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1 Vorwort

Die menschliche Prostata, auch Vorsteherdrise (Glandula prostatica) genannt,
gehort zu den vier akzessorischen Geschlechtsdrisen der inneren Genitalorgane
des Mannes [1]. Weitere akzessorische Geschlechtsdrisen sind die jeweils paa-
rig angelegten Harnblasenzwiebeldrisen, oder auch Bulbourethraldrisen (Gll.
bulbourethrales COWPER) genannt, die Samenblasendrusen (Gll. vesiculares)
und die Samenleiterampullen (Ampullae ductus deferentes) [1-3]. Das Korrelat
zur Prostata beim Mann stellen die Paraurethraldrusen (Gll. paraurethrales) bei
der Frau dar, welche auch gelegentlich als Prostata feminina bezeichnet werden
[2, 3].

Die Hauptaufgabe der akzessorischen Geschlechtsdrisen beim Mann ist die
Produktion des Seminalplasmas, welches der Ernahrung und dem Transport der
Spermien dient. Letztere bilden zusammen mit dem Seminalplasma das Ejakulat.
Dabei produziert die Prostata als exokrine Druse 15-30 % der Ejakulationsflus-
sigkeit [1].

Zunehmende Screenings in der Altersvorsorge und der demographische Wandel
in der Gesellschaft fUhren zu einer steigenden Inzidenz von Erkrankungen der
Prostata im fortgeschrittenen Alter und gewinnen so an klinischer Relevanz [4, 5].
Bereits bis 2050 soll sich der Anteil uber-60-jahriger Manner in Deutschland ver-
doppeln. Aus Veroffentlichungen des Robert-Koch-Instituts (RKI) und der Deut-
schen Gesellschaft fur Urologie (DGU) geht diesbezuglich hervor, dass das Pros-
tatakarzinom der haufigste Tumor beim Mann ist und im Hinblick auf die Mortalitat
an dritter Stelle steht [4].

Auch die Inzidenzen benigner Erkrankungen, wie Prostatitis und das benigne
Prostata-Syndrom nehmen weiter zu [5]. Bei uber 70-Jahrigen liegt eine Pra-
valenz von mehr als 70 % fur benigne Erkrankungen der Prostata vor. Gut die
Halfte von diesen entwickelt dabei behandlungsbedurftige Symptome. Hierbei ist
das Alter als der entscheidende Faktor anzusehen [4, 5].
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Allein fur die medikamentdse Behandlung von Prostatakarzinomen und benignen
Prostataerkrankungen werden jahrlich 620 Millionen Euro aufgewendet, wahrend
die direkten Krankenhauskosten fur bosartige Neubildungen der Prostata in
Deutschland rund 1,2 Milliarden Euro im Jahr betragen [5].

In Hinblick auf die Zunahme geriatrischer Patienten nimmt so die Behandlung der
Prostataerkrankungen einen immer wichtigeren Stellenwert im klinischen Alltag
ein [4]. Auf Grund dessen ergibt sich die Notwendigkeit fur weiterfuhrende For-
schung auf den Gebieten der Pathophysiologie und Pharmakologie der Prostata.
Das gemeinsame Ziel besteht hierbei in Verbesserungen und Erweiterungen der
Therapieoptionen, um lange ein beschwerdefreies Altern mit bestehender Le-

bensqualitat gewahrleisten zu kdnnen.
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2 Wissenschaftlicher Hintergrund

2.1 Anatomie der humanen Prostata

Die Prostata ist ein Organ, das nicht nur beim Menschen, sondern bei allen Sau-
getieren vorkommt. Im Gegensatz zu anderen Saugetieren ist die Prostata beim
Menschen und bei Primaten nicht paarig angelegt, sondern umschliel3t die Harn-
rohre (Urethra) zirkular [6]. Zudem ist sie bei Hunden und Menschen zusatzlich
von einer derben fiboromuskularen Organkapsel umgeben, der eine besondere
Bedeutung bei der Entwicklung einer urethralen Obstruktion bei Benigner Prosta-
tahyperplasie zukommt [1, 7]. Die nach oben gerichtete Basis der Prostata ist mit
dem Boden der Blase verwachsen, wahrend ihre Spitze, der Apex, dem Becken-
boden mit der Facies inferolateralis aufsitzt. Dorsal begrenzt wird die Prostata an
ihrer Facies posterior von der Rektumampulle, getrennt durch die Fascia rec-
toprostatica (DENONVILLIER). Digital-rektal ist die Prostata ca. 4-6 cm ab ano
tastbar, wodurch ihre GrolRe und Konsistenz beurteilt werden konnen [1, 8].
Durch das Ligamentum puboprostaticum ist sie mit ihrer Facies anterior am Hin-
terrand der Symphyse von ventral begrenzt. Somit liegt die Prostata retrosym-
physiar im kleinen Becken [1-3].

2.1.1 Makroskopischer Aufbau

Die aullere Form der Prostata entspricht, abhangig von Alter und Zustand des
Gewebes, etwa der einer Esskastanie. Im physiologischen Zustand misst das
pyramidenformige Organ ca. 2-3 cm in der Lange, 3,5-5 cm in der Breite und 2
cm im Sagittaldurchmesser und hat bei jungen Mannern ein Gewicht von 17-28 g
[1, 7, 9]. Schrag durchziehen die ableitenden Samenwege als Spritzgange (Duc-
tus ejaculatorii) die Prostata und munden auf dem Samenhugel (Colliculus semi-
nalis) in die prostatische Harnrohre (Pars prostatica urethrae). Letztere ist leicht
nach ventral abgeknickt und gliedert sich in ein proximales und ab dem Colliculus
seminalis in ein distales Segment. Weiter unterscheidet man klinisch zwei Seiten-
lappen, einen Lobus dexter und sinister, die durch den Isthmus prostatae von
ventral nach dorsal durch einen Mittellappen, den Lobus medius, miteinander
verbunden sind [1, 7, 10].
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2.1.2 Mikroskopischer Aufbau

Die Gliederung der Prostata in die histologischen Zonen nach McNeil ist heute
am gebrauchlichsten. Dabei unterscheidet man die periphere, zentrale, peri-
urethrale und Transitions-Zone voneinander. Diese werden im Folgenden genau-

er erlautert.

Die periphere Zone macht ca. 70 % des Prostatavolumens aus und enthalt ein-
gebettet in bindegewebiges Stroma 30-50 verzweigte tubuloalveolare Einzeldru-
sen, die mit ihren 15-30 Ausfuhrungsgangen (Ductuli prostatici) Uber den Sinus
prostaticus in das distale Segment der Pars prostatica urethrae mianden [1, 6, 7].
Das Epithel der Drusen ist je nach sekretorischer Aktivitat kubisch oder zylind-
risch. Haufig finden sich im Lumen der Drusenalveolen konzentrische Konkre-
mente aus Sekretbestandteilen und abgeschilferten Epithelzellen, die als Prosta-
tasteine imponieren [7]. Die Uberwiegende Mehrzahl der Prostatakarzinome ist in
dieser Zone zu finden [7, 10, 11].

Die zentrale Zone oder Innenzone befindet sich im kranialen, keilférmigen Be-
reich und nimmt etwa 25 % der Prostatamasse ein. Die Drusen sind hier in ein
dichtes fibromuskulares Stroma eingebettet, bestehend aus reichlich Bindegewe-
be und glatten Muskelzellen [1, 7]. Durchzogen wird die zentrale Zone von den
Ductus ejaculatorii und dem Utriculus prostaticus, einem 6 mm langen Rudiment
des Mduller-Gangs, dessen Mundung dem Colliculus seminalis aufliegt. Prosta-
taadenome finden sich hauptsachlich in dieser Zone [2, 3].

Die Transitionszone beschreibt zwei Bereiche seitlich des proximalen Urethra-
segments zwischen der periurethralen und peripheren Zone und wird manchmal

der Innenzone zugeordnet [7].

Die periurethrale Mantelzone macht mit 5-10 % den kleinsten Teil des Prostata-
volumens aus und umgibt als schmale, glattmuskulare Manschette zwischen Bla-
senhals und Colliculus seminalis das proximale Segment der pars prostatica der
Harnrohre [6, 7].
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Charakteristischerweise kommt es bei der Benignen Prostatahyperplasie in der
Transitions- und Periurethralzone zu einer pathologischen VergroRerung (Hyper-
plasie) von Drusen, Stroma und glatten Muskelzellen und damit zur Kompression

der prostatischen Harnrohre [2, 6].

2.2 GefaBversorgung und Innervation

Die arterielle Versorgung der Prostata gewahrleisten die Rami prostatici der Arte-
ria rectalis media und A. vesicalis inferior, zum Teil kdnnen dies auch Aste der A.
pudenda interna und A. obturatoria [1, 3]. Der vendse Abfluss erfolgt vom Plexus
venosus prostaticus zum Plexus venosus vesicalis und von dort Uber die Venae
vesicales in die Vena iliaca interna [1, 3]. Der Lymphabfluss erfolgt Uber die Nodi
lymphoidei iliaci interni und externi sowie Lnn. sacrales zu den Lnn. lumbales [3].
Die sympathische Innervation der Prostata erfolgt Uber die Nervi splanchnici lum-
bales und sacrales aus den Rickenmarkssegmenten L1-L2, die sich weiter Uber
den Plexus hypogastricus superior und inferior zum Plexus prostaticus ausbrei-
ten. Der parasympathische Anteil der vegetativen Innervation stammt aus den
Nn. splanchnici pelvici aus den Ruckenmarkssegmenten S2-S4 [1, 3, 6].

2.3 Physiologie der Prostata

2.3.1 Sekretproduktion

Die mannliche Samenflissigkeit setzt sich zum groten Teil aus dem Seminal-
plasma und den Spermatozoen zusammen [8]. Die Spermien machen nur einen
Anteil von 0,5 % aus. Das Seminalplasma wird von den akzessorischen Ge-
schlechtsdrusen (Gll. bulbourethrales, prostatica und vesiculares) gebildet. Dabei
entsteht der Uberwiegende Anteil (ca. 70 %) in den paarigen Gll. vesiculares
[1, 8, 12]. Dieses Sekret besteht aus Fructose, welches als Nahrsubstrat fur die
Spermien dient, Seminogelin, durch welches die Koagulation des Ejakulats er-
folgt, sowie Prostaglandinen und Phosphorchinolonen [12]. Die weiteren Anteile
des Seminalplasmas werden zu 5 % von den Gll. bulbourethrales und zu etwa
15-30 % von der Prostata gebildet [12]. Das Ejakulat besitzt einen pH-Wert von
7,2-8,0, der die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Spermien im sauren Vaginalmi-
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lieu (pH 4,5) deutlich erhoht [8, 13]. Weitere Bestandteile des Prostatasekrets
sind Spermin, welches die Motilitat der Spermien steigert, und Prostaglandine,
die Uber Stimulation der glatten Uterusmuskulatur die Nidation der befruchteten
Eizelle begunstigen [8]. Das bei der Ejakulation ausgetriebene Volumen liegt bei
etwa 2-6 ml, worin ca. 35-200 Mio. Spermien enthalten sind [14]. Weitere Be-
standteile des Sekrets sind saure Phosphatasen, prostataspezifisches Antigen
(PSA), Zitronensaure und Zink [1, 8].

2.3.2 Sekretemission

Der Sekretemission und nachfolgenden Ejakulation geht der komplexe Vorgang
der Erektion voraus. Dieser wird uber visuelle, olfaktorische, akustische und vor
allem taktile Reize Uber den Hypothalamus gesteuert. Kommt es zur taktilen Rei-
zung in der Genitalregion wird diese Uber sakrale Afferenzen (N. dorsalis penis
und Nn. pudendi) direkt in das Sakralmark (S2, S3, S4, Erektionszentrum) gelei-
tet und dort auf efferente parasympathische Fasern (Nn. erigentes) umgeschaltet,
so dass es durch eine parasympathische Vasodilatation zur Erektion kommt
[8, 12, 15]. Durch weitere taktile Stimulation gelangen die Erregungen vom Sak-
ralmark aufsteigend in das Lumbalmark (L2, L3, Ejakulationszentrum) [8]. Dort
findet eine Umschaltung auf efferente sympathische Fasern satt, die eine Kon-
traktion der glatten Muskulatur der Geschlechtsdrusen bewirken, welche ihr Sek-
ret in einer bestimmten Reihenfolge abgeben, beginnend mit der Prostata, gefolgt
von den Ampullen der Ductus deferentes, den Nebenhoden und zuletzt die Sa-
menblaschen [15]. Es erfolgt die Sekretemission in die pars prostatica der
Urethra [8, 12].

2.3.3 Ejakulation

Die durch das emittierte Sekret hervorgerufene Dehnung der Urethralwand fuhrt
reflektorisch zur Erregung der perinealen Muskulatur (M. bulbocavernosus) und
durch 3-10 rhythmische Kontraktionen zur Ejakulation [12, 15]. Hierbei wird beim
fertilen Mann ein Ejakulationsvolumen von 2-6 ml mit einer Spermiendichte von
20-100 Mio. Spermien pro ml ausgeworfen [15]. Eine gleichzeitige Kontraktion
des Sphinkters am Blasenhals verhindert die retrograde Ejakulation [12].
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2.4 Erkrankungen und Pathophysiologie

Erkrankungen der Prostata umfassen die Benigne Prostatahyperplasie (BPH),
Karzinome sowie Entzindungen der Prostata (Prostatitis). Bei der Inzidenz der
Erkrankungen spielt das Alter eine entscheidende Rolle [5]. Wahrend junge Man-
ner haufiger an venerischen Infektionen erkranken, sind im hoheren Alter Prosta-
takarzinome sowie die Benigne Prostatahyperplasie und die daraus resultieren-
den obstruktiven Miktionsbeschwerden von grof3er Bedeutung [16]. Durch den
demographischen Wandel unserer Gesellschaft sind solche Erkrankungen von
immer hoherer Relevanz [4, 17].

Da die nachfolgende Arbeit weder im Zusammenhang mit der Prostatitis noch mit
malignen Erkrankungen der Prostata steht, wird hier ausschlieRlich auf die Be-
nigne Prostatahyperplasie (BPH) und deren Folgen eingegangen.

2.4.1 Benigne Prostatahyperplasie

Die Benigne Prostatahyperplasie stellt eine der haufigsten Erkrankungen des
Mannes dar. Bereits im Alter zwischen 40-50 Jahren weisen etwa 60 % der Man-
ner eine solche gutartige Veranderung auf [18-20].

2411 Definition

Die BPH ist histologisch als gutartige knotige Veranderung des Driusengewebes
vor allem in der Transitionalzone der Prostata definiert [7, 16, 21]. Diese Veran-
derung wird mitunter auch als ,pBPH", d.h. rein pathologisch-histologisch definier-
te Hyperplasie bezeichnet, welche auch mit einer GroRenzunahme einhergehen
kann [7, 21]. Nur etwa 50 % der Manner, die eine ,pBPH" aufweisen, zeigen auch
eine Vergroflerung des Organs [21]. Dies lasst schon darauf schlie3en, dass der
histologischen Veranderung an sich noch kein behandlungsbedurftiger Krank-
heitswert zukommt. Die BPE (benign prostatic enlargement) ist der haufigste gut-
artige Tumor des Mannes und kommt durch Zellproliferation im Prostatapa-
renchym zustande [7, 18].
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Obgleich eine BPH nicht immer mit einer Gro3enzunahme der Prostata oder gar
einer Beschwerdesymptomatik gleichgesetzt werden kann, leiden Millionen von
Patienten an obstruktiven Symptomen des unteren Harntrakts, die haufig auf eine
BPH zurtckzufuhren sind [21, 22]. Die Blasenauslassobstruktion (BOO) stellt ei-
ne mechanische Obstruktion der Urethra dar, die im Zusammenhang mit einer
Benignen Prostatahyperplasie stehen kann. Man spricht dann von einer Benignen
Prostataobstruktion (BPO) [21].

Um die Vielfalt der Symptome und Ursachen obstruktiver Erkrankungen des Un-
teren Harntrakts besser zu beschreiben, ist der Begriff ,lower urinary tract symp-
toms — LUTS" eingefuhrt worden [23]. In Deutschland etabliert sich zunehmend
der Begriff ,Benignes Prostatasyndrom® (BPS), der die pathophysiologisch vari-
ablen Zusammenhange zwischen Obstruktion (benign prostatic obstruction, BPO
und bladder outlet obstruction, BOO), Grolienzunahme (benign prostatic enlar-
gement, BPE) und Miktionsbeschwerden (LUTS) beschreibt [19, 21].

241.2 Epidemiologie

Die Schwierigkeit, eine klare Aussage Uber die Haufigkeit von BPS / LUTS bei
Mannern treffen zu konnen, liegt vor allem in der bereits 0.g. Unscharfe beim Ge-
brauch der Definition. Die in internationalen Studien verwendeten Daten aus Da-
tenbanken verschiedener Lander enthalten unterschiedliche Definitionen von
LUTS / BPS [18].

Auf Deutschland bezogen wird in einer reprasentativen, retrospektiven Longitudi-
nalstudie, der ,Herner LUTS / BPS-Studie” aus dem Jahr 2000, folgende Situati-
on beschrieben: von den 11.674.900 Uber 50-jahrigen untersuchten Mannern
weisen 3,2 Mio. eine BPE mit einem Prostatavolumen von >25 ml auf [18]. Von
den Mannern mit einem Prostatavolumen von >40 ml wiesen 1,5 Mio. eine be-
handlungsbedurftige LUTS auf, wahrend sich bei 2,08 Mio. eine BOO zeigte
[18, 21, 22]. Bei 72 % der Probanden konnte ein progredienter Verlauf beobach-
tet werden [18].
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Ferner konnte bei der Befragung von 19.195 Personen bei 11 % der Manner und
sogar bei 13 % der Frauen in der Uber 18-jahrigen Bevolkerung eine uberaktive
Blase (,overactive bladder — OAB®) festgestellt werden [24, 25]. Als entscheiden-
der Faktor hierfur gilt vor allem das Alter, so kann sich die Inzidenz in der Uber
50-jahrigen Bevolkerung auf bis zu 20 % belaufen [26, 27].

2.41.3 Atiologie

In der Ursachenforschung der Benignen Prostatahyperplasie werden bis heute
verschiedene Hypothesen diskutiert. Diverse Studien beschéaftigen sich einerseits
mit genetischen Faktoren oder Verschiebungen im Androgenstoffwechsel und
andererseits mit einer veranderten Epithel-Stroma-Interaktion [9, 28, 29]. Die rein
pathologisch-histologische Diagnose beruht auf einer Zellproliferation des Prosta-
taparenchyms mit einer Hyperplasie des Stroma- und Drusengewebes, die Uber-

wiegend in der Transitionalzone stattfindet [7, 30, 31].

Eine unumstrittene Rolle bei der BPH spielt der Einfluss von Androgenen, insbe-
sondere der hochaktiven Form des Testosterons, das Dihydrotestosteron
[9, 28, 29, 32, 33]. So entwickeln prapubertare Kastraten oder Manner, die an
dem seltenen 5a-Reduktasemangel leiden, niemals eine BPH [30]. Das in den
Leydig-Zellen des Hodens produzierte Hormon Testosteron wird von dem im
Prostatagewebe befindlichen Enzym 5a-Reduktase (5-AR) in seine biologisch
aktivere Form Dihydrotestosteron umgewandelt [28-30, 34]. Dieses besitzt eine,
im Vergleich zum Testosteron, 4- bis 5-fach hohere Affinitat zum Androgenrezep-
tor und hat die Steuerung der Proteinsynthese zur Aufgabe, die als Grundvoraus-
setzung der Zellproliferation gilt [21, 28, 34]. Bisher bekannt sind zwei Isoformen
der 50-Reduktase, von denen Typ 1 hauptsachlich in Talgdrisen lokalisiert ist,
wahrend sich Typ 2 vornehmlich im Prostatagewebe befindet [21, 30, 35, 36].

Wachstumsfaktoren scheinen, neben Androgenen, ebenfalls entscheidende Re-
gulatoren des Prostatawachstums zu sein. Insbesondere scheinen dabei EGF
(epidermal growth factor), IGF (insulin-like growth factor) und bFGF (basic fib-
roblast growth factor), sowie TGF-a und TGF-B (transforming growth factor) eine
Rolle zu spielen [9, 16, 29, 34].
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Solche Wachstumsfaktoren agieren als Vermittler von Wachstum, Apoptose und
Differenzierung im Zellzyklus [34]. Im Zusammenhang mit der BPH wird dabei ein
Zusammenspiel von Androgenen und Wachstumsfaktoren diskutiert [37]. Eine
besondere Bedeutung scheint dabei den beiden wichtigsten bekannten Mitoge-
nen EGF und TGF-a zuzukommen, die im Prostatadrisengewebe lokalisiert sind
[38, 39]. Dem TGF-B wird dabei eine Rolle bei der Apoptose zugeordnet [16].

Des Weiteren wird eine sich mit dem Alter verandernde Epithel-Stroma-
Interaktion diskutiert, die sich auf der Ebene der Genexpression abzuspielen
scheint [28, 34]. Hierzu sind weiterfUhrende Untersuchungen zu nennen, die sich
mit der Wirkung von 17B-Estradiol (E2) auf unverandertes und hyperplastisch
verandertes Prostatagewebe befassen [40]. Eine Studie von Park et al. konnte
zeigen, dass die Wirkung von E2 im gesunden Prostatagewebe uberwiegend
uber einen G-Protein gekoppelten Signalweg erfolgt, wahrend diese in dem durch
eine BPH veranderten Gewebe Uber einen genetischen Signalweg stattzufinden
scheint [40]. Zudem konnte gezeigt werden, dass Prostatazellen schon auf viel
niedrigere Konzentrationen von E2 als bisher angenommen ansprechen [40].

Eine 1994 von Sada et al. veroffentlichte Fall-Kontroll-Studie beschaftigte sich mit
der Frage nach dem Risiko sich im Laufe seines Lebens einer radikalen
Prostatektomie unterziehen zu mussen. Dabei wurde festgestellt, dass das Risiko
bei genetisch erstgradig Verwandten von Personen, die diesen Eingriff bereits
durchfuhren lieen, im Vergleich zur Kontrollgruppe um ein Vierfaches erhoht war
[41]. Dies legte nahe, dass auch bei der Entstehung einer BPH die genetische
Pradisposition von Bedeutung ist.

2.4.2 LUTS - Symptomatik und Pathophysiologie

Im Gegensatz zur rein histologisch-pathologischen Diagnose der BPH beschreibt
LUTS die vielfaltigen Symptome des unteren Harntrakts. Aufgrund der weiten
Verbreitung in der Bevolkerung, sind dieses Krankheitsbild und vor allem seine
Therapie von besonderer Relevanz fur die hier vorliegende Arbeit und werden im
Folgenden naher erlautert.
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2.4.2.1 Definition und Atiologie

Per definitionem beschreibt der Begriff LUTS (lower urinary tract symptoms)
Symptome des unteren Harntrakts, welche obstruktive (Blasenentleerungssto-
rungen) und irritative (Blasenspeicherstorungen) Symptome umfassen [21, 42].

Ursache von Blasenauslassstorungen (bladder outlet obstruction, BOO) kann
haufig eine BPO sein, die meist im Zusammenhang mit einer BPE steht
[21, 43-46]. In diesem Fall liegt ein Benignes Prostatasyndrom vor (BPS) [21].
Symptomatisch aulRert sich dieses in einer prolongierten Miktion, postmiktionel-
lem Traufeln, Restharnbildung und Harnstrahlunterbrechung wahrend der Miktion
[21, 42]. Die Ursache der BPO ist einerseits gekennzeichnet durch eine mechani-
sche Verengung der Harnréhre, was auch als statische Komponente bezeichnet
wird, und andererseits durch einen erhdhten as-adrenergen Tonus der glatten
Muskulatur in Urethra, Blasenhals und Prostata; Letzteres beschreibt die dynami-
sche Komponente [21, 45-49].

Speicherstorungen liegt meistens eine uberaktive Blase (overactive bladder,
OAB) zugrunde [42, 49]. Symptome sind imperativer Harndrang mit oder ohne
Dranginkontinenz, verbunden mit Pollakisurie und / oder Nykturie sowie Harnin-
kontinenz [42]. Hauptsachlich sollen extraprostatische Faktoren hierfur verant-
wortlich sein, wobei ein Umbau des M. detrusor vesicae, aufgrund der bestehen-
den Obstruktion diskutiert wird [42, 46].

Des Weiteren scheint auch eine ubermalige Aktivierung der Blasenmuskulatur
(detrusor overactivity, DO) uber muskarinerge Acetylcholinrezeptoren, insbeson-
dere des M3-Subtyps, nach Ausschuttung des endogenen Neurotransmitters aus
parasympathischen Nervenfasern an der irritativen Symptomatik beteiligt zu sein
[50-52]. Die Symptome konnen unterschiedlich ausgepragt sein und fuhren, ab-
hangig vom Leidensdruck der Betroffenen, zu erheblichen Einbullen der Lebens-
qualitat bis hin zu sozialem Ruckzug und Depressionen [21, 42, 53].
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2.4.2.2 Stadieneinteilung

Nach wie vor werden die Symptome der BPS nach Alken (1955) abhangig von

ihrem klinisch Schweregrad in drei Stadien eingeteilt [9, 42]:

Stadium 1: Reizstadium

Charakterisiert ist dieses Stadium durch eine Kombination aus irritativer und ob-
struktiver Symptomatik, zu deren Symptomen Abschwachung des Harnstrahls,
prolongierte Miktion, Pollakisurie, Nykturie und postmiktionelles Traufeln zahlen.
Trotz bestehender Symptome kommt es nicht zu einer Restharnbildung, da die
Abflussbehinderung noch von der Harnblasenmuskulatur kompensiert wird. In

diesem Stadium wird meist medikamentds behandelt [30, 54].

Stadium 2: Restharnstadium

Die o.g. dysurischen Beschwerden verstarken sich und hinzu tritt noch eine
Dranginkontinenz. Hier kommt es nun zu einer Restharnbildung von ca. 100-150
ml, da der kompensatorische Einfluss des Harnblasendetrusors nicht mehr ge-
wahrleistet ist. Durch die wachsende Restharnmenge stellt sich eine Detrusor-
hypertrophie ein, die das Fassungsvolumen der Blase weiter verringert. In diesem
Stadium wird durch den Restharn die Bildung von Blasensteinen begunstigt und
es kommt zu rezidivierenden Harnwegsinfekten. Bei chronischer Erhohung des
Auslasswiderstandes kommt es zu einer zunehmenden Hypertrophie der Bla-
senmuskulatur und zur Entstehung von Pseudodivertikeln, die als balkenartig

hervortretende Muskelstrange imponieren (sog. Trabekelblase) [30, 55].

Stadium 3: Dekompensationsstadium

Zusatzlich zu den in den vorangegangenen Stadien auftretenden Symptomen
kommt nun eine chronische Restharnansammlung (> 150 ml) hinzu. Eine soge-
nannte Uberlaufblase (Ischuria paradoxa) mit unkontrolliertem Harnabgang oder
gar ein Harnverhalt durch Detrusoriberdehnung konnen die Folge sein. Da durch
den Lagewechsel im Schlaf der Druck auf die Blase kurzfristig erhoht werden
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kann, kommt es auch nachts haufig zu unkontrolliertem Harnabgang. Im weiteren
Verlauf kommt es durch den immer grof3eren Rickstau zu einer sog. Harnstau-
ungsniere, die in seltenen Fallen zu einer dialysepflichtigen Niereninsuffizienz
und Uramie fortschreiten kann. Therapeutisch ist die Entlastung der Blase durch
Anlegen eines Dauerkatheters indiziert. Bleibt eine Restharnmenge von uber 100
ml bestehen, ist diese durch eine suprapubische Punktion der Harnblase abzu-

lassen [9].

2.4.2.3 Therapie

Bei der Therapie von LUTS / BPS stehen sich zwei therapeutische Ansatze im
klinischen Alltag gegenuber: die konservative und die instrumentelle Therapie.
Beide Therapieansatze sollen im Folgenden genauer erlautert werden.

2.4.2.3.1 Konservative Therapie

Die konservative Therapie umfasst das kontrollierte Zuwarten, die medikamento-
se Therapie, Verhaltenstherapie sowie den Einsatz von Phytopharmaka und
Kombinationstherapien [19-21, 30, 56]. Der medikamentdsen Therapie von ob-
struktiven Storungen des unteren Harntrakts (BPO) in Folge einer BPH stehen
die GroRenzunahme sowie die glattmuskulare Kontraktion des Prostatagewebes
als zwei wesentliche Angriffspunkte zur Verfugung [57-59]. Bei Speicherstorun-
gen, denen eine OAB zugrunde liegt, ruckt die Kontraktion der Blasenmuskulatur
in den Fokus der Therapie [50, 52]. Im Folgenden wird ein Uberblick der gangigs-
ten konservativen Therapieansatze gegeben.

as1-Adrenozeptor-Antagonisten:

Entscheidend beim BPS ist nicht nur die Volumenzunahme der Prostata (BPE),
sondern auch der Ubermaldige as-adrenerge Tonus der glatten Muskulatur in Bla-
senhals und Prostata [21, 57, 60]. So besteht die Prostata histologisch gesehen
aus ca. 40 % glatter Muskulatur [21]. as-Andrenozeptor-Antagonisten hemmen
den as-Adrenozeptor der glatten Prostatamuskulatur kompetitiv, was zu einer
Herabsetzung des glattmuskuldren Tonus und einer Verbesserung der Blasen-
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entleerung und des Harnflusses fuhrt [20, 21, 57-59]. Die in Deutschland gangi-
gen eingesetzten a-Blocker sind Tamsulosin, Alfuzosin, Doxazosin und Terazo-
sin; ihre Wirkungsdosis wird bereits nach Tagen erreicht und ein Aufrechterhalten
der Symptomreduktion von ca. 4-6 Jahren ist moglich [21, 56, 61]. Die subjektive
Linderung der Beschwerdesymptomatik kann dabei anhand des IPSS (Internatio-
nal Prostate Symptom Score) objektiviert werden; zusatzlich kbnnen urodynami-
sche Surrogatparameter, wie Harnstrahl und -fluss (maximum flow rate, Qmax)
ermittelt werden [20, 21, 56, 57, 59]. Daher stellen a+-Blocker den Goldstandard
schlechthin in der medikamentosen Behandlung des BPS dar und werden fur ei-
ne schnell eintretende Verbesserung der vom Patienten empfundenen Sympto-

matik eingesetzt [59].

Obgleich as-Blocker die Symptomatik verbessern, haben sie jedoch keinen Ein-
fluss auf die BPE und die Inzidenz von Harnverhalten, was im Fall eines Symp-
tomprogresses zum Einsatz einer Kombinationstherapie mit 5a-Reduktase-
Inhibitoren fuhren kann [21, 44, 56, 59, 62]. In klinischen Studien zeigt sich eine
Verbesserung der Beschwerden bei der Behandlung mit as-Blockern von 30-
50 %, wahrend durch Placebos bereits eine Verbesserung von 10-34 % des IPSS
erzielt werden konnte. Auch die Messung des Harnstrahls zeigt eine Linderung
der Symptomatik von 15-40 % durch as-Blocker und mit Placebos bereits von bis
zu 27 % [20, 21, 46, 62, 63]. Des Weiteren weisen Patienten auch erhebliche Ne-
benwirkungen in Folge der Therapie mit as-Blockern auf, wie Hypotension, Abge-
schlagenheit, Schwindel, Kopfschmerzen, grippale Symptomatik, Diarrhd und
Ejakulationsstorungen, welche aber nach Absetzen reversibel sind [21, 56].

Die maRige Symptomreduktion in Kombination mit den erheblichen Nebenwir-
kungen fuhrt oft zu einer niedrigen Compliance der Patienten, so setzten etwa
65 % der Patienten die Medikation innerhalb der ersten 12 Monate nach Behand-
lungsbeginn eigenstandig ab [64]. Auch Kombinationstherapien sind noch lange
nicht zufriedenstellend [65, 66]. Die chirurgische Intervention im Sinne einer
TUR-P weist eine Reinterventionsrate von bis zu 16 % nach acht Jahren auf und
ist mit erheblichen intra- und postoperativen Risiken verbunden, wie etwa dem
TUR-Syndrom und der retrograden Ejakulation [56, 67-69].
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Eine Erklarung, warum as-Blocker einen derart geringen Effekt auf die Symp-
tomenreduktion im Vergleich zu Placebos haben, konnte in der glattmuskularen
Kontraktion der Prostata selbst liegen. Mumtaz et al. konnten 2001 zeigen, dass
die durch as-Adrenozeptoren ausgeloste Kontraktion durch die Applikation von
Endothelin noch verstarkt wird [70]. Dies liegt vermutlich an der zusatzlichen Akti-
vierung der Endothelinrezeptoren. Diese werden ebenso wie die a1-
Adrenozeptoren in der Prostata exprimiert und von den ai-Blockern nicht beein-
flusst [71-74]. Eine vollstandige Erschlaffung der Prostata mit einer weiteren
Symptomenreduktion ist unter konventioneller Therapie somit unmoglich. Tat-
sachlich wurde vor Kurzem vermutet, dass die Beitrage nicht-adrenerger Media-

toren die limitierte Wirkung der as-Blocker erklaren [57].

Unbestritten jedoch verbessern ai-Blocker die Situation zahlloser Patienten. Auf
der anderen Seite zeigen diese Zahlen aber auch, dass die Erfolge dieser Thera-
pie bei Weitem noch nicht zufriedenstellend sind und sich hier Anhaltspunkte fur
neue Methoden finden lassen.

5a-Reduktase-Inhibitoren

Bei der Therapie mit 5-AR-Inhibitoren, wie Finasterid und Dutasterid, steht die
Reduktion der Prostatagrof3e im Vordergrund [20, 21, 56, 58, 62]. Durch Hem-
mung der von dem Enzym 5a-Reduktase katalysierten Reaktion von Testosteron
in das biologisch hochaktive Hormon Dihydrotestosteron wird dieser Effekt er-
reicht [9, 28, 29, 32, 33].

Dihydrotestosteron hat eine im Vergleich zum in den Leydig-Zellen des Hodens
produzierten Testosteron 4- bis 5-fach hohere Affinitat zum Androgenrezeptor
[28-30, 34]. Dieser beeinflusst die Proteinbiosynthese, die als unbedingte Vo-
raussetzung zur Zellproliferation dient [21, 28, 34]. Kommt es nun zur Hemmung
der 5-AR fuhrt dies zum gerichteten Zelltod, der Apoptose [46]. In Studien konnte
gezeigt werden, dass ein Ansprechen dieser Therapie besonders erfolgreich bei
Prostaten mit einem Volumen von >30 ml ist. Dabei kommt es binnen 6 Monaten
zu einer durchschnittlichen GroRenreduktion bei der Behandlung mit Dutasterid
oder Finasterid von 25 % [20, 21, 56, 58, 62]. Eine weitere Volumenreduktion ist
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bei Fortsetzen der Therapie mdglich. Auch die Wahrscheinlichkeit zur operativen
Therapie konnte durch den Einsatz von 5-AR-Hemmern reduziert werden [46].
Daher werden Dutasterid und Finasterid eingesetzt, um die Progression des BPS,
sowie das Risiko fur Komplikationen und operative Eingriffe zu vermindern [59].

Des Weiteren sind Nebenwirkungen im Vergleich zu den ai-Blockern deutlich
seltener. Diese reichen von Gynakomastie Uber eine Abnahme des Ejakulations-
volumens und erektiler Dysfunktion bis hin zum Libidoverlust [20, 21, 56, 58, 62].
Auch qilt bei dieser Therapie zu beachten, dass sich der Serum-PSA-Wert hal-
biert. Multipliziert mit dem Faktor 2 kann er jedoch weiterhin zur Verlaufskontrolle

in der Prostatakarzinomdiagnostik eingesetzt werden [20, 21, 56, 58, 62].

m-Cholinrezeptor-Antagonisten

Blasenspeichersymptome werden mit Antagonisten des muskarinischen Acetyl-
cholinrezeptors (mChR), wie Fesoterodin, Tolterodin, Propiverin, Solifenacin,
Oxybutynin und Darifenacin behandelt. Die glatte Muskulatur der Harnblase wird
vom parasympathischen Nervensystem innerviert. Durch die Freisetzung des en-
dogenen Neurotransmitters Acetylcholin kommt es zu einer Kontraktion des
Detrusors [47, 50, 52, 75-77]. Durch mChR-Antagonisten kommt es zu einer Her-
absetzung der Kontraktilitat und zu einer Verringerung des Risikos fur unwillkirli-
che Kontraktionen, was zu einer reduzierten Miktionsfrequenz und Abnahme von

Nykturie und Inkontinenz bei imperativem Harndrang fuhrt [47, 50, 52, 78].

Nebenwirkungen der anticholinergen Therapie sind Obstipation, Akkomodations-
storungen, Mund- und Rachentrockenheit, Nasopharyngitis-Symptomatik und
Schwindel [21, 46]. Obwohl Anticholinergika wegen des Risikos eines Harnver-
halts lange Zeit als kontraindiziert zur Behandlung von BPS galten, konnte dies in
neueren Studien nicht belegt werden [21, 46, 56].

Phosphodiesterase-Inhibitoren

In Deutschland sind drei Phosphodiesterase-5-Inhibitoren zur Behandlung der
erektilen Dysfunktion zugelassen: Sildenafil, Tadalafil und Vardenafil [56]. Seit
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Kurzem ist nun Tadalafil auch zur medikamentosen Therapie von Mannern mit
LUTS / BPS zugelassen [56, 59, 79]. Tadalafil bietet im Vergleich zu den anderen
PDES-Inhibitoren den Vorteil einer langen Halbwertszeit von 17,5 Stunden, was
eine einmal tagliche Gabe moglich macht [79]. Der von der NO-Synthase aus der
Aminosaure L-Arginin hergestellte Neurotransmitter Stickstoffmonoxid (NO) sti-
muliert intrazellular die Synthese des second messengers cyclisches Guanosin-
monophosphat (cGMP) [56, 80]. Uber die Aktivierung von Proteinkinasen und
lonenkanalen fuhrt cGMP zur Relaxation der glatten Muskulatur beispielsweise
im unteren Harntrakt. PDEs wiederum bauen zyklische Nukleotide ab und hem-
men so den Effekt von cGMP. Durch PDE5-Inhibitoren kommt es also zu einer
intrazellularen Anreicherung von cGMP, was zu einer verstarkten Relaxation der
glatten Muskulatur des unteren Harntrakts fuhrt [56, 59, 80]. Vergleichbar ist die
Wirksamkeit von Tadalafil mit der von as-Blockern [81].

Nebenwirkungen bei der Therapie mit PDE5-Inhibitoren kdnnen ein erhdhtes Ri-
siko fur Kopfschmerzen, Dyspepsie und Hitzewallungen sein [82]. Eine gleichzei-
tige Therapie mit Nitraten, Kaliumkanalblockern, Vasodilatatoren und as-Blockern
muss vermieden werden, um unerwunschte Arzneimittelinteraktionen zu verhin-
dern. Als Kontraindikationen fur die Therapie mit PDES-Inhibitoren gelten Herz-,
Leber- und Nierenisuffizienz, arterieller Hypertonus, instabile Angina pectoris,
Herzinfarkt (< 3 Monate) und Schlaganfall (< 6 Monate) [59].

Kombinationstherapie

Aufgrund der zum Teil limitierten Wirkung von Monotherapien bei BPS, wird bei
weiterer Symptomprogression oder ausbleibendem Erfolg der Therapie auf sog.
Kombinationstherapien mit zwei oder mehr Wirkansatzen zurlckgegriffen
[20, 21, 46, 56, 58, 62]. Ein beliebter Ansatzpunkt ist die Kombination aus 5a-
Reduktase-Inhibitoren und as-Adrenozeptor-Antagonisten. Hier konnte eine Stu-
die zeigen, dass diese Kombination zur signifikanten Reduktion der Gesamtpro-
gression gegenuber der Monotherapie mit dem jeweiligen Praparat fuhrte [83].
Allerdings zeigt eine andere Studie, dass es keinen signifikanten Unterschied zur
Symptomreduktion von Kombinationstherapien gegenuber Monotherapien gibt
[46]. Auch die Kombination von ai-Adrenozeptor-Antagonisten mit mChR-
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Antagonisten bei der Therapie von Harninkontinenz, Harndrang und Pollakisurie
scheint, nach einer weiteren Studie, der Monotherapie gegenuber einen Vorteil zu
bieten [20, 21, 46, 56, 58, 62]. Letzten Endes ist auch die Kombination von as-
Blockern mit dem PDES-Inhibitor Tadalafil moglich. Die Studienlage hierzu weist
allerdings bislang unzureichende Ergebnisse auf [56].

Die verschiedenen Kombinationstherapien, die vor allem bei Patienten mit hohem
Progressionsrisiko eingesetzt werden, haben den Nachteil, dass sich nicht nur die
positiven, sondern auch die unerwunschten Arzneimittelwirkungen addieren [46].
Bei dem Einsatz von Kombinationstherapien ist also auch eine Risiko-Nutzen-

Abwagung durchzufuhren.

Phytopharmaka

Umstritten ist nach wie vor die Therapie mit Phytopharmaka, die auf pflanzlichen
Extrakten beruhen, wie etwa Kurbissamen (ProstaFink™), Sagezahnpalmen-
frGchten (Harzol™, Azuprosta™), Brenesselwurzeln (Bazoton™) und Roggenpol-
len (Cernilton™) [46, 56]. Es konnten antiinflammatorische, antiandrogene und
Ostrogene Effekte sowie eine Hemmung von as-Adrenozeptoren, Muskarinrezep-
toren, 5a-Redukatse und Vanilloidrezeptoren in in-vitro Studien nachgewiesen
werden [21].

Trotz der geringen Nebenwirkungen von Phytopharmaka gibt es keine Empfeh-
lung zur Behandlung in deutschen oder internationalen Leitlinien [56, 59]. Phyto-
pharmaka erfreuen sich groRer Beliebtheit, obwohl ihre Kosten seit 2004 von den

meisten gesetzlichen Krankenkassen nicht mehr tbernommen werden [46].

2.4.2.3.2 Instrumentelle Therapie

Bei Vorliegen einer klinisch relevanten Obstruktion (BOO) oder folgenden BPS-

bedingten Komplikationen soll eine konservative Behandlung nicht erfolgen

(absolute Operationsindikationen) [56]:



27

- rezidivierende Harnwegsinfektionen und Harnverhalte

- konservativ nicht beherrschbare, rezidivierende Makrohamaturien

- Harnblasenkonkremente

- Dilatation des oberen Harntrakts, eingeschrankte Nierenfunktion oder
Niereninsuffizienz durch BOO

Im Folgenden soll ein kurzer Uberblick der gangigsten instrumentellen Verfahren
gegeben werden.

Transurethrale Resektion der Prostata (TUR-P)

Die transurethrale Resektion der Prostata ist die in der Urologie am haufigsten
durchgefuhrte chirurgische Intervention und ist nach wie vor Goldstandard zur
instrumentellen Therapie eines Benignen Prostatasyndroms [56, 67, 69].

Uber die Urethra wird bei der klassischen TUR-P eine Drahtschlinge eingefihrt
und mittels monopolarem oder bipolarem Strom das hyperplastische Prostatage-
webe schrittweise abgetragen [30, 84-86]. Komplikation dieses Eingriffs stellen
vor allem peri- und postoperative Blutungen dar, wobei das Transfusionsrisiko mit
dem Resektionsgewicht steigt [67]. Selten kommt es auch zum Auftreten des so-
genannten TUR-Syndroms, bei dem es zur Einschwemmung niederosmolarer
Spullésung kommt [56, 69]. Die Inzidenz liegt bei 1,1 % und das Risiko steigt mit
dem Resektionsgewicht [67]. Weitere Risiken sind eine Harnwegsinfektion mit
3,7 %, eine Harninkontinenzrate von 3-10 %, eine Harnrohrenstriktur in bis zu
7 % der Falle und das Vorkommen einer retrograden Ejakulation in 65-80 % der
Falle [56, 67-69]. Die Letalitat im Zusammenhang mit einer TUR-P wird mit
0,09 % angegeben [67]. Langfristig weist dieses Verfahren dennoch eine signifi-
kante Abnahme der Miktionsfrequenz auf und kann schon unmittelbar nach Inter-
vention zu einem Therapieerfolg fuhren [56, 69]. Die TUR-P weist in einer rando-
misierten kontrollierten Studie eine Symptomverbesserung und daruber eine
Steigerung der Lebensqualitat von bis zu 70 % auf [67]. Eine Reduktion der
Restharnmenge um bis zu 70 % und eine deutliche Verbesserung der Harnfluss-
raten kdnnen erreicht werden [87].
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Es wird von Reinterventionsraten von bis zu 6 % nach einem Jahr, bis zu 12 %
nach funf und von bis zu 16 % nach acht Jahren berichtet [67]. Nach wie vor gilt
die TUR-P jedoch als Referenzwert fur den Vergleich mit anderen instrumentellen
Verfahren.

Transurethrale Inzision der Prostata (TUIP)

Die transurethrale Inzision der Prostata ist ein Verfahren, welches bei sexuell ak-
tiven Mannern mit einem Prostatavolumen von unter 30 ml zu empfehlen ist [56,
87, 88]. Im Gegensatz zur TUR-P wird bei der TUIP kein Gewebe reseziert, son-
dern lediglich eine Inzision der Prostata und des Blasenhalses vorgenommen.
Die Verfahren ahneln sich ansonsten vom Vorgehen [84, 89]. Die TUIP weist je-
doch im Vergleich zur TUR-P deutlich weniger Komplikationen auf. So liegt das
Risiko fur eine Transfusion bei nur 0,4 % und eine retrograde Ejakulation tritt mit
einer Wahrscheinlichkeit von 18,2 % auf [56, 88]. Die Reinterventionsrate liegt
nach 10 Jahren bei 16 % [84].

Adenomenukleation

Als das alteste operative Verfahren zur Behandlung des BPS gilt wohl die offene
Adenomenukleation. Der Zugangsweg kann bei diesem Verfahren retropubisch
oder transvesikal erfolgen [30, 67]. Indikationen stellen hierbei grol3e Prostatavo-
lumina von uber 70 ml und Begleiterkrankungen, wie Blasendivertikel, Blasen-
steine oder Leistenhernien dar [56, 90]. In Langzeitstudien konnten eine Redukti-
on des Restharnvolumens, eine Verbesserung des Harnstrahls und dadurch auch
der Lebensqualitat festgestellt werden [56, 87, 90]. Komplikationen bei diesem
Verfahren stellen vor allem die Harnréhren- und Meatusstriktur dar [67]. Im Ver-
gleich zur TUR-P zeigen sich ein niedrigeres Morbiditats- sowie Mortalitatsrisiko
von 0,2 % und eine Reinterventionsrate von 3,9 % [56, 67, 87, 90].

Laserverfahren

Die gangigsten Laserverfahren im klinischen Einsatz sind die Interstitielle Laser-
koagulation, die Laserresektion / -enukleation und Laservaporisation der Prostata
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[67, 84]. Indiziert ist ein Laserverfahren, wenn das Morbiditatsrisiko einer TUR-P
zu hoch erscheint oder dem Patienten diese Operation nicht zuzumuten ist [84].
Die Ergebnisse lassen sich mit denen der TUR-P vergleichen und zeigen auch
Vorteile gegenuber der konventionellen Therapie [67, 84].

2.5 Physiologie der glatten Muskulatur in der humanen Prostata

Bei der Entstehung von LUTS stellt der glattmuskulare Tonus in der humanen
Prostata die sogenannte dynamische Komponente dar, welche Uber die Kontrak-
tion der glatten Muskulatur reguliert werden kann [20, 21, 47, 58-60]. Die Mikti-
onsstorungen bei der BPH konnen vor allem auch auf den erhéhten Tonus in der
glatten Prostatamuskulatur und den dadurch hervorgerufenen erhdhten Auslass-
widerstand bei urethraler Obstruktion zurtickgefuhrt werden [21, 57]. Die Kontrak-
tion wird Uber Stimulation der as-Adrenozeptoren vermittelt [57]. Da dem BPS als
Volkskrankheit und dessen pharmakologischer Therapie mit as-Adrenozeptor-
antagonisten eine beachtliche klinische Relevanz zukommt, ist die Physiologie
der glattmuskularen Kontraktion in der humanen Prostata von groRem Interesse
fur die vorliegende Arbeit [47, 52, 57, 60, 91, 92].

2.5.1 Glatte Muskulatur der humanen Prostata

Die glatte Muskulatur ist wie die quergestreifte Muskulatur mesodermalen Ur-
sprungs [1]. Sie unterliegt dabei nicht der willkirlichen Motorik, sondern wird un-
willktrlich Uber das vegetative Nervensystem kontrolliert [12, 15]. Der Tonus der
glatten Prostatamuskulatur wird Uber sympathische Efferenzen des vegetativen
Nervensystems durch die Ausschuattung endogener Neurotransmitter reguliert
[57]. Die Kontraktion wird dabei postsynaptisch uber ai-Adrenozeptoren vermittelt
[57, 60]. Bei der benignen nodularen, paraurethralen Prostatahyperplasie stellt
das Stroma, welches aus glatten Muskelzellen, Fibrozyten und Bindegewebe be-
steht, oft den grofdten Anteil des Prostatavolumens dar [1, 93]. Dabei machen die
glatten Muskelzellen bis zu 40 % des zellularen Prostatavolumens aus [21]. Um
die glattmuskulare Kontraktion in der humanen Prostata zu untersuchen, bieten
sich sogenannte ,myographische Messungen® im Organbad an. Dabei kann die
glattmuskulare Kontraktion an isolierten Gewebepraparaten gemessen werden.
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Uber den endogenen Neurotransmitter Noradrenalin oder den as-Andrenozeptor-
agonisten Phenylephrin kann dann eine Kontraktion ausgelost werden [94-97].

Wie oben bereits erwahnt kommt dem Verstandnis der glattmuskularen Kontrak-
tion als dynamische Komponente bei der Pathophysiologie der BPH eine enorme
Bedeutung zu. Daher sind experimentelle Studien bei der Entwicklung neuer
Strategien zur Hemmung der glattmuskularen Kontraktion in der humanen Pros-

tata von grofdtem Interesse.

2.5.2 a4-Adrenozetoren in der Prostata

Die mit a1a, a1s und aip bezeichneten Subtypen des ai-Adrenozeptors in der hu-
manen Prostata werden durch unterschiedliche Gene kodiert [44, 57, 91, 98]. In
Studien zeigt sich, dass alle drei Subtypen in der Prostata nachgewiesen werden
konnen, jedoch der aia-Subtypt der am Haufigsten exprimierte ist [43-45, 57]. Die
Kontraktion der glattmuskularen Prostatazellen soll zudem vorwiegend uber die-
sen Subtyp reguliert werden [44, 45, 91, 98]. In Untersuchungen zur mRNA der
a1a-, a18- und aip-Rezeptoren konnte gezeigt werden, dass diese in einem Ver-
haltnis von 70 : 0 : 30 vorliegen und somit der asa-Subtyp den Grofteil der as-
Adrenozeptoren in der humanen Prostata stellt [45, 57, 98]. In anderen Studien
wird die Annahme dieses Verteilungsmusters noch unterstitzt, indem gezeigt
werden konnte, dass in hyperplastisch verandertem Prostatagewebe eine mRNA-
Verteilung von 85 : 1 : 14 und in nicht-hyperplastisch verandertem Gewebe von
63 : 1 : 31 vorliegen [45, 57]. Bei immunhistochemischen Verfahren konnte eine
Proteinexpression aller drei Subtypen festgestellt werden [99]. Der a1p-Subtyps
beschrankt sich in seiner Immunoreaktivitat jedoch weitestgehend auf intraprosta-
tische BlutgefalRe [99]. Der a1s-Subtyp scheint sich in diesen Untersuchungen auf
das Epithel zu beschranken und kommt nur wenig im Stroma vor, wahrend der

a1a-Subtyp deutlich im Stroma der Prostata zu finden ist [99].

Das oben erwahnte Verteilungsmuster zur mMRNA- und Proteinexpression der as-
Adrenozeptorsubtypen konnte weiterfUhrend in Studien zur Bindung von radioak-
tiv markierten und subtypspezifischen Liganden bestatigt werden [91]. Des Weite-
ren konnte dies auch in myographischen Untersuchungen im Organbad mit sub-
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typspezifischen Antagonisten auf die ai-adrenerge Kontraktion nachgewiesen
werden. Diese zeigen, dass der aia-Adrenozeptorsubtyp die vorherrschende Rol-
le bei der as-adrenergen Kontraktion einnimmt [45, 91, 98]. Allerdings muss da-
rauf hingewiesen werden, dass diese Verteilungsmuster fur die humane Prostata
erhoben wurden und in anderen Spezies, vor allem bei den weit verbreiteten Na-
getiermodellen, anders liegen konnten [91]. Im Hinblick auf das kardiovaskulare
System des Menschen, in dem as-Adrenozeptoren eine wichtige Rolle einneh-
men, kann dort das Verteilungsmuster der verschiedenen Subtypen von dem in
der Prostata abweichen [43, 44, 91]. Hier spielen vor allem das Alter und auch
das Gefallbett eine wichtige Rolle fur die prozentuale Verteilung der Subtypen
[43, 44, 91].

2.5.3 Mechanismen der aj-adrenergen Kontraktion

Die Basis der glattmuskularen Kontraktion bildet das Zusammenspiel von Aktin-
und Myosinfilamenten, dem sogenannten ,Filament-Gleit-Mechanismus® [15, 57,
92, 100, 101]. Dieser kommt durch die zyklische Bindung der Myosinquerbricken
an das Aktinflament zustande, dem sogenannten ,Querbrickenmechanismus®
[15]. Uber die Stimulation von a:-Adrenozeptoren kommt es zum Ablauf einer
intrazellularen Signalkaskade [43-45, 60]. Unbedingte Voraussetzung fur die Kon-
traktion ist die Phosphorylierung der leichten Ketten des Myosins Uber die Myo-
sin-Leichtketten-Kinase (MLC = myosin light chains) [92, 102-104]. Uber die Sig-
nalkaskade kommt es zu einer Aktivierung der MLC-Kinase und einer Deaktivie-
rung der MLC-Phosphatase. Diese Regulation beider Enzyme hat die Akkumula-
tion von phosphorylierten leichten Myosinketten zur Folge, wortber der Tonus der
glatten Muskulatur erhéht werden kann [57, 102-104].

Neben der MLC-Phosphorylierung stellt auch die Polymerisation der Aktin-
filamente eine unbedingte Voraussetzung der glattmuskularen Kontraktion dar
[57]. Diese betrifft im Ubrigen nicht nur die humane Prostata und Organe des un-
teren Harntrakts, sondern auch alle anderen Organe mit glatter Muskulatur, wie
z.B. BlutgefalRe, die glatte Muskulatur des gastrointestinalen Trakts und der
Atemwege [100]. Das Aktin muss fur die Kontraktion in polymerisierter Form
(,filamentoser Zustand®) vorliegen [15, 57, 92, 102-104]. Des Weiteren ist die kor-
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rekte Anheftung der Aktinfilamente an die Zellmembran, bzw. der Zellmembranen
an die extrazellulare Matrix unbedingte Voraussetzung fur die glattmuskulare
Kontraktion [15, 101, 105-107].

Im Folgenden soll nun detaillierter auf die Mechanismen der as-adrenergen Kon-
traktion in der glatten Muskulatur eingegangen werden.

a1-Adrenozeptoren und G-Proteine

a+1-Adrenozeptoren sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren mit sieben Membrand-
omanen, welche die Zellmembran durchziehen. Die Aktivierung glattmuskularer
a+1-Adrenozeptoren erfolgt Uber den endogenen Neurotransmitter Noradrenalin,
der an diese als Ligand bindet [92]. Beide bilden so einen Liganden-Rezeptor-
Komplex [15]. Bei der sympathischen Neurotransmission wird Noradrenalin als
Neurotransmitter freigesetzt und bindet mit einer hoheren Affinitat an den
a1-Adrenozeptor als Adrenalin [92]. Des Weiteren aktiviert Noradrenalin nicht nur
a+1-Adrenozeptoren, sondern auch ax- und B-Adrenozeptoren, wenn auch mit ge-
ringerer Affinitat. Diesen Effekt kann man sich in der Forschung durch Verwen-

dung selektiver as-Agonisten, wie Phenylephrin, zunutze machen [57, 60, 92, 98].

Der as-Adrenozeptor ist auf intrazellularer Seite prinzipiell an membranstandige
heterotrimere G-Proteine gekoppelt [57]. Die rezeptorassoziierten G-Proteine be-
stehen aus einer a-, B- und y-Untereinheit [57, 60, 77, 92]. Von der Ga-
Untereinheit sind folgende Formen bekannt, welche eine Interaktion mit glattmus-
kularen ai-Adrenozeptoren eingehen: Gag11, Gasz und Gaisz [57, 92, 102-104].
Bindet nun der Ligand an den Rezeptor kommt es zur Konformationsanderung
des Rezeptors und zur Dissoziation der Ga-Untereinheit von den ply-
Untereinheiten [92, 100, 102-104]. Die aktivierte Ga-Untereinheit aktiviert nach
ihrer Dissoziation die zwei intrazellularen Effektoren Phospholipase C (PLC) und
die monomere GTPase RhoA [92, 100, 102-104].
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PLC / Calcium vermittelte Kontraktion

Nach Bindung des Liganden an den Rezeptor und Dissoziation des G-Protein-
Komplexes kommt es nun uber die Gag11-Untereinheit zur Aktivierung der Phos-
pholipase CB (PLCR) [57]. Dies fuhrt Gber die Hydrolyse von Phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphat (PIP2) zur Bildung der beiden sekundaren Botenstoffe (,second
Messenger®) Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) [57, 60,
92, 102-104]. IP3 fiihrt zu einer Offnung der IP3-regulierten Calcium-Kanale des
Sarkoplasmatischen Retikulums (SR), dem intrazellularen Calciumspeicher der
glatten Muskelzelle [57, 100].

Uber die so erfolgte Erhéhung des intrazelluldren Calciumspiegels kommt es zu
einer Depolarisation der Zellmembran, was wiederum die Offnung spannungsge-
steuerter L-Typ Ca?*-Kanale in der Zellmembran nach sich zieht [57, 100]. Diese
fuhren zu einem kapazitativen Calcium-Einstrom von extrazellular nach intrazellu-
lar, d.h. dem Konzentrationsgradienten folgend, und so zu einer weiteren Erho-
hung des intrazellularen Calciumspiegels [57, 100]. Durch die erhdhte zytoplas-
matische Calciumkonzentration kommt es uber die Bindung von Calcium an Cal-
modulin zu einer Konformationsanderung und damit Aktivierung des Calmodulins
[57, 92, 100, 102-104]. Dieses wiederum aktiviert die MLC-Kinase, was zur
Phosphorylierung der leichten Ketten des Myosins fuhrt [57]. Typisch fur die
pharmakomechanische Kopplung ist, dass es, parallel zur Calcium abhangigen
Kontraktion Uber Aktivierung der MLC-Kinase, auch uber die sogenannte Calci-
um-Sensitivierung zur Kontraktion kommt [15]. Hierbei fuhren zwei Signalwege
uber DAG / Proteinkinase C, bzw. RhoA / Rho-Kinase zu einer Deaktivierung der
MLC-Phosphatase [92, 100].

RhoA / Rho-Kinase vermittelte Kontraktion

RhoA stammt aus der Proteinfamilie der kleinen monomeren Ras-GTPasen, zu
dieser neben RhoB und RhoC auch Ras, Raf und Rab gehoren [15]. Neben sei-
ner Funktion als Effektor bei der glattmuskularen Kontraktion ist RhoA auch an
der Zellproliferation, Zellmigration, Bildung von Stressfasern und Apoptose betei-
ligt [57, 100]. An der Regulation von RhoA sind die Faktoren RhoGEF (guanine
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nucleotide exchange factor), RhoGAP (GTPase activating protein) und RhoGDI
(GDP dissociation inhibitor) beteiligt [100]. Parallel zur PLC-Aktivierung durch
Ligandenbindung an den as-Adrenozeptor kommt es durch Dissoziation der Gao-
Untereinheit vom G-Proteinkomplex zur Aktivierung von RhoA [57, 100]. Die Akti-
vierung erfolgt durch Austausch von Rho-gebundenem Guanosindiphosphat
(GDP) gegen Guanosintriphosphat (GTP), sowie durch Translokation des Pro-
teins aus dem Zytosol zur Zellmembran [92, 100, 102-104, 108]. Im inaktiven Zu-
stand hat RhoA GDP gebunden und wird durch den RhoGDI im Zytosol fixiert
[100]. Kommt es nun zu einem Austausch von GDP gegen GTP Uber den Rho-
GEF fuhrt dies zu einer Abspaltung vom RhoGDI, was eine Translokation des
RhoA an die Zellmembran zur Folge hat [92, 100]. Die RhoA-Aktivierung ist ab-
geschlossen. An der Zellmembran interagiert RhoA mit seinen Effektoren, u.a. mit
der Rho-Kinase. Die Rho-Kinase phosphoryliert die regulatorische Untereinheit
der MLC-Phosphatase MYPT1 (myosine phosphatase target subunit 1) an meh-
reren Threoninen, speziell am Threonin 696 und fuhrt so zu einer Herabsetzung
ihrer Aktivitat [15, 92, 102-104]. Weiterhin kommt es auch Uber eine Phosphory-
lierung von CPI-17 (PKC-potentiated inhibitor protein, 17 kDa) zu einer Hemmung
der MLC-Phosphatase [57, 92, 100, 102-104].

Uber die Rho-Kinase kommt es also (ber zwei Wege zur Hemmung der MLC-
Phosphatase und so zur Kontraktion. Da die MLC-Phosphatase im aktiven Zu-
stand zur Dephosphorylierung der leichten Myosinketten fuhrt, kommt es nun zu
einer Anhaufung phosphorylierter Myosinleichtketten und so zur Kontraktion
[57, 92, 100].

In mehreren Studien konnte bereits die Bedeutung der Rho-Kinase fur die Rezep-
tor induzierte glattmuskulare Kontraktion im unteren Harntrakt sowie im kardi-
ovaskularen System gezeigt werden. Verschiedene Rho-Kinase-Inhibitoren, wie
Fasudil oder Y-27632 fuhren in Organbadversuchen zu einer Hemmung der
Agonisten induzierten Kontraktion [73, 92, 108-110].
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Proteinkinase C vermittelte Kontraktion

Der bei der Hydrolyse von PIP2 durch Phospholipase C entstandene sekundare
Botenstoff DAG aktiviert verschiedene Isoformen der Proteinkinase C [92, 100,
102-104]. Diese wirkt zum einen Uber direkte Phosphorylierung der MYPT1 und
zum anderen Uber Phosphorylierung und damit Aktivierung des Regulatorproteins
CPI-17 [57, 92, 100, 102-104].

Die hemmenden Effekte der Rho-Kinase und PKC auf die MLC-Phosphatase
werden oft unter dem Begriff der Ca?*-Sensitivierung zusammengefasst, einem
Mechanismus, der die Steigerung der Kontraktionskraft bei gegebener Calcium-
konzentration beschreibt [57, 60, 100, 102-104].

Noradrenalin \ (J
a,,-Adrenozeptor

DAG Calmodulin 4/

Aktivierung der

> MLC-Kinase
PKC Kontraktion
Hemmung der
MLC-Phosphatase

Abb. 1: Schematische Darstellung des aia-Adrenozeptors. Hier ist der aia-

Adrenozeptor als G-Protein gekoppelter Rezeptor mit sieben Transmembrando-
manen in der humanen Prostata abgebildet. Gezeigt sind die intrazellularen Sig-
nalwege, die Uber PLC und Ca?* sowie PKC und RhoA / Rho-Kinase zur glatt-

muskularen Kontraktion fihren.
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2.5.4 Nicht-motorische Funktionen prostatischer a-Adrenozeptoren

Seit Langem beschaftigt sich Forschung bei der Frage nach neuen Strategien zur
Behandlung des BPS mit der glattmuskularen Kontraktilitat der humanen Prosta-
ta, d.h. der dynamischen Komponente des BPS [43, 57, 60]. Das Wachstum der
Prostata stellt die statische Komponente des BPS dar. Lange Zeit wurden beide
Phanomene nur separat betrachtet [43]. Neueren Forschungen zu Folge zeigt
sich jedoch ein Zusammenhang zwischen dem Wachstum der Prostata und der
as-adrenergen Kontraktion [45, 91, 97].

Studien haben gezeigt, dass Ratten und Mause nach chronischer Verabreichung
von Phenylephrin in vivo hypertrophe und dysplastische Veranderungen in der
Prostata entwickeln [111, 112]. Eine Studie mit sympathektomierten Ratten lasst
auch einen Zusammenhang von Prostatawachstum und sympathischer Innervati-
on Uber ai-Adrenozeptoren vermuten [113]. Dies liel® einen Zusammenhang zwi-
schen der Behandlung mit as-Adrenozeptor-Antagonisten und einer Stagnation
oder sogar Regression des Prostatawachstums annehmen, was aber noch in
keiner klinischen Studie bestatigt werden konnte [114-118]. Aus diesem Grund
kam man zu der Annahme, dass der as-Adrenozeptor nur einer von vielen Media-
toren des Prostatawachstums ist [57, 94]. So scheinen Zytokine, Wachstumsfak-
toren (z.B. TGF, FGF, EGF) und Hormone (z.B. Androgene, Ostrogene) einen
entscheidenden Einfluss auf das Prostatawachstum zu nehmen [28, 34].

Molekulare Mechanismen auf Ebene der intrazellularen Signalgebung ricken nun
in den Mittelpunkt des Interesses. So konnte tatsachlich gezeigt werden, dass
prostatische as-Adrenozeptoren die Aktivitat von ERK1/2 (extracellular signal-
regulated kinase), p38 und Akt regulieren [94, 96, 119, 120]. Diese Kinasen sind
wichtige ubiquitare Mediatoren von Wachstum, Proliferation, Zellzyklus und Diffe-
renzierung der Zelle [121, 122]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass prostati-
sche ai-Adrenozeptoren auch die Transkriptionsfaktoren Elk1 und SRF (serum
response factor) aktivieren [123]. Es wird vermutet, dass sich die as-
Adrenozeptoren der Prostata diese nicht-motorischen Effektoren mit Rezeptoren
fur Wachstumsfaktoren und Hormonen teilen [57].
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2.5.5 p21-aktivierte Kinase in der humanen Prostata

Die p21-aktivierten Kinasen sind eine kleine Familie von Serin-Threonin-Kinasen,
die in zwei Gruppen eingeteilt werden konnen und z.T. ubiquitar exprimiert wer-
den [124]. Diese Einteilung findet aufgrund von Struktur- und Sequenzhomolo-
gien in Gruppe | (PAK 1-3) und Gruppe Il (PAK 4-6) statt [124]. Ihnen werden
Funktionen bei der Entstehung maligner Tumore, der Organisation des Zytoske-
letts, Zellmorphogenese und Zelluberleben, sowie im neuronalen Kontext zuge-
sprochen [125-127]. Mit ihrer aminoterminalen Cdc42 / Rac Interaktions- und
Bindungsdomane (CRIB) gehoren sie zu den Effektoren der Rho-GTPasen Rac1
und Cdc42 [128-131]. Des Weiteren spielen sie eine Rolle bei der Regulation der
calciumunabhangigen glattmuskularen Kontraktion. Untersuchungen bestatigen,
dass PAK uUber die Phosphorylierung der leichten Ketten des Myosins und der
MYPT1 zu einer Kontraktion der glatten Muskulatur fuhrt [132]. Dies wurde vor

allem in Geweben aus dem Gastrointestinaltrakt gezeigt.

Das Vorkommen von PAK im Prostatagewebe ist bekannt. Einige Studien be-
schaftigen sich mit den Effekten von PAKSs, vor allem PAK 1 und 6, auf die Tu-
morgenese in der Prostata [133-136]. In Experimenten konnte gezeigt werden,
dass die Anwesenheit von PAKs, im Besonderen PAK 1 oder PAK 6 in der Pros-
tata zu einem veranderten Tumorwachstum fuhren kann [136, 137]. Die einzelnen
PAKs unterscheiden sich dabei in ihrem Vorkommen. Wahrend PAK 1, 2 und 4
ubiquitar vorkommen, PAK 1 dabei vor allem in glatter Muskulatur, sind PAK 3, 5

und 6 vor allem in neuronalem Gewebe zu finden [138].

2.5.6 Endothelinrezeptoren in der humanen Prostata

Bei Endothelinen handelt es sich um drei strukturell verwandte Isopeptide, das
Endothelin-1 (ET-1), Endothelin-2 (ET-2) und Endothelin-3 (ET-3) [139]. Diese
weisen jeweils zwei Disulfidbricken auf und bestehen aus 21 Aminosauren [140].
ET-1 vermittelt die starkste bekannte Vasokonstriktion Uber Kontraktion glatter
GefalRmuskulatur [141]. Die Wirkung von Endothelinen wird tUber die Endothelin-
rezeptoren ET(A) und ET(B) vermittelt. Diese sind G-Protein-gekoppelte Rezepto-

ren mit sieben Transmembrandomanen [142].
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Charakterisiert werden die beiden Uber die unterschiedliche Bindung der
Endothelinisopeptide. ET-1 bindet mit hoherer Affinitat als ET-2 an ET(A) und
ET-3 bindet mit hoherer Affinitat als ET-1 an ET(B). Vermittelt wird die unter-
schiedliche Affinitat der Endotheline Uber die Struktur ihres N-terminalen Endes
[142, 143].

Lange schon wird versucht die intrazellularen Signalwege der Endothelinrezepto-
ren naher zu charakterisieren. Einigkeit besteht in jedem Fall daruber, dass die
verschiedenen Endothelinrezeptoren auch in der humanen Prostata existieren
und durch die Endothelinisopeptide ET-1, ET-2 und ET-3 aktiviert werden [71-73,
144-147]. In Studien konnte zudem gezeigt werden, dass allein die Endotheline
und ihre Analoga als Ligand an die Endothelinrezeptoren binden und diese akti-
vieren [71, 74].

PLC / Calcium vermittelte Endothelin-Kontraktion

Dass es sich bei den Endothelinrezeptoren um G-Protein gekoppelte Rezeptoren
handelt, deren intrazellulare Signalkaskade mitunter Uber die Aktivierung der
Phospholipase C ablauft, vermuteten Levin, et al. schon 1995 [148]. Weitere Stu-
dien kommen ebenfalls zu dem Schluss, dass nach Ligandenbindung an die Re-
zeptoren eine intrazellulare Signalkaskade durch Dissoziation der G-Proteine von
ihrem Rezeptor stattfindet [72, 145]. So kommt es durch die aktive Phospholipase
C zur Hydrolyse von PIP2 und es entstehen die second Messenger DAG und IP3.
Dabei kommt es durch IP3 zu einer Freisetzung von Calcium aus dem intrazellu-
laren Calciumspeicher des Sarkoplasmatischen Retikulum, was (ber die Offnung
spannungsgesteuerter L-Typ Calciumkanale zu einem kapazitativen Einstrom von
Calcium in die Zelle fuhrt [72, 148]. Die erhdhte zytoplasmatische Calciumkon-
zentration fuhrt Uber die Bindung von Calcium an Calmodulin zur Aktivierung des
Calmodulins, welches wiederum die MLC-Kinase aktiviert. So kommt es uber die
Aktivierung der MLC-Kinase durch aktiviertes Calmodulin zur Phosphorylierung
der leichten Myosinketten [72, 148-150].
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RhoA / Rho-Kinase vermittelte Endothelin-Kontraktion

Eine neuere Studie konnte zeigen, dass ein weiterer Weg der Endothelin vermit-
telten intrazellularen Signaltransduktion Uber die RhoA / Rho-Kinase besteht [73].
Die Uberexpression von RhoA verstarkte dabei signifikant die ET-1 induzierte
Kontraktion [73]. Da die Endotheline nicht am as-Adrenozeptor binden, legt dies
nahe, dass der RhoA / Rho-Kinase-Signalweg eine wichtige Rolle in der glatt-
muskularen Kontraktion der Prostata spielt [71, 73]. Durch Dissoziation der G-
Proteine von ihrem Rezeptor kommt es parallel zur PLC-Aktivierung auch zur Ak-
tivierung der RhoA [73]. Diese interagiert mit ihren Effektoren in der Zellmembran,
u.a. Rho-Kinase. Uber den ROCK-Signalweg in der glatten Muskulatur kommt es
zur Phosphorylierung der MYPT1 an mehreren Threoninen und fuhrt so zu einer
Herabsetzung ihrer Aktivitat. Uber die Phosphorylierung des Regulatorproteins
CPI1-17 kommt es weiterhin zu einer Hemmung der MLCP und so zur Kontraktion
[57, 73, 92, 100].

Proteinkinase C vermittelte Endothelin-Kontraktion

Durch den bei der Hydrolyse von PIP2 entstandenen sekundaren Botenstoff DAG
kommt es zur Aktivierung der Proteinkinase C. Diese bewirkt Uber Phosphorylie-
rung der MYPT1 und des Regulatorproteins CPI-17 eine Hemmung der MLC-
Phosphatase und daruber einen Anstieg an phosphorylierten Myosinleichtketten
[71, 73, 148, 149].

Die hemmenden Effekte der Proteinkinase C und der ROCK auf die MLCP wer-
den allgemein unter dem Begriff der Calcium-Sensitivierung zusammengefasst,
die einen Mechanismus beschreibt, bei dem es zur Steigerung der Kontraktions-
kraft bei gegebener Calciumkonzentration kommt [71, 73, 148, 149]. Diese
scheint auch in der intrazellularen Signalkaskade der Endothelinrezeptoren von
grol3er Bedeutung zu sein [71, 73, 148, 149].
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Abb. 2: Schematische Darstellung des Endothelinrezeptors. Hier dargestellt als

G-Protein gekoppelter Rezeptor mit sieben Transmembrandomanen als Synthese
der Studien von Levin, et al., Saita, et al. und Takahashi, et al. [72, 73, 148]. Ge-
zeigt sind die intrazelluldren Signalwege, die Gber PLC und Ca?* sowie PKC und

RhoA / Rho-Kinase zur glattmuskularen Kontraktion fuhren.
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3 Zielsetzung

In neueren Studien wird vermutet, dass die p21-aktivierte Kinase 1 (PAK1) eine
wichtige Rolle bei der glattmuskularen Kontraktion au3erhalb des unteren Harn-
traktes einnehmen konnte [135, 137]. Bisherige Untersuchungen in der Prostata
hatten sich auf den malignen Kontext und PAKG in molekularen Untersuchungen
beschrankt [134, 151, 152]. In der hier vorliegenden Arbeit sollen die Effekte von
PAK1-Inhibitoren auf die glattmuskulare Kontraktion und ihr Vorkommen in der

nicht-malignen, humanen Prostata untersucht werden.
Im Einzelnen sollen folgende Fragestellungen beantwortet werden:

1. Hemmen die PAK1-Inhibitoren FRAX 486 und IPA3 die adrenerge Kon-
traktion von humanem Prostatagewebe, induziert durch Noradrenalin und
Phenylephrin?

2. Hemmen die PAK1-Inhibitoren FRAX 486 und IPA3 die neurogene Kon-
traktion von humanem Prostatagewebe, induziert durch elektrische Feld-
stimulation (EFS)?

3. Hemmt der PAK1-Inhibitor FRAX 486 die Endothelin vermittelte Kontrakti-
on von humanem Prostatagewebe, induziert durch Endothelin-1 und En-
dothelin-2?

4. In welchen Zellen der humanen Prostata wird PAK1 Uberhaupt exprimiert?
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4 Materialien und Methoden

41 Humanes Prostatagewebe

Das Kriterium nicht-malignes humanes Prostatagewebe zu verwenden ist samtli-
chen Experimenten der vorliegenden Arbeit zu Grunde gelegt worden. Um dies
gewahrleisten zu kdnnen, wurde Gewebe aus der periurethralen Mantelzone ent-
nommen und verwendet, da anzunehmen ist, dass sich 70-90 % der Tumore in
der Aulienzone der Prostata befinden [6, 11]. Des Weiteren wurde Gewebe von
Patienten, die eine transurethrale Resektion der Prostata (TUR-P) unterlaufen
haben nicht verwendet, da hierbei davon auszugehen ist, dass dieses Operati-
onsverfahren mit starkem Gewebetrauma einhergeht, wodurch eine adaquate
Kontraktion nicht mehr gewahrleistet werden kann. Alle Operationen fanden in
der Urologischen Kilinik des Klinikums der Universitat Minchen, Campus Grof3-

hadern statt.

Nach intraoperativer Entnahme der Prostata wird diese nicht wie Ublich in Forma-
lin, sondern in eine gewebeprotektive Custodiol®-Lésung eingelegt. Umgehend
werden die Organe in das Pathologische Institut des Klinikums der Universitat
Muanchen, Campus GrolRhadern gebracht, um dort Gewebe aus der periurethra-
len Mantelzone zu entnehmen. AnschlielRend wird das Gewebe, je nach weiterem
Verwendungszweck, unterschiedlich behandelt. Fur die myographischen Mes-
sungen im Organbad werden 6 x 3 x 3 mm groRe Gewebestiucke zurechtge-
schnitten und unmittelbar fur die Experimente verwendet. Zwischen Organent-
nahme und Versuchsbeginn vergehen so maximal 90 Minuten. Aus dem Gewebe
fur die Immunfloureszenzfarbungen werden 0,5 x 0,5 x 0,5 mm grol3e kubische
Gewebestlicke prapariert und unverziglich mit Tissue-Tek® OCT™ Compound
(Sakura Finetech Europe, NL) in ein Eppendorfgefald eingebettet und mit flissi-
gem Stickstoff schockgefroren. Bis zu ihrer Verwendung werden diese Proben bei
-80 °C aufbewahrt.
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Samtliche Untersuchungen, die dieser Arbeit zu Grunde liegen, sind zuvor von
der Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen genehmigt
worden. Es sind keinerlei patientenbezogene Daten gespeichert, aufgezeichnet
oder an Dritte weitergegeben worden. Alle durchgefuhrten Untersuchungen sind

somit vollkommen anonymisiert abgelaufen.

4.2 Myographische Messungen im Organbad

Fur myographische Messungen an Gewebeproben der humanen Prostata kann
ein Organbad verwendet werden. Aufgezeichnet wird hierbei die isometrische
glattmuskulare Kontraktion nach Zugabe der kontraktionsauslosenden Substan-
zen, z.B. as-Adrenozeptoragonisten, wie Phenylephrin und Noradrenalin oder
auch Endothelin. Die Gewebeproben werden in einer Krebs-Henseleit-Losung an
Haken in der Messvorrichtung eingespannt und deren Temperatur Uber das inte-
grierte Heizelement bei 37 °C konstant gehalten. Des Weiteren werden die Or-
gankammern mit Carbogen (95 % O2, 5 % COz2) begast. Der Sauerstoffanteil si-
muliert dabei die Gewebeatmung, wahrend der Kohlenstoffdioxidanteil den pH-
Wert der Krebs-Henseleit-LOsung bei 7,4 konstant halt.

Verwendet wurden die Organbader der Firmen Danish Mytotechnology (DMT,
Danemark) mit 4 Kammern und Fohr Medical Instruments (FMI, Seeheim,
Deutschland) mit 6 Kammern, die jeweils ein Fassungsvolumen von 10 ml auf-
weisen. In den Kammern befinden sich jeweils zwei gegenuberliegende Haken,
an denen die Gewebepraparate eingespannt werden. Wahrend der eine Haken
als Kraftubertragungsarm fest in die Kammerwand eingelassen ist, befindet sich
der zweite Haken an einer Schraubvorrichtung und ist frei beweglich. Durch diese
konnen die Gewebesticke vorgespannt werden. Die isometrische Kontraktion der
Gewebepraparate kann durch einen Sensor im Kraftibertragungsarm der Spann-
vorrichtung kontinuierlich gemessen und als elektrisches Signal Uber einen AD-
Wandler unter Verwendung einer speziellen Software (Labchart) am Computer-
bildschirm als Kontraktionskurve (in mN) dargestellt werden.
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Abb. 3: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus im Organbad. Das Ge-
webepraparat wird zwischen beiden Haken in der Organbadkammer eingespannt.
Kommt es zur Kontraktion wird diese mit Hilfe des Kraftubertragungsarms uber
einen AD-Wandler als Kurve auf dem Computerbildschirm sichtbar gemacht.
Wichtig fur den Versuchsaufbau ist auch die konstante Begasung der Krebs-
Henseleit-Lésung mit Carbogen. Uber eine Heizspirale wird die Temperatur bei
37 °C konstant gehalten.

4.2.1 Versuchsablauf

Vor Versuchsbeginn werden etwa 3 x 3 x 6 mm grol3e Gewebestlcke zurechtge-
schnitten und eine Krebs-Henseleit-Losung angesetzt. Diese besteht aus zwei
Stammlosungen, Krebs-Henseleit 1 (KH1) und Krebs-Henseleit 2 (KH2) sowie
Glukose. Auf 4600 ml destilliertes Wasser kommen dabei jeweils 200 ml KH1 und
KH2 sowie 3,75 g Glukose. Die Losung wird konstant mit Carbogen begast und
die Temperatur bei 37 °C im Wasserbad konstant gehalten.
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Wahrend der 60-minitigen Aquilibrationsphase kommt es zu spontanen passiven
Tonusabfallen, weshalb die Gewebestucke alle 20 Minuten nachgespannt werden
mussen. So kann eine relevante Vorspannung von +4,90 bis +5,00 mN erreicht
werden. Ist eine stabile Vorspannung erreicht, werden die Basislinie 1 (base1)
abgelesen und 400 pL einer zweimolaren KCI-Losung hinzugegeben, so dass
eine finale Konzentration von 80 mM im Organbad erreicht wird. Dies fuhrt an-
schlieBend zu einer messbaren Kontraktion. Kontrahiert sich eine Gewebeprobe
nicht, wird diese verworfen und der Channel nicht weiterverfolgt.

Nach Erreichen der Plateauphase am Ende der KCl-induzierten Kontraktion wer-
den die maximale KCl-induzierte Kontraktion abgelesen und alle Organbadkam-
mern drei Mal mit Krebs-Henseleit-Losung gespult. Nach etwa 10 Minuten wer-
den der Inhibitor bzw. die Kontrolle willkurlich in jeweils unterschiedliche Organ-
badkammern hinzugegeben. Die Inkubationsphase von 30 Minuten beginnt. Als
Kontrolle ist das jeweilige Losungsmittel des Inhibitors definiert. Nach erneutem
Erreichen einer Basislinie wird diese abgelesen (base2). Im Anschluss wird mit
der neurogenen oder adrenergen Stimulation der Gewebeproben begonnen.

Protokoll des Versuchsablaufs im Organbad:

e Aquilibrationsphase: Einstellen der Vorspannung auf +4,90 bis + 5,00 mN,
ggf. Nachspannen alle 20 Minuten. Wir erhalten Basislinie 1 (base1). Alle
Kanale enthalten Gewebeproben derselben Prostata.

e Hinzugeben von 400 pL einer 2 M KCI-Losung

e Aufzeichnen der maximalen KCl-induzierten Kontraktion

e 3-maliges Auswaschen aller Kanale mit Krebs-Henseleit-Losung

e nach 10 Minuten Hinzugeben der Inhibitoren bzw. der Kontrollen

e 30-minutige Inkubationsphase

e Wahrenddessen Ablesen der zweiten Basislinie (base2)

e Applikation der Agonisten nach untenstehendem Schema
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4.2.2 KCI induzierte Kontraktion

Die Kontraktion bzw. der glattmuskulare Tonus von Gewebepraparaten im
Organbad kann auf unterschiedliche Weise dargestellt werden. Einerseits konnen
absolute Werte wie Gramm (g) oder Milli-Newton (mN), andererseits relative Wer-
te, d.h. Prozent (%) der maximalen KCl-induzierten Kontraktion zum Ausdruck
der Kraft angegeben werden. In der Literatur sind beide Moglichkeiten in etwa
gleich haufig zu finden.

Durch die Applikation einer hochmolaren KCI-L6sung (2 M) wird ein Kontraktions-
referenzwert ermittelt. Physiologischerweise ist die intrazellulare Kaliumionen-
konzentration hoher als im extrazellularen Raum, den in diesem Fall die Krebs-
Henseleit-Losung in der Organbadkammer simuliert. Kommt es nun zu einem
schlagartigen Anstieg extrazellularen Kaliums durch die Applikation hochmolarer
KCI-Losung, kehrt sich der Konzentrationsgradient um, und es kommt zu einem
Einstrom von Kaliumionen von auf3en in die Zelle hinein. Dies fuhrt zu einer ra-
schen Depolarisation des Membranpotenzials und zur Offnung spannungsge-
steuerter Calciumkanale. Durch die niedrige intrazellulare Calciumionenkonzent-
ration kommt es, ahnlich der Umkehrung des Konzentrationsgradienten durch die
KCI-Losung, zu einem Calciumeinstrom ins Zytosol und so zur calciumvermittel-

ten Kontraktion der glatten Muskelfasern.

Um die Inhomogenitat und Schwankungen in der Beschaffenheit der Gewebe
unterschiedlicher Prostaten auszugleichen, wird in dieser Arbeit die durch Elektri-
sche Feldstimulation (EFS) oder durch exogene Agonisten hervorgerufene Kon-
traktion als Prozent der rezeptorunabhangigen KCl-induzierten Kontraktion aus-
gedruckt. Da die EFS nicht an beiden Geraten moglich ist, werden so auch gera-
tespezifische Unterschiede ausgeglichen.

4.2.3 EFS - Electric Field Stimulation
Bei der Elektrischen Feldstimulation (EFS) werden durch einen elektrischen Reiz

Aktionspotenziale simuliert, was zu einer Ausschuttung endogener Neurotrans-

mitter in den Gewebepraparaten fuhrt. Diese Art der Kontraktion ahnelt dabei am
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ehesten physiologischen Bedingungen. Alle Versuche mit EFS, die dieser Arbeit
zu Grunde liegen wurden an dem oben beschriebenen Organbad der Firma Fohr
Medical Instruments (FMI, Seeheim) durchgefuhrt. In den Kammern sind hierfur
jeweils zwei gegenuberliegende Platinplatten installiert, zwischen denen die Pra-
parate eingespannt werden. Im weiteren Verlauf kdonnen nun Uber einen
Stromapplikator der Firma Astro-Med, Inc. GRASS Product Group S48 Stimulator

Stromimpulse von exakt definierter Dauer und Starke abgegeben werden.

Stromstarke/

Frequenz

2 Hz 4 Hz 8 Hz 16 Hz 32 Hz

Tab. 1: Stromstarke / Frequenz bei der EFS.

4.2.4 Kontraktion mit adrenergen Agonisten

In separaten Versuchsreihen wurden Gewebe durch die Zugabe exogener Re-
zeptoragonisten kontrahiert. Phenylephrin wirkt als direktes Sympathomimetikum
selektiv am as-Adrenozeptor. Noradrenalin ist ein Catecholamin und bindet dage-
gen mit der hochsten Affinitat an as-, aber auch an az- und B-Andrenozeptoren.
Seine Affinitat zum as-Adrenozeptor ist hoher als die von Adrenalin, welches be-

vorzugt am (3-Adrenozeptor bindet.

Beide Agonisten werden kurz vor ihrer Anwendung im Organbad in einer Stamm-
I6sung frisch hergestellt. Die 10 mM Stammlésung wird dann Uber eine Verdun-
nungsreihe bis auf 0,1 mM verdinnt und nach untenstehendem Pipettierschema
appliziert. Dieses wird genutzt, um die kumulative Konzentrations-Wirkungs-
Kurve zu konstruieren. Die verwendete Tragersubstanz war stets destilliertes
Wasser. Zur Anfertigung der 10 mM Stammldsung wird eine beliebige Menge des
adrenergen Agonisten abgewogen. Der Quotient aus abgewogener Masse (in
mg) und dem Hundertstel des Molekulargewichts des verwendeten Agonisten
ergibt das Volumen des Losungsmittels (in ml), das hinzugefugt werden muss,

um die 10 mM Stammldsung zu erhalten:
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x (mg Phenylephrin) / 2,0367 = x ml (H20 dest.) > 10 mM Stamml6sung bzw.

x (mg Noradrenalin) / 2,056 = x ml (H20 dest.) 2 10 mM Stamml&sung.

Verdinnungsreihe

Hierfar werden 100 yL der 10 mM Stammlosung mit 900 uL destilliertem Wasser

vermischt. Man erhalt eine 1 mM Losung. Von dieser werden 100 yL mit 900 uL

destilliertem Wasser vermengt und man erhalt nun eine 0,1 mM Losung.

Zugegebenes Volumen Stammldsung Finale Konzentration im
Organbad
10 pL 0,1 mM 0,1 uM
20 pL 0,1 mM 0,3 uM
7uL 1,0 mM 1,0 uM
20 pL 1,0 mM 3,0 uM
7 pL 10 mM 10 uM
20 pL 10 mM 30 uM
70 uL 10 mM 100 uM

Tab. 2: Pipettierschema fur Noradrenalin und Phenylephrin.

4.2.5 Kontraktion durch Endothelin

Bei Endothelinen handelt es sich um drei strukturell verwandte Isopeptide, das
Endothelin-1 (ET-1), Endothelin-2 (ET-2) und Endothelin-3 (ET-3). Diese weisen
jeweils zwei Disulfidbricken auf und bestehen aus 21 Aminosauren. ET-1 vermit-
telt die starkste bekannte Vasokonstriktion Uber Kontraktion glatter Gefallmusku-
latur. Die Wirkung von Endothelinen wird Uber die Endothelinrezeptoren ET(A)
und ET(B) vermittelt. ET-1 bindet mit hoherer Affinitat als ET-2 an ET(A) und
ET-3 bindet mit hoherer Affinitat als ET-1 an ET(B). Vermittelt wird die unter-
schiedliche Affinitat der Endotheline Uber die Struktur ihres N-terminalen Endes.
Bei Bindung des Agonisten wird, wie bei der ai-adrenergen Kontraktion auch,
eine G-Protein gekoppelte intrazellulare Signalkaskade ausgelost und fuhrt Uber
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Aktivierung der PLC zur Hydrolyse von PIP2 und dadurch zur Bildung der second
messenger |IP3 und DAG. DAG stimuliert die Aktivitat der PKC und es kommt zur
Kontraktion. Auch ein RhoA / Rho-Kinase Signalweg wird diskutiert.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Endotheline ET-1 und ET-2 zur Kontraktion

der glatten Prostatamuskulatur verwendet.

Es wird eine Stammlosung aus Endothelin-1 mit 1 ml destilliertem Wasser auf

1 mg ET-1 angesetzt und diese nach untenstehendem Pipettierschema appliziert.

Zugegebenes Volumen

Stammldsung

Finale Konzentration im

Organbad (ca.)

2,50 L 0,4 mM 0,1 uM
5,00 pL 0,4 mM 0,3 uM
17,5 uL 0,4 mM 1,0 uM
50,0 pL 0,4 mM 3,0 uM

Tab. 3: Pipettierschema fur ET-1.

Fur ET-2 wird, auf Grund seiner schlechteren Loslichkeit, eine Stammldsung mit

3 ml destilliertem Wasser auf 1 mg ET-2 angesetzt und nach untenstehendem

Pipettierschema appliziert.

Zugegebenes Volumen

Stammldsung

Finale Konzentration im

Organbad
7,50 pL 0,13 mM 0,1 uM
15,0 uL 0,13 mM 0,3 uM
52,5 uL 0,13 mM 1,0 uM
150 L 0,13 mM 3,0 uM

Tab. 4: Pipettierschema fur ET-2.

Die Stammldsungen werden zu circa 1 ml in Eppendorfgefale gefullt und bei

-20 °C bis zu ihrer Anwendung im Organbad gelagert.
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4.2.6 Inhibitoren

In der hier vorliegenden Arbeit wurden die Effekte von zwei verschiedenen Inhibi-
toren auf die Noradrenalin, Phenylephrin, Endothelin-1 und -2 sowie EFS indu-
zierte Kontraktion von humanem Prostatagewebe untersucht. Bei den verwende-
ten Inhibitoren handelt es sich in beiden Fallen um Inhibitoren von p21-aktivierten
Kinasen. Diese bilden eine Familie aus sechs Serin-Threonin-Kinasen, die in zwei
Gruppen eingeteilt werden. Gruppe 1 bilden die PAK 1-3 und Gruppe 2 bilden die
PAK 4-6. FRAX 486 ist ein Inhibitor der PAK 1-4, wahrend IPA 3 ein selektiver
Inhibitor der PAK 1 ist. Beide werden von Tocris Bioscience (Missouri, USA) ver-

trieben.

‘/\N N/I cl

cl

Abb. 4: Strukturformel FRAX 486. 6-(2,4-Dichlorophenyl)-8-ethyl-2-[[3-fluoro-4-(1-
piperazinyl) phenyllamino]pyrido[2,3-d]pyrimidin-7(8H)-on [153]

OH

RS

Abb. 5: Strukturformel IPA 3. 1,1’-Dithiodi-2-naphthtol [125]
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4.2.7 Berechnung der Konzentrations- und Frequenz-Wirkungskurve

Nach Abschluss des Versuchs werden die gespeicherten Kontraktionskurven
ausgewertet. Hierzu wird das Programm ,DataPad” gedffnet. Es erlaubt dem Be-
nutzer die jeweiligen Kontraktionszustdande zu den gewunschten Zeitpunkten in
mN abzulesen. Diese Daten werden anschlieRend in eine Exceltabelle exportiert
und die Konzentrations- und Frequenz-Wirkungskurven berechnet. Als Refe-
renzwert fur die Kontraktionen ist die maximale KCl-induzierte Kontraktion als
100 % definiert. Zuerst wird die Differenz aus den Werten der Basislinie (base1)
und der maximalen KCl-induzierten Kontraktion gebildet (A1). Anschlielend wird
die Differenz aus der Basislinie 2 (base2) und der Agonisten-induzierten Kontrak-
tion nach Zugabe des Inhibitors berechnet (A2). So konnen die Agonisten-
induzierten Kontraktionen als % der maximalen KCl-induzierten Kontraktion aus-
gedrluckt werden. Aus den Experimenten einer Versuchsreihe werden in der sta-
tistischen Auswertung zunachst die Mittelwerte aller Ergebnisse + Standardfehler
berechnet. Anschliel3end wird ein Zweiproben Student’scher T-Test durchgefuhrt.
Ein p-Wert von (p) < 0,05 wurde dabei als signifikant betrachtet.

4.2.8 Verwendete Losungen und Puffer

Die fur die Versuche zu dieser Arbeit verwendete Krebs-Henseleit-Losung wurde
immer am jeweiligen Versuchstag zubereitet. Zur Herstellung werden zwei
Stammlosungen KH1 und KH2 und 7,5 g Glukose benotigt. Die Stammldsungen

setzen sich wie folgt zusammen:

Masse Substanz
172,59 NaCl
8,75¢g KCI

9,36 g CaCl2X2H20
4,059 KH2PO4
7,34 ¢g MgSQO4X7H20
1000 ml A. dest.

Tab. 5: Zusammensetzung der Krebs-Henseleit-Losung 1.
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Masse Substanz
525¢g NaHCOs
1000 ml A. dest.

Tab. 6: Zusammensetzung der Krebs-Henseleit-Losung 2.

Auf 4600 ml destilliertes Wasser kommen 200 ml KH1 mit 7,5 g Glukose. Diese
werden bei 37 °C im Wasserbad miteinander vermengt und mit Carbogen kon-
stant begast. Nach 20-minutiger Inkubationszeit wird KH2 (200 ml) hinzugege-

ben. Nach weiteren 5 Minuten ist die Krebs-Henseleit-Losung gebrauchsfertig.

Die Begasung der fertigen Losung mit Carbogen und das Konstanthalten der
Temperatur Uber das Wasserbad werden wahrend der Versuche beibehalten.

4.3 Immunfluoreszenzfarbung

4.3.1 Grundlagen

Die Immunfluoreszenzfarbung dient der Darstellung Antigen exprimierender
Strukturen, die mit spezifischen Antikrpern markiert werden konnen. Vor allem
wird diese Methode verwendet, um Fragestellungen nach der Expression eines
bestimmten Proteins im untersuchten Gewebe zu beantworten. Man unterschei-
det hierbei eine direkte von der indirekten Immunfluoreszenzfarbung. Bei der
direkten Farbung wird ein bereits mit einem Fluorochrom konjugierter primarer
Antikorper verwendet. In der vorliegenden Arbeit kam die indirekte Methode der
Immunfluoreszenzfarbung zur Anwendung. Bei dieser wird zuerst ein primarer
Antikorper verwendet, der mit hoher Affinitat an die Antigen-exprimierende Struk-
tur spezifisch bindet. Im zweiten Schritt wird ein sekundarer mit Fluoreszenzfarb-
stoff konjugierter Antikorper benotigt, der spezifisch an den primaren Antikorper
bindet. Die Fluorochrome dienen dem spateren Nachweis unter dem Fluores-
zenzmikroskop. Sie kdnnen durch Licht einer bestimmten Wellenlange angeregt
werden, woraufhin sie selbst Licht einer anderen Wellenlange emittieren. Unter
dem Fluoreszenzmikroskop konnen Anregungs- und Emissionslicht durch einen

Filter getrennt und mit einem Strahlungsdetektor aufgezeichnet werden. Dies
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kann Uber eine spezielle Software auf dem Computerbildschirm sichtbar gemacht
werden. In der vorliegenden Arbeit kam die Methode der Doppel-Fluoreszenz-
Farbung zum Einsatz, da hiermit dasselbe Praparat auf das gemeinsame Vor-
kommen (Kolokalisation) zweier unterschiedlicher Strukturen hin untersucht wer-
den kann. Die primaren Antikdrper mussen dafur allerdings aus unterschiedlichen
Spezies stammen (z.B. Maus und Kaninchen).

In den hier prasentierten Ergebnissen wurde Prostatagewebe auf die Kolokalisa-
tion von PAK1 mit glatter Muskulatur, Nervenzellen und Epithelzellen hin unter-
sucht. Zur Darstellung der glatten Muskulatur wurde Calponin 1, 2, 3 (Maus) ge-
farbt, ein spezifischer Marker fur glatte Muskelzellen. Mit Hilfe eines pan-
Cytokeratin-Antikorpers (C11, Maus) konnten die Gewebeproben auf das Vor-
kommen von PAK1 in Epithelzellen (Drusen) hin untersucht werden. Als spezifi-
scher Marker fur catecholaminerge Nervenzellen wurde Thyrosinhydroxylase
(Maus) verwendet. Als sekundare Antikorper wurden die Cyanin-konjugierten An-
tikdrper Cy3 und Cy5 verwendet, von denen Cy5 rot und Cy3 grun fluoresziert.
Zusatzlich wurden die Gewebeschnitte noch mit dem Fluoreszenzfarbstoff
4’ ,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) gegengefarbt. Dieser ist ein spezifischer Mar-
ker fur Zellkerne und erlaubt so eine genauere Abgrenzung der Zellen voneinan-

der.

4.3.2 Anfertigung der Gewebeschnitte

Die bei -80 °C aufbewahrten Gewebeproben werden mit einem Leica CM3050
Kryotom (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) in 6-8 ym
dinne Proben geschnitten und als solche auf einen Objekttrager (Superfrost®
Plus, Thermo Scientific) aufgebracht. Die Schneidevorrichtung des Gefriermikro-
toms befindet sich in einer auf -23 °C gekuhlten Kammer. Das Einbettmedium
(Tissue-Tek®) befindet sich bei dieser Temperatur in festem Zustand. Damit kann
eine ausreichende Festigkeit und gute Schneidefahigkeit des Gewebeblocks zur
Anfertigung der histologischen Schnitte gewahrleistet werden. Die histologischen
Schnitte werden nun mit Hilfe eines Mikrotommessers angefertigt und auf 20 °C
warme Objekttrager (Raumtemperatur) aufgebracht. Bei dieser Temperatur

kommt es zu einer sofortigen Verflissigung des Einbettmediums und einem Fixie-
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ren der Gewebeprobe auf dem Objekttrager. Das aus Harzen und Glykolen be-
stehende Einbettmedium kann auf dem Objekttrager verbleiben, da es keinerlei
Einfluss auf den weiteren Farbeprozess hat. Auf einem Objekttrager kdnnen drei
bis vier Schnitte aufgebracht werden. Diese konnen nun bis zur Immunfluores-

zenzfarbung in geeigneten Objekttragerkasten bei -80 °C aufbewahrt werden.

4.3.3 Fixierung und Blockierung

Die so aufbewahrten Schnitte werden kurz vor der Inkubation mit den Antikdrpern
in Methanol fixiert, gereinigt und mit einer Rinderserumalbumin-Losung geblockt.
Die Objekttrager mit den Gewebeschnitten werden dazu in einer auf -20 °C vor-
gekuhlten, Methanol haltigen Kivette zur Fixierung fur 5 Minuten bei -20 °C in
den Gefrierschrank gestellt. Im Anschluss missen die Proben zweimal fur jeweils

funf Minuten mit PBS (phosphate-buffered saline) gewaschen werden.

Diese Losung besitzt einen pH-Wert von 7,4 und wird zur Reinigung von Gewe-
ben genutzt. Wahrenddessen wird eine 1 %-ige BSA-L6sung fur die Blockierung
aus 100 mg BSA und 10 ml PBS angesetzt. Der nachste Schritt erfolgt in einer
feuchten Kammer, um ein Austrocknen des Gewebes zu verhindern. Die einzel-
nen Schnitte werden aus der Kuvette enthommen und nach Abtropfen der restli-
chen PBS-Losung jeweils mit 200 uL der BSA-Blocklosung fur 40 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Das BSA bindet an unspezifische Bindungsstellen im
Gewebe, was weiterfuhrend eine unspezifische Bindung der Primar- und Sekun-

darantikorper und damit ein falsch positives Ergebnis verhindern soll.

Jede Versuchsreihe wurde mit Geweben von funf bis sechs Patienten durchge-
fuhrt, wobei von jeder Prostata mehrere Schnitte untersucht werden. Des Weite-
ren wurden Kontrollen durchgefuhrt, bei denen BSA-Losung anstelle des Pri-
marantikorpers appliziert wurde. Dies dient der Unterscheidung von spezifischer
und unspezifischer Bindung des Sekundarantikorpers. So war ein Ausbleiben
jeglicher Farbung in der Kontrolle zu erwarten. Daraus lasst sich schlielen, dass
die beobachtete Farbung allein auf die Bindung des sekundaren an den primaren

Antikorper zurtickzufuhren ist.
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4.3.4 Inkubation mit Primar- und Sekundarantikorper

Das Ansetzen der primaren Antikorper erfolgt stets separat in 1 %-iger BSA /
PBS-L6sung. Nach der Blockierung mit BSA wird die Blocklosung abgekippt und
jeweils 200 uL der zuvor angesetzten Antikorper-BSA-Losungen, bzw. 200 pL der
1 %-igen BSA-L6sung fur die Kontrollen, auf die Objekttrager pipettiert und diese
bei 5 °C Uber Nacht in einer feuchten Kammer gelagert. AnschlieRend wird die
auf den Objekttragern aufliegende Flussigkeit abgekippt und drei Mal fur jeweils 5
Minuten mit PBS gewaschen. Die Kontrollen wurden in separaten Kuvetten, ge-
waschen, um eine eventuelle Verunreinigung mit dem PrimarantikOrper zu ver-

hindern.

Die Fluorochrom konjugierten Sekundarantikorper werden separat in einer 1:500
verdunnten BSA-Blocklosung angesetzt. Zunachst werden 200 uyL der beiden
fluoreszenzmarkierten Sekundarantikdrper auf die zuvor gewaschenen Gewebe-
schnitte gegeben und diese dann wieder fur 45 Minuten zur Inkubation bei Raum-
temperatur in eine feuchte Kammer gelegt. Diese findet allerdings in einer dunk-
len Kammer statt, um ein Ausbleichen des Farbstoffs zu verhindern. Der zweite
Sekundarantikorper wird wie der erste in einer 1:500 verdunnten BSA-
Blocklosung angesetzt. Der Losung wird allerdings noch der DNA spezifische
Fluoreszenzfarbstoff DAPI in einer Verdinnung von 1:1000 hinzugefugt. Die be-
reits mit dem ersten sekundaren Antikorper inkubierten Objekttrager werden nun
abgetropft, drei Mal gewaschen und jeweils mit 200 yL der Antikdrper-BSA-
Losung des zweiten Sekundarantikorpers versehen. Diese werden dann noch
einmal fur 45 Minuten bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer im Dunkeln

inkubiert.

Nach erfolgter Inkubation mit den beiden Sekundarantikorpern werden die Ob-
jekttrager erneut drei Mal fur jeweils 5 Minuten mit PBS gewaschen. Anschlie-
Rend werden die Gewebeschnitte in 1-2 Tropfen Citifluor (Glycerol / PBS Solution
Agar Scientific Elektron Technology UK Ltd, Stansted, UK) eingebettet und mit
einem klaren Deckglas versehen (Menzel, Braunschweig, Deutschland). Die nun
fertigen immunfluoreszenz-doppel-gefarbten Gewebeschnitte werden bis zu ihrer
weiteren Verwendung in Mikroskopiermappen bei 5 °C gelagert.
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Antikorper Spezies Typ Firma ID/#
TH (A-6) mouse monoclonal Santa Cruz sc-374048
Biotechnology
Calponin 1/2/3 mouse monoclonal Santa Cruz sc-136987
(G-10) Biotechnology
pan-Cytokeratin mouse monoclonal Santa Cruz sc-8018
(C11) Biotechnology
PAK1 rabbit polyclonal Cell Signaling 2602S
Technology
Tab. 7: Ubersicht der verwendeten Primarantikorper.
Konjugiertes Reaktivitat Spezies Firma ID/#
Fluorochrom
Cy3 anti-mouse goat Millipore, Billerica, | AP124C
MA, USA
Cy5 anti-rabbit goat Abcam, ab6564
Cambridge, UK

Tab. 8: Ubersicht der verwendeten Sekundarantikorper.

Zum Anfarben der Zellkerne (DNA) wurde DAPI (4°,6-Diamidin-2-phenylindol) der

Firma Invitrogen, Camarillo, CA, USA verwendet.

4.3.5 Farbeprotokoll

e Anfertigung von Kryoschnitten der Prostatagewebe und Lagerung dieser

bei -80 °C

e Fixierung mit Methanol fur 5 Minuten bei -20 °C (in vorgekuhlten Kuvetten)

e Zweimaliges Waschen

e Blocken mit 1 %-iger BSA-Losung; Pipettieren von 200 pyL Blocklosung,

anschlieend Inkubation fur 45 Minuten in feuchter Kammer (bei Raum-

temperatur)

e Separates Ansetzen der Primarantikorper-BSA-L6sung
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e Blocklosung abkippen, Inkubation der Primarantikorperlosung bzw. der
Kontrollen mit 1 %-iger BSA-Losung (200 pL pro Objekttrager) in der
feuchten Kammer bei 5 °C Uber Nacht

e Primarantikorperlosung bzw. PBS-Losung abkippen; dreimaliges Waschen
fur jeweils 5 Minuten mit PBS

e Losung fur ersten SekundarantikOrper ansetzen mit BSA-Blocklosung
(1:500 verdunnt)

e Je 200 pL der ersten Sekundarantikorperlosung auf alle Objekttrager;
45-minutige Inkubation in dunkler Feuchtkammer (Raumtemperatur)

e Abkippen der ersten Sekundarantikorperlosung, drei Mal je 5 Minuten wa-
schen und Ansetzen der zweiten mit BSA-LOosung (1:500) und DAPI
(1:1000)

e Je 200 pL der zweiten Sekundarantikorperlosung auf alle Objekttrager; er-
neute 45-minutige Inkubation in dunkler Feuchtkammer (Raumtemperatur)

e Abkippen der zweiten Sekundarantikorperlosung (mit DAPI) und dreimali-
ges Waschen fur je 5 Minuten mit PBS

e Coverslipping mit 1-2 Tropfen Citifluor Eindeckmedium

o Fertige Gewebeschnitte bei 5 °C in Mikroskopiermappe aufbewahrt

4.3.6 Verwendete Losungen und Puffer

Masse Substanz
8,0g NaCl
0,2g KCI
1,42 g NazHPO4
0,27 g KH2PO4

Tab. 9: Zusammensetzung der PBS-LAsung pro Liter, pH-Wert 7,4.

Masse Substanz
100 mg Bovines Serumalbumin (BSA)
10 mi Phosphate-buffered saline (PBS)

Tab. 10: Zusammensetzung der BSA-Blocklosung (1 %-ige BSA-LOsung).
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4.3.7 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie

Die fluoreszenzgefarbten Gewebeschnitte konnen an einem konfokalen Laser-
mikroskop (Leica confocal Microscope TCS SP2, Leica Microsystems GmbH,
Heidelberg, Deutschland) untersucht werden. Dieses wurde freundlicherweise
vom benachbarten Helmholtz-Institut zur Verfligung gestellt. Mit diesem Verfah-
ren werden Strukturen dargestellt, die Licht einer bestimmten Wellenlange emit-
tieren. Die konfokale Lasermikroskopie erlaubt das Erfassen von Licht aus einer
Fokalebene und filtert jegliche nicht aus dieser Ebene stammende Photonen. So
konnten die hochauflosenden Abbildungen erzeugt werden, die dieser Arbeit zu

Grunde liegen.

4.3.8 Leica confocal Mikroscope

Mit dem konfokalen Punktscanner des Mikroskops wird das Gewebe Punkt fur
Punkt abgetastet. Ein Laserstrahl wird dabei auf einen einzelnen Punkt (Fokal-
punkt) gerichtet und ein Emissionslicht (Reflexionslicht) erzeugt. Dieses wird auf
einen zweiten Punkt (Konfokalpunkt) gerichtet. Durch eine Offnung (Pinhole) am
Konfokalpunkt wird nur das vom Fokalpunkt ausgesendete Licht am Detektor re-
gistriert. Dieses wird am lichtempfindlichen Detektor aufgezeichnet und als digita-
les Signal an den Computer weitergeleitet. Mit Hilfe einer speziellen Software
(Leica Confocal Software) werden diese Daten weiterverarbeitet. Zusatzlich kon-

nen uber diese Software folgende Parameter eingestellt werden:

e ZPos

Mit dieser Einstellung kann das Objekt solange in der Z-Ebene verschoben wer-
den bis sich eine geeignete Fokusebene einstellt.

e Filter

Die verwendeten Filter kdnnen je nach Fluorochrom gewahlt und in gewunschter

Intensitat eingestellt werden. Folgende Filter wurden verwendet:
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Fluorochrom Laser (Wellenlange)
Cy3 Ar-Laser (568 nm)
Cy5 HeNe-Laser (633 nm)
DAPI UV-Laser (405 nm)

Tab. 11: in der Fluoreszenzmikroskopie verwendete Filter.

e Accumulation (Average)

Mit dem Parameter Average kann die Anzahl der Rasterdurchgange gewanhlt
werden. Je hoher der Wert, desto mehr Rasterdurchgdnge werden gefahren und

so steigt die Bildauflosung.

o Kontrast (Offset) und Helligkeit (PMT)

Ihre Einstellung dient der Minimierung unerwunschten Hintergrundrauschens.

Das Leica confocal Mikroscope TCS SP2 besitzt vier Olimmersionsobjektive (10x,
20x, 40x, 63x) und verfugt Uber einen Argonkryptonlaser, Diodenlaser und zwei
Helium-Neon-Laser.

4.3.9 Mikroskopiervorgang

Zu Beginn wird ein Tropfen Immersionsdl auf die fluoreszenzgefarbten Gewebe-
schnitte gegeben und diese unter das konfokale Fluoreszenzmikroskop gelegt.
Anschlieliend werden die Gewebeschnitte mit einem UV-Laser durchleuchtet und
durch das Okular betrachtet. DAPI wird durch die UV-Strahlung angeregt und
macht die Zellkerne (blau) sichtbar. Um sich eine Ubersicht des Praparats zu ver-
schaffen wird zunachst mit der 40-fachen Vergrolerung mikroskopiert. Anschlie-
Rend wird nach ldentifikation einer geeigneten Stelle auf das Objektiv mit der 63-
fachen VergrolRerung gewechselt und mit Hilfe der Leica confocal Software ein
Bild auf dem Computer sichtbar gemacht. Dieses Vorgehen wird fur jeden Fluo-
reszenzfarbstoff einzeln wiederholt. Die so entstandenen Aufnahmen werden in

separaten Bildern gespeichert und anschlieRend Ubereinandergelegt. Nachtrag-
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lich konnen die Bilder mit LCS Lite (Version 2.61, Leica Microsystems GmbH,
Heidelberg, Deutschland) oder LSM Image Browser (Version 3,5,0,359, Carl
Zeiss GmbH, Jena, Deutschland) aufgearbeitet werden. Hier konnen Helligkeit,
Kontrast und GrofRe und damit die Prasentationstauglichkeit der Bilder angepasst
werden.

4.3.10 Fluoreszenzfarbstoffe

In der hier vorliegenden Arbeit wurden der DNA-spezifische Fluoreszenzfarbstoff
DAPI (4°,6-Diamidin-2-phenylindol) und mit den Fluorochromen Cy3 und Cy5
konjugierte Antikdrper verwendet. Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tber

die Fluoreszenzeigenschaften der einzelnen Substanzen.

Fluorochrom | Farbe des An- | Anregungs- Farbe des Emissions-
regungslichts maximum Emissionslichts maximum
(nm) (nm)
Cy3 Grln 552 Rot 570
Cy5 Orange 649 Infrarot 670
DAPI Ultraviolett 359 Blau 461

Tab. 12: Ubersicht der Fluoreszenzeigenschaften der verwendeten Fluoro-
chrome.

Bei einer Uberlagerung (merge) der Fluorochrome prasentiert sich die Struktur in
gelblicher Farbe.
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5 Ergebnisse

5.1 Organbad
5.1.1 Effekte von FRAX 486

Der p21-aktivierte Kinase Inhibitor FRAX 486 ist eine erst vor Kurzem auf dem
Markt erschienene Verbindung, welche die PAKs der Gruppe 1 und PAK4
hemmt. In der hier vorliegenden Arbeit wurden die Effekte von FRAX 486 auf die
glattmuskulare Kontraktion in der humanen Prostata untersucht. Im Folgenden

werden die Ergebnisse dieser Untersuchungen vorgestellt.
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5.1.1.1 Noradrenalin induzierte Kontraktion

Im Organbad wurden mit Noradrenalin (0,1-100 uM) konzentrationsabhangige
Kontraktionen von humanem Prostatagewebe ausgelost (Abb. 6 und 11). Diese
Kontraktion wurde nach der randomisierten Zugabe des Inhibitors (FRAX 486)
bzw. der Kontrolle (DMSO) in Abhangigkeit von der maximalen KCl-induzierten
Kontraktion gemessen. Es wurde untersucht, ob es in dieser Versuchskonstellati-
on zu einer der Kontrollgruppe gegenuber signifikanten Hemmung der Noradre-
nalin induzierten Kontraktion durch FRAX 486 kommt. Fur eine Versuchsreihe mit
Prostaten von n = 7 Patienten flhrte die Zugabe von FRAX 486 zu keiner signifi-
kanten Hemmung (Abb. 6).
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Abb. 6: Effekt von FRAX 486 auf die Noradrenalin induzierte Kontraktion. Gezeigt
sind die Mittelwerte * Standardabweichung (SEM) von Versuchsreihen mit
Prostaten mit n = 7 Patienten, wobei Gewebe aus einer Prostata jeweils der Kon-
troll- und Inhibitorgruppe zugefuhrt wurde.
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5.1.1.2 Phenylephrin induzierte Kontraktion

Im Organbad wurden mit dem selektiven as-Adrenozeptoragonisten Phenylephrin
(0,1-100 pM) konzentrationsabhangige Kontraktionen von humanem Prostatage-
webe ausgeldst (Abb. 7 und 12). Diese Kontraktion wurde nach der randomisier-
ten Zugabe des Inhibitors (FRAX 486) bzw. der Kontrolle (DMSO) in Abhangigkeit
von der maximalen KCl-induzierten Kontraktion gemessen. Es wurde untersucht,
ob es in dieser Versuchskonstellation zu einer der Kontrollgruppe gegenuber sig-
nifikanten Hemmung der Phenylephrin induzierten Kontraktion durch FRAX 486
kommt. Fiur eine Versuchsreihe mit n = 6 Patienten fuhrte die Zugabe von FRAX

486 zu keiner signifikanten Hemmung (Abb. 7).
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Abb. 7: Effekt von FRAX 486 auf die Phenylephrin induzierte Kontraktion. Ge-
zeigt sind die Mittelwerte £ SEM von Versuchsreihen mit Prostaten mit n = 6
Patienten, wobei Gewebe aus einer Prostata jeweils der Kontroll- und Inhibitor-

gruppe zugefuhrt wurde.
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5.1.1.3 Endothelin-1 induzierte Kontraktion

Im Organbad wurden mit Endothelin-1 (0,1-3 pM) konzentrationsabhangige Kon-
traktionen von humanem Prostatagewebe ausgelost (Abb. 8). Diese Kontraktion
wurde nach der randomisierten Zugabe des Inhibitors (FRAX 486) bzw. der Kon-
trolle (DMSO) in Abhangigkeit von der maximalen KCI-induzierten Kontraktion
gemessen. Es wurde untersucht, ob es in dieser Versuchskonstellation zu einer
der Kontrollgruppe gegenuber signifikanten Hemmung der Endothelin-1 induzier-
ten Kontraktion durch FRAX 486 kommt. Fur eine Versuchsreihe mit n = 7 Patien-
ten fuhrte die Zugabe von FRAX 486 zu einer signifikanten Hemmung bei allen
Endothelin-1 Konzentrationen (Abb. 8).
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Abb. 8: Effekt von FRAX 486 auf die Endothelin-1 induzierte Kontraktion. Gezeigt
sind die Mittelwerte + SEM von Versuchsreihen mit Prostaten mit n = 7 Patienten,
wobei Gewebe aus einer Prostata jeweils der Kontroll- und Inhibitorgruppe zuge-
fuhrt wurde. *p<0,02, **p<0,01 fur DMSO gegenuber FRAX 486.
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5.1.1.4 Endothelin-2 induzierte Kontraktion

Im Organbad wurden mit Endothelin-2 (0,1-3 pM) konzentrationsabhangige Kon-
traktionen von humanem Prostatagewebe ausgeldst (Abb. 9 und 14). Diese Kon-
traktion wurde nach der randomisierten Zugabe des Inhibitors (FRAX 486) bzw.
der Kontrolle (DMSO) in Abhangigkeit von der maximalen KCl-induzierten Kon-
traktion gemessen. Es wurde untersucht, ob es in dieser Versuchskonstellation
zu einer der Kontrollgruppe gegenuber signifikanten Hemmung der Endothelin-2
induzierten Kontraktion durch FRAX 486 kommt. Fur eine Versuchsreihe mit
n = 5 Patienten fuhrte die Zugabe von FRAX 486 zu einer signifikanten Hem-
mung der Endothelin-2 induzierten Kontraktion bei allen Endothelin-2 Konzentra-
tionen (Abb. 9).
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Abb. 9: Effekt von FRAX 486 auf die Endothelin-2 induzierte Kontraktion. Gezeigt
sind die Mittelwerte + SEM von Versuchsreihen mit Prostaten mit n = 5 Patienten,
wobei Gewebe aus einer Prostata jeweils der Kontroll- und Inhibitorgruppe zuge-
fuhrt wurde. *p<0,04, **p<0,02, ***p<0,01 fur DMSO gegenuber FRAX 486.
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5.1.1.5 EFS induzierte Kontraktion

Im Organbad wurden mit Hilfe der neurogenen Stimulation durch EFS (2-32 Hz)
frequenzabhangige Kontraktionen von humanem Prostatagewebe ausgelOst
(Abb. 10 und 13). Diese Kontraktion wurde nach der randomisierten Zugabe des
Inhibitors (FRAX 486) bzw. der Kontrolle (DMSO) in Abhangigkeit von der maxi-
malen KCl-induzierten Kontraktion gemessen. Es wurde untersucht, ob es in die-
ser Versuchskonstellation zu einer der Kontrollgruppe gegenuber signifikanten
Hemmung der EFS-induzierten Kontraktion durch FRAX 486 kommt. Fur eine
Versuchsreihe mit n = 9 Patienten fuhrte die Zugabe von FRAX 486 zu einer sig-
nifikanten Hemmung der EFS-induzierten Kontraktion bei allen Frequenzen (Abb.
10).
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Abb. 10: Effekt von FRAX 486 auf die EFS-induzierte Kontraktion. Gezeigt sind
die Mittelwerte £ SEM von Versuchsreihen mit Prostaten mit n = 9 Patienten, wo-
bei Gewebe aus einer Prostata jeweils der Kontroll- und Inhibitorgruppe zugefuhrt
wurde. *p<0,04, **p<0,03, ***p<0,02, ****p<0,01 fur DMSO gegenuber FRAX
486.
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5.1.2 Effekte von IPA 3

Der p21-aktivierte Kinase Inhibitor IPA 3 ist eine Verbindung, welche die PAK1
aus der Gruppe 1 der p21-aktivierten Kinasen selektiv hemmt. In der hier vorlie-
genden Arbeit wurden die Effekte von IPA 3 auf die glattmuskulare Kontraktion in
der humanen Prostata untersucht. Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser

Untersuchungen vorgestellt.
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5.1.2.1 Noradrenalin induzierte Kontraktion

Im Organbad wurden mit Noradrenalin (0,1-100 uM) konzentrationsabhangige
Kontraktionen von humanem Prostatagewebe ausgelost (Abb. 6 und 11). Diese
Kontraktion wurde nach der randomisierten Zugabe des Inhibitors (IPA 3) bzw.
der Kontrolle (DMSO) in Abhangigkeit von der maximalen KCl-induzierten Kon-
traktion gemessen. Es wurde untersucht, ob es in dieser Versuchskonstellation
zu einer der Kontrollgruppe gegenuber signifikanten Hemmung der Noradrenalin
induzierten Kontraktion durch IPA 3 kommt. Fur eine Versuchsreihe mit n = 7 Pa-
tienten fuhrte die Zugabe von IPA 3 zu keiner signifikanten Hemmung (Abb. 11).
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Abb. 11: Effekt von IPA 3 auf die Noradrenalin induzierte Kontraktion. Gezeigt
sind die Mittelwerte + SEM von Versuchsreihen mit Prostaten mit n = 7 Patienten,
wobei Gewebe aus einer Prostata jeweils der Kontroll- und Inhibitorgruppe zuge-

fuhrt wurde.
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5.1.2.2 Phenylephrin induzierte Kontraktion

Im Organbad wurden mit dem selektiven as-Adrenozeptoragonisten Phenylephrin
(0,1-100 pM) konzentrationsabhangige Kontraktionen von humanem Prostatage-
webe ausgeldst (Abb. 7 und 12). Diese Kontraktion wurde nach der randomisier-
ten Zugabe des Inhibitors (IPA 3) bzw. der Kontrolle (DMSO) in Abhangigkeit von
der maximalen KCl-induzierten Kontraktion gemessen. Es wurde untersucht, ob
es in dieser Versuchskonstellation zu einer der Kontrollgruppe gegenuber signifi-
kanten Hemmung der Phenylephrin induzierten Kontraktion durch IPA 3 kommt.
Fir eine Versuchsreihe mit n = 5 Patienten fuhrte die Zugabe von IPA 3 zu keiner

signifikanten Hemmung (Abb. 12).
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Abb. 12: Effekt von IPA 3 auf die Phenylephrin induzierte Kontraktion. Gezeigt
sind die Mittelwerte + SEM von Versuchsreihen mit Prostaten mit n = 5 Patienten,
wobei Gewebe aus einer Prostata jeweils der Kontroll- und Inhibitorgruppe zuge-

fuhrt wurde.
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5.1.2.3 EFS induzierte Kontraktion

Im Organbad wurden mit Hilfe der neurogenen Stimulation durch EFS (2-32 Hz)
frequenzabhangige Kontraktionen von humanem Prostatagewebe erreicht (Abb.
10 und 13). Diese Kontraktion wurde nach der randomisierten Zugabe des Inhi-
bitors (IPA 3) bzw. der Kontrolle (DMSO) in Abhangigkeit von der maximalen KCI-
induzierten Kontraktion gemessen. Es wurde untersucht, ob es in dieser Ver-
suchskonstellation zu einer der Kontrollgruppe gegenuber signifikanten Hem-
mung der EFS-induzierten Kontraktion durch IPA 3 kommt. Fur eine Versuchsrei-
he mit n = 7 Patienten fuhrte die Zugabe von IPA 3 zu einer signifikanten Hem-
mung der EFS-induzierten Kontraktion bei einer Frequenz 32 Hz (p<0,03)
(Abb. 13).
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Abb. 13: Effekt von IPA 3 auf die EFS-induzierte Kontraktion. Gezeigt sind die
Mittelwerte + SEM von Versuchsreihen mit Prostaten mit n = 7 Patienten, wobei

Gewebe aus einer Prostata jeweils der Kontroll- und Inhibitorgruppe zugefuhrt
wurde. *p<0,03, fur DMSO gegenuber IPA 3.
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5.1.3 Effekt von Tamsulosin auf Endothelin-2 induzierte Kontraktion

Tamsulosin ist der am haufigsten eingesetzte Wirkstoff in der Therapie des Be-
nignen Prostatasyndroms. Es handelt sich hierbei um einen Antagonisten prosta-
tischer as-Adrenozeptoren, mit hoher Selektivitat fur den asa-Subtyp.

Im Organbad wurden mit Endothelin-2 (0,1-3 pM) konzentrationsabhangige Kon-
traktionen von humanem Prostatagewebe ausgeldst (Abb. 9 und 14). Diese Kon-
traktion wurde nach der randomisierten Zugabe des Antagonisten (Tamsulosin)
bzw. der Kontrolle (DMSO) in Abhangigkeit von der maximalen KCl-induzierten
Kontraktion gemessen. Es wurde untersucht, ob es in dieser Versuchskonstellati-
on zu einer der Kontrollgruppe gegenuber signifikanten Hemmung der Endothe-
lin-2 induzierten Kontraktion durch Tamsulosin kommt. Fur eine Versuchsreihe
mit n = 5 Patienten fuhrte die Zugabe von Tamsulosin zu keiner signifikanten
Hemmung der Endothelin-2 induzierten Kontraktion bei allen Konzentrationen
(Abb. 14).

- -
(=] N
o

J

(o]
o o
L L

Kontraktion (% KCI)
(2]
o

40 -
20 -
0 I. T 1
0,01 0,1 1 10
[Endothelin-2] pM
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Abb. 14: Effekt von Tamsulosin auf die Endothelin-2 induzierte Kontraktion. Ge-
zeigt sind die Mittelwerte £+ SEM von Versuchsreihen mit Prostaten mit n = 5 Pati-

enten.
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5.2 Immunfluoreszenzfarbung

5.2.1 Doppelfarbung PAK / Tyrosinhydroxylase

Die Fluoreszenzfarbung humaner Prostataschnitte mit einem Antikdrper gegen
PAK (Kaninchen) und einem Cy5-konjugierten Sekundarantikorper ergab eine
Immunreaktivitat, angezeigt durch eine rote Farbung. Die Farbung derselben
Schnitte mit einem Antikdrper gegen catecholaminerge Nervenfasern (Tyrosin-
hydroxylase, Maus) und einem Cy3-konjugierten sekundaren Antikorper resultier-

te in einer grinen Fluoreszenzfarbung.

Nach anschlieRender Fusion der Bilder zeigten die Bereiche, die eine Kolokalisa-
tion von Nervenfasern und PAK aufweisen, eine gelbliche Einfarbung (Abb. 15
und 16). Dies weist auf ein Vorkommen von PAK in catecholaminergen Neuronen

der Prostata hin.
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Abb. 15: Doppelte Immunfluoreszenzfarbung von humanem Prostatagewebe fur
PAK (Cy5, rot) und Nervenfasern mit Tyrosinhydroxylase (Cy3, grin). Der DNA-
spezifische Farbstoff DAPI (4°,6-Diamidin-2-phenylindol) dient der Darstellung der
Zellkerne und verschafft dem Betrachter eine bessere Ubersicht der dargestellten
Strukturen. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment einer Serie mit Geweben

von n = 5 Patienten, mit ahnlichen Ergebnissen.



Abb. 16: VergroRerung der uberlagerten Bilder (merge) aus Abb. 15. Die Berei-

che mit gelblicher Farbung deuten auf die Kolokalisation von PAK und Nervenfa-
sern hin. Die Pfeile dienen der Verdeutlichung von Stellen mit gelblicher Farbung.
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5.2.2 Doppelfarbung PAK / Calponin

Die Immunfluoreszenzfarbung humaner Prostataschnitte mit einem Antikorper
gegen PAK (Kaninchen) und einem Cy5-konjugierten Sekundarantikorper ergab
eine Immunreaktivitat, angezeigt durch eine rote Farbung. Die Farbung derselben
Schnitte mit einem Antikorper gegen glatte Muskelzellen (Calponin, Maus) und
einem Cy3-konjugierten sekundaren Antikorper resultierte in einer grinen Fluo-

reszenzfarbung.

Nach anschlieRender Fusion der Bilder zeigten die Bereiche, die eine Kolokalisa-
tion von glatten Muskelzellen und PAK aufweisen eine gelbliche Einfarbung (Abb.
17 und 18). Dies weist auf ein Vorkommen von PAK in glatten Muskelzellen der

humanen Prostata hin.
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Calponin

Abb. 17: Doppelte Immunfluoreszenzfarbung von humanem Prostatagewebe fur
PAK (Cy5, rot) und glatten Muskelzellen mit Calponin (Cy3, grtun). Der DNA-
spezifische Farbstoff DAPI (4°,6-Diamidin-2-phenylindol) dient der Darstellung der
Zellkerne und verschafft dem Betrachter eine bessere Ubersicht der dargestellten
Strukturen. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment einer Serie mit Geweben

von n = 5 Patienten, mit ahnlichen Ergebnissen.
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Abb. 18: VergroRRerung der Uberlagerten Bilder (merge) aus Abb. 17. Die Berei-
che mit gelblicher Farbung deuten auf die Kolokalisation von PAK und glatten

Muskelzellen hin. Die Pfeile dienen der Verdeutlichung von Stellen mit gelblicher
Farbung.
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5.2.3 Doppelfarbung PAK / pan-Cytokeratin

Die Immunfluoreszenzfarbung humaner Prostataschnitte mit einem Antikorper
gegen PAK (Kaninchen) und einem Cy5-konjugierten Sekundarantikorper resul-
tierte in einer Immunreaktivitat, angezeigt durch eine rote Farbung. Die Farbung
derselben Schnitte mit einem Antikorper gegen Epithelzellen (pan-Cytokeratin
C11, Maus) und einem Cy3-konjugierten sekundaren Antikorper resultierte in ei-

ner grunen Fluoreszenzfarbung.

Nach anschlieRender Fusion der Bilder zeigten die Bereiche, die eine Kolokalisa-
tion von Epithelzellen und PAK aufweisen eine gelbliche Einfarbung (Abb. 19 und
20). Dies weist auf ein Vorkommen von PAK in Zellen des Drusenepithels der

humanen Prostata hin.
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Abb. 19: Doppelte Immunfluoreszenzfarbung von humanem Prostatagewebe fur
PAK (Cy5, rot) und Epithelzellen mit Cytokeratin (Cy3, grun). Der DNA-
spezifische Farbstoff DAPI (4°,6-Diamidin-2-phenylindol) dient der Darstellung der
Zellkerne und verschafft dem Betrachter eine bessere Ubersicht der dargestellten
Strukturen. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment einer Serie mit Geweben

von n = 5 Patienten, mit ahnlichen Ergebnissen.
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Abb. 20: VergroRerung der uberlagerten Bilder (merge) aus Abb. 19. Die Berei-
che mit gelblicher Farbung deuten auf die Kolokalisation von PAK und Epithelzel-
len hin. Die Pfeile dienen exemplarisch der Verdeutlichung von Stellen mit gelbli-
cher Farbung.
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6 Diskussion

Die Symptome des unteren Harntrakts (LUTS) umfassen Blasenauslass- und
Entleerungsstorungen (obstruktive Symptomatik) und Blasenspeicherstorungen
(irritative Symptomatik) [65, 154]. Jahrzehntelang lag der Fokus bei Auslasssto-
rungen des Mannes auf der Benignen Prostatahyperplasie [57, 154]. Mit Einfuh-
rung des Begriffs LUTS wird man der mittlerweile allgemein anerkannten Tatsa-
che gerecht, dass die meisten mannlichen Patienten an einer Kombination aus
obstruktiver und irritativer Symptomatik leiden [154, 155]. Obgleich die Uberaktive
Blase (OAB) einen sicherlich nicht zu vernachlassigenden Anteil an den Be-
schwerden bei LUTS hat, schmalert dies jedoch nicht die Bedeutung der BOO
und obstruktiver Symptome fur die Behandlung von LUTS [57, 154]. Ursache der
Blasenauslass- und Entleerungsstorungen ist haufig eine BPO, die meist im Zu-
sammenhang mit einer BPE steht [21, 43-46]. Die Symptome aulern sich in ei-
nem prolongierten Miktionsbeginn, postmiktionellem Traufeln, Restharnbildung
und Harnstrahlunterbrechung wahrend der Miktion [21, 42]. Irritative Symptome,
denen meist eine Uberaktive Blase (OAB) zugrunde liegt, aul3ern sich Uberwie-
gend durch imperativen Harndrang, mit oder ohne Dranginkontinenz, verbunden

mit Pollakis- und/oder Nykturie sowie Harninkontinenz [42, 49].

Die Ursache der BPO umfasst zwei Komponenten. Die statische Komponente
bezeichnet dabei die mechanische Verengung der prostatischen Harnrohre durch
eine BPE, wahrend der erhohte as-adrenerge Tonus der glatten Prostatamuskula-
tur als dynamische Komponente bezeichnet wird [42, 45-49]. Beide Komponenten
wirken synergistisch und konnen bei Betroffenen Uber die urethrale Obstruktion
zu einer Entleerungsstorung fuhren. Diese Symptome konnen in ihrer Intensitat
unterschiedlich ausgepragt sein, fuhren jedoch, abhangig vom Leidensdruck der
Betroffenen, zu erheblichen Einschrankungen der Lebensqualitat bis hin zu sozia-
lem Ruckzug und Depression [21, 42, 53].

Im Jahr 2008 waren geschatzt 847 Millionen Menschen weltweit von Blasenaus-
lass- und Entleerungsstorungen sekundar zu einer BPH betroffen [156]. 25-50 %
der Manner mit der histologischen Diagnose einer BPH wiesen LUTS auf, wah-
rend eine symptomatische BOO in 48-53 % der mannlichen Patienten mit LUTS
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fur die Beschwerden verantwortlich gemacht werden konnte [157, 158]. Es zeigt
sich auch, dass mit zunehmendem Alter die Pravalenz fir benigne Erkrankungen
des unteren Harntrakts und der Prostata dramatisch ansteigt und fur eine enorme
Einschrankung der Lebensqualitat bei Millionen von Menschen verantwortlich
gemacht werden muss [59, 65, 154].

Dass p21-aktivierte Kinasen (PAK) eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie
von Prostataerkrankungen spielen, wird schon lange vermutet; diese Vermutun-
gen waren bislang nahezu ausschliellich dem malignen Kontext vorbehalten
[124, 133, 136, 159-162]. Aus diesem Grund lag es nahe, die Effekte von PAK-
Inhibitoren auch auf nicht-maligne Prostatazellen genauer zu untersuchen. Dies
war auch Gegenstand der hier vorliegenden Arbeit. So konnte gezeigt werden,
dass die PAK-Inhibitoren IPA 3 und FRAX 486 nicht nur die neurogene, sondern
auch die Endothelin vermittelte glattmuskulare Kontraktion der humanen Prostata
signifikant herabsetzen. Die hier prasentierten Ergebnisse konnten somit einen
sehr interessanten Ausgangspunkt fur neue Therapien bilden.

6.1 Gewebe

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Gewebe stammen allesamt von Pati-
enten, die sich einer tumorbedingten radikalen Prostatektomie unterziehen muss-
ten. Es ist anzunehmen, dass sich uber 80 % der malignen Prostatakarzinome in
der peripheren Zone befinden [6, 11]. Die Proben fur die Organbadversuche wer-
den dagegen aus der periurethralen Mantelzone entnommen und sind dadurch

mit groRer Wahrscheinlichkeit nicht maligne entartet.

Uber 80 % der Patienten mit einem Karzinom der Prostata zeigen auch eine be-
nigne Hyperplasie [163, 164]. Aufgrund dieser starken Korrelation muss davon
ausgegangen werden, dass fur die Versuche in der hier vorliegenden Arbeit
uberwiegend hyperplastisch verandertes Gewebe verwendet wurde. Diese An-
nahme konnte vor Kurzem auch im Labor des Promovenden durch PSA-
Detektion mit Hilfe von Western-Blot Analysen der Prostatagewebe aus der peri-
urethralen Zone bestatigt werden [97]. Hier zeigten sich deutliche Unterschiede

im PSA-Gehalt der einzelnen Proben, was auf die unterschiedlich ausgepragte
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BPH hinweist. Ein Anstieg des PSA-Werts kann dabei auch mit dem Grad der
Hyperplasie korrelieren und ist nicht mehr nur als Marker fur Prostatakarzinome
anzusehen [97, 165-168].

Vergleiche von physiologischem mit hyperplastischem Gewebe waren mit Si-
cherheit sehr interessant, sind aber bei einem Versuchsaufbau mit humanen Ge-
weben nicht realisierbar. Auch im Rahmen einer TUR-P gewonnene Gewebepro-
ben weisen meist eine BPH auf. Die durch eine BPH hervorgerufene Verengung
der prostatischen Harnrohre stellt dabei meist die Indikation zur chirurgischen
Intervention dar. Des Weiteren ist der Umfang des durch TUR-P gewonnenen
Gewebes sehr begrenzt und die Proben sind stark traumatisiert, was Organbad-
versuche kaum moglich macht [109].

Fur die hier prasentierten Versuche eignet sich bei einer radikalen Prostatektomie
gewonnenes hyperplastisch verandertes Prostatagewebe aulerordentlich gut, da
diese Hyperplasie dem Organzustand bei Therapie einer symptomatischen BPH

entspricht.

6.2 PAK-Inhibitoren und ihre Funktion in der humanen Prostata

Die p21-aktivierten Kinasen sind eine kleine Familie von Serin-Threonin Kinasen,
die in zwei Gruppen eingeteilt werden konnen und z.T. ubiquitar exprimiert wer-
den [124]. Diese Einteilung findet aufgrund von Struktur- und Sequenzhomolo-
gien in Gruppe | (PAK 1-3) und Gruppe Il (PAK 4-6) statt [124]. Ihnen werden
Funktionen bei der Entstehung maligner Tumore, der Organisation von Zytoske-
lett, Zellmorphogenese und Zelliberleben, sowie im neuronalen Kontext zuge-
sprochen [125-127]. Mit ihrer aminoterminalen Cdc42 / Rac Interaktions- und
Bindungsdomane (CRIB) gehoren sie zu den Effektoren der Rho-GTPasen Rac1
und Cdc42 [128-131]. Des Weiteren spielen sie eine Rolle bei der Regulation der
calciumunabhangigen glattmuskularen Kontraktion. Untersuchungen bestatigen,
dass PAK Uber die Phosphorylierung der leichten Ketten des Myosins und der
MYPT1 zu einer Kontraktion der glatten Muskulatur fuhrt [132]. Dies wurde vor
allem in Geweben aus dem Gastrointestinaltrakt gezeigt, jedoch bislang nicht fur

die Prostata.
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Das Vorkommen von PAK im Prostatagewebe ist aus onkologischen Zusammen-
hangen bekannt. Einige Studien beschaftigen sich mit dem Effekt von PAKSs, vor
allem PAK 1 und 6, auf die Tumorgenese in der Prostata [133-136]. In Experi-
menten konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit von PAKs, im Besonderen
PAK 1 oder PAK 6 in der Prostata zu einem veranderten Tumorwachstum fuhren
kann [136, 137]. Die einzelnen PAKs unterscheiden sich in ihrem Vorkommen.
Wahrend PAK 1, 2 und 4 ubiquitar vorkommen, PAK 1 dabei vor allem in glatter
Muskulatur, sind PAK 3, 5 und 6 vor allem in neuronalem Gewebe zu finden
[138]. In der hier vorliegenden Arbeit konnte eine deutliche Expression von PAK 1
im nicht-malignen Gewebe der humanen Prostata gezeigt werden. Untersuchun-
gen mit Tyrosinhydroxylase zeigten eine deutliche Kolokalisation von PAK 1 und
Nervengewebe in der Prostata (Abb. 17 und 18). In der immunhistochemischen
Farbung mit Calponin konnte auf3erdem eine Kolokalisation von PAK 1 mit glatten
Muskelzellen festgestellt werden (Abb. 19 und 20). Das Vorkommen von PAK 1 in
Prostataepithelzellen konnte in der Farbung mit Cytokeratin bestatigt werden
(Abb. 21 und 22). Vor allem durch ihre deutliche Expression in der humanen
Prostata und ihre Funktion bei der glattmuskularen Kontraktion, stellen PAKs ei-
nen interessanten Anhaltspunkt zur medikamentésen Therapie des Benignen
Prostatasyndroms dar. Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Effekt von PAK-
Inhibitoren auf die prostatische glattmuskulare Kontraktion untersucht werden.

6.2.1 PAK als intrazellularer Mediator der Prostatakontraktion

Das in mehreren Studien postulierte und in den immunhistochemischen Farbun-
gen der hier vorliegenden Arbeit bestatigte Vorkommen von PAK in der Prostata
fuhrte zu der Annahme, dass PAK ein wichtiger intrazellularer Mediator der as-
adrenergen glattmuskularen Kontraktion sein konnte [131, 132, 161]. In der
immunhistochemischen Doppelfarboung von PAK 1 und Calponin konnte eine
deutliche Kolokalisation von glatten Muskelzellen und PAK festgestellt werden (s.
Abb. 17 und 18).

Zur Uberpriifung dieser Annahme wurden Untersuchungen zur as-adrenergen
Kontraktion - vermittelt Gber Noradrenalin oder den as-Adrenozeptoragonist Phe-

nylephrin - durchgefuhrt. Die Versuchsreihen mit n = 25 Patienten zeigten keinen
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signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe mit DMSO weder fur IPA 3, noch fur
FRAX 486 (s. Abb. 6, 7, 11 und 12). Es konnte kein Effekt der PAK-Inhibitoren
auf die Noradrenalin oder Phenylephrin induzierte adrenerge Kontraktion in den
Organbadversuchen beobachtet werden.

Die Annahme, dass PAK ein bedeutender intrazellularer Mediator der as-
adrenergen glattmuskularen Prostatakontraktion sei, konnte somit nicht bestatigt

werden.

6.2.2 PAK als neurogener Mediator der Prostatakontraktion

Mehrere Studien untersuchten PAK im Zusammenhang mit Nervenzellen, wobei
PAK als Schlusselregulator fur diverse neuronale Prozesse auftrat [124, 169,
170]. Die Regulation des Zytoskeletts ist fur die einwandfreie Funktion der Infor-
mationsubertragung in Neuronen von grof3er Bedeutung [171]. In einer Studie
von Podkowa et al. konnte gezeigt werden, dass die Hemmung von PAK 1 zu
einer gestorten Dendritogenese fuhrt. Dabei kommt es zu einem Umbau des
Aktinzytoskeletts und so zu einer fehlerhaften Dendritenformation [170]. In einer
weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass der durch Transmissible spongio-
forme Enzephalopathie (TSE) bedingte Untergang von Neuronen direkt mit einer
Abnahme von PAK 1 und 3 korreliert [169].

Dies fuhrte zu der Annahme, PAK koénne auf neuronaler Ebene an der Prostata-
kontraktion beteiligt sein. Um dies zu Uberprufen wurden immunhistochemische
Farbungen mit Tyrosinhydroxylase und Versuche mit Elektrischer Feldstimulation
im Organbad durchgefuhrt.

Mit Hilfe immunhistochemischer Farbungen konnten Ruckschlisse auf die ge-
naue Lokalisation von PAK 1 im Prostatagewebe gewonnen werden. In der Far-
bung mit Tyrosinhydroxylase zeigte sich eine deutliche Kolokalisation von PAK 1
mit Nervenfasern (s. Abb. 15 und 16). Dies deutet stark auf ein Vorkommen von
PAK in catecholaminergen Neuronen der humanen Prostata hin. Bei der Neuro-
transmission durch solche Neuronen kommt es in der Prostata zu einer Aktivie-

rung postsynaptischer ai-Adrenozeptoren der glatten Muskelzellen, und so zur
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Kontraktion der glatten Muskulatur. Bei der Elektrischen Feldstimulation wird die-
se Neurotransmission stimuliert, wobei es durch die elektrischen Impulse zur
Freisetzung endogener Neurotransmitter in den Geweben kommt. Dabei fuhrt
Noradrenalin Uber Aktivierung von ai-Adrenozeptoren zu einer Kontraktion und
wird in der Prostata als Neurotransmitter der sympathischen Innervation freige-
setzt [57, 60, 91, 92].

Die Versuchsreihen, in denen der Effekt von IPA 3 und FRAX 486 auf die neuro-
gene, uber Elektrische Feldstimulation ausgeloste Kontraktion untersucht wurde,
zeigten signifikante Effekte. Als Referenzwert wurde die KCl-induzierte Kontrakti-
on genutzt. Nun konnte gezeigt werden, dass die EFS-vermittelte Kontraktion auf
einem Signifikanzniveau von p < 0,03 fur DMSO (Kontrolle) gegeniber dem Inhi-
bitor IPA 3 fur eine Stimulation mit 32 Hz signifikant hoher war (s. Abb. 13). Noch
deutlicher zeigte sich dieser Effekt fur den Inhibitor FRAX 486. Eine signifikante
Hemmung der EFS induzierten Kontraktion konnte hier bei 2 Hz (p < 0,04), 4 Hz
(p <0,03), 8Hz (p < 0,01), 16 Hz (p < 0,01) und 32 Hz (p < 0,02) fur FRAX 486
gegenuber der Kontrollgruppe mit DMSO festgestellt werden (s. Abb. 10). Beide
PAK Inhibitoren, FRAX 486 und IPA 3, hemmen also signifikant die neurogene

Kontraktion in der humanen Prostata.

Die PAK-Inhibitoren IPA 3 und FRAX 486 zeigen beide einen signifikanten inhibi-
torischen Effekt auf die EFS-induzierte Kontraktion der humanen Prostata, wah-
rend die Agonisten induzierte Kontraktion (Phenylephrin, Noradrenalin) davon
ganzlich unberuhrt bleibt. Im Zusammenhang mit der deutlichen Kolokalisation
von PAK 1 und Nervenzellen in der Prostata fuhrt dies zu der Annahme, dass
PAK ein prasynaptischer Regulator der sympathischen Neurotransmission in glat-

ten Muskelzellen der humanen Prostata sein konnte.
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Abb. 21: Modell zur Funktion der PAK-Inhibitoren IPA 3 und FRAX 486 bei der
Neurotransmission in der glatten Muskulatur. Durch die PAK-Inhibitoren wird die
Ausschuttung von Noradrenalin und somit die Aktivierung postsynaptischer as-

Adrenozeptoren verhindert und eine Kontraktion findet nicht statt.
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6.3 Die p21-aktivierte Kinase als Regulator des Endothelinrezeptors

Schon lange ist belegt, dass die verschiedenen Endothelinrezeptoren in der hu-
manen Prostata existieren und durch die Endothelinisopeptide ET-1, ET-2 und
ET-3 aktiviert werden [71-73, 144-147]. In Studien konnte zudem gezeigt werden,
dass allein die Endotheline und ihre Analoga als Ligand an die Endothelinrezep-
toren binden und diese aktivieren [71, 74]. Weiter konnte gezeigt werden, dass
Endotheline auch nicht am as-Adrenozeptor binden. In Studien wurde ET-1 als
kontraktionsinduzierender Agonist auf Prostatagewebe im Beisein der as-
Adrenozeptorblocker Tamsulosin und Terazosin gegeben und dabei keine signifi-
kante Herabsetzung der glattmuskularen Kontraktion gegenuber der Kontroll-
gruppe beobachtet [71, 74]. Diese Aussage kann auf Basis der hier vorgestellten
Ergebnisse nun auch fur Endothelin-2 und Tamsulosin getroffen werden. Es zeig-
te sich keine signifikante Herabsetzung der durch Endothelin-2 induzierten glatt-
muskularen Prostatakontraktion fur Tamsulosin im Vergleich zur Kontrollgruppe
(s. Abb. 14).

Levin, et al. vermuteten erstmals 1995, dass es sich bei dem Endothelin-
Rezeptor um einen G-Protein gekoppelten Rezeptor mit sieben Transmembran-
domanen handelt, dessen intrazellulare Signalkaskade vor allem Uber die Aktivie-
rung der Phospholipase C ablauft [148]. Diese fuhrt zur Hydrolyse von PIP2 und
zur Bildung der second messenger IP3 und DAG. Dabei kommt es durch IP3 zu
einer intrazellularen Freisetzung von Calcium aus dem Sarkoplasmatischen Reti-
kulum, was Uber die Offnung spannungsgesteuerter L-Typ Calciumkanéle zu ei-
nem kapazitativen Einstrom von Calcium in die Zelle fihrt [72, 148]. Uber die Ak-
tivierung der MLC-Kinase durch aktiviertes Calmodulin kommt es zur Phosphory-
lierung der leichten Myosinketten [72, 148-150]. DAG hingegen fuhrt zur Aktivie-
rung der Proteinkinase C. Diese bewirkt zum Einen eine direkte Phosphorylierung
der MYPT1 und zum Anderen zu eine Phosphorylierung und damit Aktivierung
des Regulatorproteins CPI-17 [71, 73, 148, 149]. Dadurch kommt es zu einer
Hemmung der MLC-Phosphatase und zu einer vermehrten Anhaufung von phos-
phorylierten Myosinleichtketten [71, 73, 148, 149].
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Uber beide Wege kommt es so zu einem Anstieg phosphorylierter Myosinleicht-
ketten, die eine Grundvoraussetzung fur die glattmuskulare Kontraktion darstel-

len.

Eine neuere Studie konnte zeigen, dass ein weiterer Weg der Endothelin vermit-
telten intrazellularen Signaltransduktion Uber die RhoA / Rho-Kinase besteht [73].
Durch Dissoziation der G-Proteine von ihrem Rezeptor kommt es parallel zur
PLC-Aktivierung auch zur Aktivierung von RhoA [73]. Dieses interagiert mit sei-
nen Effektoren in der Zellmembran, u.a. Rho-Kinase. Diese phosphoryliert die
MYPT1 an mehreren Threoninen und fuhrt so zu einer Herabsetzung ihrer Aktivi-
tat. Uber die Phosphorylierung des Regulatorproteins CPI-17 kommt es weiterhin
zu einer Hemmung der MLCP und so zur Kontraktion [57, 73, 92, 100]. Die hem-
menden Effekte der ROCK und PKC auf die MLC-Phosphatase fasst man unter
dem Begriff der Calcium-Sensitivierung zusammen, die eine wichtige Rolle in der
intrazellularen Signalkaskade der Endothelinrezeptoren zu spielen scheint [71,
73, 148, 149].

In der hier vorliegenden Arbeit konnte nun erstmals gezeigt werden, dass Inhibi-
toren der p21-aktivierten Kinase die Endothelin induzierte glattmuskulare Kon-
traktion der Prostata signifikant herabsetzen. Als Referenzwert wurde hierfur die
KCl-induzierte Kontraktion genutzt. Nun konnte gezeigt werden, dass die ET-1
vermittelte Kontraktion fur FRAX 486 gegenuber der Kontrolle mit DMSO bei 0,1
uM ET-1 (p < 0,02), 0,3 uM ET-1 (p < 0,01), 1,0 uyM ET-1 (p < 0,01) und 3,0 uyM
ET-1 (p < 0,02) signifikant niedriger war (s. Abb. 8). Ebenso deutlich zeigte sich
dieser Effekt fur den Inhibitor FRAX 486 mit ET-2. Eine signifikante Hemmung der
ET-2 induzierten Kontraktion konnte hier bei 0,1 uM ET-2 (p <0,01), 0,3 uM ET-2
(p <0,01),1,0 uM ET-2 (p < 0,02) und 3,0 uM (p < 0,04) fur FRAX 486 gegen-
uber der Kontrollgruppe mit DMSO festgestellt werden (s. Abb. 9).

Korrespondierend zu den Ergebnissen von Ukai, et al. 2008, die den Effekt von
Tamsulosin auf die Endothelin-1 induzierte Kontraktion in der humanen Prostata
untersucht haben, konnte in der hier vorliegenden Arbeit kein Effekt von Tamsu-
losin auf die Endothelin-2 induzierte Prostatakontraktion gegenuber der Kontroll-
gruppe nachgewiesen werden (s. Abb. 14) [74]. Dies zeigt, dass eine glattmusku-
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lare Kontraktion der Prostata durch Endotheline auch bei Hemmung der as-
Adrenozeptoren maoglich ist. Ebenfalls konnten Langenstroer, et al. schon 1993
zeigen, dass weder eine Prainkubation der Prostatagewebe mit Indomethacin,
Nifedipin, noch Terazosin eine signifikante Herabsetzung der ET-1 induzierten
Kontraktion in der Prostata bewirken konnte [71]. Die intrazellulare Signalkaskade
der Endothelin-induzierten Kontraktion verlauft nach bisherigem Wissen uber die-
selben intrazellularen Mechanismen wie die der as-Adrenozeptoren. Allerdings
konnen weder Endotheline an as-Rezeptoren, noch konnen as-Rezeptor-
Agonisten an Endothelinrezeptoren binden [71]. Die Endotheline binden somit an
eigenstandige Rezeptoren.

In der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die PAK-Inhibitoren
IPA3 und FRAX 486 keinen Einfluss auf die durch as-Agonisten induzierte as-
adrenerge Kontraktion nehmen konnen (s. Abb. 6, 7, 11 und 12). Sehr wohl aber
hemmen sie die Endothelin induzierte Kontraktion (s. Abb. 8 und 9), ebenso wie
die neurogene Kontraktion (s. Abb. 10 und 13). Wahrend die neurogene Kontrak-
tion durch as-Adrenozeptoren vermittelt wird und durch as-Blocker gehemmt wer-
den kann, kann die Endothelin induzierte Kontraktion auch bei Blockade der as-
Adrenozeptoren erfolgen. Es wurde vermutet, dass solche Beitrage nicht-
adrenerger Mediatoren wie Endothelin zum Prostata-Tonus die limitierten Effekte
von as-Blockern erklaren [57]. In Anbetracht der Aktivitat solcher nicht-
adrenerger, ai-Blocker-resistenter Mediatoren scheint es nicht verwunderlich,
dass durch as-Blocker lediglich eine partielle Verbesserung obstruktiver Sympto-
me herbeigefuhrt werden kann.

Im Gegensatz zu as-Blockern hemmt FRAX 486 also die neurogene Kontraktion
und die Endothelin vermittelte Kontraktion der humanen Prostata. Dies legt die
Vermutung nahe, dass PAK Inhibitoren bei einer in vivo Verabreichung urodyna-
mische Effekte erzielen konnten, im Sinne einer Verbesserung von IPSS und
Harnstrahl, welche die von as-Blockern sogar ubersteigen konnten. Ob dem tat-
sachlich so ist, mussen einschlagige praklinische Untersuchungen in Tiermodel-
len, bzw. klinische Studien zeigen. Solche Studien in Tiermodellen sind allerdings
nur bedingt aussagekraftig. Auf Grund der abweichenden Anatomie erfolgt die
urodynamische Regulation in den weitverbreiteten Nagetiermodellen ganz uber-
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wiegend Uber die Blase, wahrend die Prostata hier kaum eine Rolle fur die Mikti-
on spielt. Geeigneter, und aus ethischen Grinden weitaus aufwandiger sind da-
gegen praklinische Studien in Hunden und Primaten. Bei klinischen Studien ist zu
bedenken, dass bei Inhibitoren gegen Kinasen mit breitem Funktions- und Ex-
pressionsspektrum ahnlich wie bei der Therapie mit Zytostatika mit massiven Ne-
benwirkungen zu rechnen sein muss. Dennoch schmalert dies keinesfalls den

grundlagenwissenschaftlichen Erkenntnisgewinn der hier erzielten Daten.

Eine Studie zur Expression von Endothelinrezeptoren kommt zu dem Ergebnis,
dass der ET(A)-Rezeptor sowohl im Prostatastroma als auch im Prostataepithel
exprimiert wird, der ET(B)-Rezeptor dagegen hauptsachlich im Stroma [70]. Die
der hier prasentierten Arbeit zugrunde liegenden immunhistochemischen Farbun-
gen zeigen eine deutliche Kolokalisation von PAK1 mit dem Drusenepithel der
Prostata, wie auch dem prostatischen Stroma (s. Abb. 17 - 20). Dies stutzt die
Annahme, dass p21-aktivierte Kinasen am Ort der Rezeptorexpression nicht nur

vorkommen sondern die Rezeptoren auch regulieren.

Insgesamt ist somit anzunehmen, dass p21-aktivierte Kinasen zumindest einen
bahnenden Einfluss auf die Endothelin induzierte glattmuskulare Prostatakontrak-
tion haben. Wie diese Regulation auf Rezeptorebene im Einzelnen ablauft bedarf
der Klarung durch weiterfuhrende Studien. Zum Einen ware denkbar, dass PAK
einen intrazellularen Effektor der glatten Prostatamuskelzellen darstellt, welcher
selektiv das Endothelin induzierte, jedoch nicht das ai-adrenerge Signal weiterlei-
tet, um so zur Kontraktion zu fuhren (Abb. 22). Zum Anderen ware denkbar, dass
PAK in den glatten Muskelzellen die Endothelin-Rezeptoren und as-
Adrenozeptoren auf unterschiedliche Weise oder selektiv reguliert (Abb. 23), mit
dem Ergebnis, dass ausschlieRlich die Endothelin vermittelte Kontraktion sensitiv
gegenuber PAK Inhibitoren ist.
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Endothelinrezeptor

N

Ca?*, PKC, Rho-Kinase PAK

I
|—> Kontraktion <J : FRAX486,

IPA3

Glatte Muskelzelle in der Prostata

Abb. 22: PAK als intrazellularer Effektor der glatten Prostatamuskelzellen. Das
Endothelin induzierte Signal wird weitergeleitet und fihrt so zur Kontraktion.
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Endothelinrezeptor

FRAXA486,

/ IPA3

Ca%*, PKC, Rho-Kinase

|—> Kontraktion

Glatte Muskelzelle in der Prostata

Abb. 23: PAK als Regulator des Endothelinrezeptors. Beide Modelle (Abb. 22,
23) sind zeitgleich denkbar: p21-aktivierte Kinasen kdnnen sowohl als intrazellu-
larer Effektor der glatten Prostatamuskulatur, wie auch als Regulator des
Endothelinrezeptors wirken. Gemeinsam ist beiden Modellen, dass PAKs zumin-
dest einen bahnenden Einfluss auf die glattmuskulare Kontraktion in der huma-
nen Prostata nehmen.
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6.4 Schlussfolgerungen

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass PAK Inhibitoren wie FRAX 486
oder IPA 3 die neurogene sowie die Endothelin induzierte Kontraktion der glatten
Muskulatur in der humanen Prostata hemmen. Die Kontraktion durch endogene
as-Adrenozeptoragonisten wird jedoch nicht gehemmt. Dies legt verschiedene
Schlussfolgerungen nahe.

Zum einen stellt PAK in der humanen Prostata offensichtlich einen kritischen Re-
gulator der adrenergen Neurotransmission dar. Unterstutzt wird diese Vermutung
durch das hier gezeigte Vorkommen von PAK in TH-positiven Neuronen. Zum
anderen fungiert PAK in den glatten Muskelzellen als selektiver Regulator der
Kontraktion: wahrend PAK hier fir die Endothelin induzierte Kontraktion unab-
kommlich ist, ist sie fur die intrazellulare Weiterleitung des kontraktilen Signals
durch as-Adrenozeptoren bedeutungslos. Dies konnte darauf hinweisen, dass
PAK einen intrazellularen Effektor der Endothelinrezeptoren darstellt, welcher
selektiv das Endothelin induzierte, jedoch nicht das as-adrenerge Signal weiterlei-
tet, um so zur Kontraktion zu fuhren. Alternativ ware denkbar, dass PAK Endothe-
lin-Rezeptoren und ai-Adrenozeptoren unterschiedlich voneinander reguliert, so
dass ausschlie3lich die Endothelin vermittelte Kontraktion sensitiv gegenuber
PAK Inhibitoren ist.

Insbesondere jedoch muss betont werden, dass die PAK Inhibitoren sowohl die
neurogene als auch die Endothelin vermittelte Kontraktion in der humanen Pros-
tata hemmen. Dementgegen hemmen a+-Blocker, welche den Goldstandard der
medikamentosen BPS Behandlung darstellen, zwar die neurogene, jedoch nicht
die Endothelin induzierte Kontraktion. Dies legt die Vermutung nahe, dass PAK
Inhibitoren bei einer in vivo Verabreichung urodynamische Effekte erzielen konn-

ten, welche die von a+-Blockern Ubersteigen.
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7 Zusammenfassung

Jahrlich werden weltweit 4,2 Milliarden USD fur die Behandlung des BPS ausge-
geben [61, 172]. Es wird vermutet, dass ca. 847 Millionen Manner weltweit an
LUTS sekundar zu BPH leiden [156]. Die BPH zahlt mit einer Pravalenz von uber
70 % bei uber 70-Jahrigen zu einer der haufigsten geriatrischen Erkrankungen
des Mannes, bei der vor allem das Alter als der entscheidende Faktor anzusehen
ist [4, 5, 59, 65, 154]. Die Ileitliniengerechte Therapie sieht vor allem as-
Adrenozeptorblocker als Goldstandard vor. Diese konnen den IPSS um 30-50 %
und Qmax um 15-40 % verbessern [57-59, 173]. Hier muss allerdings angemerkt
werden, dass deren Wirksamkeit in der Symptomenreduktion den Placebos na-
hezu gleicht. So verbessern Placebos den IPSS um 10-34 % und Qmax sogar um
bis zu 27 % [57-59, 173]. Nicht zu vernachlassigen sind auch die Nebenwirkun-
gen der as-Blocker, wie etwa Schwindel, Hypotension, Abgeschlagenheit, Kopf-
schmerzen, Diarrhoe und Ejakulationsstorungen [21, 56].

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit konnten zeigen, dass Inhibitoren der
p21-aktivierten Kinase nicht nur die neurogene Uber ai-Adrenozeptoren vermittel-
te, sondern auch die Endothelin induzierte glattmuskulare Kontraktion der huma-
nen Prostata signifikant herabsetzen. Daher ware zu erwarten, dass PAK-
Inhibitoren im Hinblick auf ihre urodynamische Wirksamkeit effektiver sind als die

bisher zur Anwendung kommenden as-Adrenozeptorblocker.
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9 Anhang

9.1 Veroffentlichung der vorgestellten Ergebnisse

P21-Activated Kinase Inhibitors FRAX 486 and IPA3: Inhibition of Prostate Stro-
mal Cell Growth and Effects on Smooth Muscle Contraction in the Human Pros-
tate.

PloS One. 2016 Apr 12;11(4):e0153312.
Wang Y, Gratzke C, Tamalunas A, Ciotkowska A, Rutz B, Waidelich R, Strittmatter F, Liu C,
Stief CG, Hennenberg M.

9.2 Wissenschaftliche Tatigkeit
Artikel in begutachteten Fachzeitschriften

Inhibition of Adrenergic and Non-adrenergic Smooth Muscle Contraction in the
Human Prostate by the Phosphodiesterase 10-Selective Inhibitor TC-E 5005.
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Hennenberg M, Schott M, Kan A, Keller P, Tamalunas A, Ciotkowska A, Rutz B, Wang Y,
Strittmatter F, Herlemann A, Yu Q, Stief CG, Gratzke C.

Smooth muscle contraction and growth of stromal cells in the human prostate are
both inhibited by the Src family kinase inhibitors, AZM475271 and PP2.

Br J Pharmacol. 2016 Sep 17. doi: 10.1111/bph.13623. [Epub ahead of print]
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CG, Hennenberg M.
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to Replace a+-Adrenergic Tension in the Human Prostate.

Prostate. 2017 May;77(7):697-707. doi: 10.1002/pros.23293.
Hennenberg M, Acevedo A, Wiemer N, Kan A, Tamalunas A, Wang Y, Yu Q, Rutz B, Ciotkowska
A, Herlemann A, Strittmatter F, Stief CG, Gratzke C.



106

Inhibition of agonist-induced smooth muscle contraction by picotamide in the
male human lower urinary tract outflow region.
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kelzellen mit Calponin (Cy3, grun).
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Vergro3erung der uberlagerten Bilder (merge) aus
Abb. 17.

Doppelte Immunfluoreszenzfarbung von humanem
Prostatagewebe fur PAK (Cy5, rot) und Epithelzellen
mit pan-Cytokeratin (Cy3, grun).

VergroRerung der uberlagerten Bilder (merge) aus
Abb. 19.

Modell zur Funktion der PAK-Inhibitoren IPA 3 und
FRAX 486 bei der Neurotransmission in der glatten
Muskulatur.

PAK als intrazellularer Effektor der glatten Prostata-
muskelzellen.

PAK als Regulator des Endothelinrezeptors.

Tabellenverzeichnis

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

© ©® N o a ko dh 2

Tab. 10:

Tab. 11:
Tab. 12:

Stromstarke / Frequenz bei der EFS.

Pipettierschema fur Noradrenalin und Phenylephrin.
Pipettierschema fur Endothelin-1.

Pipettierschema fur Endothelin-2.

Zusammensetzung der Krebs-Henseleit-Losung 1.
Zusammensetzung der Krebs-Henseleit-Losung 2.
Ubersicht der verwendeten Primarantikorper.

Ubersicht der verwendeten Sekundéarantikorper.
Zusammensetzung der BSA-Blockldsung pro Liter,
pH 7,4.

Zusammensetzung der BSA-Blocklosung (1 %-ige
BSA-L6sung)

In der Fluoreszenzmikroskopie verwendete Filter.
Ubersicht der Fluoreszenzeigenschaften der verwen-

deten Fluorochrome.



111

9.5 Lebenslauf

Schulbildung
1999 - 2003

2003 - 2011

Studium
2011 - 2013

August 2013

seit 2013

November 2016

April 2017

Mai 2017

April 2018

Mai 2018

Alexander Justin Tamalunas

Staatl. anerkannte Montessori Grundschule, Dachau
Nymphenburger Gymnasium des Schulvereins Ernst-Adam
e.V. (Abitur)

Humanmedizin (Vorklinik), Ludwig-Maximilians-Universitat
Munchen

1. Abschnitt der Arztlichen Priifung (M1)

Studium der Humanmedizin (Klinik) an der Ludwig

Maximilians-Universitat Minchen

United States Medical Licensing Examination (USMLE)
Step 1

2. Abschnitt der Arztlichen Prifung (M2)

United States Medical Licensing Examination (USMLE)
Step 2 Clinical Knowledge (CK)

United States Medical Licensing Examination (USMLE)
Step 2 Clinical Skills (CS)

3. Abschnitt der Arztlichen Prifung (M3)



112

Praktisches Jahr

Mai - September 2017 Urologische Klinik und Poliklinik der LMU Munchen

September - Dezember  Medizinische Klinik und Poliklinik IV der LMU Munchen
2017 Innere Medizin

Dezember - April 2018 Klinik far Allgemeine, Unfall-, Hand- und Plastische
Chirurgie der LMU Munchen

Berufserfahrung

seit Juli 2018 Assistenzarzt der Urologischen Klinik und Poliklinik
des Klinikums der Universitat Minchen (LMU)
Direktor: Prof. Dr. med. Christian G. Stief

9.6 Danksagung

Allen voran danke ich Herrn Priv. Doz. Dr. rer. nat. Martin Hennenberg, der mich
in meiner Arbeit im Labor immer tatkraftigst unterstutzt hat. Ihm danke ich vor
allem auch fur die anregenden Diskussionen, die fur die Fertigstellung der vorlie-
genden Arbeit unerlasslich waren. Mit seiner Uber alle Malde hinausgehenden
Ansprechbarkeit, Unterstitzung und Betreuung im Labor konnte er mir stets wei-
terhelfen und mich fur die wissenschaftliche Tatigkeit und Forschung in der Medi-

zin begeistern.

Die vorliegende Arbeit wurde an der Urologischen Klinik des Klinikums der Uni-
versitat Minchen, LMU unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. med. Christian G.
Stief angefertigt. Inm gilt mein Dank fur die zur Verfugung gestellten Mittel in Wis-
senschaft und Forschung im Forschungslabor der Urologischen Klinik.

Meinem Doktorvater Herrn Prof. Dr. med. Christian Gratzke danke ich als Leiter
des urologischen Labors fur experimentelle Pharmakologie ganz besonders fur
die Uberlassung dieses spannenden Themas, sein stets freundliches Entgegen-



113

kommen und die grof3zugige und bereitwillige Unterstutzung meiner Arbeit. Vor
allem aber danke ich ihm auch fur seine Forderung meiner Uber die vorliegende
Arbeit hinausgehenden Projekte und die Moglichkeit und das Vertrauen eigen-

standig Projekte entwickeln zu konnen.

Mein Dank gilt auch dem Pathologischen Institut unter der Leitung von Herrn
Prof. Dr. med. Thomas Kirchner. Insbesondere mochte ich mich bei Frau Dr.
med. Vera Mai und Herrn Manuel Carranza fur die hervorragende Vorbereitung

der Gewebeproben bedanken.

Herrn Dr. med. Yiming Wang danke ich fur die Einarbeitung an den Arbeitsplat-

zen im Labor und seine Unterstitzung bei den ersten Versuchen.

Frau Dipl. Chem. Beata Rutz und Frau Dipl. Biol. Anna Ciotkowska danke ich fur
die technische Assistenz bei den immunhistochemischen Farbungen und im La-
bor. Ohne ihre Hilfe ware die Arbeit in der hier vorliegenden Form nicht moglich

gewesen.

Zuletzt gilt mein besonderer Dank Herrn Dr. med. Henrik Hohn fur seine aulderor-
dentliche moralische Unterstlitzung und sein standiges Drangen auf die Fertig-
stellung dieser Arbeit, das letzten Endes eben dazu gefuhrt hat.



114

Eidesstattliche Versicherung

Alexander Justin Tamalunas

Ich erklare hiermit an Eides statt,
dass ich die vorliegende Dissertation mit dem Thema

Effekte von Inhibitoren der p21-aktivierten Kinase
auf die glattmuskulare Kontraktion
der humanen Prostata

selbst verfasst, mich aulRer der angegebenen keiner weiteren Hilfsmittel bedient
und alle Erkenntnisse, die aus dem Schrifttum ganz oder annahernd Ubernom-
men sind, als solche kenntlich gemacht und nach ihrer Herkunft unter Bezeich-

nung der Fundstelle einzeln nachgewiesen habe.

Ich erklare des Weiteren, dass die hier vorgelegte Dissertation nicht in gleicher
oder in ahnlicher Form bei einer anderen Stelle zur Erlangung eines akademi-

schen Grades eingereicht wurde.

Munchen, 21.03.2019

Alexander Justin Tamalunas



