert zu haben. Sanda et al. verotffentlichten 1994 eine Fall-Kontroll-Studie
zum Risiko sich einer Prostatektomie unterziehen lassen zu missen [19]. Dieses
Risiko war bei erstgradig Verwandten von bereits aufgrund einer BPH
prostatektomierten gegentber der Kontrollgruppe, ohne Verwandte mit BPH, um ein
Vierfaches erhoht [19].

Eine weitere Hypothese befasst sich mit der im Alter veranderten Epithel-Stroma-
Interaktion in der Prostata. Es konnte gezeigt werden, dass die Interaktion dieser
Gewebe auf einer Regulation der Genexpression beruht [20]. Weiterfihrend wurde in
einer Studie von Park et al. der Effekt von 17B-Estradiol (E2) einmal auf gesundes
und einmal auf durch BPH verandertes Stromagewebe der Prostata untersucht [21].
In gesundem Stromagewebe beruhte die Wirkung weitestgehend auf einem G-
Protein-gekoppelten E2 Signalweg [21]. In BPH verdndertem Gewebe hingegen
konnte hauptséchlich ein genetischer Signalweg ausgemacht werden [21]. In dieser
Studie wurde aulRerdem ein Ansprechen von Prostatazellen auf E2 Konzentrationen
festgestellt, die viel niedriger waren als bisher angenommen [21]. Diese Erkenntnis
konnte Ostrogene weiter in den Fokus der Forschung zur Atiologie der benignen

Prostatahyperplasie riicken.
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1.5 LUTS - Symptomatik und Pathophysiologie

1.5.1 Allgemeines und Pathophysiologie

Die klinisch in Erscheinung tretenden Symptome der BPH werden als Symptome des
unteren Harntraktes, sog. lower urinary tract symptoms (LUTS) bezeichnet [22]. Sie
berucksichtigen sowohl die Symptome der Blasenentleerungs- (obstruktive) als auch
der Blasenspeicherphase (irritative) [12, 22]. Die einzelnen Symptome kénnen stark
in ihrer Auspragung variieren und je nach Leidensdruck des Patienten zu einer
erheblichen Beeintrachtigung der Lebensqualitat fuhren [12, 22]. LUTS muss nicht
immer eine VergrolRerung der Prostata zugrunde liegen, auch prostataunabhéngige
Mechanismen konnen diese hervorrufen. So wurden LUTS auch bei Frauen im
Zusammenhang mit einer Uberaktiven Blase (overactive bladder, OAB) beobachtet
[13].

Blasenentleerungsstorungen sind einerseits auf eine Grof3enzunahme der Prostata
(mechanische bzw. statische Komponente), andererseits auf einen erhéhten Tonus
der glatten Muskulatur (a1-Adrenozeptor-vermittelt) in Prostata, Blasenhals und der
Harnréhre (dynamische Komponente) zuriickzufiihren (Abb. 1) [12, 13, 23—-26]. Diese
beiden Komponenten sind Hauptansatzpunkt der medikamentdsen Therapie des
BPS [12, 13, 25-28]. Obstruktive Miktionsstérungen aufdern sich vorrangig in einer
Abschwachung des Harnstrahls, einer prolongierten Miktion, verzdgertem
Miktionsstart und Harntraufeln [11, 22]. Zudem berichten die Patienten Uber das
Gefunhl, die Blase nicht vollstandig entleeren zu kdnnen [11, 22].

Die Ursache von Stdorungen der Blasenspeicherphase stellt sich als weitaus
komplexer dar. Es wird davon ausgegangen, dass hauptsachlich extraprostatische
Faktoren fur die irritative Symptomatik verantwortlich sind [22]. Entscheidend scheint
der Umbau des Musculus detrusor vesicae (sog. Austreiber der Harnblase) aufgrund
einer bestehenden Obstruktion zu sein [13, 22]. Des Weiteren wird diskutiert, dass
eine Aktivierung von a1-Adreno-, Muscarin- und Purinrezeptoren in der Harnblase
eine Rolle spielen. Zu den irritativen Miktionsstorungen zéhlen Drangsymptomatik,

haufiger Harndrang (Pollakisurie) und nachtliches Wasserlassen (Nykturie) [11, 22].
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1.5.2 Stadien der LUTS

Abhéngig von ihrem Schweregrad werden die Symptome des BPS (nach Alken,
1955) in drei klinische Stadien eingeteilt [22, 29]:

Stadium 1 (Reizstadium): Dieses Stadium ist charakterisiert durch eine
Abschwachung des Harnstrahls, verzogerter Beginn der Blasenentleerung,
Nykturie und Pollakisurie [22, 29]. Die Abflussbehinderung wird durch die
Harnblasenmuskulatur kompensiert, weshalb es nicht zur Restharnbildung
kommt [22, 29].

Stadium 2 (Restharnstadium): Die Symptome des ersten Stadiums
verstarken sich, zusatzlich entwickelt sich eine Dranginkontinenz [22, 29].
Eine Kompensation der Abflussstérung durch die Harnblase ist nicht mehr
maoglich, weshalb nach unvolistandiger Blasenentleerung bis zu 100 ml
Restharn in der Blase verbleiben und es zur Hypertrophie des Detrusors
kommt [22, 29]. Die wachsende Restharnmenge sowie das schwindende
Fassungsvolumen der Blase fihren zu haufigem Wasserlassen mit
geringen Urinmengen [22, 29]. Die Bildung von Restharn begunstigt zudem
das Entstehen von Blasensteinen und fuhrt zu rezidivierenden

Harnwegsinfekten [22, 29].

Stadium 3 (Dekompensationsstadium): Im dritten Stadium kommt es
zusatzlich zu den Symptomen der vorangehenden Stadien zu einer
Restharnmenge von Uber 150 ml [22, 29]. Die Folge kann eine sog.
Uberlaufblase (Ischuria paradoxa) mit unkontrolliertem Harnabgang sein
[22, 29]. Eine solche Uberlaufinkontinenz fihrt haufig zu nachtlichem
Einndssen, da ein Lagewechsel im Schlaf, mit kurzfristig erhohtem Druck
auf die Harnblase, diese zur spontanen Entleerung stimulieren kann [22,
29]. Im weiteren Verlauf dilatieren die Ureteren und der Harnstau setzt sich
bis in die Nierenbecken fort (Harnstauungsnieren) [22, 29]. Mit
fortschreitendem Untergang des Nierengewebes kann es zu einem
postrenalen Nierenversagen und zur Uramie kommen [22, 29]. Zeichen

einer progressiven Nierenschadigung sind unter anderem
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Gewichtsabnahme, starker Durst, Benommenheit sowie gastrointestinale
Symptome [22, 29].

1.5.3 Natdrlicher Verlauf / Komplikationen

Bei der BPH kommt es zu einem vermehrten Zellwachstum vor allem in der
Transitionalzone [8, 12]. Dies kann zu einer VergroR3erung der Prostata flihren, einer
sogenannten Fibroadenomyomatose, beziehungsweise einem Prostataadenom [8,
30]. Die periphere Zone wird zunehmend nach auf3en gedrangt, bis sie der
Transitionalzone nur noch wie eine Schale (sog. chirurgische Prostatakapsel) aufliegt
[8, 30]. Ein derartiges Wachstum kann jahrelang vollig symptomlos bleiben, da ein
Auftreten von Beschwerden weniger von der tatsachlichen Grol3e als von der
Lokalisation und der Wachstumsrichtung abhangt.

Das Prostataadenom wird als gutartiger Tumor bezeichnet da es weder invasive,
noch metastasierende Eigenschaften besitzt. Mit zunehmendem Wachstum kann es
jedoch zu einer Einengung der Urethra kommen, wodurch der infravesikale Druck
erhoht wird und eine Harnabflussstérung entsteht (benigne Prostataobstruktion) [8,
11, 12, 24-26]. Ein chronisch erhdhter Auslasswiderstand hat einerseits zur Folge,
dass die Blasenwandmuskulatur starker beansprucht wird und hypertrophiert,
anderseits kann es durch Dekompensation der Harnblase zur Restharnbildung
kommen [31]. Mit zunehmder Hypertrophie der Muskulatur bilden sich
Pseudodivertikel und die verdickten Muskelstrange treten balkenartig hervor (sog.
Trabekelblase). Dies kann soweit fortschreiten, dass es zu einem vdlligen
Funktionsverlust des Detrusors kommt [5]. Das Vorhandensein von Restharn
erleichtert auRerdem Bakterien das Einwandern in die Harnblase, was eine Infektion
(Cystitis) nach sich ziehen kann. Durch den stark eingeschrankten Harnabfluss wird
ein Ausheilen der Cystitis erschwert, die Infektion kann Uber die Ureteren in die
Nieren aufsteigen und dort zu einer Entziindung der Nierenbecken (Pyelonephritis)
fuhren. Als Folge einer Pyelonephritis kdnnen schwerste Komplikationen wie eitrige
Nephritis, Urosepsis, Schrumpfniere, tubulére Funktionsstérungen, Hypertonie und

Niereninsuffizienz auftreten.
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Eine weitere schwerwiegende Komplikation der BPO stellt der akute Harnverhalt dar
[11, 22]. Obwohl eine VergroRerung der Prostata die haufigste Ursache darstellt,
konnen auch neurologische Erkrankungen, Medikamente sowie iatrogene
Manipulationen zu einer derartigen Blasenentleerungsstorung fihren [32]. Prinzipiell
kann eine spontane Harnverhaltung in jedem Stadium der Erkrankung auftreten [32].
Trotz prall gefullter Blase ist es den Patienten nicht moglich Wasser zu lassen, was
ihnen starke Schmerzen im Unterbauch bereitet. Eine Entleerung der Blase wird
notfalltherapeutisch entweder durch einen Katheter oder durch eine suprapubische

Blasenpunktion erreicht [31].

1.5.4 Medikamentose Therapie

Aufgrund der haufig schleichenden Progredienz des BPS sollte bei Patienten mit
einem geringen oder fehlenden Leidensdruck, neben der medikamentésen Therapie
ein kontrolliertes Zuwarten (sog. watchful waiting) in Erwagung gezogen werden [32].
Wichtig sind jedoch regelméaflige Kontrolluntersuchungen [32]. Zusatzlich sollte eine
Veréanderung der Lebensgewohnheiten angestrebt werden, wobei regelmaliges
Blasentraining, Einschréankung des Alkohol- und Kaffeekonsums sowie ein Anpassen
des Trinkverhaltens unterstiitzend wirken kénnen [32]. Eine Umstellung der Therapie
sollte bei zunehmender Symptomatik bzw. wiederholter Restharnbildung erfolgen
[13, 32].

Entsprechend den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fir Urologie (DGU) ist das
primare Ziel der medikamentdsen Therapie des BPS einerseits eine Minderung der
Symptome und Verbesserung der Lebensqualitat, andererseits kann ein langfristiger
Therapieansatz eine Progression des Prostatawachstums und der Symptomatik
hemmen [32]. Liegt eine Klinisch relevante BPO oder eine absolute
Operationsindikation vor, ist ein konservativer Therapieansatz kontraindiziert [32].
Zur Behandlung des BPS werden in Deutschland Phytotherapeutika, al-
Adrenozeptor-Antagonisten  (a-Blocker), 5a-Reduktase-Inhibitoren sowie m-
Cholinrezeptor-Antagonisten (Anticholinergika) eingesetzt (Abb. 2) [12, 13, 27, 28,
32].
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Acetylcholin

}

“' —— Anti‘cholinergika

Noradrenalin

a-Blocker

Kontraktion

Blasenauslassobstruktion Uberaktive Blase

} }

Blasensentleerungstérungen Blasenspeichersymptome

Abbildung 2: Glattmuskulare Kontraktion im unteren Harntrakt als Angriffspunkt der medikamentdsen
Therapie von LUTS

Wichtige Strategien zur Behandlung des BPS/BPO bzw. der Uberaktiven Blase bestehen in der
Hemmung des Noradrenalin- bzw. Acetylcholinsignalweges. Die Tonuszunahme der glatten
Muskulatur in der Prostata und die damit einhergehenden Blasenentleerungsstérungen setzen eine
Stimulation a1-adrenergen Rezeptoren durch Noradrenalin voraus. Der Einsatz von a1-Adrenozeptor-
Antagonisten (a-Blocker) filhrt zu einer Relaxation der glatten Prostatamuskulatur. Die
Blasenspeicherymptome hingegen beruhen auf einer Uberaktiven Blase. Hier fuhrt eine Stimulation
muskarinerger Acetylcholinrezeptoren durch Acetylcholin zu einer Tonuszunahme der glatten
Muskulatur in der Harnblase. Durch Verabreichung von m-Cholinrezeptor-Antagonisten
(Anticholinergika) kann die Kontraktilitdit und das Risiko unwillkirlicher, spontaner Kontraktionen
herabgesetzt werden.
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Phytotherapeutika

Der Einsatz von Phytotherapeutika zur Behandlung des BPS ist ein interessanter
Therapieansatz, jedoch ist deren Wirkweise bisher noch unzureichend erforscht [32].
Zum Einsatz kommen hauptsachlich Extrakte aus Sagezahnpalmenfriichten,
Brennnesselwurzeln, Kirbissamen und Roggenpollen [13, 32]. In-vitro Studien
konnten zeigen, dass diese pflanzlichen Praparate eine antiinflammatorische,
antiandrogene und dstrogene Wirkung besitzen, sowie zu einer Hemmung von a1-
Adrenozeptoren, 5a-Reduktase, Muscarinrezeptoren und Vanilloidrezeptoren fuihren
[12]. Trotz geringer Nebenwirkungen bedarf es weiterer Studien, vor allem um die
Langzeitwirksamkeit und den Effekt auf BPS-Komplikationen zu belegen. Seit 2004
werden die Kosten fiur Phytopharmaka nicht mehr von den gesetzlichen

Krankenkassen erstattet [13].

a71-Adrenozeptor-Antagonisten

Fur die Symptome des BPS wird neben der VergréRerung der Prostata ein erhdhter
Tonus der glatten Muskulatur in Prostata und Blasenhals verantwortlich gemacht
(Abb. 1, Abb. 2) [12, 24-26, 33]. Die Kontraktion dieser Muskelzellen setzt eine
Stimulation von a1-adrenergen Rezeptoren voraus [12, 24-26, 33]. Die ail-
Adrenozeptor-Antagonisten hemmen diese Rezeptoren kompetitiv, wodurch eine
Relaxation der glatten Muskulatur erreicht wird (Abb. 2) [26, 33-35]. Durch den
verminderten Muskeltonus kommt es zur Reduktion des Blasenauslasswiderstandes
[26, 33-35]. Eine zusatzliche hemmende Wirkung scheinen a-Blocker auf a1-
Adrenozeptoren des Ruckenmarks und des Detrusors zu haben [12]. In Deutschland
werden die Wirkstoffe Alfuzosin, Doxazosin, Terasozin und Tamsulosin zur Therapie
der LUTS eingesetzt [13, 32, 36]. Randomisierte, placebokontrollierte Studien
konnten eine deutliche Symptomlinderung, mit maximaler Wirkung bereits nach
wenigen Tagen belegen [12, 32]. Mdgliche unerwiinschte Arzneimittelwirkungen der
a-Blocker sind Kopfschmerzen, Schwindel, Abgeschlagenheit, Hypotension,
Nasenschleimhautschwellung, grippale Symptome, Diarrhoe und eine abnormale
Ejakulation [12, 13, 32].
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5a-Reduktase-Inhibitoren

Unter einer Therapie mit 5a-Reduktase-Inhibitoren, wie Dutasterid und Finasterid,
kommt es zu einer Abnahme des Prostatavolumens [12, 27, 28, 32, 36]. Dieser
Effekt wird Gber eine Hemmung der 5a-Reduktase erreicht, welche die Umwandlung
von Testosteron in das weitaus potentere Androgen Dihydrotestosteron (DHT)
katalysiert (Abb. 3) [12, 27, 28, 32, 36]. Bleibt eine Stimulation des Prostatagewebes
durch Androgene aus, kommt es zum kontrollierten Zelltod (Apoptose) und zur
GroRRenreduktion [12]. Fur die Effektivitat der 5a-Reduktasehemmer ist die GréRe der
Prostata bei Therapiebeginn entscheidend [12, 27, 28, 32, 36]. Oelke et al. konnten
zeigen, dass die Behandlung bei Patienten mit einer Ausgangsgrof3e von tber 30 ml
besonders gute Ergebnisse erbrachte [12, 36]. Nach einer 6-monatigen Behandlung
mit Finasterid oder Dutasterid kann von einer Abnahme des Prostatavolumens um
durchschnittlich 25 % ausgegangen werden [12, 27, 28, 32, 36]. Wird die Therapie
fortgesetzt, kommt es zu einer weiteren Volumenreduktion [12, 27, 28, 32, 36]. Durch
den Einsatz von 5a-Reduktase-Inhibitoren werden LUTS und deren Progression, die
Haufigkeit von Harnverhalten und die Wahrscheinlichkeit einer operativen Therapie
deutlich reduziert [13]. Nebenwirkungen sind relativ selten, kénnen sich aber in Form
von Libidoverlust, Abnahme des Ejakulatvolumens, erektile Dysfunktion sowie
Gynakomastie &ufRern [12, 27, 28, 32, 36]. Bei der Therapie mit 5a-Reduktase-
Inhibitoren kommt es zum Abfall des Serum-PSA-Wertes um die Hélfte. Fur die
Prostatakarzinomdiagnostik kann dieser Wert jedoch, mit dem Faktor 2 multipliziert,
weiterhin verwendet werden [12, 13, 27, 28, 32, 36].
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Prostatawachstum

Abbildung 3: 5a-Reduktase-Inhibitoren

5a-Reduktase-Inhibitoren sind eine wichtige Arzneimittelgruppe bei der medikamentésen Behandlung
des BPS. Durch ihren Einsatz wird die Umwandlung des Androgens Testosteron in das weitaus
potentere Dihydrotestosteron, katalysiert durch das Enzym 5a-Reduktase, gehemmt. Das DHT fuhrt
zum Wachstum von Prostatagewebe, und so zu einer Zunahme des Prostatavolumens bzw. zu
Blasenentleerungsstérungen. Bleibt eine Stimulation durch Androgene aus, kommt es zur Apoptose
und zur GroRenreduktion.
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m-Cholinrezeptor-Antagonisten

Ein weiterer Angriffspunkt der medikamentésen BPS Therapie sind die
muskarinergen Acetylcholinrezeptoren der Harnblasenmuskulatur [25, 37-39]. Das
parasympathische Nervensystem innerviert die glatte Muskulatur der Harnblase und
fuhrt, durch eine Freisetzung von Acetylcholin, zu einer Kontraktion des Detrusors
(Abb. 2) [25, 37-39]. Durch die Hemmung der m-Cholinrezeptoren wird die
Kontraktilitat und damit das Risiko einer unwillkiirlichen Kontraktion herabgesetzt
(Abb. 2) [25, 37—39]. Studien belegten dadurch eine Abnahme der Miktionsfrequenz
sowie eine Besserung von Dranginkontinenz und Nykturie [25, 37-39]. Zur
Behandlung von Blasenspeichersymptomen sind in Deutschland Fesoterodin,
Darifenacin, Oxybutynin, Solifenacin, Propiverin, Trospiumchlorid und Tolterodin
zugelassen [25, 37-39]. Zu den Nebenwirkungen der anticholinergen Therapie
gehdren Rachen- und Mundtrockenheit, Nasopharyngitissymptome, Obstipation,
Akkomodationsstérungen  und  Schwindel [12]. Zur Behandlung von
Entleerungsstorungen bzw. der BPO galten Anticholinergika wegen eines madglichen
Risikos eines Harnverhalts als kontraindiziert [12, 13, 32]. Neue Studien konnten dies
jedoch nicht bestéatigen und legten einen mdglichen Nutzen von Anticholinergika bei
BPS-Patienten nahe [12, 13, 32].

Kombinationstherapie

Aufgrund unterschiedlicher Angriffspunkte und pharmakokinetischer Eigenschaften
der einzelnen Substanzgruppen kommen auch Kombinationstherapien zur
Behandlung des BPS zum Einsatz [12, 13, 27, 28, 32, 36]. In einer Studie zur
Kombination von a1-Adrenozeptor-Antagonisten mit 5a-Reduktase-Inhibitoren kam
es im Vergleich zu einer Monotherapie des jeweiligen Préaparates zu einer
signifikanten Reduktion des Risikos der langfristigen Gesamtprogression
(Symptomprogression und Komplikationen) [40]. Andere Studien zeigten jedoch,
dass in Bezug auf die Symptomreduktion eine Kombinationstherapie gegenuber
einer Monotherapie mit a-Blockern keinen Vorteil bietet [13]. Weiterhin wurden
Untersuchungen zur Kombination eines a1-Adrenozeptor-Antagonisten mit einem m-
Cholinrezeptor-Antagonisten durchgefuahrt [12, 13, 27, 28, 32, 36]. Diese konnten
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eine klare Uberlegenheit der Kombinationstherapie gegentiber der Monotherapie mit
einem a-Blocker fur die Behandlung von Pollakisurie, Harninkontinenz und
Harndrang zeigen [13]. Auch wenn eine Kombinationstherapie, vor allem bei
Patienten mit hohem Progressionsrisiko, sinnvoll erscheint, ist eine Risiko-Nutzen-
Abwagung erforderlich. Grund hierfur sind einerseits hohere Kosten, andererseits
addieren sich unerwinschte Arzneimittelwirkungen in gleichem Mal3e wie die

erwinschten [13].

1.5.5 Instrumentelle Therapie

Zur operativen Behandlung des BPS kommen hauptséchlich die transurethrale
Resektion der Prostata (TURP), die transurethrale Inzision der Prostata (TUIP), die
offene Adenom-Enukleation sowie diverse lasergestitzte Verfahren zur Anwendung
[11, 13, 32, 41-43]. Bei dem Vorliegen einer der folgenden Komplikationen des
benignen Prostatasyndroms ist ein operatives Vorgehen in jedem Fall indiziert
(absolute Operationsindikationen): rezidivierender Harnverhalt, rezidivierende
Harnwegsinfektionen,  konservativ  nicht  beherrschbare = Makrohamaturien,
Harnblasenkonkremente, Dilatation des oberen Harntraktes, eingeschrankte
Nierenfunktion oder eine BPO-bedingte Niereninsuffizienz [11, 32]. Eine ausgepragte
BPO gilt als relative Operationsindikation [11, 13, 32].

Transurethrale Resektion der Prostata (TURP)

Die transurethrale Resektion der Prostata ist die am haufigsten eingesetzte Methode
und Goldstandard der instrumentellen Therapie bei BPS [32, 42]. Bei der klassischen
TURP wird mit einer durch die Harnrohre eingefiihrten Drahtschlinge das
hyperplastische Prostatagewebe, unter Verwendung von monopolarem Strom,
schrittweise entfernt [5]. Komplikationen eines derartigen Eingriffs kénnen einerseits
peri- und postoperative Blutungen sein, andererseits kommt es selten auch zu einem
sog. TUR-Syndrom (Einschwemmung von elektrolytfreier Spullésung) [32, 42].
Weitere, vorrangig fur den Patienten wichtige Risiken sind eine Inkontinenzrate von
3-10 % und eine Wahrscheinlichkeit der retrograden Ejakulation von 65 % [32, 42].

Auf der anderen Seite fuhrt dieses Verfahren zu einer langfristigen Reduktion der
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Miktionsstorungen und hat den Vorteil eines unmittelbar einsetzenden
Therapieerfolges [32, 42]. Bei Reoperationsraten von 14 % bis 16 % nach acht
Jahren kénnen eine relative Abnahme der Symptome um durchschnittlich 72 %, eine
Reduktion der Restharnmenge um 70 %, sowie deutliche Verbesserungen der

Harnflu3raten und der Lebensqualitat erreicht werden [44].

Transurethrale Inzision der Prostata (TUIP)

Eine transurthrale Inzision der Prostata wird bei sexuell aktiven Mannern mit einem
Prostatvolumen unter 30 ml eingesetzt [32, 41, 44]. Das Vorgehen bei der TUIP
entspricht weitgehend dem der TURP, mit dem Unterschied, dass kein Gewebe
entfernt, sondern die Prostata und der Blasenhals lediglich eingeschnitten werden
[45]. Der Vorteil der TUIP im Vergleich zur TURP sind die deutlich geringeren
Nebenwirkungen wie Transfusionsrate (0,4 %) und retrograde Ejakulation (18,2 %)
[32, 41]. Bei korrekter Indikationsstellung ist die Wirksamkeit der TUIP vergleichbar
mit der TURP, einzig die Reinterventionsrate fallt zugunsten der TURP aus [44].

Adenom-Enukleation

Die alteste operative Therapie des BPS ist die offene Adenom-Enukleation. Das
vergroRerte Gewebe wird bei dieser Methode (ber einen transvesikalen oder
retropubischen Zugang herausgeschalt [5]. Die Indikation wird ab einem
Prostatavolumen von 70 ml oder bei Begleiterkrankungen wie Blasendivertikel,
Blasensteinen oder Leistenhernien gestellt [32, 43]. Studien belegten eine geringe

Mortalitat, Morbiditat und gute Langzeitergebnisse [32, 43, 44].

1.6 Physiologie der glatten Prostatamuskulatur

Durch die beachtliche klinische Relevanz der BPH als Volkskrankheit mit weitgehend
unbekannter Atiologie, sowie der weiten Verbreitung der Therapie mit a-Blockern
besteht ein grol3es Interesse an der Physiologie, bzw. den Mechanismen der glatten
Muskulatur in der Prostata und einer moglichen pharmakologischen Beeinflussung
[25, 33, 37, 46-48].
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Der Tonus in der Prostata, und damit die dynamische Komponente in der Entstehung
von LUTS, wird durch die Kontraktion der glatten Muskulatur reguliert [25, 33, 37,
46-48]. Wie bereits im vorigen Kapitel beschrieben, fuhrt ein erhdhter Tonus der
glatten Prostatamuskulatur zu einem erhdhten Auslasswiderstand, was wiederum
Miktionsstorungen hervorrufen kann (Abb. 1, Abb. 2) [12, 25, 33-35, 37]. Diese

Kontraktion setzt eine Stimulation von a1-Adrenozeptoren in der Prostata voraus.

1.6.1 Tonus der glatten Prostatamuskulatur

Die Innervation der glatten Muskulatur in der Prostata erfolgt Uber das vegetative
Nervensystem [12, 33, 47]. Kommt es zu einer Aktivierung sympathischer
Nervenfasern, wird der Neurotransmitter Noradrenalin aus den Varikositaten der
postganglionaren Neuronen freigesetzt. Das Noradrenalin bindet nun an die a1l-
Adrenozeptoren, diese werden dadurch aktiviert und fuhren zur Kontraktion der
glatten Muskelzellen [12, 33, 46, 47]. Eine derartige a1-Adrenozeptor-vermittelte
Kontraktion konnte in diversen in-vitro Studien belegt werden. Schon 1985
untersuchten Hedlund et al. den Effekt von Noradrenalin und Phenylephrin (a1-
Adrenozeptor-Agonist) auf die Muskulatur der Prostata [49]. Beide Stoffe fuhrten zu
einer konzentrationsabhéngigen Kontraktion [49]. Die Relaxation der prostatischen
Muskulatur dagegen beruht auf der Wirkung von Stickstoffmonoxid (NO) [50, 51]. NO
aktiviert die l6sliche Guanylylzyklase, wodurch die Konzentration von cyclischem
Guanosinmonophosphat (cGMP) im Gewebe steigt [50, 51]. Das cGMP reguliert

wiederum die Aktivitat der kontraktilen Proteine in der Prostatamuskulatur [50, 51].

Eine Kontraktion glatter Muskelzellen setzt die Phosphorylierung der leichten Ketten
der Myosinkdpfe (myosin light chains, MLC) durch eine Calcium-Calmodulin-
abhangige Myosin-leichte-Ketten-Kinase (myosin light chain kinase, MLCK) voraus
[46, 52-55]. Die phosphorylierten MLC binden nun Aktin und aktivieren die ATPase,
wodurch es uber den Querbriickenmechanismus zur Kontraktion kommt [52-54].
Neben der Aktivierung der MLCK kommt es zur simultanen Inhibition der Myosin-
leichte-Ketten-Phosphatase (myosin light chain phosphatase, MLCP) [46, 52-55].
Diese Mechanismen der Kontraktion konnen in allen Organen mit glatter Muskulatur

beobachtet werden [46, 52-55]. Die Relaxation der glatten Muskulatur hingegen wird
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durch eine verminderte Phosphorylierung der MLC erreicht [46, 52-55]. Hierbei sind
eine Aktivierung der MLCP und eine Hemmung der MLCK Voraussetzung [46, 52—
55]. Durch das Ausbleiben der Phosphorylierung der MLC kdnnen diese nicht mehr

an Aktin binden, was zu einer Erschlaffung der glatten Muskulatur fuhrt [52-54].

1.6.2 a1-Adrenozeptoren in der Prostata

Es existieren 3 verschiedene Subtypen des al-Adrenozeptors, die als alA-, alB-,
und alD-Adrenozeptor bezeichnet werden [26, 34, 35, 47, 48]. Prinzipiell wurden
zwar alle drei in der Prostata nachgewiesen, jedoch scheint alA der mit Abstand
vorherrschende Subtyp in der humanen Prostata zu sein [26, 34, 35, 47, 48].
Weiterhin wird auch angenommen, dass die adrenerge Kontraktion der glatten
Prostatamuskulatur des Menschen in allererster Linie durch diesen Subtyp vermittelt
wird [26, 34, 35, 47, 48]. Tatsachlich wurde berichtet, dass das Verhéaltnis der mRNA
von alA: alB: alD in der humanen Prostata etwa 70:0:30 betragt, so dass der alA-
Subtyp etwa 70% der gesamten prostatischen al-Adrenozeptorpopulation
ausmachen konnte [26, 34, 35, 47, 48]. In den bisherigen immunohistochemischen
Untersuchungen zur Proteinexpression konnten alle drei Subtypen detektiert werden
[56]. Interessanterweise war die Immunoreaktivitat fur alD-Adrenozeptoren dabei
weitestgehend auf intraprostatische  BlutgefdRe  beschrankt [56]. Die
Immunoreaktivitdt fir den alB-Subtyp trat in erster Linie im Epithel auf, in den
Stromazellen allerdings nur sehr schwach [56]. Die Immunoreaktivitat flir alA-
Adrenozeptoren wurde dagegen ausschlieB3lich und sehr deutlich im Stroma der

humanen Prostata beobachtet [57].

Diese Daten zur mRNA- und Proteinexpression der verschiedenen al-Adrenozeptor-
Subtypen in der humanen Prostata wurden durch Studien zur Bindung von radioaktiv
markierten, subtypspezifischen Liganden erganzt und unterstutzt [47]. Auch
myographische Untersuchungen im Organbad, in denen der Effekt wvon
subtypselektiven Antagonisten auf die al-adrenerge Kontraktion getestet wurde,
wiesen auf die vorherrschende Expression des alA-Adrenozeptors in der Prostata
hin, und unterstrichen damit deren entscheidende Rolle fiir die adrenerge Kontraktion

[47]. Diese Bedeutung des alA-Adrenozeptors in der humanen Prostata ist
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mittlerweile allgemein akzeptiert [26, 34, 35, 47, 48]. Gleichzeitig wurde jedoch
mehrfach darauf hingewiesen, dass die Verhdltnisse in anderen Spezies,
beispielsweise in den weitverbreiteten Nagetiermodellen, anders liegen kdnnten [47].
Auch im kardiovaskularen System des Menschen, in welchem al-Adrenozeptoren
von grol3er Bedeutung sind, kdnnen die Verhéaltnisse in Bezug auf die Bedeutung der
verschiedenen Subtypen stark von denen der Prostata abweichen [34, 35, 47]. In der
Prostata hangen die Anteile der drei Subtypen unter anderem vom Gefal3bett oder
auch vom Alter ab [34, 35, 47].

1.6.3 Mechanismen der a1-adrenergen Kontraktion

Die Stimulation von a1-Adrenozeptoren fuhrt Uber eine Aktivierung von
intrazellularen Signalkaskaden zur Kontraktion der glatten Prostatamuskulatur
(Abb. 4) [26, 33-35, 46—-48, 58—61]. Die Aktivierung dieser Signalwege resultiert zum
einen in einer Aktivierung der MLC-Kinase, zum anderen in einer Deaktivierung der
MLC-Phosphatase (Abb. 4) [46, 52-54]. Beides fuhrt jedoch gleichermaf3en zu einer
Akkumulation phosphorylierter MLCs, was wiederum eine Grundvoraussetzung der
Kontraktion darstellt [46, 52-54]. Die im Folgenden naher beschriebenen
Mechanismen der a1-adrenergen Prostatakontraktion sind im Ubrigen von gleicher
Bedeutung fir die glattmuskulare Kontraktion in anderen Organen des unteren
Harntraktes, bzw. fir die rezeptorvermittelte Kontraktion in Organen auf3erhalb des
unteren Harntraktes (z. B. glatte GefalBmuskulatur, glatte Muskulatur der Luftwege
und des Gastrointestinaltraktes) [46, 52-55, 62, 63].
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der noradrenalinvermittelten Kontraktion in der glatten

Muskulatur der Prostata

Durch Bindung des Neurotransmitters Noradrenalin an den a1-Adrenozeptor kommt es zur Aktivierung
der rezeptorgekoppelten, heterotrimeren G-Proteine, wodurch diese vom Rezeptor dissoziieren. Die a-
Untereinheit dissoziiert dariber hinaus von den B/y-Untereinheiten und aktiviert zwei verschiedene
Effektoren, die Phospholipase C, sowie die GTPase RhoA. Die Phospholipase C hydrolysiert PIP,
wobei die sekundaren Botenstoffe IP; und DAG entstehen. 1P; fuihrt zur Offnung von Calciumkanalen
des sarkoplasmatischen Retikulums, wodurch die Ca** Konzentration im Zytosol steigt und eine
Depolarisation der Zelle erfolgt. Dies 6ffnet spannungsabhangige Ca**-Kanale der Zellmembran und
es kommt zu einem massiven Einstrom von Ca’®* in die Zelle. Das, durch die Bindung von ca*
aktivierte Calmodulin aktiviert wiederum die MLC-Kinase, was in einer MLC-Phosphorylierung
resultiert und so letztendlich zur Kontraktion fuhrt. Parallel zur Aktivierung der MLC-Kinase kommt es
zu einer Deaktivierung der MLC-Phosphatase, welche durch Dephosphorylierung der MLC einer
Kontraktion entgegenwirken wirde. Diese Deaktivierung erfolgt tber zwei Wege. Erstens aktiviert das
bei der Hydrolyse entstandene DAG die Proteinkinase C, welche einerseits indirekt Uber eine
Aktivierung des Regulatorproteins CPI17, andererseits direkt die MLC-Phosphatase hemmt. Zweitens
wird die oben beschriebene GTPase RhoA unmittelbar von der a-Untereinheit des G-Proteins aktiviert.
Diese aktiviert wiederum die Rho-Kinase, wodurch ebenfalls die MLC-Phosphatase direkt gehemmt,

sowie CPI17 aktiviert wird.
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Zunachst l6st die Stimulation des a1-Adrenozeptors eine Aktivierung der
rezeptorgekoppelten G-Proteine aus (Abb. 4) [46, 52-55]. Glattmuskulare a1-
Adrenozeptoren koppeln prinzipiell an heterotrimere G-Proteine mit Gag-, und unter
Umstanden auch Gal2/13-Untereinheiten [46, 52-55]. Durch die
Konformationsanderung des Rezeptors bei dessen Aktivierung kommt es zu einer
Dissoziation der G-Proteine vom Rezeptor, sowie der Ga-Untereinheiten von den
zugehorigen B/y-Untereinheiten [46, 52-55]. Die aktivierten Ga-Untereinheiten
aktivieren daraufhin (wahrscheinlich direkt) zwei verschiedene Effektoren, die
Phospholipase C (PLC) sowie die monomere GTPase RhoA (Abb. 4) [46, 52-55].

Die Aktivierung der Phospholipase C resultiert in der Hydrolyse von Phosphatidyl-
inositol-4,5-diphosphat (PIP;), wobei die sekundaren Botenstoffe (sog. second
messenger) Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerin-3-phosphat (DAG)
entstehen (Abb. 4) [46, 52-55]. IP3; Iost eine Offnung von IPs-regulierten
Calciumkanalen des sarkoplasmatischen Retikulums aus [46, 52-55]. Das
sarkoplasmatische Retikulum dient unter anderem als intrazellularer Calciumspeicher
[46, 52-55]. Die im Ruhezustand der Zelle relativ geringe cytoplasmatische Ca?*-
Konzentration steigt nun an, was eine Depolarisation der Zelle bzw. des
Membranpotentials nach sich zieht [46, 52-55]. Folge dieser Depolarisation ist
wiederum eine Offnung von spannungsgesteuerten Calciumkanalen in der
Zellmembran, was zu einem nun massiven (kapazitativen) Einstrom von
extrazellularen Calciumionen in die Zelle fuhrt (Abb. 4) [46, 52-55]. Die Erhéhung der
cytoplasmatischen Ca?*-Konzentration fiihrt zur Aktivierung von Calmodulin, welches
durch Bindung von Calcium aktiviert wird [46, 52-55]. Calmodulin wiederum aktiviert
die MLC-Kinase, was zur MLC-Phosphorylierung und Kontraktion fuhrt [46, 52-55].
In der Tat lasst sich die Kontraktion von humanem Prostatagewebe durch
Calmodulininhibitoren hemmen [60].

Parallel zu dieser Ca?*-abhangigen Kontraktion durch Aktivierung der MLC-Kinase
kommt es Uber die sog. Ca**-Sensitivierung zur Kontraktion (Abb. 4) [46, 52-55].
Hierbei fihren zwei parallele Mechanismen unabhéngig voneinander zu einer
Deaktivierung der MLC-Phosphatase [46, 52-55]. Bei diesen handelt es sich um den
DAG/Proteinkinase C- bzw. den RhoA/Rho-Kinase-Signalweg [46, 52-55].
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Wie oben bereits beschrieben, kommt es bei der PIP,-Hydrolyse durch die PLC zur
Bildung von DAG [46, 52-55]. DAG aktiviert verschiedene Isoformen der
Proteinkinase C (PKC) (Abb. 4) [46, 52-55]. Die PKC wiederum fuhrt Uber zwei
Mechanismen zu einer Hemmung der MLC-Phosphatase [46, 52-55]. Zum einen
phosphoryliert die PKC direkt die myosinbindende Untereinheit der MLC-
Phosphatase, MYPT1 [46, 52-55]. Aus dieser PKC-vermittelten Phosphorylierung
resultiert eine direkte Hemmung der MLC-Phosphatase [46, 52-55]. Zum anderen
kommt es zu einer PKC-vermittelten MLC-Phosphatasehemmung durch Aktivierung
des Regulatorproteins CPI17 [46, 52-55]. CPI17 wird durch die PKC phosphoryliert,
und hierdurch aktiviert. Folge ist wiederum eine Hemmung der MLC-Phosphatase
[46, 52-55].

Analog zur PLC-Aktivierung kommt es unmittelbar nach der Rezeptorstimulation zu
einer G-Protein-vermittelten Aktivierung von RhoA (Abb. 4) [46, 52-55, 63]. Die
Aktivierung von RhoA erfolgt durch einen Austausch von Guanosindiphosphat (GDP)
mit Guanosintriphosphat (GTP), sowie durch Translokation des Proteins zur
Zellmembran [46, 52-55, 63]. RhoA aktiviert daraufhin die Rho-Kinase [46, 52-55].
Diese wiederum fuhrt tUber die gleichen Mechanismen wie die PKC zu einer
Hemmung der MLC-Phosphatase: zum einen durch eine direkte Phosphorylierung
von MYPT1 durch die Rho-Kinase selbst, zum anderen Uber eine Rho-Kinase-
vermittelte Phosphorylierung/Aktivierung von CPI17 [46, 52-55]. In den vergangenen
Jahren belegten mehrere Studien, in denen die Effekte von Rho-Kinase-Inhibitoren
auf die Prostatakontraktion untersucht wurden, die Bedeutung der Rho-Kinase fir die

Regulation des glattmuskularen Tonus in der Prostata [46, 60, 64, 65].

1.7 Caldesmon

Caldesmon ist ein wichtiger Regulator der glattmuskularen Kontraktion, der in
verschiedenen Organen und verschiedenen Typen glatter Muskulatur beschrieben
wurde [66—68]. Grundlegende Erkenntnisse zur Funktion von Caldesmon stammen
beispielsweise aus der glatten Muskulatur der Gefal3e, des Gastrointestinaltraktes,
sowie der Blase [66—75]. Da bislang jedoch noch keine pharmakologischen
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Caldesmoninhibitoren existieren, wurde bei diesen Untersuchungen haufig auf

transgene Modelle zurtickgegriffen [66—68, 73].

Die Kontraktion der glatten Muskulatur wird durch die Aktivierung von Caldesmon
gefordert [66—68]. Ebenso wie die oben beschriebenen, al-Adrenozeptor-
gekoppelten Signalwege (Calcium, PKC, Rho-Kinase) begiinstigt Caldesmon die
Interaktion zwischen Aktin und Myosin [66—68]. Wé&hrend dies bei den al-
Adrenozeptor-gekoppelten Signalwegen Uber eine Phosphorylierung von Myosin
geschieht, sind im Falle von Caldesmon andere Mechanismen dafir verantwortlich
(Abb. 5) [66—68]. Caldesmon ermdglicht die Myosin-Aktin-Interaktion, indem es zum
einen die Polymerisierung von Aktin (monomeres Aktin - Aktinfilamente) begunstigt,
und zum anderen fur die Anheftung der Aktinfilamente an die Zellmembran sorgt
(Abb. 5) [66—68]. Beides sind, ebenso wie die Phosphorylierung des Myosins,
unabdingbare Voraussetzungen fur die glattmuskulare Kontraktion [66—68]. Im
inaktiven Zustand ist Caldesmon an Aktin gebunden und verhindert so die Interaktion
zwischen Aktin und Myosin [66—68].

Die Aktivierung von Caldesmon erfolgt durch eine Phosphorylierung des Serin 789
(Abb. 5) [66—68]. Uber die speziellen Mechanismen der Aktivierung von Caldesmon,
bzw. Uber caldesmonphosphorylierende Kinasen ist bislang jedoch wenig bekannt.
Zudem konnten sich die Mechanismen zwischen den verschiedenen Zelltypen
unterscheiden. Es wurden verschiedene fur die Phosphorylierung von Caldesmon
verantwortliche Kinasen vorgeschlagen bzw. identifiziert. [76—79] Hierzu z&hlen:
PKC, extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2), p38 mitogen-activated
protein kinase (p38 MAPK) sowie cyclin-dependent kinase 2 (cdc2) [76—79]. In der
isolierten Aorta der Ratte, einem verbreiteten Modell glatter GefaRmuskulatur, fiihrte
die Stimulation mit Noradrenalin parallel zur Kontraktion zu einer Phosphorylierung
von Caldesmon [80]. Dies legte die Vermutung nahe, dass Caldesmon neben den
oben beschriebenen, etablierten Mechanismen (Calcium, PKC, Rho-Kinase) an der

al-adrenergen Kontraktion der glatten GefalBmuskulatur beteiligt sein kdnnte [80].
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Abbildung 5: Die Rolle von Caldesmon in der glattmuskularen Kontraktion

Caldesmon wird eine wichtige Rolle in der Regulation der glattmuskularen Kontraktion zugeschrieben.
AulRer einer noradrenalinvermittelten Phosphorylierung ist tber die Aktivierung von Caldesmon noch
wenig bekannt. Diskutiert wird eine Phosphorylierung durch verschiedene Kinasen, z. B. extracellular
signal-egulated kinase 1/2 (ERK1/2), oder durch die PKC. Im Gegensatz zum Signalweg Uber die
MLC-Phosphorylierung  ermdglicht das aktivierte Caldesmon (Phospho-Caldesmon) eine
Aktinpolymerisierung sowie eine Anheftung der Aktinfilamente an die Zellmembran. Diese Vorgéange
sind ebenso wie die Phosphorylierung der MLC wichtige Voraussetzungen fir die glattmuskulare
Kontraktion.
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Untersuchungen zu Caldesmon in der humanen oder nicht humanen Prostata
wurden bis zum Abschluss der hier prasentierten Arbeit noch nicht publiziert. Der
Wissensstand diesbeziglich war bis zu diesem Zeitpunkt lediglich auf Vorarbeiten
aus dem Labor des Promovenden zurlick zu fuhren. Davor waren Untersuchungen
zu Caldesmon im unteren Harntrakt auf die Blase beschrankt [69—75]. Diese Studien
wurden an Detrusorgewebe von Kaninchen, sowie an isolierten, kultivierten glatten
Muskelzellen der Blase durchgefihrt, teilweise unter Einsatz von transgenen
Techniken [69-75]. In glatten Muskelzellen der Blase beginstigte Caldesmon die
Polymerisation von Aktin, wodurch eine Beteiligung an der Kontraktion bzw. der
Regulation des Zytoskelets gezeigt werden konnte [69-75]. Bei Kaninchen und
Ratten mit Uberaktivitit der Blase durch experimentell erzeugte partielle
Blasenauslassobstruktion ist Caldesmon an den pathophysiologischen
Veranderungen der Detrusormuskulatur beteiligt [69, 70, 72, 75]. Tatsachlich

korrelierte die Kontraktilitat der Detrusorzellen mit der Caldesmonexpresssion [74].

In einer Doktorarbeit und weiteren Vorarbeiten, welche im gleichen Labor wie die hier
prasentierten Untersuchungen durchgefihrt wurden und diesen vorrausgingen,
wurden erstmalig Daten zum Vorkommen von Caldesmon in der humanen Prostata
erhoben [81]. Uber quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion
(QRT-PCR) wurde mRNA des Caldl-Gens, welches Caldesmon kodiert, in
Homogenaten der humanen Prostata nachgewiesen [82]. Weiter wurde Uber
Western-Blot-Analyse die Proteinexpression von Caldesmon untersucht [81].
Demnach scheint L-Caldesmon (low molecular weight Caldesmon) die
vorherrschende Splicevariante in der humanen Prostata zu sein, wahrend H-
Caldesmon (high molecular weight Caldesmon) von untergeordneter Bedeutung zu
sein scheint [81]. Interessanterweise resultierte die Stimulation von isolierten
Prostatageweben mit Noradrenalin oder Phenylephrin in einer Zunahme der
Caldesmonphosphorylierung, was eine al-adrenerge Aktivierung von Caldesmon
reflektiert [81]. Auf der Basis dieser Beobachtungen wurde ein neues Modell des
prostatischen al-Adrenozeptors vorgeschlagen, welches aul3er den oben
beschriebenen, etablierten Signalwegen auch einen caldesmonvermittelten
Mechanismus der adrenergen Prostatakontraktion einschlie3t [81]. Dieses Modell

bedarf jedoch noch weiterer Bestéatigungen.
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Bei auf Peroxidase basierenden, immunohistochemischen Farbungen von
histologischen  Schnitten der humanen Prostata wurde eine deutliche
Caldesmonimmunoreaktivitat im Stroma beobachtet [81]. Der Nachweis, dass es sich
dabei tatsachlich um glatte Muskelzellen, bzw. alA-Adrenozeptor-positive Zellen

handelt, steht bislang jedoch noch aus [81].

1.8 c-Jun N-terminale Kinase

Die c-Jun N-terminale Kinase (JNK) ist eines von drei Mitgliedern der Familie der
mitogenaktivierten Proteinkinasen (mitogen-activated protein kinase, MAPK) [83—85].
Weitere Mitglieder dieser Kinasefamilie sind die ERKs mit ihren verschiedenen
Isoformen (insbesondere ERK1/2), sowie die p38 MAPK [83—85]. Die verschiedenen
MAPK sind prinzipiell an Vorgangen beteiligt, welche zentrale Funktionen wie z.B.
Zellzyklus, Apoptose, Wachstum, Differenzierung und Inflammation regulieren [83—
85]. Alle drei MAPK werden durch Phosphorylierung an jeweils zwei Stellen aktiviert
[83-85].

JNK wurde erstmalig Anfang der neunziger Jahre beschrieben, und ist heute aus
einer Vielzahl von Organen, Geweben, bzw. Zelltypen bekannt [83-86]. Die
Funktionen der JNK unterscheiden sich zumindest teilweise zwischen den
verschiedenen Organen und Zelltypen [83—-86]. Insgesamt existieren drei
verschiedene Isoformen der JNK (JNK1-3) [83-86]. Mit Hilfe von Knockoutmausen
konnten zentrale Prozesse und wichtige pathophysiologische Zusammenhéange
identifiziert werden, bei denen JNK-Isoformen von offenbar unabdingbarer
Bedeutung sind [84, 86]. Arbeiten an JNK1- und JNK2-Knockout-Mausen zeigten die
zentrale Rolle dieser JNKs im Immunsystem, bei Diabetes mellitus und Arthritis [83—
85]. INK1/INK2-Doppel-Knockouts sind nicht Uberlebensfahig und sterben im
Embryonalstadium [84]. JNK3 scheint insbesondere an der Apoptose von Neuronen
beteiligt zu sein [87]. Dementsprechend wurde JNK3 als mdglicher Angriffspunkt fur
die Therapie neurodegenerativer Erkrankungen vorgeschlagen [87]. Dieser
proapoptotischen Rolle stehen Beobachtungen in der Leber gegenuber, die eine
Rolle der JNK1 bei der Hepatozytenproliferation bzw. der Leberregeneration

vorschlugen [86]. Gegenstand zahlreicher weiterer Untersuchungen war die
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Bedeutung von JNK (wie auch der anderen MAPK) in onkologischen

Zusammenhangen [85, 86].

JNKs wurden auch in verschiedenen Typen glatter Muskelzellen untersucht. Im
glatten GefalBmuskel und in der glatten Muskulatur der Luftwege ist JNK an der
Proliferation beteiligt [88, 89]. Weiterhin wurde die Rolle einer INK-Aktivierung an der
neointimalen Hyperplasie von GeféalRen, sowie der Hyperplasie der glatten
Muskulatur der Atemwege vorgeschlagen [88—90]. In der Blase fuihrt mechanischer

Stress zu einer JNK-vermittelten Hypertrophie [91].

1.9 Caldesmon und JNK in der glatten Prostatamuskulatur

Im Labor des Promovenden erfolgten vor kurzem erste Untersuchungen zum
Vorkommen und zur Regulation von Caldesmon und JNK in der glatten Muskulatur
der humanen Prostata [81, 82]. Uber peroxidasebasierende immunohistochemische
Farbungen konnten sowohl die Expression von Caldesmon, als auch von JNK im
nicht malignen Stroma der humanen Prostata nachgewiesen werden [81, 82].
Interessanterweise fuhrte die Stimulation von intakten Prostatageweben in-vitro mit
Noradrenalin bzw. dem al-Adrenozeptor-Agonisten Phenylephrin zu einer
Phosphorylierung von Caldesmon und der JNK [81, 82]. Dies reflektiert eine
Aktivierung dieser Proteine durch prostatische al-Adrenozeptoren [81, 82].
Schlief3lich wurden im Organbad myographische Messungen durchgefihrt, in denen
der JNK-Inhibitor SP600125 (1,9-Pyrazoloanthron) die adrenerge Kontraktion der

humanen Prostata hemmte [92].

Insgesamt wiesen diese Untersuchungen auf eine Rolle von Caldesmon und JNK in
der al-adrenergen Kontraktion der humanen Prostatamuskulatur hin [81, 82, 92].
Offensichtlich handelt es sich bei Caldesmon und JNK um intrazellulare Effektoren
des prostatischen al-Adrenozeptors, welche an der Kontraktion beteiligt sind [81, 82,
92]. Bislang wurde davon ausgegangen, dass diese Kontraktion durch eine
intrazellulare Aktivierung der Ca*-abhangigen bzw. der PKC- und Rho-Kinase-
vermittelten Signalwege bedingt ist [33, 46]. Auf Grund der enormen Bedeutung der

al-Adrenozeptoren fur die Therapie von Symptomen des unteren Harntraktes
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kénnten Caldesmon und JNK als neue Mediatoren der Prostatakontraktion grol3es
Interesse auf sich ziehen. Trotz der oben dargestellten Vorarbeiten sind derzeit noch
viele Fragen zum Vorkommen und zur Funktion von Caldesmon und JNK in der

glatten Muskulatur der Prostata offen.
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2 Ziele

Verschiedene Anhaltspunkte aus Vorarbeiten im Labor des Promovenden legten
eine Rolle von Caldesmon und der JNK fir die al-adrenerge Kontraktion der glatten
Muskulatur in der humanen Prostata nahe. Um dies bestatigen zu kénnen, waren
jedoch weitere Untersuchungen erforderlich, welche hier durchgefiuhrt wurden. Im
Einzelnen sollten die folgenden Fragestellungen beantwortet werden:

1. Handelt es sich bei den Caldesmon- und JNK-exprimierenden Stromazellen der

humanen Prostata um glatte Muskelzellen?

2. Kolokalisieren Caldesmon bzw. JNK mit al-Adrenozeptoren in den gleichen Zellen

der humanen Prostata?

3. Kolokalisieren Caldesmon und JNK in den gleichen Zellen der humanen Prostata?

4. Lasst sich die Hemmung der adrenergen Prostatakontraktion durch SP600125 mit

einem anderen, strukturell nicht verwandten JNK-Inhibitor reproduzieren?
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3 Materialien und Methoden

3.1 Prostatagewebe

Die in den unten beschriebenen Experimenten verwendeten humanen
Prostatagewebeproben stammten allesamt von Patienten, welche sich aufgrund von
Tumorleiden einer radikalen Prostatektomie unterziehen lieRen. Gewebe aus TURP-
Operationen wurde nicht fur die Versuche verwendet. Das Prostatagewebe wurde
ausschlief3lich bei Operationen der Urologischen Klinik des Universitatsklinikums der
Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen gewonnen. Unmittelbar nach
intraoperativer Entnahme wurden die Prostatae in eine vitalitdtserhaltende Lésung
(Custodiol-L6sung®) eingebettet und sofort in das Pathologische Institut gebracht.
Dort wurden aus der periurethralen Zone der Praparate Gewebeproben entnommen,
diese erneut in Custodiol-Losung gelegt und unverziglich in das benachbarte
Forschungslaboratorium gebracht. Zur Sicherung der Vitalitat des Gewebes wurde
ein Zeitfenster von 60 min zwischen intraoperativer Entnahme und Eintreffen im

Labor nicht tiberschritten.

Prostatatumore manifestieren sich tberwiegend (70-90 %) in der peripheren Zone
bei radikal prostatektomiertem Prostatagewebe [6, 7]. Die hier verwendeten
Gewebeproben wurden jedoch aus der periurethralen Zone entnommen. Dieser
Sachverhalt macht eine Kontaminierung der Proben mit malignem Gewebe
unwahrscheinlich. Des Weiteren wurden die Proben vorab histologisch untersucht,
wobei keine Zeichen von Malignitat, Inflammation oder ausgedehnter Neoplasie zu

erkennen waren.

Je nach weiterem Verwendungszweck wurden die Prostatagewebeproben
unterschiedlich behandelt. Zur myographischen Messung im Organbad wurden aus
den Proben unmittelbar 6 x 3 x 3 mm grol3e Gewebestlicke prapariert und direkt fir
das Experiment herangezogen. Wurde das Gewebe fur die Fluoreszenzfarbung
verwendet, wurden kubische Gewebestiicke von ca. 0,5x0,5% 0,5 mm Grolie

unverziglich mit Tissue-Tek® OCT™ Compound (Sakura Finetek Europe, NL) in ein
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Eppendorfgefal eingebettet und mit flissigem Stickstoff schockgefroren. Sie wurden

anschlieend bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C aufbewabhrt.

Die Gewebeproben waren zu keinem Zeitpunkt einem Patienten zugeordnet, womit
alle Experimente vollig anonym durchgefihrt wurden. Es wurden Keinerlei
patientenbezogene Daten gespeichert, aufgezeichnet oder weitergegeben. Die
Durchfihrung der Versuche wunter diesen Umstanden wurde durch die

Ethikkommission der Ludwig-Maximilian-Universitat Minchen genehmigt.

3.2 Immunofluoreszenzfarbungen

3.2.1 Grundlagen und Strategie

Die Immunofluoreszenz ist eine Methode zur Darstellung von antigenexprimierenden
Strukturen, welche mit spezifischen Antikorpern markiert werden. Diese Methode
dient vornehmlich der Beantwortung von Fragestellungen bezuglich Vorhandensein
und Lokalisation eines bestimmten Proteins in einer Zelle oder einem untersuchten
Gewebe. Die markierten Strukturen werden zusatzlich mit einem fluoreszierenden
Farbstoff (Fluorochrom) angefarbt, um eine Detektion mit Hilfe des
Fluoreszenzmikroskopes zu ermoglichen. Es werden zwei Vorgehensweisen
unterschieden: eine direkte und eine indirekte Immunofluoreszenzfarbung. Bei der
direkten Immunofluoreszenz werden primére Antikérper verwendet, die bereits mit
einem Fluorochrom konjugiert sind. Die indirekte Methode der Immunofluoreszenz,
welche in der vorliegenden Arbeit angewendet wurde, wird in zwei Schritten
durchgefuhrt. Zuerst wird ein Antikorper (primérer Antikérper) appliziert, welcher mit
hoher Affinitdt spezifisch die antigenexprimierende Struktur bindet. AnschlieRend
wird ein zweiter Antikérper (sekundarer Antikorper) bendétigt, welcher wiederum
spezifisch an den primaren Antikorper bindet. Der fir die Detektion notwendige
Fluoreszenzfarbstoff (oder die Peroxidase) ist bei dieser Methode an den
sekundaren Antikorper konjugiert. Fluorochrome besitzen die Eigenschaft durch Licht
einer bestimmten Wellenlange angeregt zu werden und aufgrund von
Relaxationsvorgangen innerhalb des Molekils Licht einer anderen definierten

Wellenlange zu emittieren. Mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskopes kdnnen
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Anregungs- und Emissionslicht durch spezielle Filter getrennt werden, mit einem
Strahlungsdetektor aufgezeichnet und mit entsprechender Software auf einem
Bildschirm sichtbar gemacht werden. Des Weiteren kann eine Doppel-
Fluoreszenzfarbung angewendet werden, wobei zwei zu interessierende Strukturen
im selben Préparat (Gewebeschnitt) markiert und auf gemeinsames Vorkommen
(Kolokalisation) untersucht werden. Entscheidend hierbei ist, dass die priméren
Antikorper aus unterschiedlichen Spezies (z. B. Kaninchen und Maus) stammen, da

es ansonsten zu einem unspezifischen Ergebnis kommt.

Die hier présentierten Experimente dienten der Untersuchung von humanem
Prostatagewebe auf Kolokalisation von potentiellen, die Kontraktion beeinflussende
Faktoren (Caldesmon, JNK) mit alA-Adrenozeptoren (a1-AR), bzw. mit alpha-
smooth muscle actin (aSMA), einem Marker fur glatte Muskelzellen. Als sekundare
Antikorper wurden fluochromkonjugierte  Antikorper verwendet. Bei diesen
Fluochromen handelte es sich um Indocarbocyanin (Cy3) und Indodicarbocyanin
(Cyb). Die Schnitte wurden zusatzlich mit dem Fluoreszenzfarbstoff 4',6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI) gegengefarbt. DAPI bindet spezifisch an DNA (also Zellkerne)

und ermdglicht somit eine bessere Abgrenzung der Zellen untereinander.

3.2.2 Anfertigung der Gewebeschnitte

Das bei —80 °C gelagerte, eingebettete Prostatagewebe wurde in einem ersten
Schritt mit einem Leica CM3050 Kryotom (Leica Biosystems Nussloch GmbH,
Nussloch, Deutschland) geschnitten und als 6-8 pm dinne Schnitte auf Objekttrager
(Superfrost® Plus; Thermo Scientific) aufgebracht. Dieses Gefriermikrotom besteht
aus einer —23 °C Kammer, in der sich Schneidevorrichtung und Klinge befinden. Da
sich bei dieser Temperatur das Einbettmedium (Tissue-Tek®) in festem Zustand
befindet, kann eine ausreichende Festigkeit und damit gute Schneidefahigkeit des
Gewebeblocks gewahrleistet werden. Dies ist eine wichtige Voraussetzung um
einwandfreie histologische Schnitte anfertigen zu kénnen. Die angefertigten Schnitte
wurden auf Raumtemperatur (RT, ca. 20 °C) warme Objekttrager aufgebracht. Der
Temperaturunterschied sorgt fir eine sofortige Verflissigung des Einbettmediums,

was zu einem Anhaften der Gewebeprobe auf dem Objekttrager fuhrt. Da die
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Ruckstande, des aus wasserloslichen Glykolen und Harzen bestehenden
Einbettmediums, die folgenden Farbeprozesse nicht beeinflussen, konnten sie auf
den Objekttragern belassen werden. Pro Objekttrager wurden drei bis vier Schnitte
aufgebracht. Die derart  angefertigten Schnitte  wurden bis  zur

Immunofluoreszenzfarbung wiederum bei =80 °C aufbewahrt.

3.2.3 Fixierung und Blockierung

Die Schnitte (aufbewahrt bei =80 °C) wurden im n&chsten Schritt, unmittelbar vor der
Inkubation mit den Antikérpern mit Methanol fixiert, gereinigt und mit einer BSA-

Lésung (bovines Serumalbumin) geblockt.

Zur Fixierung wurden die Objekttrager mit den Gewebeschnitten in einer bei =20 °C
vorgekuhlten, methanolgefillten Kuivette fir 5 min bei —20 °C im Gefrierschrank
belassen. Der Objekttrager wurde zweimal je funf Minuten mit PBS (Phosphate
Buffered Saline; Zusammensetzung siehe unten) gewaschen. PBS besitzt einen
physiologischen pH-Wert (7,4) und kann sowohl zur Reinigung von Geweben als
auch zur Verdinnung von Substanzen verwendet werden. Parallel zu diesen
Fixierungs- und Reinigungsschritten wurde eine Blocklésung aus 100 mg BSA in
10 ml PBS angesetzt (entspricht einer 1 % BSA-L6sung). Nach Entnahme aus der
Kuvette und Abtropfen der restlichen PBS wurden die Gewebeschnitte mit 200 pl der
BSA-Blocklosung fur 40 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dies wurde in einer
Feuchtkammer durchgefiihrt, um eine Austrocknung des Gewebes zu verhindern.
Das Applizieren von BSA-Blocklésung fihrt zu einer Bindung des BSA an
unspezifische Bindungsstellen im Gewebe, was ein falsch positives Ergebnis durch
unspezifische Bindung des Primar- beziehungsweise Sekundarantikoérpers

verhindern soll.

Jede Versuchsreihe zur Untersuchung einer Kolokalisation zweier Proteine wurde mit
Prostatageweben von 5-6 verschiedenen Patienten durchgefiihrt, wobei von jeder
Prostata mehrere Schnitte (mindestens 1 Objekttrager mit jeweils 3—4 Schnitten)
untersucht wurden. Hinzu kamen noch entsprechende Negativkontrollen, wobei

Schnitte von jeder Prostata untersucht wurden. Die Kontrollen unterschieden sich
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von den Farbungen durch das Applizieren von PBS anstelle des primaren
Antikorpers. Sie dienten der Unterscheidung von spezifischer und unspezifischer
Bindung des sekundéaren Antikorpers.

3.2.4 Inkubation mit Primar- und Sekundarantikdrper

Als letzter Schritt wurden die Gewebeschnitte mit den primaren und sekundéren
Antikérpern inkubiert und schlief3lich in Agar eingebettet, sowie mit einem Deckglas
versehen. Die folgenden Schritte der Farbung erfolgten nach einem festen Schema.

Zunachst wurden die beiden primaren Antikorper separat in 1 % BSA in PBS-LAsung
angesetzt (Antikorper und Verdinnungen siehe Tabelle unten). Nach 40-minatiger
Inkubation zur Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen (siehe oben) wurde
die BSA-Losung durch Abkippen von den Objekttragern entfernt. AnschlieRend
wurden jeweils 200 pyl der beiden angesetzten Antikorper-BSA-Losungen, bzw.
200 yl PBS (Kontrollen), auf die Objekttrager gegeben und diese wieder in einer
Feuchtkammer bei 5 °C fur mindestens zwei Stunden inkubiert. Die Flussigkeit wurde
anschlieBend abgekippt und der Objekttrager dreimal funf Minuten mit PBS
gewaschen. Die Objekttrager mit den Kontrollen wurden in separaten Kivetten

gewaschen, um eine Kontamination mit den primaren Antikdrpern zu vermeiden.

Die beiden fluorochromkonjugierten sekundaren Antikérper wurden ebenfalls separat
in eine BSA-Blocklésung (Verdiinnung 1:500; siehe Tabelle unten) gebracht. Der
Unterschied zum Vorgehen bei den primaren Antikérpern bestand in einer separaten
Applikation und Inkubation der sekundaren Antikdrper. Zunachst wurden 200 ul der
Antikdrper-BSA-L6sung von einem der beiden fluoreszenzmarkierten Antikorper auf
die gewaschenen Gewebeschnitte pipettiert. Diese Objekttrager wurden
anschlieRend fur 45 min bei Raumtemperatur in der Feuchtkammer inkubiert. Um ein
Ausbleichen des Farbstoffes zu verhindern, muss die Inkubation mit
fluorochromkonjugierten Antikdrpern (gleichermalRen die Aufbewahrung) im Dunkeln
stattfinden. Die Losung des zweiten Sekundarantikdrpers erfolgte analog zum ersten
in BSA-Blocklésung mit einer Verdinnung von 1:500. Zusatzlich wurde der DNA-

spezifische Fluoreszenzfarbstoff DAPI in einer Verdiinnung von 1:50.000 der Losung
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zugefugt. Die bereits mit dem ersten sekundaren Antikorper inkubierten Objekttrager
wurden abgetropft, mit 200 pl der Antikdrper-BSA-L6sung des zweiten sekundaren
Antikorpers versehen und erneut in der Feuchtkammer fir 45 min im Dunkel

inkubiert.

Die Objekttrager wurden nach erfolgter Inkubation mit den Sekundarantikorpern
erneut fur dreimal funf Minuten in PBS gewaschen und abgetropft. Schlief3lich
wurden die Gewebeschnitte in ein bis zwei Tropfen Citifluor Eindeckmedium
(Glycerol/PBS Solution Agar Scientifi Elektron Technology UK Ltd, Stansted, UK)
eingebettet, mit einem Deckglas (Menzel, Braunschweig, Deutschland) versehen und
durch klaren Nagellack an den Randern fixiert und versiegelt. Die fertiggestellten
Doppel-Immunofluoreszenzfarbungen humaner Prostatae wurden bis zur weiteren
Betrachtung unter dem Fluoreszenzmikroskop in geeigneten Mikroskopiermappen
bei 5 °C aufbewabhrt.

Folgende Primarantikérper wurden verwendet:

Antigen Spezies Typ Firma ID-Nr.
al-AR Maus monoklonal  Santa Cruz Biotechnology  sc-100 291
aSMA Maus monoklonal  Santa Cruz Biotechnology  sc-130 617
aSMA Kaninchen  polyklonal Neomarkers RB-9010-P
JNK Kaninchen  polyklonal New England Biolabs 56G8

JNK Maus monoklonal  Santa Cruz Biotechnology  D-2
Caldesmon Kaninchen  polyklonal Santa Cruz Biotechnology = H-300
Caldesmon Maus monoklonal  Santa Cruz Biotechnology = F-19
Folgende Sekundarantikdrper wurden verwendet:

Konjugiertes Reaktivitat Spezies Firma ID-Nr.
Fluorochrom

Cy3 anti-Maus Ziege Millipore, Billerica, MA, USA AP124C
Cy5 anti-Kaninchen Ziege Abcam, Cambridge, UK ab6564
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Folgender

verwendet:

Fluoreszenzfarbstoff wurde fir

das Farben der Zellkerne (DNA)

Fluoreszenzfarbstoff Kurz  Firma Id-Nr.
4'.6-Diamidin-2-Phenylindol  DAPI Invitrogen, Camarillo, CA, USA D1306
Folgende Verdinnungen wurden angesetzt:

Primar-AK 1 Spezies Verdunnung Priméar-AK 2 Spezies Verdinnung
Caldesmon  Kaninchen 1:100in BSA aSMA Maus 1:50 in BSA
Caldesmon Kaninchen 1:100in BSA al-AR Maus 1:50 in BSA
Caldesmon  Kaninchen 1:100in BSA JNK Maus 1:50 in BSA
JINK Kaninchen 1:50in BSA  aSMA Maus 1:200 in BSA
JINK Kaninchen 1:300in BSA al-AR Maus 1:50 in BSA
JNK Kaninchen 1:50 in BSA Caldesmon  Maus 1:50 in BSA
aSMA Kaninchen 1:200 in BSA JNK Maus 1:200 in BSA

3.2.5 Farbeprotokoll

Protokoll — Doppel-Immunofluoreszenzfarbung:

— Anfertigung der Kryoschnitte von humanem Prostatagewebe und
Aufbewahrung bei -80 °C
— Methanolfixierung der Schnitte fir 5min bei -20°C, in bei -20°C

vorgekuhlten methanolgefiillten Kuvetten

— 2 x 5-minitige Waschung in PBS

— Blocken der Proben: Anlegen einer 1 % BSA-L6sung (100 mg BSA in 10 ml
PBS); Pipettieren von 200 ul Blocklésung pro Objekttrager; 40-minutige

Inkubation in Feuchtkammer bei Raumtemperatur
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Separates Ansetzten der beiden Primérantikorper-BSA-L6sungen (1 %

BSA-LOsung; Verdinnung siehe Tabelle)

Abkippen der Blocklosung; Pipettieren von jeweils 200 pl (pro Objekttrager)
Primarantikorperlosung (beide Primarantikdrper), bzw. PBS (Kontrollen) auf
die Schnitte; Inkubation in Feuchtkammer bei 5 °C fur mindestens 2 h

Abkippen der Primarantikorperlosung, bzw. PBS und erneutes 3 x 5-

minutiges Waschen mit PBS (separates Waschen der Kontrollen)

Ansetzen einer Losung aus 1. Sekundarantikorper und BSA-Blocklosung
(Verdiinnung 1:500)

Pipettieren von 200 ul (pro Objekttrager) der 1. Sekundarantikorper-BSA-

Lésung auf alle Schnitte (auch Kontrollen)

Inkubation in Feuchtkammer sowie Dunkelkammer bei Raumtemperatur fur

45 min

Abkippen der 1. Sekundarantikérperlésung; Ansetzen einer
2. Sekundarantikdrper-BSA-L6sung mit DAPI (1:50.000)

Pipettieren von 200 pl der 2. Sekundarantikorper-BSA-DAPI-LAsung auf alle
Schnitte

Inkubation fir 45 min in Feuchtkammer sowie Dunkelkammer bei

Raumtemperatur

Abkippen der Sekundarantikérper-DAPI-LOsung; erneutes 3 x 5-mindtiges
Waschen mit PBS

Coverslipping mit 1-2 Tropfen Citifluor Eindeckmedium; Aufbringen eines

Deckglases und Versiegelung der Rander mit klarem Nagellack

Aufbewahrung der fertigen Schnitte bei 5 °C in Mikroskopiermappe
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3.2.6 Losungen und Puffer

Zusammensetzung der phosphatgepufferten Salzlésung (PBS) pro Liter:

— 8,0 g Natriumchlorid (NaCl)

0,2 g Kaliumchlorid (KCI)

— 1,42 g Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)

0,27 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO,)

pH der Losung: 7.4

Zusammensetzung der BSA-Blocklésung:

— 100 mg bovines Serumalbumin (BSA)
- 10 ml PBS

Entspricht einer 1 % BSA-L6sung

3.2.7 Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie (CLSM)

Die Untersuchung der Schnitte der angefertigten Doppel-
Immunofluoreszenzfarbungen erfolgte an einem konfokalen Lasermikroskop (Leica
Confocal Microscope TCS SP2, Leica Microsystems GmbH, Heidelberg,
Deutschland), welches freundlicher Weise vom benachbarten Helmholtz Zentrum zur
Verfiigung gestellt wurde. Mittels konfokaler Laser-Scanning Mikroskopie kénnen
Strukturen dargestellt werden, wenn diese Licht einer bestimmten Wellenlange
emittieren. Im Gegensatz zur konventionellen Epifluoreszenzmikroskopie erlaubt
diese Technik ein Erfassen von Licht aus einer Fokalebene und das Filtern jeglicher
nicht aus dieser Ebene stammender Photonen, womit ein hochauflésendes Abbilden

des Objektes moglich ist.
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3.2.8 Leica Confocal Microscope TCS SP2

Das verwendete Mikroskop besitzt einen konfokalen Punktscanner, welcher das
Gewebe Punkt fir Punkt abtastet. Dabei wird ein Laserstrahl auf einen einzelnen
Punkt (Fokalpunkt) gerichtet, ein Emissionslicht (Reflexionslicht) erzeugt und auf
einen zweiten Punkt, den sogenannten Konfokalpunkt fokussiert. Durch eine Offnung
am Konfokalpunkt (Pinhole) gelangt nur das vom Fokalpunkt emittierte Licht zu
einem Detektor, auf3erfokales Licht wird unterbunden. Das an dem lichtempfindlichen
Detektor aufgezeichnete Licht wird als digitales Signal an einen Computer gesendet
und kann nun mit Hilfe der Leica Confocal Software (LCS, Leica Microsystems
GmbH, Heidelberg, Deutschland) weiter verarbeitet werden. Diese Software
ermoglicht zusatzlich die Einstellung spezieller Parameter zur Optimierung des

Scanvorgangs:

— Z-Position: Das Objekt wird mit dem Verandern dieser Einstellung in eine

geeignete Fokusebene gebracht.

— Doppeldichroitische  Filter: Ein  entsprechend dem verwendeten
Fluorochrom ausgewahlter doppeldichroitischer Filter trennt, bei Doppel-
Immunofluoreszenz ~ gefarbten  Schnitten,  zwei  unterschiedliche

Anregungswellenlangen voneinander.

— Akkumulation: Mit der sogenannten Akkumulation wird die Anzahl der
Rasterdurchgange festgelegt. Je hoher dieser Wert gewahlt wird, desto
mehr Durchgange werden gefahren, was zu einer héheren Bildqualitat fuhrt.

In dieser Arbeit wurde tUberwiegend eine Akkumulation von 4 gewéhlt.

— Verstarkung (gain): Das emittierte Licht der Fluoreszenzfarbstoffe wird mit
sog. Photomultipliern (PMT) detektiert. Der gain Wert der PMT kann genutzt
werden um die Verstarkung des detektierten Signals zu verdndern. Mit
dieser Einstellung kdnnen die Bildhelligkeit und der Bildkontrast verbessert

werden.
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— Der Schwellenwert (offset) fur detektierte Signale kann bei optimaler

Einstellung unerwtinschtes Hintergrundrauschen minimieren.

Das Leica Confocal Mikroscope TCS SP2 ist mit vier Olimmersionsobjektiven
(VergroBerungen: 10-fach, 20-fach, 40-fach und 63-fach) ausgestattet und verfugt
Uber einen Argon-Krypton-Laser, einen Diodenlaser sowie zwei Helium-Neon-Laser.

Die Fluoreszenzfarbstoffe Cy3, Cy5 und DAPI kénnen mit folgenden Lasern angeregt

werden:

Fluorochrom Laser

Cy3 Ar-Laser, HeNe-Laser, Quecksilberlampe
Cy5 ArKr-Laser, HeNe-Laser, Diodenlaser
DAPI UV-Laser

3.2.9 Mikroskopiervorgang

Die mittels Doppel-Immunofluoreszenz gefarbten Schnitte wurden zun&chst mit
einem Tropfen Immersionsdl versehen und anschlieend unter das konfokale
Fluoreszenzmikroskop gelegt, mit einem UV-Laser durchleuchtet und durch das
Okular betrachtet. Das nun durch die UV-Strahlung angeregte DAPI farbte die
Zellkerne (blau), und machte damit die Struktur des Gewebes, sichtbar. Nach
Einstellung eines geeigneten Bereiches wurde das Bild mit der Leica Confocal
Software am Computer visualisiert und die oben genannten Optimierungsparameter
eingestellt. Fir jeden Fluoreszenzfarbstoff erfolgte die Detektion einzeln (erst DAPI,
dann Cy3 bzw. Cy5). Die Aufnahmen wurden jeweils separat gespeichert und
anschlieBend Ubereinander gelegt. Zur weiteren Aufbereitung wurden die Bilder mit
LCS Lite (Version 2.61, Leica Microsystems GmbH, Heidelberg, Deutschland) oder
LSM Image Browser (Version 3,5,0,359, Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland)
bearbeitet. Die Aufbereitung diente ausschlie3lich dazu, nachtraglich Helligkeit,

Kontrast, Gré3e und Présentationstauglichkeit der Bilder zu verbessern.
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3.2.10 Fluoreszenzfarbstoffe (Fluorochrome)

In der vorliegenden Arbeit wurde zum einen der DNA-spezifische
Fluoreszenzfarbstoff DAPI, zum anderen mit Fluorochromen konjugierte Antikdrper
verwendet. Als Fluorochrome wurden die Cyanine Cy3 und Cy5 eingesetzt. Die

Fluoreszenzeigenschaften der einzelnen Substanzen sind in der folgenden Tabelle

dargestellt:

Fluorochrom Anregungsmaximum Emissionsmaximum
Cy3 552 nm 570 nm

Cy5 649 nm 670 nm

DAPI 359 nm 461 nm

Je nach verwendetem Filter, Wellenlange des Anregungslichtes und detektierter
Wellenlange konnen die Fluoreszenzfarbstoffe ein unterschiedliches Licht emittieren.
In der vorliegenden Arbeit wurde DAPI mit 405 nm, Cy3 mit 483 nm und Cy5 mit 488
nm angeregt. Detektiert wurde fir DAPI ein blaues, fur Cy3 ein rotes und fur Cy5 ein
grines Emissionslicht. Ergab sich eine Uberlagerung (merge) der Fluorochrome,

stellte sich die entsprechende Struktur in einer gelblichen Farbe dar.

3.3 Organbad

3.3.1 Grundlagen und Strategie

Zur Untersuchung der Kontraktion glatter Muskulatur kdénnen myographische
Messungen im Organbad durchgefiuhrt werden. Hierbei werden
Prostatagewebeproben in einer Krebs-Henseleit-Losung in einem Messsystem
(Organbad) eingespannt. Bei Zugabe von kontraktionsauslésenden Substanzen (hier
Phenylephrin oder Noradrenalin) kommt es zu einer isometrischen Kontraktion der
glatten Muskelfasern, welche dann eine Kraft auf das Messsystem ausiben, und
schlie3lich von einem Sensor erfasst werden. Die Uber den Kraftlibertragungsarm

registrierte Kontraktion wird in ein elektrisches Signal umgewandelt und wahrend des
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Versuchs kontinuierlich aufgezeichnet. Zur Visualisierung dieser Werte ist das
Organbad Uber einen AD-Wandler (Analog-Digital-Wandler) an einen Computer mit
spezieller Software (Labchart) angeschlossen.

Die Organbadversuche der vorliegenden Arbeit wurden mit einem Gerat der Firma
Danish Myotechnology (Model 610M) durchgefiihrt. Um die al-adrenerge
Kontraktion zu studieren wurden Kontraktionen mit Noradrenalin sowie Phenylephrin
ausgeldst. Um die Rolle der c-Jun N-terminale Kinase bei der Kontraktion glatter
Muskelzellen zu untersuchen, wurde der JNK-Inhibitor BI-78D3 (Tocris Bioscience,

USA) eingesetzt.

3.3.2 Kaliumchloridinduzierte Kontraktion als Referenz

Die Gewebeproben Uben bei der isometrischen Kontraktion eine Kraft auf den
Kraftiibertragungsarm aus. Diese Kraft wurde als zeitliche Anderung des Impulses
(Newton) gemessen und als elektrisches Signal (Spannung) zur Auswertung
weitergeleitet. Um die einzelnen Kanale bzw. Versuche untereinander vergleichbar
auswerten zu koénnen, wurde vorab fiur jeden einzelnen Kanal ein
Kontraktionsreferenzwert ermittelt. Dabei handelte es sich um die Kontraktion, die
durch Zugabe von hochmolarem (80 mM) Kaliumchlorid (KCI) ausgel6ést wurde. Mit
Hilfe dieses Referenzwertes konnten etwaige Unterschiede durch Gré3e der Proben,
oder durch das variierende Drisen/Stromaverhaltnis in den Prostataproben
berticksichtigt und herausgerechnet werden. Aus diesem Grund wird die
noradrenalin- und phenylephrininduzierte Kontraktion der Prostataproben stets als

Prozent (%) der initialen KCl-induzierten Kontraktion ausgedrickt.

Auf das Wirkprinzip der KCl-induzierten Kontraktion der glatten Muskulatur der
humanen Prostata wird im Folgenden kurz eingegangen. Unter physiologischen
Bedingungen, bzw. ohne Zugabe von hochmolarem KCI herrscht intrazellular eine
hohere Kaliumkonzentration als im Extrazellularraum. Durch Hinzugeben von 80 mM
KCI-Losung kommt es zu einer starken Erhéhung der Kaliumkonzentration in der
Krebs-Henseleit-Lésung (extrazellular) in  den Organbadkammern. Wird das
Konzentrationsgefédlle nun umgekehrt, kommt es zu einem Einstrom der positiv

geladenen Kaliumionen in die Zelle und so zu einer Depolarisierung des
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Membranpotentials. Hierdurch 6ffnen sich spannungsabhéngige Calciumkanale der
Membran, was einen massiven Einstrom von Calcium in die Zellen zur Folge hat und

zu einer calciumvermittelten Kontraktion fuhrt.

3.3.3 Messungen im Organbad

Das Organbad der Firma Danish Myotechnology (Model 610M) verfugt Gber vier
Organbadkammern, mit einem Fassungsvermogen von jeweils 5 ml. Wahrend des
gesamten Versuchs waren die Organbadkammern mit einer Krebs-Henseleit-Losung
gefullt. Um mdglichst physiologische Verhéaltnisse zu schaffen wurden die Kammern
standig auf 37 °C temperiert, und mit Carbogen (95 % O,, 5 % CO,) begast. Durch
das Carbogen wurden zum einen die Zellen mit Sauerstoff versorgt, zum anderen
wurde durch das enthaltene CO, der erforderliche pH-Wert aufrechterhalten. Die auf
eine GrofRe von ca. 6 x 3 x 3 mm praparierten Prostatagewebeproben wurden in den
Badkammern zwischen zwei Haken eingespannt. Einer dieser Haken ist mit einem
Schraubmechanismus verbunden, der andere am Kraftibertragungsarm fixiert. Mit
dem Schraubmechanismus wird durch Veranderung des Abstandes zwischen den
beiden Haken das Einstellen einer definierten Vorspannung ermoglicht. Um
einheitliche Ergebnisse und optimale Kontraktionen erzielen zu kénnen, wurde Uber
den Schraubmechanismus eine passive Vorspannung von 5 Millinewton (mN)
eingestellt. Da es anfangs zu spontanen Abféllen des passiven Tonus des Gewebes
kommen kann, musste diese Spannung in der anschlieRenden 45-minttigen
Aquilibrationsphase nachgestellt werden. Nach dreimaligem Nachstellen innerhalb

dieser Phase blieb die passive Vorspannung von 5 mN weitgehend stabil.

Nach dem Abschlufl3 der Aquilibrationsphase wurde die Pufferlésung ausgetauscht
und die Aufzeichnung der Spannungskurven am Computer gestartet. Die am
Kraftibertragungsarm registrierten und als elekirische Signale weitergeleiteten
Kontraktionen der glatten Muskulatur wurden nun von der Software Labchart, fir jede
Badkammer einzeln, in fortlaufenden Kurven aufgezeichnet (Kontraktion gegen Zeit).
Nach der Aufzeichnung der jeweiligen Nulllinie wurden die
Referenzkontraktionswerte der einzelnen Proben durch Zugabe von 80 mM

Kaliumchlorid bestimmt. Nachdem die Plateauphase (volle Kontraktion unter KCI)
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erreicht wurde, folgte ein dreimaliges Waschen der Kammern mit Krebs-Henseleit-
Losung. Sobald die Kurven wieder das Niveau der Nulllinie erreicht hatten, wurde mit
der Applikation des JNK-Inhibitors BI-78D3 (bei den Kontrollen Applikation des
Losungsmittels DMSO), bzw. spater mit dem Aufzeichnen der Konzentrations-

Wirkungskurven fur Noradrenalin bzw. Phenylephrin fortgefahren.

3.3.4 Inhibition und Stimulation

In den hier prasentierten Versuchen wurde der Effekt des JNK-Inhibitors BI-78D3
(Tocris, Missouri, USA) auf die adrenerge Kontraktion von humanem
Prostatagewebe untersucht. Hierzu wurden Konzentrations-Wirkungskurven fir
Noradrenalin und Phenylephrin aufgezeichnet. Zuvor wurde entweder BI-78D3 oder
das Losungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO) in die Organbadkammern pipettiert.
Nach 30-minutiger Inkubation wurde mit der Aufzeichnung der adrenergen
Konzentrations-Wirkungskurven begonnen. BI-78D3 ist ein kompetitiver Inhibitor der
JNK, welcher mit dem endogenen JNK-Substrat JIP-1 (JNK-interacting protein 1) um
Bindung an die Substratbindungsstelle der JNK konkurriert [86]. Um Effekte durch
das Losungsmittel DMSO ausschlieen zu kénnen, wurde bei jedem Versuch parallel

eine Kontrolle mit Applikation von DMSO anstelle des JNK-Inhibitors durchgefihrt.

Die verwendeten a1-Adrenozeptor-Agonisten Noradrenalin und Phenylephrin wurden
in separaten Experimenten untersucht. Die Zugabe dieser Stoffe simuliert die
endogene Wirkung des Neurotransmitters Noradrenalin, wodurch es zu einer
Kontraktion der glatten Muskulatur im Prostatagewebe kommt. Sowohl das
Katecholamin Noradrenalin (4-[(1R)-2-Amino-1-hydroxyethyl]benzen-1,2-diol,
CgH11NO3) als auch das Sympathikomimetikum Phenylephrin ((R)-3-[1-Hydroxy-2-
methylaminoethyl]phenol, CgH13NO,) binden an die a1-Adrenozeptoren der glatten
Muskulatur und fuhren so zur Kontraktion. Anders als Phenylephrin bindet

Noradrenalin auch an a2- sowie 3-Adrenozeptoren.

Fur die Durchfihrung der Experimente wurde jeweils von BI-78D3, Phenylephrin,
und Noradrenalin vorab eine Stammlosung hergestellt. Die Konzentration der

Stammldésungen betrug jeweils 5 mM. BI-78D3 wurde in DMSO gel6st und in einer
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finalen Konzentration von 30 uM eingesetzt. Hierzu wurden 15 ul der Stammldsung
in die Organbadkammern (gefullt mit 5 ml Krebs-Henseleit-Losung) bzw. 15 yl DMSO
in die Kontrollkanale (ebenfalls mit 5 ml Krebs-Henseleit-Losung gefullt) pipettiert.
Aliquoten der Stammlosung wurden bei —20 °C gelagert und vor den Versuchen
aufgetaut. FUr die Erstellung der adrenergen Konzentrations-Wirkungskurven (0,1—
100 uM) wurden entsprechende Mengen der Stammlésung bzw. verdinnter
Stammlosungen (1 mM bzw. 0,1 mM) in die Organbadkammern pipettiert (siehe
Tabelle). Die Stammlésungen und Verdinnungsreihen fiar Phenylephrin und

Noradrenalin wurden unmittelbar vor den Versuchen frisch angesetzt.

3.3.5 Details zum Versuchsablauf

Die praparierten Prostatagewebeproben wurden in das Organbad eingespannt,
vorgespannt und anschlielRend &aquilibriert (siehe oben). Nach dem Austausch der
Pufferlosung wurde die Software gestartet und mit der Aufzeichnung der
Kontraktionskurven begonnen. Eine kurze Aufzeichnung der Basisline (BL) diente als
Ausgangslinie jeglicher Anderung des kontraktilen Gewebes. Nun wurde das
Gewebe mit hochmolarer KCI Lésung kontrahiert und die dabei erreichte maximale
Kontraktion (Wert nach Erreichen eines stabilen maximalen Plateaus) als Differenz
zur Basislinie (A-Werte) als 100 % definiert. Zeigte sich bei Applikation von KCI
keine, bzw. nur eine geringe Kontraktion, wurde der betroffene Versuchsansatz nicht
weiter verfolgt. Die Organbadkammern wurden durch dreimaliges Spilen mit
Pufferlosung von KCI befreit. Sobald die Kurven wieder ihr Ausgangsniveau
(Basislinie) erreicht hatten, wurden BI-78D3 bzw. DMSO appliziert. Nach weiteren

30 min wurden die Konzentrations-Wirkungskurven aufgezeichnet.

Protokoll — Messung im Organbad:

— Aufzeichnung einer konstanten Basislinie (BL1) nach 45-minitiger

Vorspannungsphase mit einheitlicher Spannung von 5 mN

— Applizieren von Kaliumchlorid (80 mM)
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— Aufzeichnung der maximalen Kontraktion unter KCI (Plateauphase)

— Nach Erreichen des Plateaus, dreimaliges Auswaschen mit Krebs-

Henseleit-Losung
— Erneutes Aufzeichnen einer kurzen, konstanten Basislinie (BL2)

— Zugabe des JNK-Inhibitors BI-78D3 (30 uM) in 2 der Organbadkammern,

Zugabe von DMSO (15 pl) in die verbleibenden 2 Kammern als Kontrolle
— AnschlieBende Inkubation tiber 30 min

— Applikation von Noradrenalin (0,1-100 yM) bzw. Phenylephrin (1-100 pM)
nach unten beschriebenem Schema

Mit einem Ausgangsvolumen von 5ml in der Organbadkammer wurden die

kumulativen  Konzentrations-Wirkungskurven  fiar  Noradrenalin  wie  folgt

ausgearbeitet:
Noradrenalin- Zugegebenes Kumulative Konzentration
l6sung Volumen im Organbad
0,1 mM 5ul 100 nM
0,1 mM 10 pl 300 nM
1 mM 3,5 Ml 1uM
1 mM 10 ul 3 uM
10 mM 3,5yl 10 pM
10 mM 10 pl 30 uM
10 mM 35 ul 100 uM
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Mit einem Ausgangsvolumen von 5ml in der Organbadkammer wurden die

kumulativen  Konzentrations-Wirkungskurven  fir  Phenylephrin  wie  folgt

ausgearbeitet:
Phenylephrin- Zugegebenes Kumulative Konzentration
l6sung Volumen im Organbad
1 mM 3,5 ul 1uM
1mM 10 pl 3 uM
10 mM 3,5 ul 10 uM
10 mM 10 pl 30 uM
10 mM 35 4l 100 pM

Nach Abschluss der Versuche wurden die erstellten Kurven uber eine weitere
Software (DataPad) ausgewertet. Hierbei wurde der Kontraktionszustand zum
jeweiligen Zeitpunkt in Millinewton dargestellt. Diese Werte wurden in Exceltabellen
exportiert, die Kontraktionswerte fir die verschiedenen Agonistenkonzentrationen in
Prozent der KCl-induzierten Kontraktion umgerechnet und die Konzentrations-
Wikungskurven schlie3lich als Diagramm dargestellt.

Bei der Auswertung wurde zunachst die Differenz (A1) aus den Werten der Basislinie
1 und den Werten fur KCI (A1=KCI-Wert-BL1) berechnet. Anschliel3end wurde eine
zweite Differenz (A2) aus der Basislinie 2 und den Werten flr Noradrenalin bzw.
Phenylephrin nach Applikation des JNK-Inhibitors (A2=NA/PE-Wert-BL2) ermittelt.
Diese Werte wurden dann jeweils als prozentualer Anteil der KCI-induzierten
Kontraktion ausgedriickt. Aus den Kanalen mit identischem Protokoll wurden die
Mittelwerte gebildet (fir jeden Versuch separat) und anschlielend mit jenen aller
Versuche ebenfalls gemittelt. AbschlieBend wurden Diagramme zur Darstellung

dieser berechneten Werte erstellt.
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3.3.6 Pufferlésungen

Zusammensetzung der Krebs-Henseleit-Losung:

- 118 mM NaCl

- 47mM KCI

- 2,55mM CaCl;

- 1,2mM KH;PO4
- 12mM MgSO,4
- 25mM NaHCOj;
- 7,5mM Glucose

pH bei Begasung mit Carbogen: 7,4

Die fur jedes Experiment frisch hergestellte Krebs-Henseleit-Pufferlésung wurde aus
zwei Stammldsungen (Losung A und B) zusammengesetzt. Zur Schaffung
physiologischer Verhaltnisse wurde sie sowohl im Reservoir als auch in den
Organbadkammern permanent mit Carbogen (95 % O,, 5 % CO,) begast und auf

einer konstanten Temperatur von 37 °C gehalten.

Zusammensetzung der  Stammlésungen und  Ansetzen der fertigen
Gebrauchslosung: 40 ml der Losung A (172,59 NaCl; 8,75g KCI; 9,36 g
CaCl,2H,0; 4,05 g KH,PO4; 7,34 g MgSO,4-7H,0; A. dest. ad 1.000 ml) wurden mit
920 ml destilliertem Wasser bei 37 °C (Wasserbad) 30 min lang mit Carbogen
begast. 40 ml der Losung B (52,5 g NaHCOg3;; A. dest. ad 1.000 ml) sowie 1,5¢g
Glucose wurden anschlieRend hinzugefugt.
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3.4 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardfehler (standard error of the mean,
SEM) mit der Anzahl (n) der Patienten dargestellt. Ein Zweiproben Student’scher t-
Test wurde zum Gruppenvergleich durchgefuhrt. Ein p<0,05 wurde dabei als

signifikant betrachtet.
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4 Ergebnisse

4.1 Immunofluoreszenz

4.1.1 Doppelfarbung — Caldesmon und aSMA

Die Farbung humaner Prostataschnitte (n=6 Patienten) mit einem monoklonalen
Mausantikérper gegen aSMA und einem Cy3-konjugierten sekundaren Antikérper
resultierte in einer roten Fluoreszenz (Abb. 6). Die Farbung derselben Schnitte mit
einem polyklonalen Kaninchenantikbrper gegen Caldesmon und einem Cy5-
konjugierten sekundaren Antikdrper resultierte in einer griinen Fluoreszenz (Abb. 6).

Nach Fusion der mit den Fluoreszenzfarbstoffen Cy3 und Cy5 gefarbten Bilder waren
in allen Schnitten Zellen im Bereich des Stromas mit gelber Farbung zu erkennen
(Abb. 6). Dies weist auf eine Kolokalisation von Caldesmon und aSMA in der
Prostata hin.
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Abbildung 6: Kolokalisation von alpha-smooth muscle actin (aSMA) und Caldesmon in glatten

Muskelzellen der humanen Prostata

Mit Hilfe der indirekten Doppel-Immunofloureszenzfarbung wurden die Schnitte mit Antikbrpern gegen
aSMA (Cy3 —rot) sowie Caldesmon (Cy5 — griin) geféarbt. Der DNA-Fluoreszenzfarbstoff DAPI (blau)
dient der besseren Lokalisierbarkeit der Zellkerne. Die Bereiche mit gelber Farbung in den
Uberlagerten Bildern (merge) zeigen eine Kolokalisation an. Die Abbildung zeigt eine reprasentative
Farbung von Experimenten mit Prostatagewebeschnitten von n=6 Patienten, wobei sich vergleichbare
Ergebnisse zeigten.
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4.1.2 Doppelfarbung — Caldesmon und alA-Adrenozeptor

Die Farbung humaner Prostataschnitte (n=6 Patienten) mit einem monoklonalen
Mausantikorper gegen alA-Adrenozeptoren und einem Cy3-konjugierten sekundaren
Antikdrper resultierte in einer roten Fluoreszenz (Abb. 7). Die Farbung derselben
Schnitte mit einem polyklonalen Kaninchenantikérper gegen Caldesmon und einem
Cy5-konjugierten sekundaren Antikdrper resultierte in einer griinen Fluoreszenz
(Abb. 7).

Nach Fusion der mit den Fluoreszenzfarbstoffen Cy3 und Cy5 gefarbten Bilder waren
in allen Schnitten Zellen im Bereich des Stromas mit gelber Farbung zu erkennen
(Abb. 7). Dies weist auf eine Kolokalisation von Caldesmon und alA-Adrenozeptoren

in der Prostata hin.

55



Ergebnisse

Caldesmon

Abbildung 7: Kolokalisation von alA-Adrenozeptoren (alA-AR) und Caldesmon in glatten

Muskelzellen der humanen Prostata

Mit Hilfe der indirekten Doppel-Immunofloureszenzfarbung wurden die Schnitte mit Antikbrpern gegen
alA-AR (Cy3 —rot) sowie Caldesmon (Cy5 — griin) gefarbt. Der DNA-Fluoreszenzfarbstoff DAPI (blau)
dient der besseren Lokalisierbarkeit der Zellkerne. Die Bereiche mit gelber Farbung in den
Uberlagerten Bildern (merge) zeigen eine Kolokalisation an. Die Abbildung zeigt eine reprasentative
Farbung von Experimenten mit Prostatagewebeschnitten von n=6 Patienten, wobei sich vergleichbare

Ergebnisse zeigten.
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4.1.3 Doppelfarbung — INK und aSMA

Die Farbung humaner Prostataschnitte (n=5 Patienten) mit einem monoklonalen
Mausantikérper gegen JNK und einem Cy3-konjugierten sekundéaren Antikorper
resultierte in einer roten Fluoreszenz (Abb. 8). Die Farbung derselben Schnitte mit
einem polyklonalen Kaninchenantikorper gegen aSMA und einem Cy5-konjugierten

sekundaren Antikorper resultierte in einer griinen Fluoreszenz (Abb. 8).
Nach Fusion der mit den Fluoreszenzfarbstoffen Cy3 und Cy5 gefarbten Bilder waren

in allen Schnitten Zellen im Bereich des Stromas mit gelber Farbung zu erkennen

(Abb. 8). Dies weist auf eine Kolokalisation von JNK und aSMA in der Prostata hin.
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Abbildung 8: Kolokalisation von JNK und alpha-smooth muscle actin (aSMA) in glatten Muskelzellen

der humanen Prostata

Mit Hilfe der indirekten Doppel-Immunofloureszenzfarbung wurden die Schnitte mit Antikérpern gegen
JNK (Cy3 —rot) sowie aSMA (Cy5 — gruin) gefarbt. Der DNA-Fluoreszenzfarbstoff DAPI (blau) dient
der besseren Lokalisierbarkeit der Zellkerne. Die Bereiche mit gelber Farbung in den uberlagerten
Bildern (merge) zeigen eine Kolokalisation an. Die Abbildung zeigt eine reprasentative Farbung von
Experimenten mit Prostatagewebeschnitten von n=5 Patienten, wobei sich vergleichbare Ergebnisse

zeigten.
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4.1.4 Doppelfarbung — JINK und alA-Adrenozeptor

Die Farbung humaner Prostataschnitte (n=5 Patienten) mit einem monoklonalen
Mausantikorper gegen alA-Adrenozeptoren und einem Cy3-konjugierten sekundaren
Antikdrper resultierte in einer roten Fluoreszenz (Abb. 9). Die Farbung derselben
Schnitte mit einem polyklonalen Kaninchenantikérper gegen JNK und einem Cy5-

konjugierten sekundéaren Antikorper resultierte in einer griinen Fluoreszenz (Abb. 9).

Nach Fusion der mit den Fluoreszenzfarbstoffen Cy3 und Cy5 gefarbten Bilder waren
in allen Schnitten Zellen im Bereich des Stromas mit gelber Farbung zu erkennen
(Abb. 9). Dies weist auf eine Kolokalisation von JNK und alA-Adrenozeptoren in der
Prostata hin.
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Abbildung 9: Kolokalisation von alA-Adrenozeptoren (alA-AR)

und JNK in glatten Muskelzellen der humanen Prostata

Mit Hilfe der indirekten Doppel-Immunofloureszenzfarbung wurden die Schnitte mit Antikbrpern gegen
alA-AR (Cy3 —rot) sowie JNK (Cy5 — grin) gefarbt. Der DNA-Fluoreszenzfarbstoff DAPI (blau) dient
der besseren Lokalisierbarkeit der Zellkerne. Die Bereiche mit gelber Farbung in den Uberlagerten
Bildern (merge) zeigen eine Kolokalisation an. In Kontrollfarbungen (Cy3/Cy5) wurden die
Primarantikbrper durch PBS ersetzt. Die Abbildung zeigt eine reprasentative Farbung von
Experimenten mit Prostatagewebeschnitten von n=5 Patienten, wobei sich vergleichbare Ergebnisse
zeigten. Unten ist eine Kontrollfarbung gezeigt (merge), in welcher keine nennenswerte

Immunoreaktivitdt zu beobachten ist.

60



Ergebnisse

4.1.5 Doppelfarbung — Caldesmon und JNK

Die Farbung humaner Prostataschnitte (n=5 Patienten) mit einem monoklonalen
Mausantikorper gegen Caldesmon und einem Cy3-konjugierten sekundaren
Antikdrper resultierte in einer roten Fluoreszenz (Abb. 10). Die Farbung derselben
Schnitte mit einem polyklonalen Kaninchenantikérper gegen JNK und einem Cy5-
konjugierten sekundaren Antikorper resultierte in einer grinen Fluoreszenz
(Abb. 10).

Nach Fusion der mit den Fluoreszenzfarbstoffen Cy3 und Cy5 gefarbten Bilder waren
in allen Schnitten Zellen im Bereich des Stromas mit gelber Farbung zu erkennen
(Abb. 10). Dies weist auf eine Kolokalisation von JNK und Caldesmon in der Prostata
hin (Abb. 10).

4.1.6 Kontrollfarbungen

In Kontrollfarbungen wurden die primaren Antikdrper weggelassen (bzw. durch ein
aquivalentes Volumen PBS ersetzt), jedoch die Cy3- und Cy5-konjugierten
sekundaren Antikérper appliziert. Nach diesen Farbungen konnten keine

nennenswerten Fluoreszenzen beobachtet werden (Abb. 9).
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Caldesmon

Abbildung 10: Kolokalisation von Caldesmon und JNK in glatten Muskelzellen der humanen Prostata

Mit Hilfe der indirekten Doppel-Immunofloureszenzfarbung wurden die Schnitte mit Antikérpern gegen
Caldesmon (Cy3 —rot) sowie JNK (Cy5 — griin) gefarbt. Der DNA-Fluoreszenzfarbstoff DAPI (blau)
dient der besseren Lokalisierbarkeit der Zellkerne. Die Bereiche mit gelber Farbung in den
Uberlagerten Bildern (merge) zeigen eine Kolokalisation an. Die Abbildung zeigt eine reprasentative
Farbung von Experimenten mit Prostatagewebeschnitten von n=5 Patienten, wobei sich vergleichbare

Ergebnisse zeigten.
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4.2 Organbad

4.2.1 Effekte von BI-78D3 auf die noradrenalininduzierte Kontraktion

In myographischen Organbadmessungen I6ste Noradrenalin (0,1-100 uM)
dosisabhangige Kontraktionen von humanem Prostatagewebe aus (Abb. 11). Die
Applikation des JNK-Inhibitors BI-78D3 (30 uM) fihrte zu einer signifikanten

Verminderung der noradrenalininduzierten Kontraktion (Abb. 11).

4.2.2 Effekte von BI-78D3 auf die phenylephrininduzierte Kontraktion

In  myographischen Organbadmessungen Il6ste der al-Adrenozeptor Agonist
Phenylephrin ~ (1-100 uM) dosisabhéngige  Kontraktionen von  humanem
Prostatagewebe aus (Abb. 11). Die Applikation des JNK-Inhibitors BI78D3 (30 uM)
fuhrte zu einer signifikanten Verminderung der phenylephrininduzierten Kontraktion
(Abb. 11).

63



Ergebnisse

Kontraktion (% of KCI)

Kontraktion (% of KCI)

160 -

L
N B
o O
1 1

[Eny

o

o
1

N B 2] [e]
o o o o
1 1 1 1

150 -

125 -

100 -

~
al
1

50 -

25 ~

1000

[Noradrenalin] (uM)

[—e—DMsO —=—BI-78D3]

**

**

0,1

10 100 1000
[Phenylephrin] ( uM)

A

[—e—DMSO —=—BI-78D3 |

Abbildung 11: Effekt des JNK-Inhibitors BI-78D3 auf die adrenerge Kontraktion von humanem
Prostatagewebe

Die Kontraktion des Gewebes bei Applikation von Noradrenalin bzw. Phenylephrin wurde in
myorgraphischen Messungen (Organbad) bestimmt. Die agonisteninduzierte Kontraktion wurde
jeweils als Prozent von der KCl-induzierten Kontraktion angegeben. BI-78D3 (30 yM) oder DMSO
(Kontrollen) wurden 30 Minuten vor der ersten Zugabe von Noradrenalin bzw. Phenylephrin appliziert.
Das Diagramm zeigt Konzentrations-Wirkungskurven fiir Noradrenalin sowie Phenylephrin. Die
dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardfehler aus den Experimenten mit Gewebe von n=6
(Noradrenalin) bzw. n=12 (Phenylephrin) Patienten. *P<0.04, **P<0.03, ***P<0.01 fur DMSO
gegeniiber BI-78D3.
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5 Diskussion

Die Kontraktion der glatten Prostatamuskulatur ist von enormer Bedeutung fur die
Therapie und Pathophysiologie von Symptomen des unteren Harntraktes bei
Patienten mit benignem Prostatasyndrom (BPS) [12, 13, 25-28, 33-35]. Eine
erhbhte al-adrenerge Kontraktion fuhrt bei diesen Patienten haufig zu einer
urethralen Obstruktion und einer Blasenauslassstérung und so zu Symptomen [12,
13, 26, 33-35]. Folgerichtig ist die Verabreichung von a1-Adrenozeptor-Antagonisten
(a-Blocker) eine weitverbreitete Standardtherapie zur medikamentésen Behandlung
von Miktionsbeschwerden auf Grund solcher Entleerungsstérungen [12, 13, 27, 28,
32, 34, 35]. Schatzungen zu Folge leiden allein in Deutschland etwa 5 Millionen
Manner an einer symptomatischen Prostatavergréf3erung, wobei die Pravalenz mit
steigendem Alter stark zunimmt [11, 12, 14]. Zusammen mit der absehbaren
demographischen Bevdlkerungsentwicklung ergibt sich hieraus ein enormes
Interesse  am  Verstdndnis der glattmuskuldren  Kontraktion und a1-

Adrenozeptorfunktion in der humanen Prostata.

In der vorliegenden Arbeit wurden neue intrazellulare Effektoren des a1-
Adrenozeptors in der humanen Prostata untersucht. Hierbei handelte es sich um die
c-Jun N-terminale Kinase (JNK) sowie um Caldesmon. Die hier prasentierten Daten
zeigen, dass JNK an der glattmuskularen Kontraktion in der humanen Prostata
beteiligt ist. In der Tat fuhrte ein JNK-Inhibitor (BI-78D3) im Organbad zu einer
Hemmung der Kontraktion von humanem Prostatagewebe, welche durch
Noradrenalin bzw. den a1-Agonisten Phenylephrin ausgeldst wurde. In weiteren
Versuchsreihen wurde gezeigt, dass Caldesmon zusammen mit a1A-Adrenozeptoren
und der JNK in glatten Muskelzellen der humanen Prostata vorkommt. Aul3erhalb der
Prostata ist Caldesmon als ein wichtiger Mediator der glattmuskularen Kontraktion
bekannt [66—68].
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5.1 Gewebe

Die hier prasentierten Untersuchungen wurden an nicht malignen Gewebeproben
aus der humanen Prostata durchgefuhrt. Die Prostatae stammten von Patienten, bei
denen eine tumorbedingte, radikale Prostatektomie vorgenommen werden musste.
Die Proben fur die hier durchgefuhrten Versuche wurden aus der periurethralen Zone
entnommen. Diese Zone ist starker als die periphere Zone von Bedeutung fur die
benigne Prostatahyperplasie und Prostataobstruktion [6, 8, 12, 30]. Die Mehrzahl der
Prostatatumoren (60-90 %) befindet sich dagegen in der peripheren Zone, so dass
in der periurethralen Zone nicht maligne Bereiche uberwiegen [6, 7].

Patienten, bei denen eine radikale Prostatektomie vorgenommen wird, zeigen in aller
Regel eine BPH [93, 94]. Diese kann jedoch unterschiedlich stark ausgepréagt sein.
Im Extremfall liegt eine histologische BPH vor (pBPH), also eine hyperplastische
Umbildung in der Transitionalzone bzw. der periurethralen Zone, jedoch ohne
Volumenzunahme der gesamten Prostata [8, 11, 12]. Diese kann in Bezug auf die
LUTS symptomatisch oder asymptomatisch verlaufen [8, 11, 12]. Im anderen
Extremfall liegt eine starke Zunahme des Prostatavolumens vor, was mit
ausgepragten Miktionsbeschwerden einhergehen kann [8, 11, 12]. Erfahrungsgemaf
schwanken die Prostatavolumina der Untersuchungen im Labor des Promovenden
zwischen 30-120 ml. Im Einklang mit den Genehmigungen der Ethikkommissionen

wurden jedoch keinerlei patientenbezogene Daten gespeichert oder ausgewertet.

Insgesamt ist davon auszugehen, dass die hier geschilderten Beobachtungen an
hyperplastischem Prostatagewebe erzielt wurden. Ob diese Befunde nun spezifisch
fur den hyperplastischen Zustand sind, kann nicht beurteilt werden, da keine
Vergleiche zu Patienten ohne BPH durchgefiihrt wurden. Gewebe solcher Patienten
sind nicht zuganglich. Gegebenenfalls konnten auch Gewebe aus der transurethralen
Resektion der Prostata asserviert werden. Jedoch weisen gerade diese Patienten
ebenfalls eine BPH und ausgeprage Symptomatik auf. Dartber hinaus ware ein
Vergleich von Geweben aus Prostatektomie und TURP problematisch, da
Gewebespéane aus der TURP stark traumatisiert und daher nur bedingt brauchbar

waren.
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Letztendlich ist bei diesen Uberlegungen zu bedenken, dass aus klinischer Sicht die
Situation im hyperplastischen Gewebe bedeutend relevanter ist, als ein eventueller
Vergleich zwischen hyperplastischem und normalem Prostatagewebe.

5.2 Modelle der a1-adrenergen Prostatakontraktion

Die hier prasentierten Ergebnisse fuhren zu einem neuen Modell des prostatischen
a1-Adrenozeptors, welches den vorherigen Modellen gegenubersteht und diese
ablosen konnte (Abb. 12). Entsprechend den bisherigen Vorstellungen fuhrt die
Stimulation von a1-Adrenozeptoren durch die Aktivierung von drei verschiedenen
intrazellularen Signalwegen zur Kontraktion der glatten Prostatamuskulatur (Abb. 4)
[33, 46]. Diese umfassen zum einen die IPs-vermittelte, calciumabhéngige
Signalkaskade, und zum anderen die DAG/PKC- und Rho-Kinase-abhangigen
Signalwege (Abb. 4) [33, 46].

Eine Beteiligung von JNK oder Caldesmon wurde in den bisherigen Modellen nicht
berticksichtigt. Die hier prasentierte Arbeit, auch zusammen mit weiteren
Untersuchungen im Labor des Promovenden legen jedoch nahe, dass JNK und
Caldesmon von Bedeutung fur die al-adrenerge Kontraktion in der humanen
Prostata sind (Abb. 12). JNK- bzw. caldesmonvermittelte Kontraktionsmechanismen
kénnten zusétzlich zu den drei klassischen, oben geschilderten Wegen (Ca**, PKC,
Rho-Kinase) als 4. und/oder 5. Signalweg vom a1-Adrenozeptor zur Kontraktion
fuhren (Abb. 12). Denkbar wéare auch, das JNK und Caldesmon gemeinsam agieren,

und zusammen einen separaten Signalweg bilden.
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Abbildung 12: Modell zur Funktion von JNK und Caldesmon bei der Kontraktion der glatten
Muskulatur der humanen Prostata

Das Modell wurde auf der Basis der vorgestellten Ergebnisse entworfen. Sowohl JNK als auch
Caldesmon werden a1-Adrenozeptor-vermittelt phosphoryliert und damit aktiviert. Beide scheinen als
intrazellulare Mediatoren im Kontraktionsvorgang der glatten Muskulatur eine Rolle zu spielen, was
ein alternatives Modell zum klassichen Ca®*-, PKC- sowie Rho-Kinase-vermittelten Signalweg
darstellt. Die Hemmung der a1-adrenergen Kontraktion durch a-Blocker ist bereits als wichtige
Therapie der Symptome des unteren Harntraktes etabliert. Mit Hilfe von JNK-Inhibitoren (in-vitro
BI-78D3 und SP600125) und mdglichen Caldesmoninhibitoren kénnten sich neue Optionen in der
LUTS-Therapie ergeben.
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5.3 JNK und glattmuskulare Kontraktion

Die durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, dass der JNK-Inhibitor BI-78D3
signifikant die Kontraktion von humanem Prostatagewebe hemmt. Die Kontraktionen
wurden in diesen Versuchen dosisabhangig durch Noradrenalin bzw. den a1-
Agonisten Phenylephrin ausgelost. Im Vorfeld der prasentierten Arbeit konnte im
Labor des Promovenden bereits eine Hemmung der Prostatakontraktion durch einen
anderen JNK-Inhibitor, SP600125, sowie eine Aktivierung der JNK durch a1-
Adrenozeptoren gezeigt werden [92]. Um der JNK jedoch eine eindeutige Rolle fur
die Prostatakontraktion zuschreiben zu kénnen, war eine Bestatigung mit einem
strukturell vollig unterschiedlichen JNK-Inhibitor erforderlich. Daher wurden die hier
dargestellten Versuchsreihen mit BI-78D3 durchgefiihrt. Tatsachlich waren die zuvor
mit SP600125 erzielten Ergebnisse auch mit BI-78D3 vollkommen reproduzierbar.
Dies belegt nun eine eindeutige Rolle der JNK fur die glattmuskulare Kontraktion in

der humanen Prostata.

Eine Rolle fur die JNK bei der glattmuskularen Kontraktion wurde auf3erhalb der
Prostata bislang lediglich in dem kardiovaskuldren System beschrieben. In isolierten
Aortenringen der Ratte fihrte SP600125 zu einer Hemmung der noradrenalin-,
angiotensin-ll- und endothelininduzierten Kontraktion [80]. In-vivo flhrte die
Applikation des JNK-Inhibitors L-JNKI1 bei Ratten zu hypotensiven Effekten [95].
Uber die angefiihrten, bekannten Agonisten verschiedener G-Protein-gekoppelter
Rezeptoren hinaus fuhrten auch Lokalandsthetika zu einer Vasokontriktion.
Untersuchungen an isolierten Aortenringen der Ratte zeigten, dass auch diese
Kontraktion, beispielsweise induziert durch Levobupivacain, durch JNK-Inhibitoren
gehemmt werden kann [96]. Wahrend die JNK-vermittelte Kontraktion im
kardiovaskuldaren System und nun auch in der Prostata vergleichsweise gut
charakterisiert ist, liegen aus anderen glattmuskularen Organen bislang keine

Studien vor.
Aus urologischer Sicht waren weitere Untersuchungen zur Rolle der JNK fir die

Kontraktion von Detrusorgewebe, also dem glatten Muskel der Harnblase

interessant. Eine vermehrte Detrusorkontraktion (Uberaktive Blase, OAB) ist eine
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haufige Ursache von Symptomen durch sogenannte Speicherstérungen, welche
ahnlich wie prostatabedingte Entleerungsstorungen zu Miktionsbeschwerden fiihren
[22, 24, 37, 39, 97]. Interessanterweise konnte bereits eine JNK-vermittelte
Proliferation bei der Hypertrophie und Hyperplasie in der Uberaktiven Blase
nachgewiesen werden [91]. Diese Umbildungen treten als Antwort auf mechanische
Belastungen der Blasenwand auf, welche wiederum durch Speicherstérungen
bedingt sind [91]. Prinzipiell wurde auch in verschiedenen glatten Muskelzellen
aulBerhalb des unteren Harntraktes der JNK eine Rolle fur die Regulation von
Zellzyklus, Wachstum und Differenzierung zugeschrieben [88—90]. Auch in nicht
malignen Stromazellen der Prostata fordert eine JNK-Aktivierung die Proliferation
[98]. Aus nicht malignen Epithelzellen der Prostata wurde dagegen sowohl eine
proapoptotische, antiproliferative Funktion der JNK, als auch eine JNK-vermittelte
Begunstigung des Zellliberlebens beschrieben [99, 100]. Insgesamt scheint demnach
eine duale Rolle der JNK fur Kontraktion und Wachstum sowohl in der Prostata als
auch in der Blase denkbar. Zumindest in der Prostata wurden bereits
Zusammenhange zwischen Kontraktion und Wachstum vermutet, also letztlich
zwischen dynamischer und statischer Komponente der BPH [26, 58, 59, 61, 101
113]. Bislang fehlten jedoch Beweise sowie eindeutige Modelle, die die exakten
Mechanismen beschreiben, welche sich aber unter Umstanden durch eine JNK-
Aktivierung erklaren lassen. Derartige Untersuchungen kodnnten Gegenstand

zuklnftiger Forschungsarbeit sein.

Obwohl bereits im Vorfeld eine Aktivierung der JNK durch a1-Adrenozeptoren in der
humanen Prostata vermutet wurde, stand der Nachweis fur eine Lokalisation in
glatten Muskelzellen noch aus. Beispielsweise waren eine Lokalisation in
verschiedenen Zellen oder =zellularen Kompartimenten und ein parakriner
Mechanismus denkbar gewesen. Tatséchlich jedoch zeigen die hier durchgefiihrten
Doppel-Immunofloureszenzfarbungen, dass die JNK und der alA-Adrenozeptor
zusammen in denselben glatten Muskelzellen der humanen Prostata vorkommen.
Unter den a1-Adrenozeptoren ist a1A derjenige Subtyp, welcher in der humanen
Prostata die glattmuskuldre Kontraktion vermittelt [26, 33-35, 47]. Die hier
durchgefuhrten Untersuchungen waren daher auf diesen Subtyp beschrank.
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Die Spezifitdit von subtypselektiven oder -unselektiven Antikdrpern fuar a1-
Adrenozeptoren wurde haufig kritisiert, insbesondere auch von forschenden
Urologen. Jensen et al. berichteten 2009, dass 10 verschiedene Antikorper gegen
al1-Adrenozeptoren unspezifisch seien [114]. In Western-Blot-Analysen ergaben
diese Antikorper viele verschiedene Banden, die kaum das zu erwartende
Molekulargewicht trafen, und zudem auch bei der Analyse von Organen aus
Knockoutmausen auftraten [114]. Hierbei handelte es sich durchgehend um
polyklonale Antikorper, wovon 7 aus Ziegen stammten, 2 aus Kaninchen sowie einer
aus Huhnern [114]. Der hier verwendete Antikdrper ist erst nach 2009 auf dem Markt
erschienen und wurde in jener Studie nicht getestet. Im Gegensatz zu den oben
genannten Antikdrpern handelte es sich bei dem hier verwendeten um einen
monoklonalen  Antikorper aus Mausen. Western-Blot-Analysen  humaner
Prostatagewebe mit diesem Antikdrper, welche im Vorfeld der prasentierten Arbeit im
Labor des Promovenden durchgefuhrt wurden, ergaben ausschliel3lich eine einzige
Bande, welche exakt das theoretische Molekulargewicht des a1A-Adrenozeptors
aufwies [57]. Mittlerweile konnten mehrere Arbeiten publiziert werden, in denen
dieser Antikorper verwendet wurde [57, 82, 92, 115].

5.4 Caldesmon im unteren Harntrakt

Caldesmon wurde aus verschiedenen Organen und Zelltypen als wichtiger Mediator
der glattmuskularen Kontraktion beschrieben [66—75]. Die hier erzielten Ergebnisse
zeigen, dass Caldesmon zusammen mit a1A-Adrenozeptoren, sowie der JNK in
glatten Muskelzellen der humanen Prostata vorkommt. Untersuchungen, die im
Vorfeld im Labor des Promovenden durchgefihrt wurden, lieBen bereits ein
Vorkommen im Stroma der Prostata, sowie eine Regulation von Caldesmon durch
al1-Adrenozeptoren vermuten [81]. Dabei fuhrte die Aktivierung von a1-
Adrenozeptoren zu einer Caldesmonphosphorylierung [81]. Die hier gezeigten Daten
belegen nun, dass diese Prozesse tatsachlich den glatten Muskelzellen zuzuordnen
sind. Die zuvor gezeigte, a1-adrenerge Caldesmonphosphorylierung findet also mit
an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit in den a1-Adrenozeptor-exprimierenden

glatten Muskelzellen statt.
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In glatten Muskelzellen ist die caldesmonregulierte Organisation des Zytoskelets von
essentieller Bedeutung fir die agonisten- bzw. rezeptorinduzierte Kontraktion [66—
68]. Die Kontraktion glatter Muskelzellen erfolgt prinzipiell durch die Interaktion von
Aktinfilamenten mit Myosin [66—68]. Wie eingangs beschrieben, missen die leichten
Myosinketten in einem phosphorylierten Zustand vorliegen, damit diese Interaktion
und damit die Kontraktion uberhaupt moglich ist [66—68]. Den bisherigen
Vorstellungen entsprechend, fuhrt die Aktivierung des prostatischen a1-
Adrenozeptors Uber eine Zunahme der MLC-Phosphorylierung zur Kontraktion [46].
Im Gegensatz dazu vermittelt Caldesmon die Kontraktion Uber aktinabhéngige
Mechanismen, welche ebenfalls fur die Kontraktion unabdingbar sind (Abb. 5): Zum
einen fordert Caldesmon die Polymerisation von Aktin, ermdglicht also Uberhaupt das
Vorliegen von Aktin in filamentéser Form; zum anderen ist Caldesmon bei der
Anheftung der Filamente an die Zellmembran beteiligt [66—68]. Die hier
durchgefuhrten Untersuchungen zusammen mit zuvor erzielten Ergebnissen legen
daher nahe, dass a1-Adrenozeptoren hochstwahrscheinlich nicht nur Gber eine
Zunahme der MLC-Phosphorylierung zur Kontraktion fihren [82]. Vielmehr dirfte bei
der afl-adrenergen Kontraktion in der humanen Prostata auch die
caldesmonvermittelte Polymerisation und Anheftung Aktin von Bedeutung sein. Eine
derartige aktinabhangige Steuerung des Zytoskelets durch a1-Adrenozeptoren in der
Prostata wurde bisher nicht in Betracht gezogen. Lediglich aus der Aorta der Ratte

wurde eine Aktivierung von Caldesmon durch Adrenozeptoren beschrieben [80].

AulRer im Labor des Promovenden wurde Caldesmon im unteren Harntrakt bislang
ausschlie8lich in der Harnblase untersucht [69-75]. Diese Studien erfolgten an
isolierten Blasenmuskelzellen in Zellkultur, bzw. an Detrusorgeweben von Kaninchen
[69-75]. Da bislang keine Caldesmoninhibitoren zur Verfigung stehen, erfolgten
diese Untersuchungen Uber transgene Techniken [66—-68, 73]. In glatten
Muskelzellen der Blase férdert Caldesmon die Bildung von Aktinfilamenten, also die
Polymerisation der Aktinmonomere, und ist so an der Regulation des Zytoskelets
beteiligt [69-75]. In Kaninchen und Ratten mit einer experimentell erzeugten
Uberaktiven Blase (partielle Harnréhrenobstruktion) ist Caldesmon an den
pathophysiologischen Veranderungen der Detrusormuskulatur beteiligt [69, 70, 72,
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74, 75]. Dabei wurde ein Zusammenhang zwischen der Kontraktilitait der

Detrusorzellen und der Caldesmonexpression beobachtet [74].

5.5 Zusammenhang zwischen JNK und Caldesmon

Im glatten Gefallmuskel der Rattenaorta besteht offenbar ein Zusammenhang
zwischen der JNK-Aktivierung durch al1-Adrenozeptoren und Caldesmon. Lee et al.
zeigten 2006, dass die Stimulation von Aortengewebe mit Noradrenalin zu einer
Zunahme der Caldesmonphosphorylierung fihrt, die durch SP600125 inhibiert
werden kann [80]. Die in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten
Kolokalisationsversuche zeigen, dass JNK und Caldesmon zusammen im Stroma
der humanen Prostata vorkommen, und zwar in a1-Adrenozeptor-positiven glatten
Muskelzellen. Dies lasst die Vermutung zu, dass JNK und Caldesmon jeweils ein Teil
desselben Signalweges sind, dessen Aktivierung die Kontraktion der glatten
Prostatamuskulatur auslost. In einem solchen Modell kame es als Antwort auf eine
a1-Adrenozeptor-Stimulation zunachst zu einer Aktivierung der JNK (neben der
Aktivierung der klassischen Signalwege durch PLC und RhoA), und sodann durch
eine JNK-vermittelte Caldesmonaktivierung zur Kontraktion. Um ein solches Modell

zu bestatigen, sind jedoch noch weitergehende Untersuchungen erforderlich.

5.6 Ausblick: INK und Caldesmon als neue Targets

In den hier dargestellten Untersuchungen wurden JNK und Caldesmon als neue
intrazellulare Effektoren des a1-Adrenozeptors in der humanen Prostata identifiziert.
Zumindest JNK ist eindeutig an der Vermittlung der a1-adrenergen Kontraktion
beteiligt, im Falle von Caldesmon ist dies immerhin stark anzunehmen. Neue
Mediatoren der Prostatakontraktion, bzw. neue Strategien zur Hemmung der
Prostatakontraktion stellen grundsétzlich auch potentielle Angriffspunkte fir
therapeutische Interventionen zur medikamentésen Behandlung des BPS dar [25]. In
der Tat sind neue Optionen erforderlich, da die Effektivitat der zur Verfigung
stehenden Therapien begrenzt ist [12, 13, 27, 28, 36, 116]. Durch die Behandlung
mit a-Blockern erfolgt zwar eine spurbare Verbesserung der Symptome bei
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schnellem Eintritt der Wirkung, jedoch kénnen Symptome und objektive Parameter
um maximal 30-50 % verbessert werden, wéahrend Placebos immerhin zu einer
Verbesserung von 10-34 % fuhren [12, 13, 27, 28, 36, 116]. Viele Patienten greifen
nicht zuletzt auch aus Enttduschung u(ber klinische Optionen auf pflanzliche
Praparate zurtick, obwohl deren Wirksamkeit umstritten ist und entstehende Kosten
nicht von den Krankenkassen erstattet werden [12, 32]. Daher, und auf Grund der
enormen Verbreitung der Symptome, verbunden mit der demographischen
Bevolkerungsentwicklung, besteht ein enormes Interesse an verbesserten
medikamentdsen Optionen. Immer noch werden neue a-Blocker entwickelt und zur

Zulassung gebracht, wie jungst Silodosin in Europa und in den USA [117, 118].

Organbadversuche an isolierten Geweben stehen stets am Anfang der préaklinischen
Entwicklung neuer Pharmaka zur Behandlung der LUTS. Konsequenterweise sollten
den hier prasentierten Ergebnissen Tests von JNK-Inhibitoren in Tiermodellen folgen.
Derartige Untersuchungen zur pharmakologischen Beeinflussung der Urodynamik
erfolgen Ublicherweise in Ratten mit einer experimentell herbeigefiihrten, partiellen
Obstruktion der Harnrohre [119]. Im hier gegebenen Zusammenhang ist jedoch zu
bedenken, dass die JNK neben ihrer neu beschriebenen Funktion fir die
Prostatakontraktion auch einen wichtigen Regulator zentraler Zellfunktionen
(Beispielsweise Zellzyklus und Differenzierung) darstellt, welcher in nahezu allen
Zelltypen und Organen vorkommt [83-86]. Die JNK gehdort zur Familie der MAP-
Kinasen, welche auf Grund ihrer Bedeutung fir den Zellzyklus einen wichtigen
Angriffspunkt fiir onkologische Therapien darstellen (Zytostatika, Rezeptor-
Tyrosinkinase-Hemmer) [83-86]. Die teils drastischen Nebenwirkungen dieser
Praparate sind hinlanglich bekannt. Vor diesem Hintergrund des erwartungsgemar
ungunstigen Verhaltnisses zwischen Nebenwirkungen und Nutzen ist es daher eher
unwahrscheinlich, dass eine JNK-basierte Therapie zur Behandlung von
Miktionsbeschwerden jemals interessant werden konnte. Zweifellos leisten die
Erkenntnisse zur Rolle der JNK einen wichtigen Beitrag zum grundlegenden
Verstandnis der Prostatakontaktion, bzw. zur Funktion der prostatischen a1-

Adrenozeptoren.
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Caldesmoninhibitoren wurden indes bislang nicht entwickelt. Um in
Grundlagenuntersuchungen die Rolle von Caldesmon fur die Organisation des
Zytoskelets bzw. fur die glattmuskulare Kontraktion zu klaren, wurde daher stets auf
transgene Techniken zuriickgegriffen [66-68, 73]. Die Entwicklung von
Caldesmoninhibitoren ware sicherlich nicht nur aus urologischer Sicht

winschenswert.
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6 Zusammenfassung

Der Tonus der glatten Prostatamuskulatur ist von grol3er Bedeutung fur die
Pathogenese und Therapie von Symptomen des unteren Harntraktes (LUTS) und
wird erheblich durch die al-Adrenozeptor-vermittelte Kontraktion gesteuert. Bei
Patienten mit dem weitverbreiteten benignen Prostatasyndrom (BPS) fihrt haufig
eine Zunahme der al-adrenergen Prostatakontraktion zu einer benignen
Prostataobstruktion (BPO), und so zu den Symptomen. Die Behandlung mit al-
Adrenozeptor-Antagonisten (a-Blocker) bewirkt eine Relaxation der glatten
Prostatamuskulatur und so eine Verbesserung der Symptome. Die Verabreichung
von a-Blockern ist daher die First-Line-Option zur medikamentésen LUTS-Therapie
bei Patienten mit BPS. Dementsprechend ist das Verstandnis von glattmuskularer
Kontraktion und al-Adrenozeptorfunktion in der Prostata von grof3em Interesse.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei neue, intrazellulare Mediatoren der (a1-
adrenergen) Kontraktion in der humanen Prostata untersucht: Caldesmon und die c-
Jun N-terminale Kinase (JNK). Fur die prasentierten Untersuchungen wurden Proben
aus nicht malignen Bereichen humaner Prostatae verwendet, welche aus radikalen
Prostatektomien stammten. Die Proben wurden aus der periurethralen Zone
entnommen, wahrend die Uberwiegende Mehrzahl der Prostatatumoren sich in der
peripheren Zone befindet. Die Periurethral- und Transitionalzone sind dagegen von
Bedeutung fur die BPO.

Im Organbad wurden die Effekte des JNK-Inhibitors BI-78D3 auf die adrenerge
Kontraktion von Prostatageweben untersucht. Durch BI-78D3 war eine Hemmung
der noradrenalin- und der phenylephrininduzierten Kontraktion zu beobachten. In
Fluoreszenzfarbungen war eine Kolokalisation der JNK mit alpha-smooth muscle
actin (aSMA, ein Marker fur glatte Muskelzellen), sowie mit a1A-Adrenozeptoren und
Caldesmon zu erkennen. Caldesmon wiederum zeigte bei Fluoreszenfarbungen

ebenfalls eine Kolokalisation mit a1-Adrenozeptoren und aSMA.
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Zusammenfassung

Diese Ergebnisse zeigen, dass JNK und Caldesmon gemeinsam in glatten
Muskelzellen der humanen Prostata vorkommen. Eine Hemmung der JNK flhrt zu
einer Hemmung der adrenergen Prostatakontraktion. Caldesmoninhibitoren stehen
bislang leider nicht zur Verfigung, jedoch ist Caldesmon als wichtiger Regulator der
glattmuskularen Kontraktion aus extraprostatischen glatten Muskelzellen bekannt.
Dies weist auf neue Mechanismen der Prostatakontraktion hin, die bislang unbekannt

waren und in der vorliegenden Arbeit vorgestellt werden.
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