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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Allgemeines

Die Prostata ist eine akzessorische Druse der inneren Geschlechtsorgane. Zu den
Drisen der inneren Geschlechtsorgane zahlen weiter die Samenleiterampulle
(Ampulla ductus deferentis), die Samenblasendruse (Glandula vesicularis) und die
Bulbourethraldruse (Glandula bulbourethralis). Das weibliche Korrelat der Prostata ist
die Glandula paraurethealis. Die Form der Prostata ist pyramidenartig und ahnelt der

einer Kastanie.

Organbegrenzend ist nach ventral das Os pubis, an welchem die Prostata durch die
Ligg. puboprostatica befestigt ist [1]. Somit liegt sie retrosymphysar. Kranial liegt ihr
die Harnblase auf und kaudal stabilisiert das Diaphragma urogenitale [1, 2]. Als
Besonderheit ist es Arzten méglich durch die dorsale Lagebeziehung zum Rektum
das Organ bei der digital-rektalen Untersuchung direkt zu ertasten. Anhand dieses
Screenings konnen Grofde und Konsistenz, welche Ruckschlisse auf Pathologien

zulassen, beurteilt werden.

Auf Grund der demographischen Entwicklung in Deutschland kommt den
Erkrankungen der Prostata hochste Bedeutung zu. Beispielsweise leiden bereits
heute mindestens 75 % der Manner zwischen 60 und 69 Jahren an einer benignen
Prostatahyperplasie (BPH) [3]. Hinzu kommt, dass im Jahre 2050 etwa 28 Millionen

Manner Uber 60 Jahre alt sein werden (37%), folglich doppelt soviele wie heute.

Die BPH gehort neben der Prostatitis und dem Prostatakarzinom zu den haufigsten
Erkrankungen der Prostata [4]. Darlberhinaus ist das Prostatakarzinom der haufigste

Tumor bei Mannern [5].

Anhand dieser Zahlen ist es offensichtlich, dass der Physiologie, dem
pathophysiologischen Verstandnis und der medikamentdosen Therapie der Prostata
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hochste Bedeutung zukommt. Hierdurch kann ein Grofteil der Manner bei etwaiger
Erkrankung bestmoglichst aufgeklart und therapiert werden.

1.2. Anatomie der Prostata

Im unteren Harntrakt des Menschen, sowie bei allen Primaten, umgibt die Prostata
ringartig die Harnrohre [2]. Bei allen Ubrigen Saugetieren dagegen schlief3t sich die
Prostata nicht um die HarnrOhre, sondern ist als paariges Organ angelegt. Im
Folgenden soll nun die Makro- und Mikroskopie erlautert werden.

Makroskopischer Aufbau

Die in ihrer Konsistenz dem Daumenballen entsprechende, circa 3x4x2 cm grol3e
Prostata ist eine exokrine, tuboloalveolare Druse [1]. Bei einem gesunden,
standartisierten Mann hat sie in etwa ein Gewicht von 15 - 30 g. Hierbei bestehen
allerdings physiologische bedingte, naturliche Schwankungen, welche weiter unten

aufgezeigt werden.

Die beiden Seitenlappen (Lobus dexter et sinister) sind durch den Isthmus prostatae
miteinander verbunden. Nach kranial liegt die Prostata mit ihrer Basis und dem
Mittellappen (Lobus medius) der Harnblase an. Eine weitere Begrenzung bilden die
Urethra und die paarig angelegten Ducti ejaculatori [1].

Eine derbe Organkapsel umgibt die Prostata nahezu vollstandig, welche ventral von
der endopelvinen Faszie uberzogen ist und nach lateral zum benachbarten M.
levator ani umschlagt. Dorsal bildet die Denovilliersche Faszie den Abschluss zum
Rektum. Lediglich apikal am Ubergang zu den Mm. sphincter ani internus et externus
und basal zum Ubergang zur Harnblase ist die Organkapsel nicht nachweisbar [1].
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Mikroskopischer Aufbau

Histologisch wird die Prostata in drei unterschiedlich strukturierte Abschnitte
unterteilt: Die AulRenzone, die Innenzone, sowie die periurethrale Mantelzone.

Erstere umgreift welche die anderen beiden umgreift [2, 6].

Die AulRenzone hat ein Anteil von 70% an dem gesamten Prostatavolumen [2]. In ihr
befinden sich tubuloalveolaren Drusen vor, in numerischer Variation zwischen 30 und
60 an der Zahl. Sie verlaufen geschlangelt und minden mit 15-30
Ausfuhrungsgangen am Samenhugel in den Sinus prostaticus der Urethra. Das
Epithel ist meist zweireihig und prismatisch, wobei die Epithelhdhe abhangig vom
Aktivitatsgrad der Druse ist [7]. So konnen in histologischen Schnitten durchaus
kubisch bis flache Epithelien ausgemacht werden. Bindegewebe umgibt die Drusen
in der AuRenzone locker. Durchbrochen wird dieses von elastischen Fasern und
reichlich glatter Muskulatur, wodurch die Prostata ihre Konsistenz erhalt [7, 8].

Die Transitional- bzw. Innenzone nimmt 25% des Prostatavolumens ein [2]. Auch
hier finden sich Bindegewebe und Drisen. Im Gegensatz zur Auf3enzone sind die
Endstlcke der Drusen hier eher eng gestellt.

Die schmale periurethrale Zone macht 5% des Volumens aus [2]. Sie entpricht der
Mukosa der Urethra und umgibt diese zwischen Colliculus und Harnblasenhals. Bei

der BPH ist diese Zone stark vergrol3ert [2, 9].

In den Lumina der Drusen finden sich gelegentlich Prostatasteine; sie sind das
Resultat von eingedicktem Driusensekret [10].

GefaBversorgung und Innervation

Die zufuhrenden arteriellen GefalRe entstammen der A. iliaca interna. Sie speist die
A. vesicalis inferior und nachfolgend die Rr. Prostatici. Zu einem kleinen Teil werden
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diese auch von der A. rectalis media versorgt. Der vendse Abfluss erfolgt vom Plexus
venosus prosticus aus zum Plexus venosus vesicales. Ab hier wird in die Vv.

vesicales drainiert, welche wiederum in die V. iliaca interna munden [1].

Die Innervation erfolgt Uber die vegetativen Fasern aus dem Plexus hypogastricus
inferior [11]. Sympathische Nervenfasern stammen aus den Nn. splanchnici;
parasympathische Fasern sind auf die Nn. splanchnici pelvini zurtckzufihren.
GroRtenteils geschieht der Lymphabfluss uber die Nodi lymphoidei iliaci interni. Dies
wird durch einen direkten oder Uber einen pararektalen Abfluss zu den Nodi

lymphoidei sacrales gewahrleistet.

1.3. Funktionen der Prostata

Die Prostata erfullt wichtige Funktionen, die fur die Reproduktion (Aufgaben in der
Sexualfunktion) unabdingbar sind. Im Folgenden wird auf die Sekretproduktion, die
Sekretemission, sowie auf die Ejakulation eingegangen.

Sekretproduktion

Das Sperma setzt sich zum groBeren Teil aus dem Seminalplasma der
akzessorischen Geschlechtsdrisen und zum weitaus kleineren Teil aus den
Spermien und Epithelzellen aus den Nebenhoden zusammen [12]. Spermien haben

an der gesamten Sekretmenge lediglich einen Anteil von 0,5 %.

Das Seminalplasma ist ein Sekret, welches zu 50 bis 80% von den Samenblasen
produziert wird. Weniger als 5% stammen aus der Bulbourethraldrise. Der Anteil der
Prostata hieran macht in etwa 15 bis 30% aus [12]. Das Volumen des Ejakulates liegt
durchschnittlich bei 2-6 Millilitern. Darin sind zwischen 35-200 Millionen Spermien
enthalten [13].

Damit die Spermien eine héhere Uberlebenswahrscheinlichkeit in dem sehr sauren
Milieu der Vagina (pH 4,5) haben, besteht in dem Sekret der Prostata ein pH von 6,4.



Einleitung

Weitere Bestandteile sind Spermin und Prostaglandine, welche Uber verschiedene
Funktionen die Wahrscheinlichkeit einer Befruchtung erh6hen: Wahrend Spermin die
Beweglichkeit der Spermien erhoht, stimulieren Prostaglandine die glatte Muskulatur
im Uterus und begunstigen so eine Einnistung der befruchteten Eizelle. Desweiteren
finden sich in der Samenflussigkeit Zink, Magnesium, saure Phosphatase, Amylase
und Proteasen.

Emission

Vor der Ejakulation erfolgen Prozesse, die unter dem Begriff Emission (lat. emittere
»=aussenden®) zusammengefasst werden. Auf Grund von taktilen Reizen kommt es
durch adrenerge Neurotransmission sympathischer Efferenzen zur Kontraktion der
glatten Muskulatur in den akzessorischen Geschlechtsdrisen. Nacheinander
sezernieren zuerst die Prostata, dann die Ampullae der Ductus deferentes,
anschlieend die Nebenhoden und zuletzt die Samenblaschen [14]. Die
entstandenen Sekrete werden in die hintere Urethra befordert. Gleichzeitig
verschliet sich der Harnblasenhals auf Grund der Aktivierung von Alpha-
Adrenozeptoren (a-Adrenozeptoren). Hierdurch wird eine retrograde Ejakulation,
bzw. eine Vermischung mit Urin verhindert [12].

Ejakulation

Die Ejakulation wird, im Gegensatz zur parasympatisch regulierten Erektion, durch
den Sympatikus vermittelt. Einige Autoren hingegen gehen von einer
parasympathisch regulierten Ejakulation aus [12, 14].

Die starke passive Dehnung der hinteren Urethra wahrend der Emission fuhrt dazu,
dass die perineale Muskulatur reflektorisch kontrahiert wird. Die folgende
Austreibung des Ejakulates steuert der Sympatikus in der Lumbalregion (L2-3). Die
quergestreiften Bulbokavernosusmuskeln unterliegen einer Konstriktion,
hervorgerufen durch die Fasern der Nn. pudendi. Dies fuhrt zu drei bis zehn
rhythmischen Kontraktionen, wodurch das Ejakulat aus der Urethra vor den Meatus
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urethrae externus befordert wird [12, 14]. Hinzu kommt es zu aszendierenden
Impulsen Uber den Thalamus zum Kortex, wodurch letztendlich der Orgasmus
ausgelost wird [14].

1.4. Benigne Prostatahyperplasie

Erkrankungen der  Prostata umfassen in erster  Linie  gutartige
ProstatavergroRerungen (benigne Prostatahyperplasie, BPH), Entzindungen der
Prostata  (Prostatitis), sowie Prostatakarzinome. Eine BPH kann zu
Miktionsbeschwerden bzw. zu den sogenannten Symptomen des unteren
Harntraktes, LUTS (,lower urinary tract symptoms®, s.u.), fuhren. [8, 15, 16]. Dabei
fuhrt zum einen die Vergrollerung der Prostata und zum anderen eine erhdhte a1-
adrenerge  Kontraktion der glatten Prostata-Muskulatur zu den sog.
Speichersymptomen (Abb. 1) [8, 16, 17]. DarUber hinaus kann auch eine Uberaktive
Blase prostataunabhangig zu Symptomen des unteren Harntraktes fuhren (Abb. 1).
Auf Grund ihrer enormen Verbreitung sind alle drei Erkrankungen von groler
Bedeutung. Bei einem betrachtlichen Teil der mannlichen Bevolkerung (s.o.) kommt
es mit zunehmenden Alter zur gutartigen Vergro3erung der Prostata [3, 4].

Bei der benignen Prostatahyperplasie (BPH) handelt es sich um eine gutartige,
lediglich histologisch zu belegende, knotige Vergro3erung der Prostata, welche die
Transitionalzone betrifft [3, 8]. Die BPH ist der haufigste, gutartige Tumor des
Mannes [4].

Der Begriff BPH wird haufig undifferenziert verwendet. Die Diagnose kann lediglich
durch die Histologie bestatigt werden (pBPH fur eine pathologisch-histologisch
gesicherte Diagnose). Ein Patient stellt sich somit nicht primar mit einer ,BPH" vor,
sondern mit den international einheitlich terminierten Symptomen des unteren
Harntraktes (LUTS, s.u.) Um die Zusammenhange zwischen LUTS und einer
Prostatavergrosserung praziser beschreiben zu kénnen, wurde der Begriff BPH in
den letzten Jahren zunehmend durch die weiter unten beschriebenen Begriffe

ersetzt.
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Benigne Prostata-
Hyperplasie

Kontraktion

Wachstum

a1-AR-Blocker I |

oo Harmtrak
Uberaktive Blase unteren Harntraktes

l
Benigne Prostata- <J |

Obstruktion

/N

Komplikationen Eingeschréankte

Lebensqualitat

5-AR-Inhibitoren

Abb. 1: Bei der Benignen Prostata-Hyperplasie kann es zum einen durch eine erhéhte a1-adrenerge

Kontraktion der glatten Prostata-Muskulatur, und zum anderen durch das Wachstum der Prostata

(Prostata-VergroRerung) zu einer urethralen Obstruktion kommen. Kommt es dadurch zu einer

Blasenauslass-Stérung und Symptomen des unteren Harntraktes, spricht man von einer Benignen

Prostata-Obstruktion. Dementsprechend stellen Prostata-Kontraktion und

—Wachstum wichtige

Angriffspunkte fur die pharmakologische Therapie von Symptomen des unteren Harntraktes dar.
Dariiberhinaus kénnen solche Symptome auch durch eine Ubeaktivitat der Blase bedingt sein.
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Atiologie

Bis heute sind die eindeutigen Ursachen der BPH noch nicht ausgemacht. Es
bestehen mehrere Theorien, welche enzymatische Aktivitdtsunterschiede, endokrine
Einflusse, sowie Gewebeinteraktionen und —kommunikation bertcksichtigen [3]. Im
Endeffekt ist von einer multifaktoriellen Entstehung auszugehen. Zentral ist, dass bei
einer BPH der groRte Teil des Organvolumens auf das Stroma entfallt [3].

Eine wichtige Rolle fur Wachstum und Differenzierung der Prostata spielt das
Dihydrotestosteron (DHT), welches biologisch die aktivste Form des Testosterons ist.
Im Falle eines Gendefektes der Sa-Reduktase Typ Il, welche fur die Umwandlung zu
DHT =zustandig ist, ist die Prostata zwar als Anlage anzutreffen, liegt jedoch
unausgereift und funktionslos vor. Kommt es bei bereits normal entwickelter Prostata
zu einem Entzug von DHT, wird die Ejakulatsynthese eingestellt und das Wachstum
der Prostata kommt zum Erliegen. Bei der BPH wiederum lasst sich eine vermehrte
Aktivitat der 5-a-Reduktase und dadurch ein erhohte Konzentration an Testosteron
nachweisen [18].

Ebenfalls diskutiert wird der Einfluss von Ostrogenen. Ostrogen-bindende
Rezeptoren lassen sich in der Prostata im fibromuskularen Stroma nachweisen. Hier
werden Ostrogene im Stroma gespeichert, wo sie dann einen synergetischen Effekt

im Zusammenspiel mit Androgenen haben sollen [3].

Desweiteren konnten Wachstumsfaktoren wie FGF (fibroblast growth factor) und
EGF (epithelial growth factor), welche durch androgenene Reize freigesetzt werden,
eine Proliferation des Gewebes fordern und gleichzeitig eine Apoptose von

Drusenzellen verhindern [3].

Epidemiologie

Die BPH zahlt bei alteren Mannern zu den haufigsten Erkrankungen Uberhaupt [3].
Derzeit leben in Deutschland etwa zwolf Millionen Manner, welche Uber 50 Jahre alt
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sind. In einer reprasentativen Untersuchung (Herner BPS-Studie, n=11.674.900)
wurde ermittelt, dass in Bundesrepublik Deutschland 4.852.000 der uber 50-jahrigen
Manner (40,5%) an behandlungswurdigen LUTS leiden. Eine pBPH liegt hier jedoch
lediglich bei 3,2 Millionen vor [8, 15, 16]. Es gilt die Faustformel, dass die Pravalenz,
beginnend ab dem 35. Lebensjahr, mit jeder weiteren Dekade um etwa 15%
zunimmt. Folglich sind 50% der 50-jahrigen und nahezu 100% der 90-jahrigen
betroffen [4].

BPH und LUTS

Miktionsbeschwerden des Symptomkomplex LUTS (,lower urinary tract symptoms®)
lassen sich in  obstruktive (Blasenentleerungssymptome) und irritative
(Blasenspeichersymptome) Symptome einteilen [19].

Wahrend obstruktive Symptome durch die Prostata bedingt sind, sind die irritativen
Symptome auf eine Uberaktive Blase zurickzufihren (Abb. 1) [19]. Tatsachlich
haben von den 5 Millionen mannlichen LUTS-Patienten (>50 Jahre) in Deutschland
lediglich 3,2 Millionen eine BPH [8, 15, 16]. Der klassische Begriff BPH wurde daher
um weitere Definitionen erganzt, um die Rolle der Prostata bei der Diagnose und
Atiologie von LUTS besser beschreiben zu kénnen. Unabhangig von einer
histologischen Diagnose wird eine Prostata mit tast- oder messbarer
Grollenzunahme als BPE (,benign prostatic enlargement”) bezeichnet [20]. Kommt
es zu einer mechanischen Einengung der Harnrohre, die fur Miktionsbeschwerden
verantwortlich ist, spricht man von einer Blasenauslassobstruktion (,bladder outlet
obstruction®, BOO) [8, 20]. Wenn die Ursache fur eine solche Obstruktion der
Harnrohre eine Vergroflerung der Prostata verantwortlich ist, liegt eine benigne
Prostataobstruktion vor (,benign prostatic obstruction“, BPO) (Abb. 1) [8, 20]. Der
gesamte Symptom-Komplex aus BPE, LUTS, und BPO wird verallgemeinernd als
benignes Prostatasyndrom bezeichnet (,benign prostatic symptom®, BPS), wobei die
verschiedenen Komponenten bei den einzelnen Patienten unterschiedlich stark
ausgepragt sein konnen [8, 20].
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Die Vergrollerung der Prostata bei einer BPE kann zu einer Obstruktion der
Harnrohre und den folgenden Entleerungssymptomen fuhren [19, 20]. Zum einen
bedingt die GroRenzunahme in der Transitionalzone eine mechanische Einengung
der Harnrohre (Abb. 1) [8, 15-17]. Zum anderen wird davon ausgegangen, dass auch
ein erhohter Tonus der glatten Prostata-Muskulatur zur urethralen Obstruktion
beitragt (Abb. 1) [8, 15-17]. Dieser wird durch eine Zunahme der a1-adrenergen
Kontraktion erklart [17]. a1-Adrenozeptoren flhren, wie weiter unten noch im Detail
beschrieben, zu einer Kontraktion der glatten Muskulatur der Prostata [17]. Daher
stellen sowohl das Prostata-Wachstum, als auch der a1-adrenerge Tonus der glatten
Muskulatur die wichtigsten Angriffspunkte zur medikamentdosen Therapie bei
Patienten mit BPO dar (s. u.) (Abb. 1) [8, 16].

Obstruktive Miktionsbeschwerden resultieren aus der Gro3enzunahme der Prostata,
wodurch Harnréhrenveranderungen entstehen. Durch den erhohten
Auslasswiderstand kommt es konsekutiv zu einer Hypertrophie der
Blasenwandmuskulatur. Langfristig kann der Detrusor vollstandig degenerieren und
so dann als Trabekelblase imponieren [19]. Charakteristisch sind ein dunner,
schwacher Harnstrahl, ein erhohter abdomineller Druck, um den erhohten
Auslassdruck zu uberwinden, der verzdgerte Miktionsbeginn, ein postmiktionelles
Nachtraufeln, das Restharngefuhl, bis hin zu absolut obstruktiven
Miktionsbeschwerden, dem akuten Harnverhalt[19]. Die irritativen
Miktionsbeschwerden, wie Pollakisurie, standiger Harndrang, Dranginkontinenz und
Nykturie lassen sich auf die Detrusorhyperreflexie und —instabilitat zurtckfuhren.
Hierdurch wird die Speicherfunktion der Blase beeintrachtigt [19].

Zu beachten ist, dass all diese Symptome individuell stark unterschiedlich sein
konnen und der Leidensdruck nicht immer mit der Auspragung der Befunde
korrelieren muss. So kann es zum Beispiel zu einer sog. stillen Obstruktion kommen,
welche ohne rechtzeitige Entlastung in einem terminalen Nierenversagen enden
kann [21].

Unabhangig von den prostatabedingten Beschwerden, konnen auch andere
Mechanismen, wie etwa neurogene Einflusse, die LUTS bedingen. So kann der
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Symptomkomplex auch bei Frauen auftreten, zum Beispiel in Zusammenhang mit
einer Uberativen Blase (,overactive bladder’, OAB) [19]. Hierzu hat die EAU
(European Association of Urology) jeweils spezielle Leitlinien (Harninkontinenz,
neurogene Genesen) erstellt.

1.5. LUTS

Symptome und Stadien

Anhand der sich bietenden Symptome lassen sich wie folgt drei Stadien einteilen [19,
22]:

Das Stadium 1 (Reizstadium) ist charakterisiert durch frithe Symptome, wie die
Abschwachung des Harnstrahles, nachtlicher Harndrang (Nykturie) und haufigeres
Wasserlassen (Pollakisurie). Es ist eine Harnabflussbehinderung bemerkbar, es
kommt jedoch noch nicht zur Restharnbildung. Eine Dysurie wird u.a. beschrieben
als erschwerter Miktionsbeginn und Nachtraufeln nach dem Wasserlassen. Bereits in
diesem ersten Stadium kann es zu einer starken Beeintrachtigung der Lebensqualitat

bis hin zum sozialen Rickzug kommen [22].

Im Stadium 2 (kompensierte Harnretention) ist eine vollstandige Blasenentleerung
nicht mehr moglich, es kommt zur Restharnbildung [22]. Dem Virchow’schen
Grundsatz ,Wo Stase, da Infektion“ nach, kommt es hier zu sich wiederholenden
Infektionen, also Cystidien. Der Leidensdruck nimmt zu, da sich die Frequenz der
Pollakisurie erhdht und ein steter imperativer Harndrang besteht. Bedingt durch den
erhohten Druck, der bendtigt wird, um den Harn durch die Harnrbhre zu pressen,
kommt es zu einer Zunahme von Muskulatur und somit zur Verdickung der
Blasenwand. Es kann eine Trabekelblase (Balkenblase) imponieren, mit
Muskelstrangen, die so ausgepragt sind, dass sie aus den Lichtungen hervortreten

konnen. Nun konnen sich verstarkt Harnsteine bilden.
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Ebenso kommt es zu einem Circulus vitiosus: Da die Restharnmenge immer gro3er
wird, muss ein erhohter Druck aufgebracht werden. Folge ist wiederum ein
vermehrtes Wachstum der Muskulatur, woraufhin wieder weniger Harn gespeichert
werden kann. Hierdurch reduziert sich die Urinmenge, die mit jeder Miktion entleert
werden kann. Bis zu einer Restharnmenge von 150 ml ist der Ablauf aus den

Ureteren noch nicht gefahrdet.

Das Stadium 3 (Dekompensationsstadium) ist definiert durch einen Restharnanstieg
auf Gber 150 ml. In der Folge kann sich eine Ischuria paradoxa (Uberlaufblase)
einstellen [22]. Weiterhin kommt es zur Dilatation der Ureteren. Ein Stau des Harns
bis in die Nierenbecken ist nun mdglich. Die Nykturie verstarkt sich und kann zu
einem stark belastenden Symptom werden, da bereits beim nachtlichen
Lagewechsel der intraabdominelle Druck ansteigt und so dieser den Harn aus der
Blase presst. Wird die Nierenfunktion starker beeintrachtigt kdnnen sich Symptome,
wie Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhoe mit Gewichtabnahme einstellen, Hinweise also fiir

eine Uramie oder Urosepsis.

Innerhalb jedes Stadiums kann es zu einem akuten Harnverhalt kommen [19, 21].
Die Symptome konnen stark bis teilweise gar nicht ausgepragt sein, zum Beispiel bei
einer parallel bestehenden diabetischen Polyneuropathie. Bei maximal gefullter
Blase ist auf Grund einer Uberdehnung des Detrusors ein spontanes Wasserlassen
nicht mehr maoglich. Therapeutisch muss ein Blasenkatheter (Dauerkatheter, DK) zur
Entlastung gelegt werden. Bei Restharnmengen von uber 600 ml darf das
Harnvolumen nicht auf einmal, sondern franktioniert abgelassen werden, so dass
kein fur die Blasenschleimhaut gefahrdender Unterdruck mit konsekutiver

Makrohamaturie entsteht.

Bestehen parallel Entzindungen der Blase oder Harnrohre, kann ein Tumor nicht
zweifelsfrei ausgeschlossen werden oder besteht nach rezidivierenden akuten
Harnverhalten eine Restharnmenge von uUber 100 ml, wird eine suprapubische

Punktion der Harnblase zur Harnableitung vorgenommen.
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Pharmakologische Therapie

Nach den Leitlinien der Deutschen Urologen umfasst die konservative Therapie
folgende Strategien: Das kontrollierte Zuwarten, eine Verhaltenstherapie, sowie die
medikamentose  Therapie, einschlieflich einiger  Phytopharmaka und
Kombinationstherapien. Die Strategien durfen nur Optionen sein, wenn keine klinisch
relevante BPO oder eine BPS-bedingte Komplikation vorliegt.

Das kontrollierte Zuwarten kann bei geringen Symptomen oder nicht vorhandenem
Leidensdruck eine Moglichkeit der konservativen Therapie sein [16, 23]. Bei nicht
vorhersehbarer Progredienz sind regelmallige Kontrolluntersuchungen notwendig.
Hinzu koénnen Informationen fur einen Lebensstilwandel, bzw. allgemeine
Verhaltensweisen gegeben werden [16]. Hierzu zahlen das Miktionstraining,
Miktionstagebuch, eingeschrankter Alkohol- und Koffeingebrauch, sowie ein aktives
Blasentraining.

Die Effektivitat der Phytopharmaka bleibt umstritten [16, 24]. Zwar erhalten sie in den
Leitlinien der Deutschen Urologen ein Evidenzlevel und Empfehlungsgrad wie
andere Medikamente zur Behandlung der BPS, jedoch sind weitere Studien,
insbesondere zur Langzeitwirkung, erforderlich [16]. In-vitro Studien ergaben
Anhaltspunkte, dass Phytotherapien antiinflammatorisch, antiandrogen und
antiostrogen wirken [8, 24]. Harnstrahl und andere urologische Parameter konnen
sich verbessern [8]. Desweiteren inhibieren sie Wachstumsfaktoren und haben
Einfluss auf a1-Adrenorezeptoren, auf die 5a-Reduktase, auf Muskarinrezeptoren
und Vanillinoidrezeptoren [8, 24]. Seit 2004 werden Phytopharmaka nicht mehr von
den gesetzlichen Krankenkassen erstattet.

Alpha1-Adrenorezeptorantagonisten (kurz a-Blocker, Bsp.: Alfuzosin, Doxaosin,
Tamsulosin, Terazosin) erzielen ihre Wirkung durch den Einfluss auf die dynamische
Komponente des BPS, da sie eine Relaxation an der glatten Muskulatur an
Blasenhals und Prostata erzielen [8, 16, 17, 25, 26]. Zusatzlich zu diesem direkten
Einfluss werden eine Hemmung der a-Blocker auf Ruckenmarksebene und im

Detrusor vesicae diskutiert [25].
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Die kompetitive Hemmung und der damit verbundene Wirkeintritt findet bereits nach
wenigen Stunden (bis Tagen) statt und reduziert die Symptome erheblich [8]. Dies
erzielen a-Blocker mit leicht besserer Effektivitat als 5a-Reduktasehemmern [16].
Nebenwirkungen bei der Therapie mit a-Blockern sind Abgeschlagenheit, Schwindel,
Kopfschmerz, Diarrhoe, Schwellung der Nasenschleimhaut, grippale Symptome,
hypotone Dysregulation, aber auch sexuelle Erregungsstérungen, wie zum Beispiel
eine retrograde Ejakulation [8]. Der PSA-Wert wird durch a-Blocker nicht beeinflusst
[8].

50-Reduktasehemmer (Bsp.: Finasterid, Dutasterid) wirken auf die statische
Komponente der Prostata, wodurch der spate Wirkeintritt (Wirkmaximum nach 6-12
Monaten) erklart wird. Das Volumen der Prostata kann innerhalb des ersten halben
Jahres um 25 % gesenkt werden [8, 16]. Insbesondere Prostatavolumina uber 30 ml
profitieren hier besonders [8, 16]. Die Verminderung der Symptome der LUTS-
Patienten fallt spurbar aus, bleibt jedoch dem Effekt von a-Blockern unterlegen [8,
16].

Durch die Hemmung der 5a-Reduktase unterbleibt die Umwandlung von Testosteron
in den aktiven Metaboliten Dihydrotestosteron [8]. Der antiandrogene Effekt bedingt
eine  Reduktion des Prostatavolumens, hierdurch einen verminderten
Auslasswiderstand und damit Verbesserung der Miktion. Darluberhinaus wird eine
enzymatische Spaltung der Drusenepithelzellen ausgeldst, die bis zum Zelltod durch
Apoptose fuhren kann [8].

Der Obstruktionsgrad bleibt wahrend der Therapie hingegen weitestgehend
unbeeinflusst [16]. Das Risiko eines akuten Harnverhaltes kann allerdings bis um die
Halfte gesenkt werden. Beschriebene Nebenwirkungen bei der Therapie mit 5a-
Reduktasehemmern sind Abnahme des Ejakulatvolumens, Libidoverlust, erektile
Dysfunktion und Gynakomastie [8, 16]. Der PSA-Wert ist nach einem Jahr
Behandlung inetwa halbiert [8, 16]. Daher ist eine Verdopplung des Ausgangswertes
(PSA x2) notwendig, um den tatsachlichen Wert beurteilen zu konnen [8, 16].
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Muskarinrezeptorantagonisten (oder Anticholinergika) galten bisher bei Patienten mit
BPO als nicht indiziert, auf Grund der Gefahr eines akuten Harnverhaltes [16]. Nach
neueren Studien scheint diese Annahme jedoch unbegrindet [16]. Eine Besserung
der Symptome kann sich einstellen, da der Tonus des Detrusors gesenkt wird und
somit Dranginkontinenz und Miktionsfrequenz, auch wahrend der Nacht, abnehmen
[16]. Da die Anticholinergika Uber den Muskarinrezeptor den Tonus und die
Kontraktilitat verringen, kann insgesamt die Blasencompliance verbessert und die

Blasenkapazitat erhoht werden [8].

In klinischen  Studien  wurden Kombinationstherapien  zwischen  a1-
Adrenorezeptorantagonisten und 5a-Reduktasehemmer, sowie zwischen a1-
Adrenorezeptorantagonisten und Muskarinrezeptorantagonisten untersucht [16]. Die
simultane Beeinflussung der dynamischen Komponente durch a-Blocker (positiver
Effekt auf die Symptome, schnell eintretend) und der statischen Komponente durch
5a-Reduktasehemmer (Reduktion der Komplikationen, mittelfristiger Effekt) ergab
zwar einen sinnvollen Synergismus [16]. Allerdings wurde kein klarer Vorteile
gegenuber der Monotherapie mit einem a-Blocker offensichtlich [16]. Jedoch lasst
sich eine Progressionshemmung der BPS erzielen [16]. Zu Beachten ist, dass es
neben einer Addition der therapeutischen Effekte auch eine Addition der

Nebenwirkungen zu erwarten ist [16].

Operative Therapie

Operative Therapien bei LUTS umfassen drei instrumentelle Optionen, namlich die
transurethrale Resektion der Prostata (TUR-P), die transurethrale Inzision der
Prostata (TUIP) und die klassische offene Prostataoperation (Adenomenukleation)
[16, 27-29].

Die TUR-P gilt nach wie vor als Referenzverfahren fur andere, bzw. neue Methoden,
an dem diese sich messen lassen mussen [16, 28]. Es ist die am haufigsten
vorgenommene Operation in der Urologie [16]. Es lassen sich hervorragende und
langfristige Ergebnisse erzielen. Es besteht eine niedrige Morbiditat und eine
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Mortalitat von 0,2 — 0,5% [16]. Weitere Komplikationen, einschlie3lich der erektilen
Dysfunktion, sind ebenfalls nicht haufig [16]. Inkontinenzraten werden mit bis zu 10%

angegeben [16].

Die haufigsten zu erwartende Komplikation ist die retrograden Ejakulation [16]. Diese
wird etwa in 60 — 90 % der Falle beschrieben [16]. Eine erneute Operation innerhalb
der ersten acht Jahre ist in 8 — 15% der Falle erforderlich [16]. Die TUR-P wurde in
den letzten Jahren immer wieder modifiziert, um die Morbiditatsrate zu senken:
Modifizierungen am  Hochfrequenzgenerator  (,dry cut®, koagulierendes
intermittierendes Schneiden), am Stromfluss (bipolar), an den Elektroden

(Bandschlinge, Vaporisation), sowie an der Resektionstechnik [16].

Die transurethrale Inzision der Prostata (TUIP) ist ein Verfahren, welches vor allem
fur jungere Patienten mit einem Prostata-Volumen von weniger als 30 ml eine
sinnvolle Alternative darstellt [16, 27]. Evidenzbasierte Studien zeigten eine mit der
TUR-P vergleichbare Wirksamkeit, sogar mit vorteilhafterem Nebenwirkungsprofil,
allerdings bei einer Reoperationsrate von 15,9 % innerhalb der ersten zehn Jahre
[16].

Die alteste Methode der Prostataresektion ist die offene Operation
(Adenomenukleation) [16, 29]. Sie ist eigentlich Goldstandard bei der Therapie des
Prostatakarzinomes, kommt aber auch bei Behandlung des BPS zum Einsatz,

insbesondere wenn Prostatavolumina tber 70 cm® vorliegen [16].

1.6. Glatte Muskulatur der Prostata

Auf Grund der demographischen Entwicklung der Bevolkerung und damit
verbundenden Haufigkeit der Krankheiten der Prostata, wie auch der wirtschaftlichen
Bedeutung in dem deutschen Gesundheitssystem, muss dem Verstandnis der
benignen Prostatahyperplasie, seiner Folgen und Komplikationen hdochste
Bedeutung zukommen. Durch Erkenntnisse auf dem Gebiet der Physiologie kdnnen
Fortschritte in der Forschung auf Hinblick der Pharmakotherapie erzielt werden.
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Sowohl fur die Pathophysiologie als auch Therapie von BPH-bedingten LUTS spielt
die glatte Muskulatur der Prostata eine gro3e Rolle. Bei einer BPH macht das
Stroma den groften Teil des Prostatavolumens aus [3]. In der humanen Prostata
besteht das Stroma in erster Linie aus glatten Muskelzellen sowie Fibrozyten und
Bindegewebe [7]. Folglich bestehen ca. 40 % des zellularen Volumens der Prostata
aus glatter Muskulatur [8].

Lichtmikroskopisch erscheint glatte Muskulatur homogen, die Aktin-, Myosin- und
Desminfilamente unterliegen aber einem weniger streng strukturierten Aufbau wie in
der quergestreiften Muskulatur. Histologisch gleicht sie in ihrer Form, mit einer Lange

von 30-200 um und einer Tiefe von 2-10 um, einer Spindel.

Sie ist, wie auch die quergestreifte Muskulatur, mesodermalen Ursprungs, unterliegt
jedoch nicht der willkirlichen Motorik. Reguliert wird der Tonus der Muskelzellen
durch das vegetative Nervensystem. Sympathische Efferenzen fuhren Uber eine
adrenerge Neurotransmission mit Aktivierung von as-Adrenorezeptoren zur
Kontraktion der glatten Muskulatur [17]. So lasst sich zum Beispiel in
myographischen Organbadmessungen isoliertes Prostatagewebe durch exogen
hinzugefluhrtes Noradrenalin oder Phenylephrin (ebenfalls ein ai-Adrenorezeptor-

Agonist) stimulieren, wodurch es zu einer messbaren Kontraktion kommt.

Im Folgenden soll nun der explizite Ablauf der Kontraktion in der glatten Muskulatur
der Prostata erlautert werden.

al-Adrenozeptoren in der Prostata

Der a1-Adrenozeptor kommt in drei verschiedenen Subtypen vor, die als a1A-, a1B-,
und a1D-Adrenozeptor bezeichnet werden [30, 31]. Vorkommen und Verteilung der
verschiedenen Subtypen in der Prostata wurde in zahlreichen Studien auf mRNA-
und Protein-Ebene sowie durch Ligandenbindungs-Studien untersucht [30, 31]. In

der Prostata wurden zwar prinzipiell alle drei Sutypen nachgewiesen, jedoch scheint
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zumindest in der humanen Prostata a1A der mit Abstand vorherrschende Subtyp zu
sein [25, 30-33]. Insbesondere wird angenommen, dass dieser Subtyp die adrenerge
Kontraktion der glatten Prostata-Muskulatur des Menschen vermittelt [25, 30-33].
Studien zur mRNA Expression in der humanen Prostata ergaben, dass das
Verhaltnis der mRNA von a1A:a1B:a1D etwa 70:0:30 betragt, so dass der al1A-
Subtyp etwa 70 % der gesamten prostatischen o1-Adrenozeptor Population
ausmachen konnte [25, 31]. Andere Autoren erzielten offensichtlich ahnliche
Ergebnisse, und berichteten dass das Verhaltnis der mRNA Expression 85:1:14 in
hyperplastischem Gewebe betragt (a1A:a1B:a1D), bzw. 63:3:31 in der nicht-
hyperplastischen  Prostata [25]. In  zahlreichen immunohistochemischen
Untersuchungen zur Protein-Expression konnten alle drei Subtypen in der humanen
Prostata detektiert werden. Die Expression des a1D-Adrenozeptors ist offenbar auf
intraprostatische Blutgefalde beschrankt [34]. Eine Expression des a1B-Subtypes
wurde ausschliesslich im Drusen-Epithel beobachtet [34]. Im Stroma dagegen wurde

eine deutliche Expression des a1A-Adrenozeptors beobachtet [17, 30, 34, 35].

Studien zur Bindung von radioaktiv markierten, Subtyp-spezifischen Liganden
erganzen und unterstutzten diese Daten zur mRNA- und Protein-Expression der
verschiedenen a1-Adrenozeptor-Subtypen in der humanen Prostata [30].
Insbesondere wurde in myographischen Untersuchungen im Organbad der Effekt
von Subtyp-selektiven Antagonisten auf die a1-adrenerge Kontraktion getestet [17,
30, 31]. Diese Ergebnisse bestatigten die vorherrschende Rolle des oa1A-
Adrenozeptors in der adrenergen Prostatakontraktion. Diese Bedeutung des a1A-
Adrenozeptors in der humanen Prostata ist mittlerweile allgemein akzeptiert [25].
Allerdings wurde mehrfach darauf hingewiesen, dass die Verhaltnisse in anderen
Arten, beispielsweise in den weitverbreiteten Nagetier-Modellen, anders liegen
konnten [30]. Auch im kardiovaskularen System des Menschen, in welchem a1-
Adrenozeptoren von grofder Bedeutung sind, konnen die Verteilung und Bedeutung
der verschiedenen Subtypen stark von den Verhaltnissen in der Prostata abweichen
[32, 33]. Hier hangen die Anteile der drei Subtypen u.a. vom Gefallbett oder vom
Alter ab [32, 33].
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Mechanismen der a1-adrenergen Kontraktion

Die Kontraktion der glatten Muskulatur basiert auf der Interaktion von Myosin mit
Aktin [36, 37]. Diese Interaktion kann nur erfolgen, wenn die leichten Myosin-Ketten
(,myosin light chains®, MLC) in phosphoryliertem Zustand vorliegen [38-40]. Daher ist
die MLC Phosphorylierung unabdingbare Vorraussetzung fur die glattmuskulare
Kontraktion [38-40]. Tatsachlich beruht die Kontraktion glatter Muskulatur (z. B. bei
a1-Adrenozeptor-Aktivierung in der Prostata) auf einer Zunahme der MLC-
Phosphorylierungen (Abb. 2) [38-40]. Der Phosphorylierungs-Zustand der MLCs wird
durch die Aktivitaten der MLC-Kinase und MLC-Phosphatase reguliert [38-40].
Hierdurch kann stets ein gewisser Tonus in der Muskulatur gehalten oder je nach
Anforderung moduliert werden. Es existieren noch weitere Mechanismen, die zur
Regulation der glattmuskularen Motorik beitragen. So sind das Vorliegen von Aktin
im filamentosen Zustand (also die Aktin-Polymerisation) und die Anheftung der
Aktinfilamente an die Zellmembran weitere essentielle Vorraussetzungen der

glattmuskularen Kontraktion [41-45].

Induktion der Kontraktion ist eine Aktivierung der MLC-Kinase und eine gleichzeitige
Hemmung der MLC-Phosphatase (Abb. 2) [38-40]. Beides wird durch die Aktivierung
prostatischer a1-Adrenorezeptoren ausgelost (Abb. 2) [36]. Eine Relaxation wird
dagegem durch eine Aktivierung der MLC-Phosphatase, bei gleichzeitger Senkung
der MLC-Kinase-Aktivitat, initiiert.
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Abb. 2: Alpha1-Adrenozeptor-induzierte Kontraktion der glatten Prostata-Muskulatur. Vorraussetzung
fur die Kontraktion ist eine Phosphorylierung der leichten Myosinketten (,myosin light chains®, MLC).
Durch die a1-Adrenozeptor-Aktivierung wird durch Aktivierung der MLC Kinase und gleichzeitge
Inaktivierung der MLC Phosphatase eine Zunahme der MLC-Phosphorylierung erreicht, was dann zur
Kontraktion fihrt. Die Aktivierung von a1-Adrenozeptoren 16st Uber G-Proteine eine Aktivierung der
Phospholipase C (PLC) und von RhoA aus. Die Aktivierung der PLC flhrt zur Bildung der second
messenger IP; und Diacylglyerol (DAG). IP; erhdht die intrazellulare Ca”"-Konzentration, was zur
Aktivierung der MLC Kinase fiihrt. Parallel dazu kommt es zur Aktivierung der Protein-Kinase C (PKC)
durch DAG, und der Rho-Kinase durch RhoA, welche eine Hemmung der MLC Phosphatase
bewirken. Folge ist eine Verminderung der MLC-Dephosphorylierung, was ebenfalls zur Kontraktion
fuhrt. Die Hemmung der MLC Phosphatase durch PKC und Rho-Kinase wird auch als ,Kalzium-

Sensitisierung” zusammengefasst.
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Alphal-Adrenorezeptoren und G-Proteine

Wie oben beschrieben wurden bisher drei verschiedene Subtypen des a1-Rezeptors
identifiziert [30, 31]. In der humanen Prostata ist der a1A-Subtyp fur die
glattmuskulare Kontraktion verantwortlich [25, 31]. a1-Adrenozeptoren gehdren zu
den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren [17, 36]. Diese durchziehen die Zellmembran
mit sieben Domanen. Endogener Ligand der o1-Adrenozeptoren ist vor allem
Noradrenalin sowie Adreanalin mit geringerer Affinitat [17, 36]. Das Noradrenalin
stammt insbesondere aus sympathischer Neurotransmission [17, 31, 36]. Zur
Untersuchung von a1-Adrenozeptoren in vitro werden haufig a1-selektive Liganden

benutzt, insbesondere der a1-Agonist Phenylephrin.

Auf der intrazellularen Seite sind die a.1-Adrenozeptoren an heterotrimere G-Proteine
gekoppelt [17, 36]. Diese bestehen aus einer groflen a-Untereinheit, und jeweils
einer kleinen pB- bzw. y-Untereinheit [17, 36]. Bekannt sind verschiedene Formen der
Ga-Untereinheiten, die an a1-Adrenozeptoren koppeln konnen. Dies sind die Gog/11-,
Gaz- und Gays-Untereinheiten [17, 36, 38-40]. Bei Rezeptoraktivierung (durch
Liganden-Bindung) kommt es zu einer Konformationsanderung des Rezeptors,
welche wiederum die Dissoziation der G-Protein-Komplexe von ihren Rezeptoren
auslost [17, 36, 38-40]. Parallel dazu kommt es zu einer Dissoziation der Ga-
Untereinheiten von den zugehorigen p/y-Untereinheiten [17, 36, 38-40]. Nun werden
intrazellulare Effektoren durch die freie a-Untereinheit aktiviert. Zu diesen Effektoren
gehoren die Phospholipase C3 (PLC) und die monomere GTPase RhoA (Abb. 2) [17,
36, 38-40]. Diese beiden Effektoren veranlassen nun verschiedene Mechanismen
der Kontraktion, die im Folgenden genauer beleuchtet werden (Abb. 2).

PLC/Calcium-vermittelte Kontraktion

Die membrangebundene PLCPB wird nach der Rezeptor-Aktivierung durch Gag1
aktiviert [17, 36, 38-40]. Aktivierung der PLC fuhrt zur die Bildung der second-
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Messenger Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) durch
Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP2) (Abb. 2) [17, 36, 38-40].

IP; veranlasst die Freisetzung von Calcium (Ca?*) aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum (SR), was zu einer Erhdhung der zytoplasmatischen Ca?*-Konzentration
fuhrt, da es sich beim SR um einen zelleigenen Calciumspeicher handelt [17, 36, 38-
40]. Hierdurch wird die Zelle depolarisiert, was eine Offnung von
spannungsabhingigen Ca®*-Kanidle (sog. L-Typ Ca®*-Kanile) in der Zellmembran
auslost [17, 36, 38-40]. Folge ist ein massiver (,kapazitativer) Einstrom von
extrazellularem Ca?* in die Zelle und eine Bindung von Calcium an Calmodulin [17,
36, 38-40]. Diese Bindung veranlasst eine Konformationanderung am Calmodulin,
wodurch es zur Interaktion mit der MLC-Kinase und schliel3lich deren Aktivierung
kommt [17, 36, 38-40]. Diese MLC-Kinase-Aktivierung bedingt die Kontraktion (Abb.
2).

RhoA-Kinase-vermittelte Kontraktion

RhoA gehdort zur Familie der kleinen, monomeren Ras GTPasen [36, 38-40]. Hierzu
gehoren neben RhoA, B, und C u. a. auch die GTPasen Ras, Raf oder Rab. Die
Funktionen von RhoA beeinflussen auller der glattmuskularen Kontraktion
insbesondere auch die Zellproliferation, die Migration von Zellen, die Bildung von
Stressfasern, und die Apoptose. Die Aktivitat von RhoA wird durch drei verschiedene
Faktoren reguliert, namlich durch den RhoGEF (guanine nucleotide exchange factor),
durch das RhoGAP (GTPase-activating protein) und durch den RhoGDI (GDP
dissociation inhibitor). Die RhoA-vermittelte Kontraktion der glatten Muskulatur erfolgt
durch eine Aktivierung der Rho-Kinase (Abb. 2) [36, 38-40].

In diesem Signalweg der Kontraktion wird nach Rezeptor-Stimulation zunachst die
monomere GTPase RhoA durch die Ga-Proteine aktiviert [36, 38-40]. Die Aktivierung
von RhoA geht erstens mit einem Austausch von RhoA-gebundenem
Guanosidiphosphat (GDP) mit Guanositriphosphat (GTP) und zweitens mit einer
Translokation des Proteins vom Zytosol zur Membran einher [36, 38-40, 46]. Im
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inaktiven Zustand hat RhoA GDP gebunden und wird durch RhoGDI im Zytosol
gehalten. Bei der Aktivierung wird unter Beteiligung von RhoGEFs GDP zu GTP
ausgetauscht, was mit einer Dissoziation vom RhoGDI einhergeht. In der Folge
kommt es zur Translokation zur Membran, womit die Aktivierung abgeschlossen ist.
RhoGAPs beschleunigen die Hydrolyse von GTP durch die intrinsische GTPase-
Aktivitat von RhoA, was die Deaktivierung von RhoA begunstigt.

Aktiviertes RhoA aktiviert wiederum die RhoA-Kinase [36, 38-40]. Die Rho-Kinase
kann die MLC-Phosphatase Uber zwei verschiedene Mechanismen hemmen. Erstens
kann die Rho-Kinase die Substratbindung vermindern, in dem sie die
substratbindene Untereinheit der MLC-Phosphatase (,myosin phosphatase target
subunit 1%, MYPT1) am Threonin 969 phosphoryliert [36, 38-40]. Bei der MLC-
Phosphatase handelt es sich um ein Heterotrimer, welches neben der MYPT1-
Untereinheit aus zwei weiteren Untereinheiten besteht, namlich PP1c (Phosphatase-
Untereinheit) und einer weiteren Untereinheit mit bisher nicht geklarter Funktion [36,
38-40]. Parallel zur MYPT1-Phosphorylierung kann die MLC-Phosphatase durch eine
Rho-Kinase-vermittelte Aktivierung von CPI-17 (PKC potentiated Inhibitor Protein, 17
kDa) gehemmt werden [36, 38-40]. Phosphorylierung von CPI-17 durch Rho-Kinase
(oder auch PKC, siehe unten) fuhrt zu einer Hemmung der MLC-Phosphatase [36,
38-40].

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass verschiedene Rho-Kinase-Inhibitoren (z.
B. Fasudil, Y-27632) die a1-adrenerge Kontraktion der glatten Prostatamuskulatur
vollstandig hemmen konnen [36, 47, 48]. Dies unterstreicht die enorme Bedeutung
der Rho-Kinase fur die adrenerge Kontraktion der glatten Prostatamuskulatur.

PKC-vermittelte Kontraktion

Parallel zur Bildung von IP; kommt es bei der PLC-vermittelten PIP2-Hydrolyse zur
Bildung von Diacylglycerol (DAG) [17, 36, 38-40]. DAG aktiviert die verschiedenen
Isoformen der Protein Kinase C (PKC) (Abb. 2) [17, 36, 38-40]. PKC fuhrt Uber
ahnliche Mechanismen wie die Rho-Kinase zur Hemmung der MLC-Phosphatase
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und damit zur Kontraktion; es kommt zum einen zu einer Phosphorylierung von
MYPT1, zum anderen zur Aktivierung von CPI-17 [17, 36, 38-40].

Die Rho-Kinase- und PKC-vermittelte Hemmung der MLC-Phosphatase wird auch
unter dem Begriff der ,Calcium-Sensitisierung® zusammengefasst und so den
Mechanismen der Calcium-vermittelten Kontraktion durch MLC-Kinase-Aktivierung
gegenuberstellt (Abb. 2) [36, 38-40].

Nicht-motorische Funktionen prostatischer a1-Adrenozeptoren

Kontraktion und Wachstum der Prostata, also die dynamische und statische
Komponente der BPH, wurden lange Zeit als vollstandig separate Phanomene
betrachtet (Abb. 1) [17, 32]. In den vergangenen Jahren legten allerdings
verschiedene Studien mehrerer Autoren einen moglichen Zusammenhang zwischen
Wachstum und a1-adrenerger Kontraktilitat in der Prostata nahe (Abb. 3) [25, 30].

In Ratten und Mausen verursachte die (sub)chronische Applikation von Phenylephrin
in vivo eine (atypische) Hyperplasie sowie dysplastische Veranderungen der Prostata
[49, 50]. Eine frGhere Studie, bei der Ratten sympathektomiert wurden, liel} eine
Regulation des Prostatawachstums durch sympathische Neurotransmission bzw.
Innervation vermuten [51]. Bei Patienten mit BPH resultierte die Behandlung mit a1-
Blockern in einer Regression des Stroma-Gewebes und einer Verminderung des
Prostatawachstums [52-58]. Zusammen fuhrte dies zu der Annahme, dass a1-
Adrenozeptoren von Bedeutung fur die benigne Prostatahyperplasie sein konnten
(Abb. 3) [25, 30].
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Abb. 3: Der klassischen Vorstellung entsprechend fiihren a1-Adrenozeptoren in der glatten Prostata-
Muskulatur zu einer Kontraktion. Mehrere Studien fihrten in den letzten Jahren zu der Vermutung,
dass prostatische a1-Adrenozeptoren neben der Kontraktion auch am Wachstum der Prostata und
damit an der Benignen Prostata-Hyperplasie beteiligt sein kénnten. Die Signalwege und
Mechanismen, die an der a.1-adrenergen Regulation beteiligt sein kdnnten, sind dagegen noch unklar.
Bezlglich der nicht-motorischen Signalgebung und Funktion des prostatischen a1-Adrenozeptors

besteht derzeit noch erheblicher Forschungsbedarf.

Eine Verkleinerung des Prostata-Volumens fiel beim klinischen Gebrauch von a1-
Blockern bislang jedoch nicht auf, bzw. wurde lediglich vereinzelt in Patienten-
Studien beobachtet. Dies fuhrte zu der Vermutung, dass a1-Adrenozeptoren nur
einen von mehreren Regulatoren des Prostata-Wachstums darstellen, die in einem
komplexen Zusammenspiel funktionieren [59]. Weitere wichtige Regulatoren des
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Prostata-Wachstums  sind Hormone (z. B. Androgene, Ostrogene),
Wachstumsfaktoren (z. B. EGF) und Zytokine [3, 18, 60-62].

Dementsprechend ruckte zunehmend eine mdgliche intrazellulare Signalgebung
durch prostatische a1-Adrenozeptoren in den Mittelpunkt des Interesses, die nicht im
Zusammenhang mit der Kontraktion steht. Tatsachlich konnten Studien zeigen, dass
prostatische a1-Adrenozeptoren die Aktivitaten der extracellular signal-regulated
kinases (ERK1/2) und der p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) regulieren
[59, 63, 64]. Sowohl ERK1/2 als auch p38 sind wichtige, ubiquitare Mediatoren von
Proliferation, Wachstum und Differenzierung [65, 66]. Insgesamt besteht bezuglich
der nicht-motorischen Signalgebung durch a1-Adrenozeptoren in der Prostata derzeit

noch erheblicher Forschungsbedarf.

1.7. Akt

Vorkommen und Funktionen von Akt

Akt (synonym Protein-Kinase B, PKB) ist eine Serin-Threonin-Kinase mit multiplen,
Organ-spezifischen Funktionen [67, 68]. Es wurden drei verschiedene Isoformen der
Akt beschrieben, die als Akt1-3 bezeichnet wurden [68]. Insbesondere ist Akt ein
wichtiger Regulator des Zellzyklus in vielen Organen und Zelltypen, wo sie
Wachstum und Proliferation vermittelt [67-69]. Weitere Funktionen umfassen
mogliche Rollen bei der Inflammation, und bei der Regulation des glattmuskularen
Tonus aulRerhalb des Urogenitaltraktes [68]. Die mogliche Kontrolle der Kontraktilitat
durch Akt wird jedoch kontrovers diskutiert. Im glatten GefaRmuskel ist offenbar eine
Hemmung der Kontraktion durch eine Akt-vermittelte Produktion von cAMP oder des
Vasodilatators Stickstoffmonoxid (NO) von Bedeutung [70-72]. Fur Kardiomyozyten
wurde dagegen eine Akt-abhangige Komponente der adrenergen Kontraktion
beschrieben [73, 74]. Im intrahepatischen Gefassbett wiederum kann Akt Uber
Aktivierung der endothelialen NO-Synthase und anschliessenden Relaxation von

hepatischen Sternzellen zu einer Dilatation fuhren [75].
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Aktivierung von Akt

Akt wird durch verschiedene Phosphorylierungen aktiviert (Abb. 4). Sowohl die
Phosphorylierung am Serin 473, als auch am Threonin 308 I6sen eine Aktivierung
der Akt aus [68, 69]. Bereits die Phosphorylierung an einer dieser beiden Stellen
fuhrt zu einer Erhohung der Enzym-Aktivitat [68, 69]. Zur Untersuchung der Akt-
Aktivierung werden haufig phospho-spezifische Antikorper herangezogen, welche
dann in Western-Blot Analysen oder ELISAs eingesetzt werden [67, 69]. Wichtige
Aktivatoren der Akt sind Wachstumsfaktoren und ihre zugehorigen Rezeptor-
Tyrosinkinasen, aber auch G-Protein gekoppelte Rezeptoren, Zytokine, oder Matrix-
Komponenten (Abb. 4) [67-69, 76].

Akt Expression und o.1-adrenerge Regulation in der Prostata

Bisherige Studien zur Akt in der Prostata waren auf den onkologischen Kontext, bzw.
auf nicht-maligne Epithelzellen der Drisen beschrankt [77-80]. Untersuchungen zu
Vorkommen, Regulation und Funktion der Akt im nicht-malignen Prostata-Stroma

bzw. in der glatten Prostata-Muskulatur wurden bislang noch nicht durchgefuhrt.

Bei der Aktivierung von Akt durch G-Protein gekoppelte Rezeptoren scheint es sich
um ein weitverbreitetes Prinzip zu handeln. Aus dem glatten GefaRmuskel der Ratte
wurde sogar eine Aktivierung der Akt durch a1-Adrenozeptoren beschrieben [81].
Daher ware auch eine Regulation der Akt-Aktivitat durch a1-Adrenozeptoren in der

humanen Prostata denkbar.
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Abb. 4: Akt ist eine Serin/Threonin-Kinase, die selbst durch Phosphorylierung aktiviert wird. Die
Phosphorylierung kann sowohl am Serin 473, als auch am Threonin 308 erfolgen. Bereits die
Phosphorylierung an nur einer dieser beiden Positionen fiihrt zu einer Erh6hung der Enzymaktivitat.
Die Akt-Aktivierung erfolgt meistens durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) oder von
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen durch Wachstumsfaktoren oder Hormone. Uber eine intrazellulare
Aktivierung der Phosphoinositid-3-Kinase (P13-K) kommt es zur Phosphorylierung und Aktivierung der

Akt. Akt fihrt Gber verschiedene Effektoren u. a. zu Proliferation oder zur Vasorelaxation.
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Im kardiovaskularen System ist Akt entweder an der Regulation oder an der
Vermittlung der Kontraktion beteiligt [70-75]. Daher scheint es modglich, dass Akt

auch fur die a1-adrenerge Kontraktion der Prostata von Bedeutung sein konnte.

Wie oben beschrieben, wurden in den vergangenen Jahren vermutetet, dass a1-
Adrenozeptoren nicht nur zur Kontraktion der glatten Prostata-Muskulatur fuhren,
sondern auch an der Regulation des Prostata-Wachstums bzw. an der Prostata-
Hyperplasie beteiligt sein konnten (Abb. 3) [25, 30]. Mehrere Studien belegten, dass
prostatische o1-Adrenozeptoren zweifelsfrei Funktionen ausuben, die Uber die
Kontraktion hinausgehen, im Zusammenhang mit dem Prostata-Wachstum und der
Differenzierung dieser stehen [25, 30]. Gleichzeitig zeigte sich, dass prostatische a.1-
Adrenozeptoren nicht nur an die ,klassischen®, Kontraktions-vermittelnden
Signalwege gekoppelt sind (Calcium, PKC, Rho-Kinase), sondern auch vollig andere
intrazellulare Signalwege mit nicht-motorischer Funktion aktivieren [59, 63, 64]. Diese
nicht-motorischen Signalwege und Funktionen des prostatischen a1-Adrenozeptors
sind derzeit jedoch nur vollig unzureichend verstanden. Da Akt ein weitverbreiteter
Regulator des Zellzyklus darstellt, liegt es nahe, dass Akt eine mogliche
Verknupfungsstelle zwischen a1-Adrenozeptoren und Wachstum in der Prostata sein

konnte.
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2. Zielsetzung

Verschiedene Studien der letzten Jahre gaben Anlass zu der Vermutung, dass
prostatische a1-Adrenozeptoren an Wachstumsvermittelnde Signalwege gekoppelt
sein konnten. Akt vermittelt Proliferation und Wachstum in einer Vielzahl von
Organen und Zelltypen. Daruberhinaus reguliert Akt aul3erhalb der Prostata die
glattmuskulare Kontraktion. In der Prostata ist Akt bislang nur aus dem
onkologischen Kontext bekannt. Daher sollte hier zunachst die Expression von Akt in
nicht-malignem, humanem Prostatagewebe untersucht werden. Anschlielend wurde
gepruft, ob die Aktivierung prostatischer a1-Adrenozeptoren zu einer Aktivierung der
Akt fuhrt. Schliel3lich wurden die Effekte von zwei verschiedenen Akt-Inhibitoren auf

die adrenerge Kontraktion von humanem Prostatagewebe bestimmt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten folgende Fragen beantwortet werden
(Abb. 5):

1. Wird Akt im nicht-malignen, humanen Prostata-Gewebe exprimiert?

2. Fahrt die Aktivierung von a1-Adrenozeptoren in der humanen Prostata zu einer
Akt-Aktivierung?

3. Beeinflussen Akt-Inhibitoren die adrenerge Kontraktion von humanem Prostata-

Gewebe?
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o1-Adrenozeptor

?

Kontraktion «—— Akt

Abb. 5: Schematische Zielsetzung der prasentierten Arbeit.
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3. Materialien und Methoden

3.1. Humanes Prostatagewebe

Samtliche hier dargestellten Untersuchungen wurden an nicht-malignen, humanen
Prostatageweben durchgefuhrt. Die Gewebeproben stammen von Patienten, an
denen eine Tumor-bedingte, radikale Prostatektomie durchgefuhrt werden musste.
Gewebe von Patienten, bei denen zuvor bereits eine TURP-Operation durchgefuhrt
wurde, wurden nicht verwendet. Diese Operationen wurden in der Urologischen
Klinik des Universitatsklinikums der Ludwig-Maximilians-Universitat (LMU) zu

Munchen vorgenommen.

Unmittelbar nach der Entnahme wurden die Prostaten unverzuglich in eine
organprotektive Perfusionslosung (,Custodiol®“) uberfuhrt. Zur Asservation der
Gewebe wurden diese Prostatae anschlieliend unverziglich in das Pathologische
Institut gebracht. Hier wurden vor der Ublichen Fixierung des Organs (Formaldehyd)
Proben aus der periurethralen Zone entnommen, welche fur den Transport ins Labor
sofort danach wiederum in Custodiol-Losung uberfuhrt wurden. Die Zeit zwischen
Entnahme des Organs im Operationssaals und Ankunft der Proben im Labor betrug

weniger als 60 Minuten.

Bei histologischer Untersuchung konnten in den Gewebeproben keine Anhaltspunkte
fur Inflammation und keine ausgedehnten neoplastischen bzw. maligne Bereiche
gefunden werden. Bei Patienten, bei denen eine radikale Prostatektomie
durchgefuhrt wird, befindet sich Uberwiegende Mehrzahl von Tumoren (ca. 70 %) in
der peripheren Zone [2, 82]. Die hier verwendeten Gewebeproben stammen
dagegen aus der periurethralen Zone.

Dieses Vorgehen wurde von der Ethik-Kommission der LMU genehmigt. Die Gewebe
bzw. Experimente wurden vollstandig anonymisiert, d. h. es wurden keinerlei

personenbezogene Daten gespeichert oder aufgezeichnet.
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Im Labor wurde mit den Geweben unmittelbar nach ihrem Eintreffen weiter
gearbeitet. Die Vorgehensweise hing dabei vom eingeschlagenen bzw. geplanten
Experiment ab:

Fir immunohistochemische Farbungen und Western-Blot Analysen der Akt
Expression wurden Gewebestlicke von ca. 0,5 x 0,5 x 0,5 cm zurechtgeschnitten.
Diese wurden anschlieend sofort in flussigem Stickstoff schockgefroren und bis zur
weiteren Verarbeitung (s. u.) bei -80 °C gelagert.

FUr Kontraktilitatsmessungen im Organbad wurden entsprechende Gewebesticke
zurechtschnitten (6 x 3 x 3 mm) und dem Experiment zugefuhrt (s. u.).

Zur Untersuchung der adrenergen Akt-Phosphorylierung wurden Gewebesticke in
vitro mit Noradrenalin bzw. Phenylephrin inkubiert. Hierzu wurden entsprechende
Gewebestlucke zurechtgeschnitten und diese auf vier Locher einer 6-well Platte
verteilt, welche mit jeweils 10 ml Custodiol-LOosung gefullt waren. Zu jeweils drei
dieser Proben wurden Noradrenalin bzw. Phenylephrin gegeben (s. u.). Nach Ende
der Inkubationsperiode wurden alle Proben schockgefroren und bis zur weiteren
Verarbeitung (s. u.) bei -80 °C gelagert.

3.2. Western-Blot Analyse

Die Western-Blot Analyse besteht im Wesentlichen aus vier Schritten. Zuerst wird die
Probe homogenisiert und die resultierende Probe einer Proteinbestimmung
unterzogen, um anschliellend definierte Mengen analysieren zu konnen. Dies
ermoglicht den (semiquantitativen) Vergleich von verschiedenen Proben in der
Western-Blot Analyse. Bei der Elektrophorese (SDS-PAGE, sodium dodecylsulfate
gel electrophoresis) werden die in den Proben enthaltenen Proteine nach Grolle
aufgetrennt. Der nachste Schritt besteht aus dem so genannten ,Blotten®, also dem
Transfer der aufgetrennten Proteine aus dem Acrylamid-Gel auf eine Nitrozellulose-

(NC-) Membran. In dem letzten Schritt konnen die interessierenden Proteine auf der
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NC-Membran durch Detektion mit spezifischen Antikorpern zunachst visualisiert und
schlieBlich quantifiziert werden (semiquantitativ).

Homogenisation

Zur Untersuchung mittels Western-Blot Analyse wurden aus den gefrorenen
Gewebeproben zunachst Homogenate hergestellt. Der fur diese Homogenisation
verwendete  Puffer setzte sich aus 25 mM  Tris/HCl, 10 mM
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF), 1 mM Benzamidin, 10 pg/ml Leupeptin
zusammen. PMSF, Benzamidin und Leupeptin dienen dabei der Hemmung von
Proteasen. Die Proben wurden als erstes in gefrorenem Zustand in Lysing Matrix A
Homogenisationsrohrchen (MP Biomedicals, lllkirch, Frankreich) tberfuhrt und 500 ul
Homogenisationspuffer hinzugegeben. Mit dem fur diese Rdhrchen vorgesehenen
FastPrep®-24 Gerat (MP Biomedicals, lllkirch, Frankreich) erfolgte die viermalige
Homogenisation (je 20 Sekunden). Wahrenddessen erfolgte die Kuhlung mit
Trockeneis. Die anschlieRende Zentrifugation (14000 g, 4 min, 4 °C) trennte das
eigentliche Homogenat von der Matrix, Geweberesten und sonstigen korpuskularen
Bestandteilen. Die hierdurch gewonnen Uberstidnde wurden abgenommen und direkt
in zwei Aliquots aufgeteilt. Ein kleines Aliquot (maximal 50 ul) wurde fur die unten
beschriebene Proteinbestimmung verwendet, wahrend der Rest fur weitere zehn
Minuten mit SDS-Probenpuffer, dessen Menge einem Viertel des Probenvolumens
entsprach, gekocht wurde. Als Probenpuffer wurde ,Roti-Load 1, reduzierend, 4x
konz.” verwendet (Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland). Durch das Kochen der
Proben wurden diese denaturiert, wobei das beigemengte SDS die Proteine in der
Probe gleichmalig mit negativen Ladungen versieht. Somit ist es madglich die
Proteine in der SDS-Page der Grolde nach zu trennen.

Proteinbestimmung

Um die Proben untereinander mittels der Western-Blot-Analyse vergleichen zu
konnen, war die Beladung der Geltaschen mit gleichen Proteinmengen notwendig.
Daher musste die erforderliche Proteinmenge bzw. das erforderliche Probenvolumen
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und somit die Proteinkonzentration in den Proben ermittelt werden. Die
Proteinbestimmung erfolgte unmittelbar nach der Homogenisation an den
ungekochten Aliquots. Hierzu wurde der ,Dc Protein Assay Kit 2° (Bio-Rad,
Muanchen, Deutschland) entsprechend den Angaben des Herstellers verwendet.
Dieser colorimetrische Assay wurde in 96-well Platten durchgefuhrt und basiert auf

dem Prinzip der Proteinbestimmung nach Lowry.

Dabei werden die aromatischen Reste der Aminosauren Tyrosin, Phenylalanin und
Tryptophan durch eine chemische Reaktion detektiert. Dieses Verfahren kann zur
Proteinbestimmung herangezogen werden, weil im Durchschnitt die Anteile dieser
Aminosauren in allen Proteinen aul3erst konstant ist. Die Quantifizierung der Proben
erfolgte bezugnehmend auf eine Standardreihe aus Rinderserumalbumin (BSA,
bovine serum albumine). Um zu gewahrleisten, dass die Messwerte stets innerhalb
des linearen Messbereiches lagen, wurden die Messungen an verschiedenen
Verdinnungen jeder Probe (1:5, 1:10 und 1:20) durchgefuhrt.

SDS-PAGE und Blotting

Die hier verwendeten Gele fur die SDS-PAGE wurden mit Zubehor von Bio-Rad
(Minchen, Deutschland) gegossen (Casting Module, 10-well, 0.75 mm; Spacer

plates with 0.75 mm spacers; Short plates).

Zur Herstellung des Trenngeles wurde folgende Mischung verwendet (Kalkulation far
5 -6 Gele):

e 8,4 ml Acrylamid 4K (30 %) — Mix 37,5:1

* 8,388 ml A.dest.

* 5,625 ml 4x Tris Trenngelpuffer (4M Tris-Base und 0,4% SDS)

Als Acrylamid-Mix wurde eine gebrauchsfertige Mischung von Applichem (Darmstadt,
Deutschland) verwendet. Zur Einleitung der Polymeristation wurden 75 pl einer 10 %
Ammoniumperoxodisulfatiosung und 15 pl TEMED hinzugegeben. Dieser Ansatz
wurde unmittelbar in die vorbereitete Plattenhalterung (bis ca. 1 cm unter das obere
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Ende des Short-Plates) eingefllt. Der Rest wurde mit destilliertem Wasser aufgefuillt,
um eine deutliche Grenze zwischen Trenn- und Sammelgel zu erreichen. Nach
vollzogener Polymerisation konnte das Wasser wieder abgegossen und mit den

Sammelgelen weiter verfahren werden.

Sammelgele wurden unter Verwendung folgender Mischung hergestellt (Kalkulation
fur 5 — 6 Gele):

e 1,62 ml Acrylamid 4K (30 %) — Mix 37,5:1

* 3,96 ml A. dest.

e 1,875 ml 4x Sammelgelpuffer (0,5 M Tris-HCI und 0,4% SDS)

Polymerisiert wurden die Sammelgele durch Zugabe von lediglich 37,5 ul einer 10 %

Ammoniumperoxodisulfatiosung und nur 7,5 yl TEMED.

Die Elektrophorese wurde mit einem Laufpuffer (in unten angegebener
Zusammensetzung) in Kammern der Firma Bio-Rad (Munchen, Deutschland)
durchgefuhrt (Mini-Protean Tetra Cell, 10-well, 0.75 mm, 4 gel system).

Pro Geltasche wurde eine Probenmenge aufgetragen, welche 20 pg Protein
entsprach. Auf ein Gel wurden jeweils die Proben von einer Prostata aufgetragen.
Pro Gel wurden immer zwei Geltaschen/Spuren identisch beladen (also pro Gel z.B.
jeweils zwei Geltaschen mit der 20 min-, 10 min-, 5 min-, bzw. 0 min-Probe aus einer
Prostata). Aulerdem wurde eine zusatzliche Geltasche mit dem Marker beladen (5
ul). Der hier verwendete Marker war der ,Precision Plus Protein All blue Standards®
von Bio-Rad (Munchen, Deutschland). Dieser ergibt unter den hier angewendeten
Laufbedingungen (s. u.) Banden bei 37 kDa, 50 kDa, 75 kDa, 100 kDa, 150 kDa und
250 kDa. Somit wurde die Orientierung in den Gelen und die Zuordnung der
Western-Blot-Banden zu den entsprechenden Molekulargewichten ermoglicht. Die
Elektrophorese wurde gestartet, indem die Kammern an einen Stromgeber (,Power
Pac HC Power Supply“, Bio-Rad, Munchen, Deutschland) angeschlossen wurden,
und fur ca. 90 min 200 Volt ausgesetzt wurden. Bei diesen Bedingungen erfolgte

eine optimale Auflosung zwischen 37 kDa und 75 kDa.
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Im Anschluss folgte der Schritt des ,Blottens®, also dem Transfer der aufgetrennten
Proteine aus den Gelen auf eine Nitrozellulose-Membran. Verwendet wurde eine
BA85 Nitrozellulose-Membran der Firma Whatman (Dassel, Deutschland). Das
Blotting erfolgte nach dem Semi-Dry Verfahren mit einer ,Trans-Blot SD Semi-Dry
Electrophoretic Transfer Cell“ von Bio-Rad (Munchen, Deutschland) bei 19 V fur 90
min. Das Blotting-Sandwich bestand neben den Gelen und NC-Membranen aus
Blotting-Papieren,  welche mit  Nitrocellulose-Losung  durchtrankt  waren
(Zusammensetzung s.u.). Vor dem Zusammensetzen dieser Bestandteile wurden die
Gele von den Platten gelost und fur einige Sekunden in GefalRe mit Gel-Losung

gelegt. Die Zusammensetzung der Losung folgt ebenfalls unten.

Zusammensetzungen der verwendeten Losungen:

10x Laufpuffer fur SDS-PAGE
e 30,28g Tris-Base
* 142,6 g Glycin
Angaben entsprechend fur die Herstellung von 1 Liter. Die gebrauchsfertige Losung

wurde durch 1:10 Verdunnung dieser 10x Stammldsung angesetzt und enthielt

daruber hinaus 1 % SDS (zugefugt als Stammldsung).

Nitrocellulose-Losung
* 100 ml Methanol
* 650ml A.dest.
e 250ml 4x WB Puffer
Ergibt 1 Liter NC-Losung. Zusammensetzung des 4x WB Puffers s.u.

Gel-L6sung
e 750 ml A. dest.

e 250 ml 4x WB Puffer

* 1% SDS
Angaben entsprechend fur die Herstellung von 1 Liter. Zusammensetzung des 4x
WB Puffers siehe unten. SDS-Zugabe als Stamm-L0sung.
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4x WB-Puffer
* 1219 Tris-Base
» 57,6 g Glycin
Angaben entsprechend fur die Herstellung von 1 Liter.

Detektion mit Antikérpern

Im Anschluss an den Vorgang des Blottens fand Uber Nacht die Blockierung der
Membranen mit 5 % Milchpulver (Blotting grade, Firma Roth, Karlsruhe,
Deutschland) in PBS-T (Zusammensetzung siehe unten) bei 4 °C statt. Durch diese
Blockierung wurde die unspezifische Bindung der spater applizierten Antikdrper an
die Protein-bindende Nitrozellulose-Membran verhindert. AnschlieRend wurden die
Membranen unter standigem Schatteln 2x 10 min mit A. dest. gewaschen und
danach ebenfalls unter standigem Schatteln mit den folgenden primaren Antikorpern
inkubiert (alle von Cell Signaling/New England Biolabs, Danvers, USA): phospho-Akt
(Serd73) (rabbit polyclonal, # 9271), phospho-Akt (Thr308) (mouse monoclonal,
L32A4, # 5106), Akt (pan) (mouse monoclonal, # 2920). Diese wurden in einer
Konzentration von 1:500 in PBS-T mit 5 % Milchpulver angesetzt. Die Inkubation mit
den primaren Antikdrpern erfolgte fur 1,5 bis 2 Stunden. Ein mehrfaches Verwenden
der so angesetzten primaren Antikorper konnte ohne Qualitatseinbuf3en durchgefuhrt

werden.

Nach Inkubation mit den primaren Antikorpern erfolgte viermal ein 5-minutiges
Waschen der Membranen mit PBS-T und anschlief3end die Inkubation fur 40 Minuten
mit den sekundaren, Peroxidase-gekoppelten Antikorpern (goat anti-rabbit oder goat
anti-mouse, Calbiochem, Darmstadt, Germany; donkey anti-goat, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA). Beide Schritte wurden unter standigem Schutteln
durchgefuhrt. Die sekundaren Antikorper wurden in PBS-T mit 5 % Milchpulver
angesetzt und in einer Konzentration von 1:5000 verwendet. Im Anschluss daran
wurden die Membranen viermal fur 5 Minuten mit PBS-T gewaschen, um sie dann

einer Detektion mit ,enhanced chemiluminescence® (ECL) zu unterziehen. Hierzu
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wurden die Membranen nach dem letzten Waschgang vollstandig mit einem
Peroxidase-Substrat benetzt, das sich aus 10 ml SA-Losung (Zusammensetzung
s.u.), 1 ml SB-L6sung (Zusammensetzung s.u.) und 3 pl Wasserstoffperoxid (30 %)
zusammensetzte. Nach einer Inkubation von 4 Minuten wurden die Membranen
zwischen zwei Overhead-Projektor-Folien gelegt und so in einer Rontgen-Kassette in
einer Dunkelkammer mit ECL-Hyperfiim (GE-Healthcare, Uppsala, Schweden)
belichtet. Diese Belichtung erfolgte fur 2 — 15 min. Die Entwicklung der Filme erfolgte
mit einem Cawomat 2000 IR (Cawo, Schrobenhausen, Deutschland).

Zusammensetzungen der verwendeten Losungen:

PBS-T
e 50ml 20xPBS
e 950ml A. dest.
e 1ml Tween 20
20x PBS
* 160g NaCl
* 5,529 NaH,PO4xH,0

» 57,289 Na;HPO4x12H,0

SA-Losung
e 0,1M Tris-HCI
* 250 mgl/l Luminol
Tris-HCI auf pH 8,6 einstellen, dann Luminol zufugen und auflésen.

SB-L6sung
* 11 mg para-Hydroxycoumarinsaure in 10 ml DMSO I6sen.
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3.3. Darstellung der Akt-Phosphorylierung

Fur die Stimulation mit Noradrenalin oder Phenylephrin wurden Gewebestucke aus
einer Prostata auf 4 Locher einer 6-well Platte verteilt, welche jeweils mit 10 ml
Custodiol-Losung gefullt waren. Die Platten wurden wahrend des Versuchs bei 37 °C
in einem Schuttler inkubiert. Die Agonisten wurden in Form von 10 mM
Stammldsungen zugefugt (10 ul einer 10 mM Phenylephrin-Lésung auf 10 ml
Inkubationsvolumen, um eine 10 uM Endkonzentration im Versuch zu erreichen,
bzw. 30 ul Noradrenalin-Losung fur 30 uM Endkonzentration). Proben mit und ohne
(,LO0 min®) Stimulation wurden zu den gleichen Zeitpunkten, das heisst am Ende des
Versuches in flussigem Stickstoff schockgefroren, so dass alle Proben gleich lange
den sonstigen Versuchsbedingungen ausgesetzt waren. Hierzu wurde (nach einer
Aquilibrationsperiode von 45 min) mit der Zugabe des Agonisten der 20-Minuten-
Proben begonnen. Nach 10 Minuten wurde der Agonist zu der 10-Minuten-Probe
gegeben. Nach weiteren 5 Minuten wurde der Agonist zu der 5-Minuten-Probe
gegeben. Nach weiteren 5 Minuten wurden schlielich alle Proben schockgefroren.
Bis zur Durchfuhrung der Western-Blot-Analysen wurden die Proben bei -22 °C
gelagert.

Alle drei Akt Isoformen haben ein Molekulargewicht von 56 bis 57 kDa und werden
durch Phosphorylierung am Serin 473 oder Threonin 308 aktiviert [68, 69]. Es
existieren sog. phosphospezifische Antikorper (s. vorheriger Abschnitt), welche die
Untersuchung der Akt-Phosphorylierung ermdglichen [67, 69]. Diese Antikorper
erkennen Akt ausschliel3lich im phosphorylierten Zustand. Nicht-phosphorylierte Akt
werden nicht erkannt. Mit Hilfe dieser Antikorper lassen sich in Western-Blot-

Analysen Anderungen in der Akt-Phosphorylierung semiquantitativ untersuchen.

FuUr die semiquantitative Auswertung wurde die Intensitat der resultierenden Banden
mit Image J (National Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA) quantifiziert. In
den einzelnen Versuchen wurden die resultierenden, willktrlichen Einheiten der O-
Minuten-Proben gemittel, und dieser Wert dann als 100 % gesetzt. Die Werte der 5-,
10- und 20-Minuten-Proben wurden dann als % dieses Wertes ausgedruckt.
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Anschlielend wurden Mittelwerte und Standardabweichungen aller einzelnen

Experimente einer Serie berechnet und hieraus Diagramme erstellt.

3.4. Immunohistochemische Farbung

In der Immunohistochemie nutzt man die Spezifitat von Antikorpern, um die
Verteilung von Antigenen z. B. in einem histologischen Schnitt sichtbar zu machen.
Hier wurden immunohistochemische Farbungen von Prostata-Schnitten mit einem
Akt-Antikorper durchgefuhrt, um Ausschluss Uber Vorhandensein und Verteilung der
Akt-Expression in der humanen Prostata zu gewinnen. Dazu wurde auf ein
Peroxidase-basierendes Farbesystem zuruckgegriffen. Dabei bindet zunachst ein
spezifischer, primarer Antikdrper an das interessierende Antigen. An diesen bindet
im nachsten Schritt ein sekundarer, biotinylierter Antikorper. Im Dritten Schritt bindet
eine Biotin-Domane ein Avidin-Peroxidase-Komplex. Die Peroxidase-Aktivitat setzt
schlieBlich das Substrat 3-Amino-9-ethylcarbazol (AEC) um, was zu einer braunen

Farbung an den immunoreaktiven Stellen fuhrt.

Aus den gefrorenen Prostata-Proben wurden mit einem Leica CM3050 Kryotom
(Leica, Nussloch, Deutschland) zunachst 6 — 8 um dicke Schnitte angefertigt und auf
Objekttrager gebracht. Diese wurden bis zur eigentlichen Farbung bei -80 °C
gelagert. Zur Farbung wurden die Schnitte zunachst mit Aceton fixiert. Anschliel3end
wurde die endogene Peroxidase-Aktivitat durch Inkubation mit 0,03 % H20- blockiert.
Um unspezifische Bindungsstellen fur die sekundaren Antikorpers zu blockieren,
wurde nach der HyOg-Inkubation mit ,normal horse serum® inkubiert (Vector
Laboratories, Burlingame, USA). Dieses Serum wurden zur Anwendung 1:10 in PBS
(phosphate-buffered saline, Zusammensetzung s.u.) verdinnt. Der primare
Antikorper wurden 1:50 in PBS verdunnt und Uber Nacht mit den Schnitten inkubiert
(4 °C). Verwendet wurde ein ,mouse anti-Akt Antikorper” (# 2920) (Cell
Signaling/New England Biolabs, Danvers, USA). Im Anschluss dreimaliges Waschen
mit PBS und nacheinander Inkubation fur jeweils 30 Minuten mit einem sekundaren,
biotinylierten ,horse anti-mouse Antikorper® (Vector Laboratories, Burlingame, USA).

Danach erfolgte die eigentliche Farbung mit dem AEC peroxidase substrate kit
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(Vector Laboratories, Burlingame, USA). Anschlieend wurden alle Schnitte mit
Hamalaun gegengefarbt. Hierzu wurde eine Hamalaunlésung nach Mayer (Roth,
Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Von jeder Probe wurden Kontrollfarbungen
durchgefuhrt, in denen der primare Antikorper durch PBS ersetzt wurde.
Abschlielend wurden die gefarbten Schnitte eingedeckelt (Aquatex, Merck,

Darmstadt, Deutschland) und lichtmikroskopisch untersucht sowie dokumentiert.

3.5. Myographische Messungen

Bei der myographischen Untersuchung der glattmuskularen Kontraktilitat in
Organbadversuchen wird die isometrische Kontraktion von Gewebepraparaten
gemessen. In diesen Experimenten wird durch die isometrische Kontraktion der
Gewebepraparate eine Kraft auf einen Sensor ausgeubt. Diese wird wahrend des
Versuchs in ein elektrisches Signal umgewandelt und kontinuierlich aufgezeichnet.
Bei einer Kontraktion, etwa nach Applikation eines a1-adrenergen Agonisten zu
Prostataproben, kommt es zu einer Zunahme dieser Kraft. Die vom
Kraftibertragungsarm erfassten Werte werden uber einen AD-Wandler und mit Hilfe
einer speziellen Software (Labchart) aufgezeichnet. An einem angeschlossenen
Computer konnen die Messdaten visualisiert und ausgewertet werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene Organbadgerate verwendet.
Mit einem Gerat der Firma Danish Myotechnology (DMT, Model 610M) wurden die
Noradrenalin- und Phenylephrin-induzierten Kontraktionen gemessen. Die
Messungen der Kontraktionen durch ,Electric-Field-Stimulation“ (EFS, s.u.) waren
an diesem Gerat nicht moglich, so dass diese Messungen an einem Organbad der
Firma ,Fohr Medical Instruments® (FMI, Model IOA5306) durchgefuhrt wurden

Bezug der Kontraktionen auf KCl-induzierte Kontraktion

Kontraktionen, bzw. der glattmuskulare Tonus kann bei Organbad-Versuchen
grundsatzlich auf zwei verschiedene Weisen dargestellt werden. Zum einen konnen

absolute Werte angegeben werden, welche die Kraft ausdrucken, also in Gramm (g)
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oder in Milli-Newton (mN). Zum anderen kann der Tonus als % der Kaliumchlorid-
induzierten Kontraktion ausgedruckt werden. Beide Vorgehensweisen werden in der
Literatur etwa gleich haufig verwendet. Tatsachlich Iasst sich durch Applikation von
hochmolarem  Kaliumcholorid (KCI) die maximal mogliche Kontraktion

glattmuskularer Praparate auslosen.

Die Konzentration von Kaliumkationen ist normalerweise im Inneren der Zelle hoher
als im extrazellularen Raum, bzw. als in der Krebs-Henseleit-Losung im Organbad.
Wird nun im Organbad eine hohe Konzentration von Kalium eingestellt (hier 80 mM,
durch Zugabe von Kaliumchlorid zur Krebs-Henseleit-Losung in den
Organbadkammern), ist die Kaliumkonzentration auf3en hoher als in der Zelle.
Hierdurch kommt es zu einer Depolarisation des Membranpotentials. Dies wiederum
l6st eine Offnung von spannungsgesteuerten Calciumkanalen in der Zellmembran
aus. Entsprechend dem Konzentrationsgradienten fur Calcium (niedrig innerhalb des
Zytoplasmas, aullerhalb der Zelle hoch) fuhrt dies zum Einstrom von extrazellularem

Calcium ins Zytosol und somit zu einer Calcium-vermittelten Kontraktion.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Agonisten- sowie die EFS-induzierte
Kontraktion als % der KCl-induzierten Kontraktion ausgedrutckt. Durch den Bezug auf
KCI werden jegliche Schwankungen durch unterschiedliche GroRen der eingesetzten
Gewebestlucke ausgeglichen. Auch wenn ein direkter Vergleich der EFS- und
Agonisten-induzierten Kontraktion hier zwar nicht vorgenommen, werden auch
solche Geratespezifischen Unterschiede bei Bezug der Kontraktionen auf KCI
ausgeglichen. Im Hinblick auf die Darstellung der Ergebnisse schien diese

Vorgehensweise insgesamt von Vorteil zu sein.

Aufziehen der Gewebeproben, Messen der Kontraktionen und Relaxationen

Beide hier verwendeten Organbader verfugen Uber kleine Becken, die sog.
Organbadkammern. Bei dem DMT-Organbad sind es vier Kammern mit einem einem
Fassungsvermogen von je 5 ml. Das Organbad von FMI weist sechs Kammern von
jeweils 10 ml auf. In beiden Organbadern werden die Enden der Prostata-Stucke (ca.
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6 x 3 x 3 mm) auf zwei gegenuberstehende Hacken gespieldt, welche in den
Kammern angebracht sind. Wahrend einer der Haken an einen
Kraftibertragungsarm angeschlossen ist und nicht bewegt werden kann, ist der
andere an einen Schraubmechanismus angeschlossen, mit dem der Abstand

zwischen den beiden Haken verandert werden kann.

Die Organbadkammern sind wahrend des Versuchs mit Krebs-Henseleit-LOsung
geflullt, deren Temperatur Uber Thermoregulatoren auf 37 °C gehalten wurde.
Weiterhin wurde die Losung in den Kammern wahrend des gesamten Experiments
mit Carbogen (95 % O3, 5 % CO,) begast. Nach dem Praparieren der Gewebesticke
wurden diese auf die Haken aufgezogen. Nachdem die Gewebe im Organbad
aufgezogen waren, wurden die Haken durch Drehen an der Schraube voneinander
weg bewegt bis sich eine passive Spannung von 10 mN einstellte. Es folgte eine 45-
minltige Aquilibrationsphase, in der es Anfangs zu spontanen Abféllen des passiven
Tonus kam. Daher wurde wahrend der Aquilibrationsphase drei Mal die angestrebte
Vorspannung wieder hergestellt und am Ende dieser Phase erfolgte ein
Pufferwechsel. Anschliel3end war die angestrebte passive Vorspannung weitgehend
stabil.

Nach dem Pufferwechsel wurde mit der Aufzeichnung der Tonuskurven mit der
Software  Labchart begonnen. Das Programm  zeichnete mit den
Kraftibertragungsarmen den Kontraktionszustand des Gewebes in separaten Kurven
fur jede Organbadkammer auf. Zunachst wurde fur einige Minuten eine Basislinie
aufgenommen. Anschlielend wurden durch Zugabe von hochmolarem KCI die
Gewebeproben maximal kontrahiert. Das KCI wurde in Form einer 2 M Stammlésung
zugefugt. Nach Erreichen der vollen Kontraktion (,Plateau”) wurden alle
Organbadkammern drei mal mit der Krebs-Henseleit-Losung gewaschen. Nachdem
der Tonus erneut eine Basislinie erreicht hatte, wurde wie unten beschrieben mit der
,Electric-Field-Stimulation® (EFS, s.u.) bzw. der Applikation von Noradrenalin oder

Phenylephrin begonnen.
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Electric-Field-Stimulation

Bei der ,Electric-Field-Stimulation® (EFS) werden durch elektrische Stimulation
Aktionspotentiale vorgetauscht, wodurch es in den Gewebepraparaten zu einer
Depolarisation der Neuronen und einer anschlieBenden Ausschuttung von
endogenen Neurotransmittern kommt. Durch die Ausschittung von endogenem
Noradrenalin erfolgt die Kontraktion der Praparate. Dieser Vorgang gleicht am

ehesten den physiologischen Vorgangen und Bedingungen.

Fir dieses Vorhaben sind in den Organbadkammern des Organbades zwei
gegenuberstehende Metallplatten installiert. Zwischen diesen Platten befinden sich
die Gewebeproben. Uber einen Stromgeber kdnnen Impulse von definierter Lange

und Starke (Frequenz) appliziert werden.

Stimulation mit Noradrenalin oder Phenylephrin

In separaten Experimenten wurden die Gewebe mit Noradrenalin und Phenylephrin
kontrahiert. Durch die Zugabe von exogenem Noradrenalin wird die Ausschuttung
des endogenen Neurotransmitters Noradrenalin simuliert. Bei Phenylephrin handelt
es sich um einen a1-Adrenozeptor-Agonisten. Wahrend durch Noradrenalin neben
a1-Adrenozeptoren auch a2- und p-Adrenozeptoren aktiviert werden, ist dies bei der

Applikation von Phenylephrin nicht der Fall.

Beide Agonisten wurden in Form von Stammldsungen zugefugt. Zunachst wurde
eine 10 mM Losung hergestellt und hiervon eine Verdlinnungsreihe angefertigt. Zur
Anfertigung der kumulativen Konzentrations-Wirkungs-Kurven wurden diese
Losungen wie unten beschrieben in den erforderlichen Mengen in die
Organbadkammern pipettiert. Samtliche Stammlosungen und Verdinnungen wurden
stets unmittelbar vor dem Einsatz im Versuch angefertigt.

In den hier durchgefuhrten Versuchen wurde in separaten Experimenten der Effekt

von zwei verschiedenen Akt Inhibitoren auf die EFS-, sowie die Phenylephrin- und
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Noradrenalin-induzierte Kontraktion untersucht. Bei den beiden eingesetzten
Inhibitoren handelte es sich um FPA124 (Dichloro(2Z)-2-[(4-oxo-4H-1-Benzopyran-3-
YL)Methylene]Hydrazinecarbothioamide copper complex) und 10-DEBC hydrochlorid
(10-[4'-(N,N-Diethylamino)butyl]-2-chlorophenoxazinehydrochloride).

Beide Inhibitoren wurden Uber von Tocris Bioscience (Missouri, USA) bezogen. Von
beiden Inhibitoren wurden 10 mM Stammldsungen in Dimethylsulfoxid (DMSO)
angefertigt. Diese wurden aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Versuchsablauf

Nach der Aquilibrationsperiode und Auswechslung des Puffers begann die
Aufzeichnung der Tonuskurven und damit das eigentliche Experiment. Nach
Aufzeichnung einer Basislinie fur einige Minuten wurde mit hochmolarem KCI
kontrahiert. Wenn nach Applikation von KCI keine Kontraktion zu erkennen war (was
bei einigen wenigen Praparaten der Fall war), wurden diese Ansatze abgebrochen
bzw. verworfen. Der maximale Tonus wurde abgewartet bis sich ein stabiles Plateau
einstellte. Spater wurde diese Differenz (also A-Werte) zwischen den beiden Werten
als 100%-Wert definiert.

Nun folgte die dreimalige Auswaschung des KCI mit Krebs-Henseleit-Losung. Nach
einer kurzen Wartezeit fiel der Tonus ab und es stellte sich wieder eine Basislinie ein.
Anschlieflend konnte mit der ersten Konzentrations-Wirkungs-Kurve, bzw. Frequenz-

Wirkungs-Kurve begonnen werden.

Im Einzelnen gliederte sich der Ablauf der Versuche wie folgt:

* Abwarten eines sich konstant haltenden Tonus = Basislinie 1 (BL1), nach
Vorspannungsphase

* Zugabe von 80 mM KCI (Kaliumchlorid)

* 3-maliges Auswaschen mit frischer Krebs-Henseleit-Losung

* Abwarten einer konstanten Baseline (BL2)

46



Materialien und Methoden

Die ku

erstellt

Konzentrations-Wirkungs-Kurve mit NA oder PE, bzw. Frequenz-Wirkungs-
Kurven mit EFS

3-maliges Auswaschen mit frischer Krebs-Henseleit-LOsung

Abwarten einer konstanten Baseline (BL3)

Randomisierte Zugabe des Inhibitors (FPA124 oder 10-DEBC), bzw. Kontrolle
DMSO (jeweils 2 Kammern Inhibitor und DMSO bei
Noradrenalin/Phenylephrin, bzw. 3 Kammern bei EFS)

Einwirkzeit von 30 Minuten

Ohne Pufferwechsel nun erneute Konzentrations-Wirkungs-Kurven bzw.
Frequenz-Wirkungs-Kurven

3-maliges Auswaschen mit frischen KH-Puffer

Abwarten einer Konstanten Baseline (BL4)

Erneute Zugabe von 80 mM KCI, zur Kontrolle der Vitalitat des Gewebes

mulativen Konzentrations-Wirkungs-Kurven fur Noradrenalin wurden wie folgt

(5ml Ausgangsvolumen in der Organbadkammer):

kumulative Konzentration

Noradrenalin-L6sung Zugegebenes Volumen
im Organbad
0,1 mM 5ul 100 nM
0,1 mM 10 pl 300 nM
1 mM 3,5yl 1 uM
1 mM 10 pl 3 uM
10 mM 3,5yl 10 uM
10 mM 10 pl 30 uM
10 mM 35 ul 100 uM
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Die kumulativen Konzentrations-Wirkungs-Kurven fur Phenylephrin wurden wie folgt

erstellt (5ml Ausgangsvolumen in der Organbadkammer):

Phenylephrin-Losung Zugegebenes Volumen kumulative Konzentration
im Organbad

1 mM 3,5 pl 1 uM

1 mM 10 pl 3 uM

10 mM 3,5 pl 10 uM

10 mM 10 pl 30 uM

10 mM 35 ul 100 uM

Die Frequenz-Wirkungskurven wurden wie folgt erstellt:

Stromstarke/ Frequenz
2 Hz

4 Hz

8 Hz

16 Hz

32 Hz

FPA124 und 10-DEBD wurden als 10 mM-Stammlésungen hinzugegeben. Bei
Versuchen mit Noradrenalin und Phenylephrin (Organbadkammervolumen von 5 ml)
wurden 5 ul einer 10 mM FPA124 Losung zugefugt (finale Konzentration 10 uM),
bzw. 15 ul einer 10 mM 10-DEBC LoOsung (finale Konzentration 30 uM). Bei
Versuchen mit EFS (Organbadkammervolumen von 10 ml) wurden 10 ul einer 10
mM FPA124 Lésung zugefugt (finale Konzentration 10 uM), bzw. 30 ul einer 10 mM
10-DEBC Lo6sung (finale Konzentration 30 uM). In die Kanale ohne Inhibitor wurde
zur Kontrolle jeweils ein entsprechendes Volumen des DMSO (Lésungsmittel far
FPA124 und 10-DEBC) hineinpipettiert.
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Mit einem weiteren Programm (DataPad) lieRen sich anschlieRend die
aufgezeichneten Kurven auswerten, wobei der jeweilige Kontraktionszustand (in mN)
zu den gewunschten Zeitpunkten abgelesen wurde. Die Werte wurden dann in Excel
exportiert. Dort wurden aus den Rohdaten die Konzentrations-Wirkungs- bzw.

Frequenz-Wirkungs-Kurven berechnet und in Diagrammen dargestellt.

Zunachst wurden die Basislinien von den Werten fur KCI (D = KCI-Wert — BL1), fur
Noradrenalin, Phenylephrin, bzw. Frequenzen der ersten Kurven (D = Wert — BL2),
bzw. fur Noradrenalin, Phenylephrin, bzw. Frequenzen der zweiten Kurven (D = Wert
— BL3) abgezogen. Diese Werte wurden als % der KCl-induzierten Kontraktion
ausgedruckt. Sodann wurden die Prozentwerte von Kanalen mit gleichem Protokoll
(also die fur DMSO, die fur FPA124, bzw. die fur 10-DEBC) gemittelt (separat in
jedem Experiment). Anschlieend wurden Mittelwerte aller Experimente jeder

Versuchsreihe gebildet, und Diagramme erstellt.

Losungen und Puffer

Zusammensetzung der Krebs-Henseleit-Losung (pH 7,4 bei Begasung mit
Carbogen):

* 118 mM NaCl

e 47mM KCI

e 2,55mM CaCly
1,2 mM KH2PO4

e 1,2mM MgSO,

e 25mM NaHCO;

e 7.5mM Glucose

Die Krebs-Henseleit-LOsung wurde fur jeden Versuch frisch aus zwei
Stammldsungen (Losung A und B) angesetzt und standig mit Carbogen (95 % Oy, 5
% CO,) begast und auf einer Temperatur von 37 °C gehalten. Ansetzen der Losung:
40 ml Lésung A (172,5 g NaCl; 8,75 g KCI; 9,36 g CaCl,X2H,0; 4,05 g KH,POy4; 7,34
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g MgS0O4X7H,0; A. dest. ad 1000 ml) mit 920 ml A. Dest bei 37 °C (Wasserbad) 30
Minuten mit Carbogen begasen, anschlielend 40 ml Losung B (52,5 g NaHCOg3; A.
dest. ad 1000 ml) zufigen und schliel3lich 1,5g Glucose hinzugeben.

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

dargestellt. Zum Gruppenvergleich wurde ein Zweiproben Student’scher t-Test
durchgefuhrt. Ein p<0,05 wurde dabei als signifikant betrachtet.
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Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1. Akt-Detektion durch Western-Blot Analyse
Bei der Western-Blot Analyse mit einem Akt-Antikorper war Akt in den Homogenaten

aller untersuchter Prostata-Proben (n=8 Patienten) detektierbar. Die Detektion ergab

jeweils Banden von der zu erwartenden Grol3e von 56 kDa (Abb. 6).

Patient #1 - #8

~56kDa | WD bmp b G bl o b

Abb. 6: Western-Blot Analyse von Homogenaten humaner Prostata-Proben (n=8 Patienten). Die
Detektion mit einem Akt-Antikdrper ergab Banden von einer GréRe, die dem Molekulargewicht von Akt

entspricht (ca. 56 kDa). Diese Banden traten bei allen untersuchten Proben auf.

4.2. Immunohistochemie

Immunohistochemische Farbungen von Prostata-Schnitten mit einem Akt-Antikorper
fuhrten in allen untersuchten Proben (n=5) zu einer deutlichen Immunoreaktivitat
(Abb. 7). Insbesondere im Stroma war die Farbung sehr kraftig und auffallig (Abb. 7).
Kontrollfarbungen, bei denen der erste Antikorper durch PBS ersetzt wurde, zeigten

keine Immunoreaktivitat.
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| Akt
antibody

Abb. 7: Immunohistochemische Peroxidase-Farbungen von Prostata-Schnitten. Gezeigt sind

reprasentative Bilder.

52



Ergebnisse

4.3. Noradrenalin-induzierte Akt-Aktivierung

Western-Blot Analysen mit einem phospho-spezifischen Antikorper zeigten, dass die
Stimulation der humanen Prostata-Gewebe mit Noradrenalin (30 uM) eine
signifikante Zunahme der Akt-Phosphorylierung am Serin 473 ausloste (n=8) (Abb.
8).

10 Minuten nach der Stimulation mit Noradrenalin lag der phospho-Akt-Gehalt bei
406 + 131 des Gehaltes im unstimulierten Gewebe der gleichen Prostata (p<0,04).
20 Minuten nach der Stimulation lag der phospho-Akt-Gehalt bei 398 + 110 % des
Gehaltes im unstimulierten Gewebe (p<0,02). Der Gehalt an gesamter Akt
(phosphoryliert + unphosphoryliert) anderte sich wahrend der Stimulation jedoch
nicht.

Im Gegensatz zum Serin 473 blieb die Stimulation mit Noradrenalin ohne Effekt auf
die Phosphorylierung am Threonin 308 (Abb. 8).
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Abb. 8: Noradrenalin-induzierte Akt-Aktivierung in humanem Prostata-Gewebe. Der Gehalt von
phospho-Serin-473 Akt, phospho-Threonin-308 Akt und gesamt-Akt (,total Akt“) wurde Gber Western-
Blot Analysen mit phospho-spezifischen Antikérpern, und einem nicht-phospho-spezifischen
Antikérper zwischen stimulierten und nicht-stimulierten (,0 min“) Proben verglichen. Die Zunahme der
Serin-473 Phosphorylierung reflektiert eine Aktivierung der Akt. Gezeigt sind reprasentative Western-

Blots und die densitometrische Quantifizierung aller Experimente (n=8; Mittelwerte +SEM; # p<0,05).
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4.4. Phenylephrin-induzierte Akt-Aktivierung

Western-Blot Analysen mit einem phospho-spezifischen Antikorper zeigten, dass die
Stimulation der humanen Prostata-Gewebe mit Phenylephrin (10 uM) eine
signifikante Zunahme der Akt-Phosphorylierung am Serin 473 ausloste (n=7
Patienten) (Abb. 9). 5 Minuten nach der Stimulation mit Phenylephrin lag der
phospho-Akt-Gehalt bei 182 + 26 des Gehaltes im unstimulierten Gewebe der
gleichen Prostata (p<0,009). 10 Minuten nach der Stimulation lag der phospho-Akt-
Gehalt bei 200 £+ 30 % des Gehaltes im unstimulierten Gewebe (p<0,007). 20
Minuten nach der Stimulation lag der phospho-Akt-Gehalt bei 240 + 66 % des
Gehaltes im unstimulierten Gewebe (p<0,04).

Der Gehalt an gesamter Akt (phosphoryliert + unphosphoryliert) anderte sich
wahrend der Stimulation jedoch nicht (Abb. 9).
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Abb. 9: Noradrenalin-induzierte Akt-Aktivierung in humanem Prostata-Gewebe. Der Gehalt von
phospho-Serin-473 Akt, phospho-Threonin-308 Akt und gesamt-Akt (,total Akt“) wurde Gber Western-
Blot Analysen mit phospho-spezifischen Antikérpern, und einem nicht-phospho-spezifischen
Antikérper zwischen stimulierten und nicht-stimulierten (,0 min“) Proben verglichen. Die Zunahme der
Serin-473 Phosphorylierung reflektiert eine Aktivierung der Akt. Gezeigt sind reprasentative Western-

Blots und die densitometrische Quantifizierung aller Experimente (n=8; Mittelwerte +SEM; # p<0,05).
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4.5. Effekt von FPA124 und 10-DEBC auf die Noradrenalin-induzierte
Kontraktion

Noradrenalin (0,1 — 100 uM) Iéste in myographischen Messungen im Organbad
dosisabhangige Kontraktionen des Gewebes der humanen Prostata aus. Die
Noradrenalin-induzierte Kontraktion wurde jeweils vor und nach der Applikation von
FPA124, 10-DEBC, bzw. DMSO untersucht. Die Noradrenalin-induzierte Kontraktion
vor und nach der Applikation von FPA124 (10 uM) war ohne Unterschied (Abb. 10).
Ebenso war die Noradrenalin-induzierte Kontraktion vor und nach Applikation von 10-
DEBC (30 uM) ohne Unterschied (Abb. 10). Auch bei Applikation des Losungsmittels
DMSO anstatt eines Inhibitors war die Noradrenalin-induzierte Kontraktion vor und
nach Zugabe von DMSO ohne Unterschied (Abb. 10).
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Abb. 10: Effekte der Akt-Inhibitoren FPA124 (A) und 10-DEBC (B) auf die Noradrenalin-induzierte
Kontraktion von humanem Prostata-Gewebe. Die Noradrenalin-induzierte Kontraktion wurde jeweils
vor und nach Applikation der Inhibitoren bzw. des Lésungsmittels DMSO bestimmt und verglichen.
Gezeigt sind Mittelwerte £+SEM von Versuchen mit jeweils n=6 Patienten fir jeden der beiden

Inhibitoren.
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4.6. Effekt von FPA124 und 10-DEBC auf die Phenylephrin-induzierte
Kontraktion

Phenylephrin (1 — 100 uM) l6ste in myographischen Messungen im Organbad Dosis-
abhangige Kontraktionen der humanen Prostata-Gewebe aus. Die Phenylephrin-
induzierte Kontraktion wurde nach der Applikation von FPA124, 10-DEBC, bzw.
DMSO gemessen und zwischen diesen Gruppen verglichen. Die Phenylephrin-
induzierte Kontraktion nach der Applikation von FPA124 (10 uM) oder des
Losungsmittels DMSO war ohne Unterschied (Abb. 11). Ebenso war die
Phenylephrin-induzierte Kontraktion nach Applikation von 10-DEBC (30 uM) oder
DMSO ohne Unterschied (Abb. 11).
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Abb. 11: Effekte der Akt-Inhibitoren FPA124 (links) und 10-DEBC (rechts) auf die Phenylephrin-
induzierte Kontraktion von humanem Prostata-Gewebe. Die Phenylephrin-induzierte Kontraktion
wurde nach Applikation der Inhibitoren bzw. des Ldsungsmittels DMSO bestimmt. Gezeigt sind
Mittelwerte £SEM von Versuchen mit n=9 fur FPA124 bzw. n=>5 fur 10-DEBC.
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4.7. Effekt von FPA124 und 10-DEBC auf die EFS-induzierte Kontraktion

Elektrische Feld-Stimulation (EFS) Ioste in myographischen Messungen im
Organbad Frequenz-abhangige Kontraktionen der humanen Prostata-Gewebe aus.
Die EFS-induzierte Kontraktion wurde jeweils vor und nach der Applikation von
FPA124, 10-DEBC, bzw. DMSO untersucht. Die EFS-induzierte Kontraktion war vor
und nach der Applikation von FPA 124 (10 uM) ohne Unterschied (Abb. 12). Ebenso
war die EFS-induzierte Kontraktion vor und nach Applikation des Losungsmittels
DMSO ohne Unterschied (Abb. 12). Nach Applikation von 10-DEBC (30 uM) war eine
deutliche, effektive Verminderung der EFS-induzierten Kontraktion zu beobachten,
die jedoch bei keiner Frequenz signifikant war (Abb. 12).
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Abb. 12: Effekte der Akt-Inhibitoren FPA124 (A) und 10-DEBC (B) auf die EFS-induzierte Kontraktion

von humanem Prostata-Gewebe. Die EFS-induzierte Kontraktion wurde jeweils vor und nach

Applikation der Inhibitoren bzw. des Lésungsmittels DMSO bestimmt und verglichen. Gezeigt sind

Mittelwerte £SEM von Versuchen mit jeweils n=5 Patienten flr jeden der beiden Inhibitoren.
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5. Diskussion

In der Prostata fuhrt die Aktivierung von a1-Adrenozeptoren zu einer Kontraktion der
glatten Muskulatur (Abb. 2) [17, 25, 30]. Dieser Vorgang tragt entscheidend zur
Steuerung des glattmuskularen Tonus in der humanen Prostata bei. Bei einer
Prostatahyperplasie ist der Tonus der glatten Prostatamuskulatur auf Grund einer
verstarkten a1-adrenergen Kontraktion erhoht [8, 15, 16]. Dies kann eine Obstruktion
der Harnrohre bedingen und so zusatzlich zur Verengung durch
Prostatavergro3erung bzw. zusatzlich zu extra-prostatischen Faktoren zu den
Symptomen des unteren Harntraktes (LUTS) fuhren (Abb. 1) [8, 15, 16]. Tatsachlich
kann eine solche Verengung der Harnrohre durch Prostata-bedingte Faktoren bei 50-
60 % der Manner mit benigner Prostata-Hyperplasie verantwortlich fur LUTS sein [8,
20]. Daruberhinaus ist die benigne ProstatavergroRerung eine der haufigsten
Erkrankungen bei Mannern [4]. Schatzungsweise tritt die BPH bei 50 % der Manner
uber 40 Jahre auf.

Dementsprechend stellen prostatische a1-Adrenozeptoren einen Hauptangriffspunkt
fur die pharmakologische Therapien von LUTS dar [8, 15, 16, 25, 83]. Durch die
Verabreichung von a1-Adrenozeptor-Blockern kommt es zu einer Erschlaffung der
glatten Prostatamuskulatur und so zu einer Verbesserung des Harnflusses und der
Symptome [8, 15-17, 83]. Daher kommt der Funktion und dem Verstandnis der

prostatischen a.1-Adrenozeptoren ein enormes Interesse zu.

In der vorliegenden Arbeit wurden zum ersten Mal Untersuchungen zum Vorkommen
sowie zur afl-adrenergen Regulation der Akt in der nicht-malignen, humanen
Prostata durchgefuhrt. Akt ist ein weitverbreiteter, wichtiger Regulator zentraler
Zellfunktionen, welche insbesondere den Zellzyklus und auch die Kontraktion in

verschiedenen Organen reguliert [67-69].
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Bei den hier prasentierten Untersuchungen wurden folgende Ergebnisse erzielt:

1. Akt wird im Stroma der humanen Prostata exprimiert.
2. a1-Adrenozeptoren in der humanen Prostata aktivieren Akt.

3. Akt ist ohne Bedeutung fur die adrenerge Kontraktion der humanen Prostata.

5.1. Akt-Expression in der humanen Prostata

Bei der Western-Blot Analyse in Prostata-Homogenaten von 8 verschiedenen
Patienten mit einem Antikorper gegen Akt trat in jeder der untersuchten Proben eine
Bande bei etwa 55 kDa auf. Das Molekulargewicht von Akt betragt etwa 56 kDa
(siehe www.genecards.org). Dies legt nahe, dass es sich bei der detektierten Bande
tatsachlich um Akt handeln durfte. Aul3er dieser Bande traten keine weiteren Banden
auf. Daher kann davon ausgegangen werden, dass der verwendete Antikorper mit
grolRer Wahrscheinlichkeit Akt-spezifisch ist.

Folglich wurden mit diesem Antikorper immunohistochemische Farbungen von
Schnitten aus der Prostata von 5 Patienten angefertigt. In jeder dieser Prostaten war
eine kraftige Immunoreaktivitat im Stroma zu beobachten. Die Verteilung der
Immunoreaktivitat in den untersuchten Proben legt nahe, dass der weitaus grofte
Teil der gesamten Akt der Prostata im Stroma lokalisiert ist. Tatsachlich kann das
(,fibromuskulare®) Stroma den groRten Teil des Prostata-Volumens ausmachen
(sowohl bei Prostaten mit kleinen als auch solchen mit grof3en Drusen) [3]. Das
Stroma wiederum besteht hauptsachlich aus glatten Muskelzellen, Fibrozyten und
Bindegewebe [7].Tatsachlich bestehen etwa 40 % des zellularen Volumens der
humanen Prostata aus glatten Muskelzellen [8]. Dies fuhrt zu der Annahme, dass ein
betrachtlicher Teil des prostatischen Akt-Pools in glatten Muskelzellen zu finden ist.

Dies stellt den ersten Nachweis einer Akt-Expression im Stroma der nicht-malignen
humanen Prostata dar. Bisherige Studien zur Akt in der Prostata waren auf den
onkologischen Kontext beschrankt, bzw. wurden an (isolierten) nicht-malignen

Epithel-Zellen durchgefuhrt [77-80]. Fur die hier durchgefuhrten Untersuchungen
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wurden nicht-maligne Bereiche aus Prostaten aus Tumor-bedingten Prostatektomien
verwendet. Die Gewebe wurden aus der periurethralen Zone entnommen. Die
meisten Tumoren (ca. 70 %) treten dagegen in der peripheren Zone der Prostata auf
[2, 82]. Viele Patienten mit Prostata-Krebs weisen gleichzeitig eine BPH auf. Eine
Unterscheidung zwischen hyperplastischem und nicht-hyperplastischem Gewebe
wurde hier jedoch nicht vorgenommen. Ziel der durchgefuhrten Arbeit war nicht die
Evaluierung von Anderungen der Akt im pathophysiologischen Kontext, sondern die

Beschreibung neuer Prinzipien der a1-Adrenozeptor-Signalgebung.

5.2. a1-adrenerge Akt-Aktivierung

In den hier prasentierten Untersuchungen I6ste sowohl die Stimulation mit
Noradrenalin, als auch mit Phenylephrin eine Zunahme der Akt-Phosphorylierung am
Serin 473 in den humanen Prostata-Geweben aus. Dies wurde in Western-Blot
Analysen mit einem phospho-spezifischen Antikorper beobachtet. Die
Phosphorylierung von Akt an dieser Stelle fuhrt zu einer Erh6hung der Enzymaktivitat
(Abb. 4) [68, 69]. Daher reflektiert die Zunahme der Phosphorylierung in den hier
prasentierten Versuchen eine adrenerge Aktivierung der Akt. Tatsachlich stellt die
semiquantitative Bestimmung des Phosphorylierungs-Zustandes mit phospho-
spezifischen Antikdrpern eine allgemein anerkannte Methode dar, die sehr haufig zur
Untersuchung der Akt-Aktivierung herangezogen wird [67, 69].

Bei der Aktivierung von Akt durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren bzw.
Adrenozeptoren handelt es sich um ein allgemeines, weitverbreitetes Prinzip (Abb. 4)
[67-69, 76]. In Kardiomyozyten wird Akt durch B-Adrenozeptoren aktiviert [73, 74].
Interessanterweise ist dieser Vorgang gleichzeitig an der Hypertrophie und der
Kontraktion dieser Zellen beteiligt [73, 74]. Im glatten GefaBRmuskel der Ratten-Aorta

wiederum wird Akt durch a1-Adrenozeptoren aktiviert [81].
In einer Vielzahl von Organen und Zelltypen sind Wachstumsfaktoren, die an

Rezeptor-Tyrosinkinasen gekoppelt sind, sowie Hormone weitere wichtige
Aktivatoren der Akt (Abb. 4) [67-69, 76]. Neben Phosphorylierung am Serin 473 fuhrt
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auch die Phosphorylierung am Threonin 308 zu einer Aktivierung der Akt [68, 69].
Eine Phosphorylierung am Threonin 308 in Folge der (a1-)adrenergen Stimulation
der Prostata-Gewebe konnte in den hier dargestellten Untersuchungen jedoch nicht
beobachtet werden. Dies zeigt, dass die Akt-Phosphorylierung am Threonin 308
durch andere Faktoren kontrolliert wird, nicht jedoch durch Adrenozeptoren. Dies
wiederum unterstutzt die Vermutung, dass die Zellzyklus-regulierenden Signalwege
in der Prostata durch ein komplexes Zusammenspiel von mehreren verschiedenen
Faktoren reguliert wird. Dementsprechend wurde weder die o1-adrenerge
Phosphorylierung allein, noch die Phosphorylierung am Threonin 308 fur sich (z. B.
durch Hormone, Wachstumsfaktoren) fur eine volle Aktivierung ausreichen, sondern
ein simultanes Zusammenspiel dieser Faktoren erforderlich sein, um die volle

Aktivitat zu entfachen.

In jedem Fall konnte durch die hier durchgefuhrten Versuche Akt als ein ,neuer”,
bislang nicht bekannter Effektor des prostatischen a1-Adrenozeptors identifiziert
werden. Wahrend die Kopplung des a1-Adrenozeptors in der Prostata an die
klassischen Kontraktionssignalwege, also Calcium, PKC und Rho-Kinase seit
langerem etabliert ist [17, 30, 36, 47, 48], fand die Signalgebung durch andere
Signalwege erst in den vergangenen Jahren Aufmerksamkeit. Beispielsweise wurde
eine Aktivierung von ERK1/2, sowie eine Regulation der p38 Aktivitat durch
Adrenozeptoren in der humanen Prostata beschrieben, was zu neuen Modellen des
prostatischen a1-Adrenozeptors fuhrte [59, 63, 64]. Offenbar umfasst die
Signalgebung auch eine Aktivierung der Akt. Uber die Mechanismen, welche der a1-
adrenergen Akt-Aktivierung zu Grunde liegen, kann auf Grund der hier
durchgefuhrten Untersuchungen jedoch keine Aussage getroffen werden. Diese
konnten Gegenstand zukunftiger Untersuchungen sein. Im allgemeinen wird
angenommen, dass Akt in einer Vielzahl von Zelltypen durch die Phosphoinositide 3-
Kinase aktiviert wird [76]. Auch die Regulatoren der Akt-Phosphorylierung am
Threonin 308 stellt einen interessanten Gegenstand zukunftiger Studien dar.
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5.3. Akt und adrenerge Prostata-Kontraktion

In verschiedenen kontraktilen Systemen ist Akt von groRer Bedeutung fur die
Regulation der Kontraktilitat. In Blutgefallen, bzw. im intrahepatischen Gefalibett
fuhrt eine Aktivierung von Akt in Endothelzellen zu einer Produktion des
Vasodilatators Stickstoffmonoxid (NO) [70-72, 76]. Dies hemmt die Kontraktion und
vermindert so den Tonus in der benachbarten glatten Gefaldmuskulatur [70-72, 76].
Ahnliche Prozesse sind flr den intrahepatischen GefaRwiderstand von Relevanz
[75]. Hier fuhrt die Akt-vermittelte NO-Produktion in sinusoidalen Endothelzellen
(SEC) zu einer Relaxation hepatischer Sternzellen, bzw. von Portalvenolen, und so
zu einer Senkung des intrahepatischen GefalRwiderstandes [75]. Tatsachlich ist eine
Verminderung der NO-Produktion durch SECs verantwortlich fur den erhdhten
intrahepatischen GefalBwiderstand zirrhotischer Lebern, was wiederum die
Entstehung der portalen Hypertension bedingt [75]. In Kardiomyozyten dagegen ist
die Akt an der p-adrenergen Kontraktion beteiligt [73, 74].

Daher wurde hier der mogliche Einfluss von Akt-Inhibitoren auf die adrenerge
Kontraktion der glatten Muskulatur des humanen Prostata-Gewebes untersucht.
Weder 10-DEBC, noch FPA124 zeigten signifikante Effekte auf die Kontraktion von
Prostata-Geweben. Hierzu wurden im Organbad jeweils die Noradrenalin-,
Phenylephrin-, und die EFS-induzierte Kontraktion in myographischen Messungen
bestimmt. Nach der Applikation von 10-DEBC wurde zwar eine effektive, deutliche
Verminderung der EFS-induzierten Kontraktion beobachtet, die jedoch nicht
signifikant war. Zudem konnte dieser Effekt nicht nach Applikation des anderen Akt-
Inhibitors (FPA124) beobachtet werden. Daruberhinaus zeigte 10-DEBC trotz der
Verminderung der EFS-Kontraktion keine Effekte auf die Noradrenalin- oder
Phenylephrin-induzierte Kontraktion. Daher ist insgesamt davon auszugehen, dass
Akt keine relevante Bedeutung fur die Regulation der Kontraktilitat der humanen

Prostata zukommt.

FPA124 und 10-DEBC sind beides Inhibitoren der Akt, die jedoch strukturell nicht
naher miteinander verwandt sind [84, 85]. Um auszuschliel3en, dass das Ausbleiben

oder Auftreten eines Effektes auf unspezifische Mechanismen zurickzufuhren ist,
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wurden in der vorliegenden Arbeit zwei verschiedene, strukturell unterschiedliche
Inhibitoren getestet. Auf diese Vorgehensweise wird bei pharmakologischen

Untersuchungen haufig zurtckgegriffen.

Im biochemischen in vitro Kinase Assay hemmte FPA 124 eine rekombinante Akt mit
einem IC50 von 100 nM [85]. Allerdings waren 70 bis 100-fach hohere
Konzentrationen notig, um das Wachstum verschiedener Tumor-Zelllinien in der
Zellkultur zur Halfte zu reduzieren [85]. Tatsachlich fuhrte FPA 124 zu einem vodlligen
Erliegen des Wachstums verschiedener Tumorzellen [85]. In einem orthotopen
Maus-Modell fur Pankreaskrebs senkte FPA 124 bei intravendser Verabreichung die
Tumorlast im Pankreas [85]. Dies zeigt, dass der ausbleibende Effekt von FPA124
(10 uM) in den hier gezeigten Untersuchungen weder auf eine zu niedrige Dosierung,

noch auf mangelnde zellulare Penetration zurtickzufihren sein kann.

10-DEBC in einer Konzentration von 5 uM fuhrt zu einer vollstandigen Hemmung
sowohl von Akt in verschiedenen Zelltypen, als auch von rekombinanter Akt im
biochemischen in vitro Assay [84]. Dies resultierte in einer verminderten
Phosphorylierung von Akt-Substraten und einer ausbleibenden Translokation der Akt
vom Zytosol zum Nukleus [84]. PI13-K, welche Akt phosphoryliert und so unmittelbar
aktiviert, wird durch 10-DEBC jedoch nicht gehemmt, ebenso wenig wie die Akt-
verwandten Kinasen PDK1 oder SGK1 Kinase [84]. In der Zellkultur hemmte 10-
DEBC das Wachstum verschiedener humaner Zelllinien, bzw. fuhrte zu deren
Apoptose [84]. Insgesamt kann daher davon ausgegangen werden, dass der
ausbleibende Effekt von 10-DEBC (30 uM) in den hier prasentierten Untersuchungen
ebenfalls nicht durch eine zu niedrige Dosierung, oder durch ausbleibende zellulare

Penetration erklart werden kann.

Zur Untersuchung der Noradrenalin- und EFS-induzierten Kontraktionen wurde
jeweils in einem ersten Zyklus eine Konzentrations- bzw. Frequenz-Wirkungs-Kurve
ohne weitere pharmakologische Manipulation aufgenommen. Anschlie3end wurden
die Inhibitoren, bzw. das Losungsmittel DMSO zugefugt, und zwar in jedem
Experiment parallel an verschiedenen Proben aus derselben Prostata. Zur

Auswertung wurden Kurven der zweiten Zyklen mit denen der ersten Zyklen
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verglichen; dieses fur jede Gruppe getrennt (DMSO, FPA124, 10-DEBC). Die
Phenylephrin-induzierten Kontraktionen waren dagegen weniger stabil und zudem
geringer als die Noradrenalin-induzierten. Daher wurde die Vorgehensweise dieser
Messungen adaptiert und folglich auf den ersten Zyklus verzichtet. Stattdessen
wurden nach der Aquilibrations-Periode der Gewebestiicke im Organbad direkt
DMSO bzw. Inhibitoren zugegeben und die anschlieBend aufgenommenen

Phenylephrin-Kurven miteinander verglichen.

5.4. Mogliche Akt-Funktionen in der Prostata

Die hier prasentierten Untersuchungen zeigen, dass Akt durch a1-Adrenozeptoren in
der humanen Prostata aktiviert wird, jedoch ohne Bedeutung fur die glattmuskulare
Kontraktion in diesem Gewebe ist. Weitere Rickschlusse auf die Funktion der Akt
bzw. ihrer a1-adrenergen Aktivierung in der Prostata konnen indes auf der Basis der
vorliegenden Arbeit nicht gezogen werden und waren auch nicht das Ziel. Prinzipiell
kann Akt von Bedeutung fur verschiedenen zentrale Prozesse sein, einschlief3lich
dem zellularen Uberleben, Wachstum, Migration, Proliferation, Polaritat, sowie dem
Fett- und Glucosestoffwechsel, der Zellzyklus-Progression, Muskel- und

Herzkontraktilitat, Angiogenese und der Selbsterneuerung von Stammzellen [67-69].

Die hier erzielten Ergebnisse demonstrieren zwar eindeutig, dass Akt durch
prostatische a1-Adrenozeptoren aktiviert wird. Allerdings hat diese a1-adrenerge
Akt-Aktivierung eine Funktion, die nicht im Zusammenhang mit der Kontraktion steht.
Diese nicht-motorische Funktion der a1-adrenergen Akt-Aktivierung konnte in
zukUnftigen Studien identifiziert werden. Unter den verschiedenen Funktionen, die in
zahlreichen Organen und Zelltypen auf3erhalb der Prostata beschrieben wurden, fallt
die Rolle von Akt fur den Zellzyklus und das Wachstum auf [67-69]. Auch in nicht-
malignen Drusen-Epithelzellen der Prostata fuhrt die Aktivierung von Akt zu einer
Proliferation [78, 80]. Interessanterweise wurde vorgeschlagen, dass der Androgen-
Rezeptor ein Substrat der Akt in solchen Zellen sein konnte [80]. In glatten
Muskelzellen aullerhalb der Prostata ist Akt an der Proliferation beteiligt [67, 68, 76,
86-90]. Daher erscheint es sehr wahrscheinlich, dass Akt auch in glatten
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Muskelzellen der Prostata von Bedeutung fur Zellzyklus, Proliferation und Wachstum

sein konnte.

Eine solche Funktion der Akt wiederum wurde eine Verknupfung zwischen o1-
Adrenozeptoren, bzw. der Kontraktion mit dem Wachstum der Prostata bedeuten
(Abb. 13). Wie bereits an anderer Stelle ausgefuhrt, scheint eine solche Rolle von
a1-Adrenozeptoren fur Wachstum und Hyperplasie der Prostata tatsachlich zu
existieren (Abb. 3) [25, 30]. Verschiedene Studien der letzten Jahre lieferten hierfur
deutliche Anhaltspunkte. Wahrend die dynamische Komponente (Kontraktion) und
die statische Komponente (Wachstum, BPH) lange Zeit als separate Mechanismen
betrachtet wurden (Abb. 1) [17, 32], uber die eine BPH zu LUTS fuhren kann, wiesen
mehrere Studien auf mdgliche Zusammenhange zwischen a1-Adrenozeptoren und
dem Wachstum der Prostata hin (Abb. 4) [25, 30]. Diese Studien lassen sich nun

durch die hier gemachten Beobachtungen gut erklaren (Abb. 13).

In Mausen und Ratten fuhrte die Verabreichung von Phenylephrin in vivo zu einer
Zunahme des Prostata-Volumens, die mit dysplastischen Veranderungen
einhergingen [49, 50]. Tatsachlich scheinen endogene Katecholamine aus der
Neurotransmission von Bedeutung fur die Regulation des Prostata-Wachstums zu
sein, da eine Sympatektomie bei Ratten zu einer Senkung des Prostata-Volumens
fuhrte [51]. In kultivierten Stromazellen bzw. glatten Muskelzellen der humanen
Prostata 16st die Stimulation mit Noradrenalin Uberdies eine Proliferation aus, die sich
durch a1-Adrenozeptor-Blocker hemmen lies [64]. Ein klinisch bedeutsamer Effekt
von a1-Adrenozeptor-Blockern, die sehr haufig bei Patienten mit LUTS verabreicht

werden, auf das Prostata-Volumen ist bislang jedoch nicht aufgefallen.
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Abb. 13: Mdgliche Rolle der a1-Adrenozeptor-induzierten Akt-Aktivierung in der humanen Prostata.
Die hier erzielten Ergebnisse zeigen, dass die a1-adrenerge Akt-Aktivierung im Zusammenhang mit
einer nicht-motorischen Funktion des Rezeptors stehen muss. Diese kénnte von Bedeutung fir das
Prostata-Wachstum und die BPH sein, und so an der Entstehung einer Blasen-Auslass Obstruktion
und von Speichersymptomen beteiligt sein. Eine Rolle des a1-Adrenozeptors am Prostata-Wachstum
wird seit einigen Jahren vermutet, und ist belegt. Die hier erzielten Ergebnisse koénnten diesen

Zusammenhang erklaren.

In einschlagigen klinischen Studien wurde jedoch nur selten das Prostata-Volumen
untersucht, da stets die urodynamischen Parameter im Vordergrund standen.

Dennoch wurde bereits vorgeschlagen, dass sich die Therapie mit a1-Blockern auf
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das Wachstum der Prostata und die Progression der BPH auswirken konnten [56,
91, 92]. In vitro induzierten a1-Blocker eine Apoptose von kultivierten Prostata-Zellen
[91]. Bei Patienten mit BPH fuhrt die Behandlung zu einer Apoptose von Stroma-
Zellen, zu einer Regression des Stromas, und vermindertem Wachstum [53-55, 57,
58]. Nach Behandlung mit Alfuzosin fur drei Monate konnte allerdings keine effektive
Verminderung des Prostata-Volumens festgestellt werden [93]. Der Autor dieser
Studie schlug die Untersuchung des Prostata-Volumens nach langeren
Behandlungsperioden vor [93]. In einer weiteren Studie dagegen fuhrte Terazosin zu
einer Senkung des gesamten Prostata-Volumens [94]. Dies veranlasste die Autoren,
weitere Studien in dieser Richtung vorzuschlagen [94].

Da sich die Phenylephrin-induzierte BPH von Nagetieren deutlich von der in
Patienten unterscheidet, ist zu vermuten dass auller a1-Adrenozeptoren weitere
Faktoren von Bedeutung fur die BPH sind. Dies wirde den limitierten Effekt von a1-
Blockern auf das Prostata-Volumen von BPH-Patienten erklaren. Diese Hypothese
wird auch durch die hier gemachten Beobachtungen unterstitzt. Die adrenerge
Stimulation fUhrte zwar zu einer Phosphorylierung von Akt am Serin 473, jedoch
nicht am Threonin 308. Offenbar sind also weitere Stimuli erforderlich, um die volle
Akt-Aktivitat zu erreichen. Umgekehrt durften diese anderen Stimuli nicht
ausreichend fur eine volle Akt-Aktivierung sein, wenn die adrenerge Signalgebung
fehlt.

Daruberhinaus scheint Akt nicht der einzige mogliche Link zwischen a1-
Adrenozeptoren und einer Begunstigung des Zellzyklus zu sein. Die Stimulation mit
Noradrenalin 16st im humanen Prostata-Gewebe eine Aktivierung der ERK1/2, sowie
eine Deaktivierung der p38 aus [59, 63, 64]. ERK1/2 ist ein ubiquitarer, wichtiger
Vermittler der Proliferation [65]. Die Deaktivierung der p38 konnte dagegen durch
eine Senkung der p38-abhangigen Apoptose den Zellzyklus beglnstigen [63].
Moglicherweise also nehmen prostatische a1-Adrenozeptoren Uber verschiedene
Signalwege an einer Regulation des Zellzyklus teil. Unbestreitbar jedoch ist die
multiple nicht-motorische Signalgebung dieser Rezeptoren und die Beteiligung der
Akt daran.
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Zusammenfassung

7. Zusammenfassung

Die benigne Prostata-Hyperplasie (BPH) kann zum einen durch eine erhdhte a1-
adrenerge Kontraktion der glatten Prostata-Muskulatur und zum anderen durch die
VergroRerung der Prostata zu einer Blasenauslassstorung fuhren. Hierdurch kann es
zu Symptomen des unteren Harntraktes kommen (,lower urinary tract symptoms®,
LUTS). Beide Faktoren wurden lange Zeit als separate Mechanismen betrachtet
(,statische® und ,dynamische® Komponente). In den letzten Jahren wurde jedoch eine
Beteiligung des a1-Adrenozeptors an Wachstum und Vergroferung der Prostata in
Betracht gezogen, neben seiner Bedeutung fur die glattmuskulare Kontraktion. Dies
wurde eine Aktivierung von wachstumsfordernden Signalwegen durch diesen

Rezeptor voraussetzen.

Akt (syn. Protein Kinase B, PKB) ist eine Serin/Threonin-Kinase, die in einer Vielzahl
von Organen und Zelltypen die Proliferation vermittelt. Daruberhinaus reguliert Akt
die glattmuskulare Kontraktion im kardiovaskularen System. In der Prostata wurde
Akt bislang jedoch ausschlief3lich im onkologischen Kontext untersucht.

In der prasentierten Arbeit sollten 1.) die Expression von Akt im nicht-malignen,
humanen Prostatagewebe, 2.) die mogliche Aktivierung von Akt durch prostatische
a1-Adrenozeptoren und 3.) die Effekte von Akt-Inhibitoren auf die adrenerge
Prostatakontraktion untersucht werden. Die Untersuchungen erfolgten an Prostata-
Geweben von Patienten, bei denen eine Tumor-bedingte, radikale Prostatektomie

vorgenommen wurde.

Immunohistochemische Farbungen zeigten die Expression von Akt im Stroma des
Prostata-Gewebes von allen untersuchten Patienten. Die Stimulation von Prostata-
Geweben mit Noradrenalin oder dem a1-Adrenozeptor-Agonisten Phenylephrin
fuhrte zu einer Zunahme der Akt-Phosphorylierung am Serin 473, die uber Western-
Blot Analysen mit einem phospho-spezifischen Antikdrper untersucht wurde. Diese
Phosphorylierung spiegelt eine Aktivierung der Akt wieder. Die Akt-Inhibitoren
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FPA124 bzw. 10-DEBC waren im Organbad ohne signifikante Effekte auf die
Noradrenalin-, Phenylephrin- oder “electric field stimulation”- (EFS-) induzierte
Kontraktion von humanem Prostata-Gewebe.

Die hier prasentierten Untersuchungen zeigen, dass o1-Adrenozeptoren in der
humanen Prostata an den Akt-Signalweg gekoppelt sind. Obwohl die Aktivierung des
prostatischen a1-Adrenozeptors zu einer Aktivierung der Akt fuhrt, ist diese weder an
der Kontraktion beteiligt, noch ein Regulator dieser Kontraktion. Die a1-adrenerge
Akt-Aktivierung hat also eine nicht-kontraktile Funktion. Diese nicht-motorischen
Funktionen des prostatischen a1-Adrenozeptors konnten im Zusammenhang mit

Proliferation und Wachstum der Prostata stehen.
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