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1. Einleitung

Bei Mannern, insbesondere im fortgeschrittenen Alter, lassen sich
Miktionsbeschwerden sehr haufig auf eine benigne Prostatahyperplasie (BPH)
zuruckfuhren [1]. Auch wenn die BPH in manchen Fallen asymptomatisch
bleibt, so verursacht sie meist doch eine erhebliche Einschrankung der
Lebensqualitat [1]. Fast die Halfte der Uber 70-jahrigen Manner klagt uber
sogenannte LUTS (Symptome des unteren Harntraktes, lower urinary
tract symptoms) [2]. Allein in Deutschland geht man von circa funf Millionen
Betroffenen aus [3]. Aufgrund der steigenden Lebenserwartung sowie der
Altersabhangigkeit der Pravalenz werden diese Zahlen in den nachsten Jahren
sogar noch zunehmen [1, 2]. Fur die Gesundheitssysteme stellt die Behandlung
der Patienten eine beachtliche finanzielle Belastung dar [2]. So wurden flur die
medikamentése Therapie der BPH im Jahr 2009 weltweit 4,8 Milliarden
US-Dollar ausgegeben [1]. In Zukunft werden diese Ausgaben aufgrund des
demographischen Wandels aber noch steigen [1]. Ungeachtet dieser Zahlen
erhalt die BPH in der Fachwelt deutlich weniger Beachtung als maligne
Neubildungen der Prostata und auch die medikamentosen Therapieoptionen
sind nach wie vor limitiert [1, 4]. Einen neuen Ansatzpunkt fur die Behandlung
der LUTS infolge BPH konnte das metabolische Hormon Ghrelin darstellen. So
gibt es erste Hinweise darauf, dass Ghrelin Prozesse beeinflusst, welche auch
bei der Entstehung von LUTS infolge BPH eine Rolle spielen [5-7].

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Wege fur neuartige Therapieansatze zur
Behandlung von LUTS infolge BPH gefunden werden. Hierzu wurden im Labor
in-vitro  verschiedene  Experimente an  humanem, nichtmalignem
Prostatagewebe durchgefuhrt und die Rolle von Ghrelin-Rezeptor-Agonisten
(GHS-Rezeptor-Agonisten) bei  der glattmuskularen  Kontraktion von
Prostatagewebe naher untersucht.

Zum besseren Verstandnis der Grundlagen wird im Folgenden zunachst die
Anatomie der Prostata sowie ihre Funktion bzw. Bedeutung fur den
menschlichen  Organismus  kurz  erklart. Die aktuell verfigbaren
Therapieoptionen werden, genau wie die Zusammenhange zwischen BPH und
LUTS, kurz erlautert und die Grenzen der aktuellen medikamentosen
Therapiemoglichkeiten dargestellt.



1.1 Anatomie der Prostata

1.1.1 Makroskopische Anatomie

Die Prostata ist mit einem Gewicht von etwa 20 Gramm bei 20-jahrigen
Mannern die grofte akzessorische Geschlechtsdrise des Menschen [8, 9]. Sie
befindet sich direkt unterhalb der Harnblase und ist mit ihrer kranialen Seite, der
Prostatabasis, mit der kaudalen Seite der Blasenwand verwachsen [10]. Die
Prostata umgibt so die austretende Urethra am Blasenhals [8]. Die Urethra
durchzieht die Prostata mittig von der Basis bis an die kaudale Spitze bzw. den
Apex [11]. Der innerhalb der Prostata liegende Bereich der Urethra wird als
Pars prostatica bezeichnet [12]. In diesem Bereich macht die Urethra etwa in
der Mitte zwischen den beiden Enden einen Knick, wobei das proximale Ende
um 35° gegen das distale Ende nach ventral abknickt [11]. Neben der Urethra
durchziehen auch die paarig angelegten Ductus ejaculatorii die Prostata. Diese
verlaufen parallel zueinander etwa in Verlangerung des distalen Segments in
der Langsachse nach kranial [11]. Durch den Knick wird die Urethra in ein
proximales und ein distales Segment unterteilt [11]. Etwa im Bereich des Knicks
wolbt sich aus der dorsalen Wand der Urethra der Colliculus seminalis
(Samenhugel) hervor [11]. Hier munden die beiden Ductus ejaculatorii in die
Urethra [11]. Die Prostataspitze grenzt kaudal an das
Diaphragma urogenitale [13]. Ventral steht die Prostata durch das
Ligamentum puboprostaticum mit der Symphyse in Verbindung [14]. Dorsal der
Prostata trennt die Denonvillier-Faszie die Facies posterior der Prostata vom
Rektum [14, 15]. Diese Faszie ist auch von klinischer Bedeutung, da sie als
Barriere gegen das Ubergreifen des Prostatakarzinoms auf das Rektum
dient [15]. Die gesamte Prostata ist von einer bindegewebigen Kapsel umgeben
von welcher Septen in das Innere des Organs ziehen [8].

1.1.2 Embryologie

Die Entwicklung des Genitaltraktes lauft beim Menschen bis zur Differenzierung
der Gonaden zu Ovarien bzw. Testikeln bei beiden Geschlechtern gleich
ab [16]. Neben den sexuell indifferenten Gonaden und dem Sinus urogenitalis
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sind beim menschlichen Embryo zwei paarige mesodermale Genitalgange
angelegt [16]. Je nach Vorhandensein verschiedener Hormone bei mannlichen
und weiblichen Embryonen kommt es zu einer jeweils unterschiedlichen
Entwicklung der Genitalanlagen [16]. Wahrend aus dem Mduller-Gang
(Ductus paramesonephricus) die Eileiter, der Uterus sowie der kraniale Teil der
Vagina entstehen, degeneriert der Wolff-Gang (Ductus mesonephricus) bei
einem weiblichen Embryo [16]. Beim mannlichen Embryo hingegen entwickelt
sich der Wolff-Gang weiter, wahrend der Muller-Gang degeneriert [16]. Hierbei
spielen vor allem zwei verschiedene, im Hoden produzierte, Hormone eine
entscheidende Rolle [16]: das von den Sertolizellen gebildete
Anti-Muller-Hormon, welches die Regression des Muller-Gangs zur Folge hat,
sowie das von den Leydig-Zellen gebildete Testosteron [16]. Testosteron fuhrt
direkt zu einer Maskulinisierung des Wolff-Gangs und damit zur Bildung von
Nebenhoden, Glandulae vesiculosae sowie Vasa deferentia  mit
Ductus ejaculatorii  [16]. Die Prostata entsteht genau wie die
Glandulae bulbourethrales und die Urethra (Pars prostatica und
Pars membranacea) aus dem Sinus urogenitalis [16]. Die Entwicklung der
Prostata wird dabei durch Dihydrotestosteron, welches aus Testosteron durch
5a-Reduktion entsteht, vermittelt [16, 17]. Ihren Anfang nimmt das Wachstum
der Prostata in der 10. Entwicklungswoche mit dem Einwachsen von
Endodermknospen aus der urethralen Auskleidung des Sinus urogenitalis in
das umgebende und bereits veranderte bzw. verdichtete Mesenchym [11, 16].
Wahrend das Mesenchym spater zum fibromuskularen Stroma wird, entsteht
aus den Endodermknospen das Drusengewebe der Prostata [11, 16].

Das Mesenchym verandert bzw. verdichtet sich vor allem in zwei

Bereichen [11]:

e An der Hinterwand der distalen Urethra [11]: Hier wird das verdichtete
Mesenchym von einer doppelten Reihe Endodermknospen
durchdrungen, welche hauptsachlich in seitlicher Richtung wachsen und
sich dabei verzweigen [11]. Dieser Bereich wird spater als
periphere Zone bezeichnet [11].

e Das die Ductus ejaculatorii umgebende verdichtete Mesenchym wird von
Gangen  durchdrungen, welche dem  Colliculus seminealis

(Ubergangsbereich zwischen Wolff-Gang und Sinus urogenitalis)
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entspringen [11]. Das Wachstum findet dabei in Richtung Prostatabasis
in Nahe zu den Ductus ejaculatorii statt [11]. Dieser Bereich wird spater
als zentrale Zone bezeichnet [11].

Im Gegensatz zu diesen beiden Bereichen ist das Mesenchym ventral der
distalen Urethra sowie das direkt die proximale Urethra umgebende
Mesenchym nahezu azellular [11]. In diesen Regionen findet eine
Gangentwicklung nur sehr begrenzt statt [11]. Entsprechend finden sich im
anterioren, proximalen Bereich der adulten Prostata spater keine Drusen und in

der praprostatischen Region lediglich 5 % des gesamten Drusengewebes [11].

1.1.3 Mikroskopische Anatomie

Die Prostata ist ein heterogenes Organ, dessen verschiedene
Gewebekomponenten aber innerhalb der gemeinsamen Organkapsel eng
miteinander verschmolzen sind [18]. Aufgrund dieser anatomischen
Besonderheit wurde sie lange Zeit als histologisch und anatomisch eher einfach
strukturiertes Organ gesehen [11, 18]. Erst McNeal konnte durch seine
Untersuchungen an der humanen adulten Prostata die Komplexitat der
Gewebezusammensetzung darstellen [11]. Gemal} seinem Modell 1asst sich die
Prostata grundsatzlich in vier Hauptregionen unterteilen, wobei drusenfreies
von drusenhaltigem Gewebe unterschieden wird [11, 18]. Drei dieser vier
Regionen bestehen aus drusenhaltigem Gewebe, sie werden auch Zonen
genannt, und wie folgt unterteilt: Die periphere Zone, die zentrale Zone und die
praprostatische Region [11, 18]. Die vierte Hauptregion ist drusenfrei und wird
als fibromuskulares Stroma bezeichnet [11]. Anatomischer Referenzpunkt far
diese Einteilung ist die Urethra [18]. Sowohl die periphere Zone als auch die
zentrale Zone befinden sich distal der Urethra [11]. Wahrend sich die
periphere Zone weiter nach lateral und distal erstreckt, befindet sich die
zentrale Zone nahe der Ductus ejaculatorii und wird von der peripheren Zone
umgeben [11]. Die praprostatische Region besteht aus einer zylindrischen
Muskelmanschette zirkular um die proximale Urethra sowie aus in diesem
Bereich liegendem Drusengewebe [11]. Das Stroma durchzieht die gesamte

Prostata bis hin zum Detrusormuskel am Blasenhals und ist eng mit dem



Drusengewebe verbunden [11]. Der Grolteil des Stromas liegt jedoch ventral
der Urethra [11]. Es macht insgesamt etwa ein Drittel der Gesamtmasse der
Prostata aus und ist fur die anteriore Form verantwortlich [11]. Die drei
drusenhaltigen Regionen unterscheiden sich jeweils histologisch und auch
biologisch, wobei in allen Zonen Endstiucke und Ausfuhrungsgange von
sekretorischem zweireihigem, zylindrischem Epithel ausgekleidet sind [18].
Diese sind jeweils dehnbar und konnen somit als Reservoir fur das gebildete
Sekret dienen [18]. Unterhalb der sekretorischen Drusenepithelzellen befindet
sich eine Schicht von Basalzellen, welche sich im Zuge der Epithelerneuerung
vermutlich zu Drusenepithelzellen entwickeln sowie vereinzelte serotoninhaltige
endokrine Zellen, welche sich zwischen den Driusenepithelzellen befinden, den
Basalzellen aufgelagert sind, jedoch keinen Kontakt zum Lumen des
Ausfuhrungsgangs haben [18]. Den groten Anteil des drisenhaltigen
Gewebes nimmt die periphere Zone mit 70 % des drusenhaltigen Gewebes ein,
gefolgt von der zentralen Zone mit 25 % [18]. Das Drusengewebe der
praprostatischen Region kann unterteilt werden in die Transitionszone, welche
etwa 5 % des Drisengewebes ausmacht, und in die periurethrale Zone, welche
weniger  als 1% des Drusengewebes ausmacht [18]. Die
praprostatische Region ist gegenuber Tumoren weitgehend unempfindlich, als
Hauptursprungspunkt der benignen Prostatahyperplasie hingegen von hoher
klinischer Relevanz [11, 19].

1.1.4 Anatomie der Leitungsbahnen

1.1.4.1 GefaBBversorgung

Die Terminologie fur Arterien, welche die Prostata versorgen, ist nicht
einheitlich [12, 20, 21]. So sind die Begriffe A. vesicalis inferior-Rr prostatici
sowie Aa. prostatae in Verwendung [12, 20, 21]. Um mit der Bezeichnung alle
Arterien, welche die Prostata versorgen, abzudecken, ist der Begriff
Aa. prostatae besser geeignet [12].

Die arterielle Versorgung der Prostata unterliegt zahlreichen anatomischen
Varianten [20, 21].
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Zhang et al. stellten in ihrer Studie mittels Angiographie fest, dass die
A. prostatica zu ca. 40 % aus der A. iliaca interna, zu ca. 33 % aus der
A. vesicalis superior und zu ca. 28 % aus der A.pudenda interna
entspringt [20]. Haufig finden sich zudem noch extraprostatische Anastomosen
zwischen angrenzenden Arterien und der A. prostatica sowie intraprostatische
Anastomosen zur kontralateralen Seite [20]. In 67 % der Falle wird die Prostata
hauptsachlich Uber eine unilaterale A. prostatica versorgt [20].

De Assis et al. konnten in ihrer ebenfalls mittels Angiographie durchgefuhrten
Studie hingegen folgende Haufigkeiten fur den Ursprung der A. vesicalis inferior
finden [21]:

e ca.28,7% A.iliaca interna zusammen mit A. vesicalis superior
e ca. 14,7 % A. iliaca interna unterhalb der A. vesicalis superior
e ca. 18,9 % A. obturatoria interna

e ca.31,1% A.pudenda interna

e ca.56 % andere Urspungsarterien

Der vendse Abfluss der Prostata erfolgt Uber Venen, welche der Oberflache der
Prostata entspringen und in den Plexus venosus prostaticus bzw. in den
Plexus vesico-pudendalis munden [12]. Dieser mundet schlieBlich in die
V. iliaca interna [12].

1.1.4.2 Innervation

Der Plexus hypogastricus inferior wird aus parasympathischen viszeral
efferenten praganglionaren Fasern aus den sakralen Segmenten S2-S4 sowie
aus sympathischen Fasern der thorakolumbalen Segmente T11-L2 gebildet [12,
22]. Die kaudale Fortsetzung des Plexus hypogastricus inferior ist der
Plexus prostaticus [12, 22]. Von dort aus ziehen Nervenfasern zur Prostata und
innervieren diese [12]. Der Plexus prostaticus befindet sich, genau wie die fur
die Erektion wichtigen parasympathischen Nervenfasern, welche die
Nn. cavernosi bilden, innerhalb von neurovaskularen Bundeln [12]. Walsh und
Donker konnten diese Bundel als einfache Weichgewebsstrukturen an der
posterolateralen Oberflache der Prostata erkennen und haben durch ihre
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Erkenntnisse die Folgen der radikalen Prostatektomie revolutioniert [12, 22].
Wenn diese Bundel von der Prostata getrennt werden, ohne sie zu schadigen,
kann deren Erhaltung postoperativ zu einer besseren erektilen Funktion fuhren
[12]. Vor dieser Entdeckung war der Verlust der erektilen Funktion eine fast

zwangslaufige Folge der Prostatektomie gewesen [12].

1.2 Physiologie/Funktion

1.2.1 Sekretbildung und Zusammensetzung des Ejakulats

Das Ejakulat besteht aus einem kleinen zellularen Anteil und einem nicht
zellularen Hauptanteil, dem Seminalplasma [23]. Wahrend die zellulare
Komponente die Spermatozoen sowie Leukozyten und Epithelzellen umfasst,
ist das Seminalplasma, dessen Hauptaufgaben Schutz und
Nahrstoffversorgung der Spermatozoen sind, ein Produkt folgender

verschiedener Drusen [23]:

e 65-75% Gll. vesiculares (Blaschendrusen)
e 25-30% Prostata
e 2-5% Hoden, Nebenhoden sowie Vasa deferentia

e <1% Gll. bulbourethrales (Cowper Drusen)

Das von den Blaschendrusen gebildete Sekret enthalt neben Fructose, die den
Spermatozoen als Energiequelle dient, auch das fur die Koagulation des
Ejakulats verantwortliche Protein Semenogelin-1 [23, 24].

Das Prostatasekret, welches von den Prostataepithelzellen des
Drusengewebes gebildet wird, enthalt unter anderem Spermin, Citrat, Zink,
die Prostata spezifische Phosphatase sowie das Prostata spezifische Antigen
(PSA) [23, 25, 26]. Letzteres spielt eine wesentliche Rolle bei der Verflussigung
des koagulierten Spermas einige Minuten nach der Ejakulation [23, 25]. Die
Verflissigung ist notwendig, um die Spermienmotilitat wiederherzustellen und
es den Spermien zu erleichtern, in den pH-neutralen Zervixschleim der Frau
einzudringen [23, 27, 28]. Es ist wichtig, dass die Spermien, bis sie den

Zervixschleim erreicht haben, vor dem sauren Vaginalmilieu und damit vor einer
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moglichen Immobilisation geschutzt werden [27, 29]. Diesen Schutz
gewahrleistet ein alkalisches Milieu des Seminalplasmas [29]. Aullerdem
stabilisiert ein gut ausgepragtes Puffersystem, fur dessen Funktion auch das in
der Prostata gebildete Citrat eine wichtige Rolle spielt, durch Proteine und das
Kohlensaure-Bikarbonat-System den pH-Wert des Spermas [27, 30]. Zusatzlich
wird durch die Koagulation des Ejakulats bis zum Erreichen des Cervix uteri
gewahrleistet, dass die Spermien in Kontakt mit den Inhaltsstoffen des
Ejakulats bleiben, um somit mit Nahrstoffen versorgt und vor dem Vaginalmilieu
geschutzt zu sein [23, 24].

Das im Prostatasekret enthaltene Zink hat eine hohe Bindungsaffinitat zum
Semenogelin und unterstutzt damit die Koagulation des Spermas [28]. Es spielt
aber moglicherweise auch noch nach Verflissigung des koagulierten Spermas
eine Rolle [28]. Wahrend der Verflussigung werden einige Zinkionen vom
Semenogelin  frei, binden an PSA und inhibieren somit dessen
Hydrolyseaktivitdat, nachdem die Verflissigung des Spermas stattgefunden
hat [28].

Wahrend die Konzentration an PSA im Seminalplasma etwa hundertfach hoher
ist als im Serum, konnte gezeigt werden, dass bei vorliegendem
Prostatakarzinom haufig auch im Serum erhdhte PSA-Werte zu finden sind [23].
Der PSA-Wert spielt deshalb als Tumormarker fur das Prostatakarzinom eine
wichtige Rolle [23].

Das von der Prostata gebildete Sekret hat entsprechend sowohl fur
Reproduktionszwecke als auch fur diagnostische Zwecke entscheidende
Bedeutung [23, 25, 27-30].

1.2.2 Erektion

Die Erektion kann sowohl reflektorisch als auch psychogen erfolgen [31]. Fur
die reflektorische Erektion sind afferente Fasern des N. pudendus, welche auch
bei der Emission und Ejakulation eine Rolle spielen, verantwortlich [31]. Bei
Stimulation der genitalen, perinealen und skrotalen Haut leitet der N. pudendus
diese sensorische Information zu den Ruckenmarkssegmenten S2-S4 [31]. Die
psychogene Erektion erfolgt durch auditorische, visuelle oder olfaktorische
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Reize [31]. Dabei ziehen zentrale Afferenzen vom Gehirn zu den
Ruckenmarkssegmenten S2-S4 [31].

Durch die Aktivierung der dort liegenden Nuklei der parasympathischen Nerven
werden die efferenten Impulse durch die praganglionaren Nn. splanchnici bzw.
Nn. erigentes sowie durch die postgangliondren Nn. cavernosi zu den
Corpora cavernosa  geleitet [31]. Die Nn. cavernosi verwenden
Stickstoffmonoxid (NO) als Neurotransmitter und spielen eine Hauptrolle bei der
Erektion [31]. Durch die NO vermittelte Relaxation der glatten Muskelzellen der
Corpora cavernosa und der Aa. helicinae kommt es zum erhohten arteriellen
Blutfluss [31]. Dieser erhohte Blutfluss bewirkt eine Kompression der Venen
gegen die Tunica albuginea, wodurch es zu einem erhdhten Abflusswiderstand
der Venen und damit zur Erektion kommt [31].

1.2.3 Ejakulation

Die mannliche Ejakulation besteht aus einer Emissionsphase und einer
Expulsionsphase [32, 33].

1.2.3.1 Emission

Starke cholinerge bzw. parasympathische Stimulation fuhrt zunachst zur
Erektion und leitet durch eine erhohte Sekretion von Nebenhoden,
Vesiculae seminales sowie der Prostata die Emission ein [31]. Im weiteren
Verlauf wird die Emission durch sympathische efferente Fasern der
Segmente T10-L2 vermittelt, welche Uber den Plexus hypogastricus zum
Zielorgan ziehen [32]. Eine erhohte adrenerge Stimulation hat dabei
Kontraktionen des Vas deferens, der Vesiculae seminales sowie der glatten
Muskulatur von Prostata und Blasenhals zur Folge [31]. Es kommt zur Abgabe
der Sekrete in die Urethra [32]. Wahrend sowohl der Blasenhals als auch der
M. sphincter urethrae externus noch geschlossen bzw. kontrahiert sind, steigt
durch die Emission der intraurethrale Druck in der Pars prostatica urethrae [31,
32].
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1.2.3.2 Expulsion

Der Emission folgend kommt es zur Expulsion bzw. zur eigentlichen
Ejakulation [32]. Durch den hohen Druck in der Urethra kommt es zur
Stimulation des N. dorsalis penis bzw. N. pudendus [31]. Dessen Afferenzen
sind Teil eines Reflexbogens [32]. Sie werden im Nucleus Onuf sowohl auf
efferente Neurone des N. pudendus als auch auf Interneurone, welche mit den
sympathischen Ruckenmarkssegmenten T10-L2 in Verbindung stehen,
umgeschaltet [32]. Durch hohe adrenerge Aktivitat und rhythmische somatische
Stimulation von sakralen Muskeln kommt es zur Ejakulation [31]. Der
M. sphincter urethrae externus relaxiert, woraufhin es zu koordinierten,
klonischen Kontraktionen von Prostatamuskulatur, M. bulbocavernosus,
M. ischiocavernosus, M. levator ani und M. transversus perinealis profundus
kommt [32]. Auf diese Weise wird die Samenflussigkeit durch die
Urethral6ffnung nach aullen befordert [32]. Das bei einem solchen
Samenerguss ausgestolRene Ejakulat hat normalerweise ein Volumen von

2-5 ml bei einer Spermienzahl von 39-400 Millionen Spermien [33, 34].

1.3 Benignes Prostatasyndrom (BPS) und LUTS

1.3.1 Begriffserklarung

Die  Beschreibung von  Blasenentleerungsstorungen  bei  Mannern
fortgeschrittenen Alters ist oft unprazise [35]. Haufig werden die Begriffe
benigne Prostatahyperplasie (BPH) und obstruktive Miktionsstérungen
gleichgesetzt [35]. Die Annahme, es gabe stets einen klaren
Kausalzusammenhang zwischen den Symptomen, also den Miktionsstorungen
und der =zugrundeliegenden Pathophysiologie, ist mit dem derzeitigen
Krankheitsverstandnis jedoch nicht mehr vereinbar [36, 37]. Es werden daher
im Folgenden zunachst kurz die heute Ublichen Begriffe prazisiert.

Der Begriff BPH bezeichnet einen gutartigen histologischen Wachstumsprozess
in der praprostatischen Region der Prostata [3]. Treffender wird eine solche
Veranderung aber als histopathologisch erkennbare BPH (pBPH) bezeichnet
[36]. Der stattfindende Wachstumsprozess ist dabei nicht immer

15



gleichbedeutend mit einer Prostatavergroflerung [3]. So tritt eine
Volumenzunahme lediglich in etwa 50 % der Falle auf und wird dann als BPE
(benign prostate enlargement) bezeichnet [3, 36, 38].

Eine Blasenauslassobstruktion (bladder outlet obstruction, BOO) ist dadurch
gekennzeichnet, dass es zu einer Erhohung des Auslasswiderstandes
kommt [3]. Ursache dafur kann eine BPE sein, die Obstruktion wird dann als
BPO (benigne Prostataobstruktion) bezeichnet [3, 36, 38].

Der Begriff LUTS (lower urinary tract symptoms) ist ein Uberbegriff und
bedeutet so viel wie ,Symptome des unteren Harntrakts® [3, 37]. Er wurde
eingefuhrt, um Beschwerden beim Wasserlassen unabhangig von der zugrunde
liegenden Ursache zu beschreiben [37]. LUTS kann also sowohl bei Mannern
als auch bei Frauen jeden Alters auftreten und Iasst keine Ruckschliusse auf die
zugrunde liegende Erkrankung zu [3].

BPO, BPE und LUTS mussen voneinander unabhangig festgestellt werden, da
kein eindeutiger Zusammenhang zwischen ihnen besteht [3].

Der Terminus des benignen Prostatasyndroms (BPS) dient ganz allgemein als
Sammelbegriff, um eine VergroRerung der Prostata (BPE), sich entwickelnde
Symptome (LUTS) bzw. eine potentielle Obstruktion BPO bzw. BOO zu
beschreiben [36].

1.3.2 Epidemiologie

Die Pravalenz der pBPH ist stark altersabhangig [9, 39]. Wahrend bei etwa 8 %
der Organe in der Altersgruppe der 31-40-Jahrigen eine histologisch
erkennbare BPH (pBPH) vorliegt, steigt die Pravalenz auf 50 % bei den
51-60-Jahrigen, auf 70 % bei den 61-70-Jahrigen und auf 90 % bei den
81-90-Jahrigen [9, 39]. Wie bereits erwahnt, entwickeln jedoch nicht alle
Patienten mit pBPH behandlungsbedurftige LUTS [39].

Im Rahmen einer reprasentativen Studie wurden von Berges et al. Manner ab
50 Jahren regelmaRig untersucht und ihre Symptomatik mittels Fragebogen
erfasst [35, 40]. Manner im Alter von 50-59 Jahren klagten zu 20 % uber LUTS
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(IPSS >7) [41]. Bei den uber 70-Jahrigen stieg der Anteil auf 40 % [41].
Wahrend in der Altersgruppe der 50-54-Jahrigen eine mittlere maximale
Harnflussrate (Qmax) von 22,1 ml/s bei einem mittleren Prostatavolumen von
24 ml gemessen wurde, verringerte sich die Qmax im Mittel auf 13,7 ml/s bei
einem Prostatavolumen von 38 ml in der Gruppe der ab 75-Jahrigen [40, 42].

In den kommenden Jahren ist aufgrund der demografischen Entwicklung eine
Zunahme an betroffenen Patienten mit BPH bzw. BPS zu erwarten [40].

1.3.3 Atiologie

Die genauen Ursachen der BPH sind bislang unklar [17, 19]. Gleichwohl
scheinen fur die Entstehung einer BPH mehrere, sich teilweise gegenseitig
beeinflussende, Prozesse verantwortlich zu sein [17]. Neben genetischer
Disposition kénnten auch Entziindungsprozesse sowie Ubergewicht bzw.
Storungen des Fettstoffwechsels zur Entwicklung der Krankheit beitragen [17].
Der Zusammenhang zwischen metabolischem Syndrom und LUTS wird in
Kapitel 1.4 genauer beschrieben. Sicher ist, dass das Vorhandensein von
Androgenen Voraussetzung dafur ist, dass Uberhaupt eine BPH entstehen
kann [17]. Erste Forschungsergebnisse diesbezlglich datieren zurtck ins Jahr
1895 als White hypertrophe Prostatae mittels Kastration behandelte und damit
respektable Erfolgsraten vorweisen konnte [43]. Androgene scheinen aber
weniger Ursache als Voraussetzung fur die Hyperplasie zu sein [17, 43]. Die
beiden wichtigsten Androgene bei der Entstehung einer BPH sind das von den
Leydig-Zellen gebildete Testosteron sowie Dihydrotestosteron (DHT) [3, 16, 17].
DHT entsteht aus Testosteron durch das Enzym 5a-Reduktase und zeigt eine
deutlich starkere Affinitat fur den in Stroma und Drusenzellen befindlichen
Androgenrezeptor als Testosteron [3, 17]. Analog zur Embryonalentwicklung
der Prostata spielt Dihydrotestosteron deshalb auch bei der Entstehung der
BPH eine wichtigere Rolle als Testosteron [3, 16, 17].

Im Zytoplasma der Prostatazellen kommt es zur Bindung von DHT an den
Androgenrezeptor [17]. Daraufhin wird im Zellkern die Bildung von Proteinen
induziert, welche die der BPH zugrundeliegende Hyperplasie vermitteln [3, 17].
Therapeutisch lasst sich dieser Zusammenhang durch den Einsatz von
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50-Reduktase-Inhibitoren nutzen, welche zu einer Verkleinerung der Prostata
fuhren [17]. Die 5a-Reduktase-Inhibitoren werden in Kapitel 1.5.2.2 genauer
beschrieben.

Verschiedene Studien legen den Schluss nahe, dass es auch eine genetische
Komponente bei der Entstehung der BPH geben konnte [44, 45]. In ihrer
Fall-Kontroll-Studie konnten Sanda et al. zeigen, dass mannliche Verwandte
von Patienten mit einer fruhen Manifestation der BPH (< 64 Jahre) ein erhdhtes
kumulatives Lebenszeitrisiko haben, sich zur Behandlung ihrer BPH einer
Prostatektomie unterziehen zu mussen (66 % gegenuber 17 %) [45]. Die
Autoren der Studie schlussfolgerten daraus, dass ein pradisponierendes Gen
fur die frihe Manifestation der BPH verantwortlich sein muss [45]. In einer
weiteren Studie von Sanda et al. wurden neben dem Prostatavolumen der
maximale Harnstrahl (Qmax), der Serum PSA-Wert, DHT und Testosteron sowie
ein Symptomscore bestimmt [44]. Dabei wurden die Werte von Mannern mit
familiar gehauft auftretender BPH (d. h. mindestens zwei weitere
Familienmitglieder neben dem Probanden litten an BPH) mit den Werten der
Kontrollgruppe, in der es kein gehauftes Auftreten von BPH gab,
verglichen [44]. Das gemessene Prostatavolumen der Fallgruppe war hierbei
mit im Mittel 82,7 ml um etwa 50 % grof3er als bei Mannern ohne BPH in der
Familie (55,5 ml) [44]. Alle anderen Messwerte waren in beiden Gruppen etwa
vergleichbar [44]. Die Ergebnisse legen deshalb den Schluss nahe, dass ein
genetischer Faktor, der die familiare BPH verursacht, seine Wirkung
unabhangig von Androgenen vermittelt [44, 45].

Wie bereits in Kapitel 1.1.3 beschrieben, finden die hyperplastischen
Umbauprozesse hauptsachlich in der Periurethral- und in der Transitionszone
statt [17-19]. In Kapitel 1.1.2 wurde das Einwachsen von Endodermknospen in
das umliegende Mesenchym beschrieben. Analog zu diesem embryologischen
Prozess entstehen auch die fur die BPH typischen Knoten, indem
Drusengewebe durch Knospung und Verzweigung in fokal proliferierendes
Stroma wachst [11, 17, 18]. Als Ursache fur diese Umbauprozesse wird eine
Reaktion des Prostatagewebes auf Entzindungsmediatoren diskutiert [17, 46].
Durch die Ausschuttung klassischer inflammatorischer Zytokine wie z. B. TNF-a
kommt es dabei zur vermehrten Bildung von Interleukin-8 (IL8), welches

wiederum einen chronischen Entzundungsprozess aufrechterhalt [2, 17, 46]. In
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der Folge wird differenzierte glatte Muskulatur in einem sich selbst
verstarkenden Effekt durch Myofibroblasten ersetzt [17, 46].

1.3.4 Pathophysiologie LUTS

Eine haufige Begleiterscheinung der benignen Prostatahyperplasie sind
Probleme beim Wasserlassen und in der Folge eine reduzierte
Lebensqualitat [3, 47, 48]. Die betroffenen Patienten klagen zum Beispiel Uber
Restharngefuhl, verzogerten Miktionsbeginn, einen abgeschwachten Harnstrahl
oder Nachtraufeln [47, 49]. Solche Blasenentleerungsstorungen werden auch
als obstruktive Symptome bezeichnet [49]. Zusammen mit den irritativen
Symptomen bzw. Blasenspeicherstorungen wie beispielsweise einem
imperativen Harndrang oder Inkontinenz werden diese Beschwerden als LUTS
(lower urinary tract symptoms) zusammengefasst [49].

Um den komplexen Zusammenhang zwischen der BPH und LUTS zu
verstehen, bietet sich das im Folgenden erklarte Konzept an [48]. Demnach
entstehen BPH-bedingte LUTS aufgrund einer Blasenauslassobstruktion (BOO)
bzw. benignen Prostataobstruktion (BPO) [3, 48]. Diese
Blasenauslassobstruktion ist die Folge einer mechanischen Einengung der
Harnrohre [3, 48]. Sie ist hauptsachlich auf zwei zueinander in Beziehung
stehende Prozesse zuruckzufuhren [48]. Dabei kann man eine statische von
einer dynamischen Komponente unterscheiden [48]. Die statische Komponente
umfasst die Folgen einer ProstatavergroRerung durch exzessives Wachstum
des Prostatastromas und der Epithelzellen [48]. Die dynamische Komponente
entsteht durch einen erhohten Tonus der glatten Muskulatur [48].

Wie im Folgenden kurz erlautert, spielen beide Prozesse eine zentrale Rolle bei
der aktuellen medikamentdsen Therapie BPH bedingter LUTS [50, 51]. Dabei
werden zwei Strategien unterschieden. Um die statische Komponente der BPO
zu behandeln, werden 5a-Reduktase-Inhibitoren eingesetzt [50]. Sie blockieren
die Umwandlung von Testosteron in Dihydrotestosteron [52, 53]. In der Folge
wird, bedingt durch den resultierenden Androgenmangel, die Apoptose von
Prostataepithelzellen und damit eine Volumenreduktion der Prostata ausgelost
[52, 53]. Angriffspunkt fur die medikamentdose Therapie der dynamischen

19



Komponente sind die in der Prostata befindlichen a;-Adrenozeptoren [51].
Durch deren Blockade kommt es zur Relaxation der glatten Muskulatur in der
Prostata und zu einer Verbesserung der Symptomatik [50, 51]. Dies geschieht
durch den Einsatz von a;-Adrenozeptor-Antagonisten, sogenannten a-Blockern
[51].

1.4 Metabolisches Syndrom und LUTS

In zahlreichen klinischen und praklinischen Studien konnte in den vergangenen
Jahren ein Zusammenhang zwischen Veranderungen des Stoffwechsels
einerseits und der Entwicklung sowie Progression von BPH bedingten LUTS
andererseits, gezeigt werden [2, 54, 55]. Von besonderem Interesse sind und
waren dabei mogliche Auswirkungen des metabolischen Syndroms auf die BPH
bzw. LUTS [2]. Das metabolische Syndrom umfasst Stammfettsucht,
Bluthochdruck, Dyslipidamie, Insulinresistenz und Glucoseintoleranz [2, 56]. Die
einzelnen Komponenten des metabolischen Syndroms kénnen als mdgliche
Risikofaktoren zur Entstehung einer BPH und damit zu BPH bedingten LUTS
beitragen [2, 54]. So scheint die auch beim metabolischen Syndrom auftretende
Hypercholesterinamie die Entstehung einer BPH zu begunstigen [17].

Der Zusammenhang zwischen LUTS infolge BPH und dem metabolischen
Syndrom hat sich bisher hauptsachlich auf klinische Querschnittstudien gestutzt
und ist damit eher deskriptiv gewesen, ohne dass bislang auf einen kausalen
Zusammenhang geschlossen werden konnte [2, 54, 55]. Studien zur Klarung
moglicher kausaler Zusammenhéange zwischen der Entstehung einer BPH und
dem metabolischen Syndrom konzentrierten sich in der Vergangenheit
hauptsachlich auf die Auswirkungen von Entzundungsmediatoren und
Lipoproteinen auf Prostataepithelzellen [2]. Es zeigte sich, dass eine
Entzindungsreaktion dieser Zellen nicht nur durch klassische inflammatorische
Zytokine, z. B. im Rahmen einer Prostatitis, sondern auch durch metabolische
Stimuli wie Insulin oder oxidiertes LDL-Cholesterin ausgelost werden kann [2,
17]. Dabei werden, als Reaktion auf diese Reize, in den Prostataepithelzellen
verschiedene Zytokine, unter anderem Interleukin-8 (IL-8), gebildet, wodurch es

zu einer andauernden chronischen Entzindung kommt [2]. Zusatzlich
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verursacht IL-8 ein vermehrtes Zellwachstum der Epithelzellen und konnte so in
der Folge zur Entstehung von BPH-bedingten LUTS beitragen [2]. Abgesehen
von diesen zellularen Ablaufen konnte in Tierversuchen durch eine
Verringerung der Cholesterinaufnahme eine signifikante Verkleinerung des
Prostatavolumens erreicht werden, und damit ein Zusammenhang zwischen
metabolischem Syndrom und pathologischen Veranderungen der Prostata
bestatigt werden [17]. Trotz dieser wichtigen Erkenntnisse reichen die bislang
beschriebenen Zusammenhange nicht aus, um die zugrundeliegenden

molekularen Mechanismen verstehen zu konnen.

1.5 Therapie LUTS/BPS

Bevor mit einer Therapie der LUTS begonnen wird, sollten verschiedene
diagnostische Untersuchungen durchgefuhrt werden [57, 58]. Auf diese Weise
kann die Auspragung der Beschwerden erfasst werden [57]. Mittels Anamnese
und korperlicher Untersuchung sollte standardisiert die Symptomatik der
Patienten erfasst werden [36]. Am haufigsten wird dazu der IPSS
(international prostatic symptom score) verwendet [36]. Die Patienten werden
gebeten, sieben Fragen zum Miktionsverhalten zu beantworten [36]. Anhand
der Angaben werden die Patienten einem Punktwert von 0-35 zugeordnet [36].
Zusatzlich sollten bei jedem Patienten ein Ultraschall der Harnwege, eine
Harnflussmessung (Uroflowmetrie) sowie verschiedene Laboruntersuchungen
(z. B. PSA-Wert-Bestimmung) durchgefuhrt werden [36]. Die Uroflowmetrie
misst den maximalen Harnstrahl (Qmax) und dient dazu, den Verlauf der
Erkrankung zu erfassen [36].

Manchmal sind Manner mit LUTS durch ihre Symptome nicht so stark
beeintrachtigt, dass sie eine medikamentose oder operative Behandlung
brauchen [57]. Diesen Patienten kann in der Regel mit einer Strategie des
kontrollierten Zuwartens geholfen werden [57]. Auch Patienten, welche sowohl
eine medikamentose als auch eine operative Therapie ablehnen, kdnnen flr
eine solche Strategie geeignet sein [58]. Kontraindiziert ist diese Therapie,
genau wie die medikamentose Therapie, wenn eine absolute

Operationsindikation vorliegt [58].
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Absolute Operationsindikation nach den Leitlinien der Deutschen Urologen
sind [58, 59]:

,Eine klinisch relevante Blasenauslassobstruktion (BOO),

- BPS-bedingte Komplikationen, wie
o rezidivierender Harnverhalt,
o rezidivierende Harnwegsinfektionen,
o konservativ nicht beherrschbare, rezidivierende Makrohamaturien,
o Harnblasenkonkremente,
o Dilatation des oberen Harntraktes, eingeschrankte Nierenfunktion

oder Niereninsuffizienz durch BOO." [58]

1.5.1 Operative Therapie

1.5.1.1 Transurethrale Resektion der Prostata (TURP)

Fur die Behandlung von LUTS infolge BPO stellt die transurethrale Resektion
der Prostata (TURP) bei einem Prostatavolumen von unter 80 ml noch immer
die operative Standardtherapie dar [57]. Bei der TURP wird versucht,
transurethral Gewebe aus der hauptsachlich von den hyperplastischen
Umbauprozessen betroffenen Transitionszone der Prostata abzutragen [17, 18,
57]. In verschiedenen Studien konnten durch die TURP eine Verbesserung der
LUTS um 70 % und eine Verstarkung des Harnstrahls um uber 100 % gezeigt
werden [57]. Fur die klinische Beurteilung dieses Verfahrens mussen neben
den positiven Ergebnissen aber auch die Komplikationen der TURP beachtet
werden. Wahrend die Mortalitat in Deutschland innerhalb von 30 Tagen nach
dem Eingriff bei 0,1 % liegt, sind das TUR-Syndrom mit einer Haufigkeit von
1,1 %, die transfusionsbedurftige Blutung mit 3,6 % sowie eine notwendige
operative Revision in 5,4 % der Falle die haufigeren Komplikationen [57, 59].
Beim TUR-Syndrom handelt es sich um eine hypotone Hypervolamie durch
Aufnahme von bei der monopolaren TURP verwendeter niederosmolarer
Spullésung in den Kreislauf [60-62]. In Folge dieser Aufnahme kann es dann
zur Elektrolytstorung kommen [61]. Um die Gefahr des TUR-Syndroms
auszuschlielen, ist es mdoglich, anstatt der monopolaren Resektion eine

bipolare TURP unter Verwendung elektrisch leitender isotoner Kochsalzlésung
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durchzufuhren [61, 63]. Ausgehend von der Resektionsschlinge kann der Strom
in diesem Fall Uber die Kochsalzlosung an einen zweiten Pol am Rektoskop
zuruckflieBen [57, 60-62]. Der Patient wird im Gegensatz zur monopolaren
Resektion also nicht von Strom durchflossen [57, 61, 62]. Fur die Behandlung
von LUTS infolge BPO stellt die bipolare TURP eine gute Alternative zur
monopolaren TURP dar [57, 60, 61, 64]. Die Wirksamkeit beider Verfahren ist
vergleichbar, perioperative Komplikationen sind bei der bipolaren TURP
hingegen seltener [57, 64].

1.5.1.2 Transurethrale Inzision der Prostata (TUIP)

Bei der transurethralen Inzision der Prostata (TUIP) wird endoskopisch eine
Inzision an der Prostata bzw. am Blasenhals vorgenommen [57]. Dieser Eingriff
geschieht im Gegensatz zur TURP ohne Gewebsentfernung [57]. Die
Behandlungsergebnisse von TUIP und TURP sind bei Patienten mit kleiner
Prostata und moderaten LUTS ahnlich gut [57, 65, 66]. Nach einer TUIP ist
zwar seltener mit Nebenwirkungen zu rechnen, dafir muss aber langfristig ofter
nachoperiert werden als bei der TURP [59, 65]. Ausschlaggebend fur die Wahl
des Therapieverfahrens ist letztlich die Grof3e des Organs [57]. Bei einem
Prostatavolumen von unter 30 ml sollte eine TUIP durchgefuhrt werden, bei
einem Volumen zwischen 30 und 80 ml eine TURP [57, 59, 67].

1.5.1.3 Offene Prostatektomie

Als konventionelles Operationsverfahren dient die offene Prostatektomie schon
sehr lange zur Behandlung von LUTS infolge BPH [57, 59, 68]. Dabei liefert sie
auch heute noch langfristig gute Behandlungsergebnisse mit einer
Symptomreduktion von bis zu 86 % und einer durchschnittlichen Verbesserung
der Harnflussrate um 375 % [57]. Die Mortalitat wird je nach Studie mit
0,2-0,25 % angegeben, die Gefahr einer transfusionsbedurftigen Blutung liegt
mit 7-14 % deutlich Gber den Werten fur die TURP [57, 61]. Haufige langfristige

Komplikationen sind eine Dranginkontinenz sowie Blasenhalsstenosen oder
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Strikturen der Urethra [57, 69, 70]. Bei etwa 4-6 % der Patienten muss aufgrund
von Komplikationen nachoperiert werden [60, 61, 69, 70]. Indiziert ist die offene
Prostatektomie zur Behandlung von LUTS heute in der Regel nur noch bei
grolRem Prostatavolumen ab 70-80 ml [57, 60, 61].

1.5.1.4 Laserverfahren

Zusatzlich zu den bereits genannten, etablierten Verfahren, stehen fur die
Behandlung des BPS mittlerweile auch verschiedene neuartige Laserverfahren
zur Verfugung [71, 72]. Je nach Wellenlange der Laserstrahlen kann durch
unterschiedliche Eindringtiefen ins Gewebe ein unterschiedlich starker
Gewebeabtrag durch die einzelnen Verfahren erreicht werden [60, 61, 72].
Wahrend einige Verfahren gute Ergebnisse liefern, ist bei anderen Verfahren
die Studienlage bezuglich der Wirksamkeit noch unzureichend [71].

1.5.2 Medikamentose Therapie

Fir die medikamentdose Therapie BPH bedingter LUTS stehen funf
verschiedene  Arzneimittelgruppen  zur  Verfugung:  a;-Adrenozeptor-
Antagonisten (a-Blocker), 5a-Reduktase-Inhibitoren (5-ARl),
Phosphodiesterase-5-Hemmer (PDE-5-Inhibitoren), Muskarinrezeptor-
Antagonisten sowie Phytotherapeutika [73]. Haufig wird auch eine
Kombinationstherapie mit a-Blockern und 5-ARI durchgefuhrt [74, 75]. Diese
beiden Arzneimittelgruppen haben zumindest unter den
verschreibungspflichtigen BPH-Medikamenten den hochsten Marktanteil und
zahlen zur medikamentdsen Erstlinientherapie der entsprechenden Leitlinien [1,
58, 59]. Im Folgenden werden die fur die Behandlung BPH bedingter LUTS
verwendeten Medikamente genauer vorgestellt.
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1.5.2.1 as-Adrenozeptor-Antagonisten

a-Blocker stellen die Therapie der ersten Wahl dar, um BPH bedingte LUTS zu
behandeln [57, 76]. Wie bereits in Kapitel 1.1.3 erwahnt, findet sich in der
Prostata neben dem Drusengewebe auch fibromuskulares Stroma. Die in
diesem Stroma befindliche und durch den Sympathikus regulierte glatte
Muskulatur dient, genau wie die glatte Muskulatur des Blasenhalses und der
Prostatakapsel, als Angriffspunkt flur die medikamentdése Therapie mit
a,-Adrenozeptor-Antagonisten [3, 77, 78]. Ziel dabei ist es, durch die
kompetitive Hemmung der in der glatten Muskulatur befindlichen
a,-Adrenozeptoren, den Blasenauslasswiderstand bzw. die
Blasenauslassobstruktion zu reduzieren [562, 53, 78]. Die BOO wird unter
a-Blocker-Therapie jedoch weniger beeinflusst als urspringlich angenommen
[53]. Es scheint, als ware eine Verbesserung der Symptomatik eher auf eine
Blockade von in Ruckenmark und Blase befindlichen Adrenorezeptoren
zuruckzufuhren [52, 53]. Darauf deuten auch die Beobachtungen einer
Verbesserung von LUTS bei Mannern, welche keine BPO haben, als auch die
Verbesserung von LUTS bei Frauen, hin [50]. Man geht also heute von Prostata
abhangigen und Prostata  unabhangigen = Wirkmechanismen  der
a,-Adrenozeptor-Antagonisten aus [50].

Zugelassen zur Therapie von LUTS sind in Deutschland in alphabetischer
Reihenfolge: Alfuzosin, Doxazosin, Silodosin, Tamsulosin und Terazosin [52,
53]. Alle a,;-Adrenozeptor-Antagonisten haben bei Verabreichung entsprechend
ihrer therapeutischen Dosierung trotz unterschiedlicher Selektivitat zu den
verschiedenen Subtypen der a;-Adrenozeptoren eine vergleichbare
Wirksamkeit [52, 53, 79]. Durch Therapie mit a-Blockern wird vor allem eine
schnelle Verbesserung der BPS-Symptome bzw. der LUTS erreicht [52, 53]. So
lasst sich bereits nach wenigen Tagen unabhangig von Prostatavolumen,
Symptomauspragung oder Alter ein Effekt nachweisen [52, 53]. Die Wirkung
der a-Blocker ist jedoch begrenzt: In Studien konnte kein Einfluss auf eine
mogliche Reduktion der Krankheitsprogression festgestellt werden [52, 53].
Sowohl Prostatavolumen als auch das Wachstum der Prostata blieben
unbeeinflusst [52, 53]. Auch kann ein akuter Harnverhalt durch eine
langerfristige  Therapie nicht verhindert werden [52, 53]. Typische
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Nebenwirkungen  sind  Abgeschlagenheit, Blutdruckabfall, Durchfall,
Kopfschmerzen, Mudigkeit sowie Schwindel [52, 53]. Teilweise klagen
Patienten auch Uber Ejakulationsstorungen [52, 53]. Nach Absetzen der
o-Blocker bilden sich die Nebenwirkungen in der Regel zurlck [53]. Bei
orthostatischer Dysregulation, Angina pectoris und bei bevorstehender
Kataraktoperation sind a-Blocker  kontraindiziert  [52, 53]. Bei
Kataraktoperationen kann es im Falle einer vorherigen Einnahme zum
intraoperativen Floppy-Iris-Syndrom kommen [52, 53].
a,-Adrenozeptor-Antagonisten  eignen  sich  somit vor allem  zur
symptomatischen Behandlung des BPS bzw. der LUTS infolge BPH und nicht
zur Behandlung der den Symptomen zugrundeliegenden Erkrankung [52, 53].

1.5.2.2 5a-Reduktase-Inhibitoren (5-ARI)

Um einer BPH-Progression entgegenzuwirken, werden
5a-Reduktase-Inhibitoren (5-ARI) eingesetzt [74]. In Deutschland sind zwei
verschiedene 5-ARI| zugelassen: Dutasterid und Finasterid [52, 53]. Beide
blockieren das fur die Umwandlung von Testosteron in DHT wichtige Isoenzym
der 50-Reduktase Typ 2 [52, 53, 80]. Dutasterid hemmt zusatzlich auch den
Typ 1 des lIsoenzyms [52, 53, 80]. Beide Substanzen zeigen bezuglich
Volumenreduktion der Prostata, Starke des Harnstrahls sowie Verbesserung
der Symptomatik nach einem Jahr Behandlung einen ahnlichen Effekt [52, 53,
80]. Wie bereits im Kapitel 1.1.3 erlautert wird, ist die 5a-Reduktase von
entscheidender Bedeutung fur die Entstehung des BPS [562, 53]. Durch die
Blockade dieses Enzyms kommt es aufgrund eines Androgenmangels zur
Apoptose von Prostataepithelzellen und in der Folge zu einer Volumenreduktion
der Prostata [52, 53]. Bei Mannern mit mittelschweren LUTS treten unter
5-ARI-Therapie seltener akute Harnverhalte auf und auch die
Wahrscheinlichkeit, sich einer TURP unterziehen zu mussen, sinkt deutlich [52,
53, 81, 82]. Sowohl Symptomatik als auch Harnstrahlstarke der Patienten
verbessern sich durch die Einnahme von 5-ARI. Die Wirkung ist jedoch weniger
stark und wird erst nach langerer Behandlungsdauer als bei Einnahme von
a,-Adrenozeptor-Antagonisten erreicht. [52, 53, 82]. Die haufigsten

Nebenwirkungen sind die erektile Dysfunktion, Ejakulationsstorungen sowie
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Libidoverlust [52, 53, 82]. Um die gewunschten Effekte der 5-ARI zu erzielen, ist
eine dauerhafte Einnahme notig [52]. |hre Wirkung entfalten die 5-ARI
besonders bei grollem Prostatavolumen und hohem PSA-Wert [52, 53]. Es qilt,
speziell bei praventiven PSA-Wert-Bestimmungen, zu beachten, dass sich unter
Dauertherapie mit 5a-Reduktase-Inhibitoren der PSA-Wert halbiert [52, 53].

1.5.2.3 Muskarinrezeptorantagonisten (MRA)

Viele Patienten mit BPS klagen uber LUTS aufgrund einer Uberaktiven Blase
(overactive bladder, OAB), welche sich in Nykturie, Pollakisurie und
imperativem Harndrang aullern [52, 53, 83]. Zur Therapie dieser Symptomatik
werden neben der Verhaltenstherapie vor allem Muskarinrezeptorantagonisten
(MRA) wie z. B. Tolterodin oder Fesoterodin eingesetzt [52, 83]. Von den funf
verschiedenen Muskarinrezeptoren (M1-M5) im menschlichen Organismus sind
fur die Detrusoraktivitat lediglich die Rezeptoren M2 und M3 von
Bedeutung [53]. Durch die Hemmung dieser Rezeptoren mit MRA werden die
uber Acetylcholin vermittelte Kontraktion des M. detrusor vesicae gehemmt,
Kontraktionen der Blasenwand reduziert und damit die Symptomatik
verbessert [52, 53].

Haufige Nebenwirkungen bei Behandlung mit MRA sind Schwindel, Obstipation,
Mundtrockenheit oder Pharyngitis [52, 53]. Ob die Gefahr eines akuten
Harnverhalts durch die Einnahme von Muskarinrezeptorantagonisten erhoht ist,
wird unterschiedlich beurteilt [52, 53, 83, 84]. Trotzdem ist weiterhin Vorsicht bei
Patienten mit Blasenauslassobstruktion (BOO) geboten [52, 53].

1.5.2.4 Phosphodiesterase-5-Hemmer (PDE-5-Inhibitoren)

Stickstoffmonoxid (NO) wird aus L-Arginin gebildet [52, 53, 85]. Nach Diffusion
in den Intrazellularraum fuhrt es dort zur verstarkten Bildung von zyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP) [52, 53, 85]. In der Folge kommt es, vermittelt
durch cGMP, zu einer Relaxation der glatten Muskulatur [52, 53, 85]. Weil
cGMP aber durch Phosphodiesterasen abgebaut wird, fuhrt eine Hemmung
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dieser Phosphodiesterasen, z. B. durch PDE-5-Inhibitoren, zu einer hoheren
intrazellularen Verfugbarkeit an cGMP und damit zu einer starkeren Relaxation
der glatten Muskulatur auch im unteren Harntrakt [52, 53, 85]. Tadalafil ist der
einzige fur die Behandlung von LUTS bei Mannern zugelassene
PDE-5-Inhibitor [52, 53]. Es ist bei LUTS ahnlich effektiv wie a;-Antagonisten
und wirkt bereits nach einer Woche [52, 53, 86]. Im Gegensatz zu
a,-Adrenozeptor-Antagonisten sind die Patienten mit der Therapie
zufriedener [52, 53, 86]. Dies liegt womdglich an den positiven Auswirkungen,
welche PDE-5-Inhibitoren auf eine eventuell vorhandene erektile Dysfunktion
haben [562, 86]. Positive Auswirkungen auf das Prostatavolumen oder eine
geringere Rate an akuten Harnverhalten konnte bislang nicht gezeigt
werden [52, 53, 87]. Es liegen aber auch noch keine Langzeitergebnisse aus
Studien vor [52, 53, 87]. Eingesetzt werden sollte Tadalafil v. a. bei jungeren,
schlanken Mannern mit starken Symptomen [52]. Die haufigsten
Nebenwirkungen sind Kopfschmerzen, spontanes Warmegefuhl sowie
Verdauungsstorungen [52].

1.5.2.5 Phytotherapeutika

Phytotherapeutika sind, obwohl sie meist nicht von den Krankenkassen erstattet
werden, in vielen Landern sehr beliebt [58, 88-90]. Dies ist moglicherweise auf
die einfachere Verfugbarkeit gegenuber herkdmmlichen Medikamenten
zurlckzufihren. Trotz vieler Studien ist die Wirksamkeit der meisten
Phytotherapeutika fur die Behandlung der BPH aber nicht hinreichend
belegt [88]. Weiterhin ist nicht geklart, welche der in-vitro gezeigten
Mechanismen im Endeffekt fur mogliche klinische Wirkungen der
Phytotherapeutika verantwortlich sein konnten [88]. Fur Praparate der
Sagepalme (Serenoa repens) gibt es am ehesten Hinweise auf eine positive
Wirkung bei gleichzeitig guter Vertraglichkeit [88-90]. Die einzelnen Praparate
von Serenoa repens unterscheiden sich zwischen den Herstellern jedoch in
ihrer Zusammensetzung und damit auch in ihrer Wirksamkeit zum Teil deutlich
[57, 89]. Um den Einsatz von Phytotherapeutika bei BPH abschlieRend
beurteilen zu kdnnen, mussen weitere qualitativ hochwertige Studien folgen [88,
90].
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1.5.2.6 Kombinationstherapien

Kombinationstherapien dienen dazu, die positiven Wirkungen zweier
Wirkstoffgruppen gleichzeitig zu nutzen [52]. Haufig addieren sich dabei nicht

nur die erwunschten, sondern auch die unerwinschten Wirkungen [52].

Die gleichzeitige Einnahme von a;-Adrenozeptor-Antagonisten und 5-ARlI ist als
Langzeittherapie aufgrund einer signifikanten Uberlegenheit im Vergleich zur
Behandlung mit nur einer der Wirkstoffgruppen zu empfehlen [52, 82, 91].

Eine Kombinationstherapie  von a,-Adrenozeptor-Antagonisten und
Muskarinrezeptorantagonisten fuhrt gegenuber einer Monotherapie mit nur
einer Substanz zu einer signifikanten Verbesserung der LUTS bei Mannern mit
Detrusoruberaktivitat [52, 92].

Zu einer Kombinationstherapie von a;-Adrenozeptor-Antagonisten und
PDE-5-Inhibitoren liegen wegen unzureichender Studienqualitat keine
belastbaren Ergebnisse oder Empfehlungen vor [52].

1.5.3 Grenzen der aktuellen medikamentdosen Therapieoptionen

Aktuell verfugbare Medikamente sind nur zur Behandlung milder bis moderater
Symptome wirkungsvoll [1]. Deshalb sind durch die steigende Anzahl an
Patienten mit schwerer Symptomatik immer mehr Patienten auf eine operative

Therapie angewiesen [1].

Die medikamentdse Therapie wird von zwei Arzneimittelgruppen dominiert [1].
5a-Reduktase-Inhibitoren haben einen globalen Marktanteil von 23 %,
a,-Adrenozeptor-Antagonisten von 65 % [1]. Aufgrund ihrer sich erganzenden
Wirkmechanismen werden a-Blocker und 5-ARI haufig fur eine
Kombinationstherapie genutzt [74, 75]. Um eine bessere Wirksamkeit zu
erzielen, werden so die positiven Effekte beider Wirkstoffgruppen kombiniert
[57]. Ein entscheidender Nachteil dieser Kombinationstherapie ist die hohe
Abbruchrate [73]. Sie liegt ein Jahr nach Therapiebeginn mit einer
Kombinationstherapie von a-Blockern und 5a-Reduktase-Inhibitoren bei bis zu
91 % [73]. Bei einer Monotherapie mit a-Blockern oder
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5a-Reduktase-Inhibitoren liegt die Abbruchrate hingegen bei 65 % bzw. 82 %
[73]. Trotz der Popularitat der a-Blocker bleibt ihre Effektivitat begrenzt [50]. So
gelingt eine Reduktion der subjektiven Symptomatik bzw. des IPSS durch
a-Blocker um 30-50 % sowie eine Verbesserung des maximalen Harnstrahls
Qmax um 15-40 % [50]. Der Unterschied gegenuber Placebos ist dabei gering
[50]. Wahrend sich der IPSS um 10-34 % bessert, fuhren Placebos zu einer
Qmax-Verbesserung um bis zu 27 % [50]. Die Patientenzufriedenheit mit der
medikamentosen Therapie ist begrenzt [75]. In Studien zeigte sich, dass in der
Langzeitbetrachtung nur 55 % der mit Tamsulosin behandelten Patienten sowie
64 % der mit einer Kombinationstherapie von a-Blockern und 5a-Reduktase-
Inhibitoren behandelten Patienten zufrieden waren [75]. Hoch ist darlber hinaus
auch die Zahl an Non-Respondern [76]. So bessert sich lediglich bei 65-70 %
der Patienten der IPSS um mehr als 25 % [76].

Aufgrund dieser Probleme bzw. Grenzen der aktuellen medikamentosen
Therapie sollen in dieser Arbeit neue Ansatze gefunden werden, wie
vorzugsweise als medikamentose Monotherapie Wachstum und Kontraktion der
Prostata beeinflusst werden konnten.

1.6 Glattmuskulare Kontraktion in der humanen Prostata

1.6.1 Molekularer Kontraktionsmechanismus (Querbrickenzyklus)

Muskelbewegungen werden durch sogenannte Myosinquerbricken, welche mit
dunnen Aktinfilamenten interagieren, generiert [93]. Initial ist Myosin Uber eine
Querbricke im 45° Winkel an das Aktinfilament gebunden [93]. In Abwesenheit
von ATP verbleibt die Myosinquerbricke fest an Aktin gebunden [93]. Sobald
ATP an das aktive Zentrum der Myosinquerbricke bindet, kommt es zu einer
sofortigen Loslosung vom Aktin [93]. Die Hydrolyse von ATP zu ADP und
Phosphat durch die Myosin-ATPase fuhrt dazu, dass sich die
Myosin-Querbrucke in eine 90° Position begibt [93, 94]. In dieser Position bindet
die Myosin-Querbricke an das Aktinfilament [93]. Es kommt daraufhin zu einer
Konformationsanderung, welche unter Abspaltung von ADP und Phosphat den

power stroke hervorruft [93]. Nach dieser ,Ruderbewegung” andert sich der
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Winkel zwischen Myosinquerbrucke und Aktin wieder auf 45° und der
ursprungliche Aktin-Myosin-Komplex entsteht [93]. Unter ATP-Verbrauch
werden so die Aktinfilamente an den Myosinfilamenten vorbeitransportiert [93].

Veranderungen des freien intrazellularen Caz"—SpiegeIs stellen einen
entscheidenden Mechanismus dar, der eine Kontraktion bzw. eine Relaxation
glatter oder quergestreifter Muskelzellen auslost [94]. Wahrend eine Kontraktion
quergestreifter Muskelzellen durch die Bindung von Ca?* an Troponin ausgeldst
wird, binden die Ca®*-lonen in glatten Muskelzellen an Calmodulin [94]. Dieser
Calcium/Calmodulin-Komplex bindet an die Myosin-Leichte-Ketten-Kinase
(myosin light chain kinase, MLCK), wodurch diese aktiviert wird [94]. Die MLCK
phosphoryliert dann die regulatorische leichte Kette des Myosins (MLC20) [94].
Erst durch diese Phosphorylierung an Serin 19 ist es moglich, dass die oben
beschriebene Myosin-ATPase ATP hydrolysiert und sich der Muskel wie
beschrieben kontrahiert [94]. Fallt die Ca*-Konzentration ab, wird die MLCK
deaktiviert [94]. Die MLC20 wird durch die Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase
(MLCP) dephosphoryliert [94]. Dadurch wird die Myosin-ATPase deaktiviert,
wodurch es zur Relaxation kommt [94].

1.6.2 Regulation der glattmuskuldren Kontraktion

Die Kontraktion glatter Muskelzellen kann Uber verschiedene Wege reguliert
werden [94]. Bei der elektromechanischen Kopplung kommt es durch
Aktionspotentiale zu einer direkten Veranderung der cytosolischen
Ca?*-Konzentration [94]. So fuhrt eine Depolarisation der Muskelzellen zu einer
Offnung  spannungsabhangiger Ca®"-Kandle und damit zu einem
Ca?*-Einstrom [94]. Die Ca*-lonen binden an Calmodulin und 16sen dann {ber
die Aktivierung der MLCK, wie in Kapitel 1.6.1 beschrieben, eine Kontraktion
aus [94]. Die pharmakomechanische Kopplung fuhrt Uber verschiedene
zellulare Signalwege zu einer Kontraktion der Muskulatur [94]. Eine Moglichkeit
ist die Aktivierung der MLCK durch Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) [50, 94]. Ein
anderer Weg ist die Modulierung der Ca?*-Sensitivitait der MLC
Phosphorylierung [94]. Der Hauptmechanismus dieser Ca2+-Sensitisierung
glatter Muskelzellen besteht in der Inhibierung der
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Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase (MLCP) [95]. Die Kontraktion glatter
Muskulatur ist also von der Aktivitat der MLCK und der Aktivitat der MLCP
abhangig [50].

Kommt es zur Bindung eines Liganden (z. B. Noradrenalin) an einen
G-Protein-gekoppelten Rezeptor einer glatten Muskelzelle, werden die
rezeptorgebundenen heterotrimeren G-Proteine aktiviert. Diese I6sen sich
daraufhin vom Rezeptor ab und dissoziieren in eine grof3e a-Untereinheit sowie
zwei kleinere zusammen verbleibende (- und y-Untereinheiten [50]. Die
Gq-Untereinheit aktiviert jene die Kontraktion vermittelnden Effektoren: die
Phospholipase C (PLC) und die GTPase RhoA [50]. Die aktivierte PLC
hydrolysiert in der Zellmembran befindliches phosphatidylinositol-4,5-
biphosphat (PIP2) [50]. Es entstehen die Produkte IP3 und Diacylglycerol (DAG)
[50].

1.6.2.1 IPs;-Kaskade

IP5; bewirkt die Offnung von Ca®*-Kanalen des sarkoplasmatischen Retikulums
und damit einen Anstieg der cytosolischen Ca?*-Konzentration [50]. In der Folge
kommt es zu einer Depolarisation des Membranpotentials und zur Offnung
spannungsabhangiger Ca*-Kanale [50]. Diese Offnung bewirkt einen massiven
Ca**-Einstrom in die Zelle [50]. Ca®* bindet an Calmodulin und die MLCK wird
aktiviert [50]. Die Phosphorylierung der MLC20 fuahrt letztlich zur
Kontraktion [50].

Auch DAG kann uUber einen Signalweg eine Kontraktion vermitteln [50]. Dieser
Weg wird im Folgenden zusammen mit dem durch die GTPase RhoA
vermittelten Signalweg beschrieben. Weil es durch diese Mechanismen bei
gleichbleibendem Ca?*-Spiegel zu einer Kontraktion glatter Muskulatur kommit,
wird dafiir der Begriff Ca®*-Sensitisierung verwendet [50].
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1.6.2.2 Ca*'-Sensitisierung

Die Phosphorylierung der MLC20, und damit die Kontraktion im glatten Muskel,
findet nicht nur Giber die oben beschriebene Erhdhung des Ca®*-Spiegels und
der damit verbundenen Aktivierung der MLCK durch Calmodulin statt [95]. Auch
die Inhibierung der MLCP fiihrt bei gleichbleibendem Ca**-Spiegel zu einer
verstarkten Phosphorylierung bzw. Kontraktion [95]. Vermittelt wird diese
Inhibierung Uber zwei voneinander unabhangige Mechanismen, namlich tUber
den RhoA/Rho-Kinase-Signalweg sowie uber DAG, einem Second Messenger
der PLC-Kaskade [95]. Sie werden im Folgenden erlautert:

Neben |IP; fuhrt auch das andere Hydrolyseprodukt von PIP,, DAG, zum Ablauf
einer Signalkaskade [50]. DAG aktiviert unterschiedliche Isoformen der
Proteinkinase C (PKC) [50]. Die Proteinkinase C inhibiert die
Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase uber zwei verschiedene Mechanismen
[50]: durch Phosphorylierung und Aktivierung des Inhibitors CPI-17 oder durch
direkte Phosphorylierung [50, 95]. Diese Inhibierung der MLCP fuhrt zu einer
verstarkten Phosphorylierung der MLC20 und damit zur Kontraktion [50].

Eine zentrale Rolle fiir die Ca®*-Sensitisierung spielt unabhangig davon zudem
der RhoA/Rho-Kinase-Signalweg [95]. Nach Dissoziation des heterotrimeren
G-Proteins aktiviert dessen Gg-Untereinheit die GTPase RhoA [50]. RhoA
aktiviert eine Serin/Threonin-Kinase, die Rho-Kinase, die dann die MLCP
phosphoryliert und damit inaktiviert [95]. Dies hat wiederum eine verstarkte
Phosphorylierung der MLC20, und damit eine Kontraktion, zur Folge [50].

1.6.3 a;-Adrenozeptoren in der Prostata

a,-Adrenozeptoren sind G-Protein-gekoppelte Transmembranrezeptoren [48].
Sie alle binden den Neurotransmitter Noradrenalin und vermitteln dadurch die
Wirkungen des Sympathikus an der Zielzelle [48]. Es existieren drei
verschiedene Subtypen an a;-Adrenozeptoren: (a;a, aib, ayd) [61]. Sie
unterscheiden sich in ihren pharmakologischen Eigenschaften, ihrer Struktur
sowie maoglicherweise in der Bildung von nachgeschalteten Second
Messengern [51]. Jeder dieser a,;-Adrenozeptorsubtypen kommt auch in der
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Prostata vor [50]. Mit 70 % ist der a,a-Adrenozeptor der vorherrschende Subtyp
im Stroma der humanen Prostata[50]. Im Vergleich zu normalem
Prostatagewebe, ist in hyperplastischem Gewebe der Anteil an a,a-Rezeptoren,
bei geringerem Anteil an aid-Rezeptoren, erhoht [50]. In Studien konnten die
verschiedenen Subtypen mittels immunhistochemischer Untersuchungen
einzelnen Bereichen in der Prostata genauer zugeordnet werden [50]. Wahrend
die Immunreaktivitat der a¢d-Rezeptoren vor allem in intraprostatischen
GefalRen lokalisiert war, wurde im Drusenepithel fast ausschlieldlich eine
Aktivitat der a4b-Rezeptoren festgestellt [50]. Im Stroma fand sich hauptsachlich
der a,a-Rezeptor [50]. Unter Verwendung von verschiedenen Agonisten und
Antagonisten mit jeweils unterschiedlicher Selektivitat fur die einzelnen
Subtypen konnte in Organbadversuchen gezeigt werden, dass der q,a-
Rezeptor fur die glattmuskulare Kontraktion in der humanen Prostata
verantwortlich ist [50].

Bindet Noradrenalin postsynaptisch an a,a-Adrenozeptoren der glatten
Muskelzellen im Stroma der Prostata, werden diese aktiviert [50]. Die
Stimulation des Adrenozeptors bewirkt die Aktivierung rezeptorgebundener
heterotrimerer G-Proteine, woraufhin es, entsprechend der oben beschriebenen
Signalwege, zur Kontraktion kommt [50]

Auch fur die a-adrenerge Kontraktion ist dabei ein erhdohter MLC
Phosphorylierungsgrad entscheidend [50]. Das kann entweder durch
Aktivierung  der  Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase  infolge  erhohter
Ca**-Konzentration oder durch Inhibierung der Myosin-Leichte-Ketten-Kinase
bei gleichbleibendem Ca**-Spiegel (Ca?*-Sensitisierung) geschehen [50, 95].

1.6.4 Thromboxan A,

Thromboxan A, (TXAy) ist bekannt fur seine Wirkungen bei der Vasokonstriktion
sowie bei der Aktivierung der Plattchenaggregation [96, 97]. Daruber hinaus
vermittelt Thromboxan aber auch zahlreiche weitere Prozesse im Korper und
zeigt beispielsweise einen mitogenen Effekt auf glatte Muskelzellen [96].
Studien haben gezeigt, dass TXA; nicht nur in glatter GefalRmuskulatur,
sondern auch in zahlreichen anderen glatten Muskelzellen Kontraktionen
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auslosen kann [97]. Demnach kann in den Bronchien, im Darm, im Uterus, in
der Harnblase und, wie aktuelle Studien zeigen, auch in der Prostata eine
Kontraktion durch TXA, bzw. TXAx-Rezeptor-Agonisten hervorgerufen
werden [97, 98].

TXA; entsteht aus Arachidonsaure [96]. Diese wird zunachst durch die
Cyclooxygenase (COX) zu Prostaglandin G2 (PGG2) und Uber die Peroxidase
zu Prostaglandin H2 (PGH2) umgewandelt [96]. Die Thromboxan-Synthase
(TXS) katalysiert dann den Schritt zur Bildung von TXA; [96]. Wegen der kurzen
Halbwertszeit von 32 Sekunden eignet sich TXA,, welches in das stabile, aber
biologisch inaktive Thromboxan B, zerfallt, nicht besonders gut fur In-vitro-
Versuche [96, 98]. Es wird daher fur solche Zwecke haufig der stabile
synthetische TXA>-Rezeptor-Agonist U46619 verwendet [98]. Dieser vermittelt
seine Wirkung genau wie TXA; Uber TXA,-Rezeptoren [96, 98].

Strittmatter et al. konnten zeigen, dass in der humanen Prostata durch TXA,
bzw. durch U46619 die gleichen Kontraktionsmechanismen ausgelost werden
koénnen wie durch Stimulation von a,-Adrenozeptoren [98]. Tatsachlich handelt
es sich bei den TXAz-Rezeptoren, genau wie bei den a,-Adrenozeptoren, um
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren [50, 96, 97]. Auch sie vermitteln ihre Wirkung
uber Gag- und Gajgqs-Untereinheiten sowie Uber die damit verbundenen
Signalwege [50, 96-98].

1.6.5 Endotheline

Die Endotheline umfassen eine Gruppe von drei verschiedenen Isopeptiden:
Endothelin-1 (ET-1), Endothelin-2 (ET-2) und Endothelin-3 (ET-3) [99-101].
Urspranglich entdeckt wurden die Endotheline aufgrund der stark
vasokonstriktorischen Wirkung von ET-1 [99, 100, 102]. Sie haben zahlreiche
biologische Effekte und bewirken unter anderem in den Atemwegen, dem
Verdauungstrakt sowie in der Prostata eine Kontraktion glatter Muskulatur [99,
101]. Es konnte auch eine mitogene Wirkung der Endotheline, mitunter auf
Fibroblasten, gezeigt werden [103]. Vermittelt werden die Effekte auf die
Zielzellen Uber Endothelinrezeptoren an der Oberflache dieser Zellen [99].
Anhand der Bindungsaffinitat der Rezeptoren zu den Endothelinen konnen drei
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verschiedene Endothelinrezeptoren unterschieden werden: ETa, ETg, ET¢ [99,
100]. Alle Endothelinrezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren [99,
100].

In der humanen Prostata existieren die Rezeptorsubtypen ETa und ETg, wobei
der Anteil an ETa-Rezeptoren Uberwiegt [104]. ET-1 10st Uber diese Rezeptoren
eine mit a,-Adrenozeptor-Agonisten vergleichbar starke Kontraktion der glatten

Muskulatur in der Prostata aus [104].

1.7 Ghreline

Ghrelin ist ein hauptsachlich im Magen gebildetes metabolisch wirksames
Peptidhormon [105]. Es ist per Definition an Position 3 acetyliert, wird in der
Literatur aber trotzdem oft als acyl-Ghrelin bezeichnet [106]. Davon zu
unterscheiden ist desacetyliertes bzw. unacetyliertes Ghrelin, abgekurzt
UAG [106].

Bekannt ist, dass Ghrelin seine Wirkung uUber den Ghrelinrezeptor GHS-R1a
(growth hormone secretagogue receptor 1a) vermittelt [106]. Es wird jedoch
vermutet, dass Ghrelin auch Uber weitere, noch unbekannte Rezeptoren wirken
kann [106].

Der GHS-R1a ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor [106]. Je nach Zelltyp
konnen bei Stimulation dieses Rezeptors durch einen Liganden
unterschiedliche Signalwege uber G-Proteine aktiviert werden [106, 107]. Dabei
ist speziell die Kopplung von G-Proteinen mit Ggg-Untereinheit von
Bedeutung [106]. Durch die Aktivierung der Phospholipase C kommt es analog
zur  Kontraktion  glatter  Muskelzellen  Uber Inositolphosphat  zur
Ca**-Ausschittung [106].

Die Expression des GHS-R1a ist in der Hypophyse am hdochsten [106]. Eine
Stimulation des Rezeptors durch den Liganden Ghrelin bewirkt dort eine
Ausschuttung von Growth Hormone (GH) [105, 106, 108]. Im Gegensatz zu
Ghrelin ist UAG am GHS-R1a nahezu inaktiv [106]. In zahlreichen Studien
wurden in den letzten Jahren die Effekte von neu entwickelten

GHS-R1a-Agonisten sowie von Ghrelin getestet [106]. Sowohl in-vivo am
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Patienten als auch in Tiermodellen fuhrten Ghrelin und GHS-R1a-Agonisten zu
erhohter Muskel- und Fettgewebsmasse, verstarkter Nahrungsaufnahme und
folglich zu Gewichtszunahme [106].

Als metabolisch wirksames Hormon steht Ghrelin im Verdacht, auch eine Rolle
beim metabolischen Syndrom zu spielen [5]. Sowohl der appetitanregende
Effekt als auch der die Zelldifferenzierung von Adipozyten stimulierende Effekt
Ghrelins stehen aber dem Effekt von GH entgegen [108]. Als Ligand des
GHS-R fuhrt Ghrelin namlich zur Ausschuttung von GH, eine hohere Ghrelin
Sekretion wirde dementsprechend zu einem geringeren Fettanteil fuhren [108].

Sowohl Ueberberg et al. als auch Gnanapavan et al. konnten auf3erhalb der
Hypophyse den GHS-R1a in folgenden Organen finden: Gehirn, Rickenmark,
Pankreas, Herz sowie Nebennieren [106, 109, 110]. Im Skelettmuskel sowie in
Fett-, Brust- und Lebergewebe hingegen konnten sie den GHS-R1b
nachweisen [106, 109, 110]. Dieser Rezeptor wurde auch in der Prostata
vorgefunden, bindet aber kein acyl-Ghrelin [106, 109, 110]. Trotzdem zeigen
Ghrelin und UAG in Geweben, in welchen der GHS-R1a nicht vorhanden ist,
teilweise ahnliche Wirkung [106]. Dies lasst darauf schliellen, dass es
moglicherweise sogenannte GRLR (Ghrelin Receptor-Like Receptors) gibt
[106]. Uber solche GRLRs, welche nicht zwischen Ghrelin und UAG
unterscheiden, konnten Effekte wie die Lipidakkumulation in Adipozyten, die
Differenzierung von Myoblasten und Osteoblasten sowie auch die Konstriktion
der Koronararterien vermittelt werden [106].

Wie bereits erwahnt, konnte in den vergangenen Jahren ein Zusammenhang
zwischen dem metabolischen Syndrom und der Entwicklung bzw. der
Progression BPH bedingter LUTS hergestellt werden [2]. Der Zusammenhang
blieb aber bisher eher deskriptiv und es konnte bisher kein klarer
Kausalzusammenhang abgeleitet werden [2]. Die Beobachtung, dass Ghrelin
eine Konstriktion von Koronararterien auslosen kann, lasst die Vermutung zu,
dass Ghrelin die glattmuskulare Kontraktion in humanem Gewebe, und damit
auch im unteren Harntrakt, beeinflussen konnte. Zusammen mit einer
moglichen Rolle Ghrelins beim metabolischen Syndrom sind Auswirkungen von
Ghrelin sowohl auf die statische als auch auf die dynamische Komponente des
benignen Prostatasyndroms denkbar. Ghreline konnten also uber noch
unbekannte Mechanismen das metabolische Syndrom mit BPH bedingten
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LUTS verbinden. Moégliche Zusammenhange wurden im Rahmen dieser Arbeit
untersucht. Dazu wurden die beiden Ghrelin Rezeptor Agonisten L-692,585
(siehe Abbildung 1) und MK 0677 (siehe Abbildung 2) eingesetzt.
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Abbildung 1: Strukturformel von 3-[[(2R)-2-Hydroxypropyllamino]-3-methyl-N-[(3R)-
2,3,4,5-tetrahydro-2-oxo-1-[[2'-(1H-tetrazol-5-yl)[1,1'-biphenyl]-4-ylimethyl]-1H-1-
benzazepin-3-yl]-butanamide (L-692,585) [111].
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Abbildung 2: Strukturformel von 2-Amino-N-[(1R)-2-[1,2-dihydro-1-

(methylsulfonyl)spiro[3H-indole-3,4'-piperidin]-1'-yl]-2-oxo-1-
[(phenylmethoxy)methyllethyl]-2-methylpropanamide methanesulfonate (MK 0677)
[112].
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2. Ziele der Arbeit

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass Ghrelin eine Vasokonstriktion
von Koronararterien, und damit von glatten Muskelzellen, auslosen kann [6, 7,
106]. Fur Miktionsbeschwerden ist unter anderem ein erhdhter glattmuskularer
Tonus im unteren Harntrakt verantwortlich. Es ware deshalb denkbar, dass
Ghrelin bei der Entstehung von Miktionsbeschwerden eine Rolle spielt, indem
es den Tonus in der glatten Muskulatur der Prostata verstarkt.

In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb untersucht, ob es durch die Ghrelin
Agonisten L-692,585 sowie MK 0677 zu einer Verstarkung der Kontraktion von

humanem Prostatagewebe kommt.
Durch die Versuche sollten die folgenden Fragen geklart werden:

- Verstarkt L-692,585 eine neurogene Kontraktion?

- Verstarkt L-692,585 eine durch Noradrenalin induzierte Kontraktion?

- Verstarkt MK 0677 eine durch Phenylephrin induzierte Kontraktion?

- Verstarkt L-692,585 eine durch Endothelin-1 induzierte Kontraktion?

- Verstarkt L-692,585 eine durch U46619 induzierte Kontraktion?

- Kommt der GHS-Rezeptor in humanem Prostatagewebe vor?

- In welchen Bereichen kommt der GHS-Rezeptor in der Prostata vor?

- Gibt es individuelle Unterschiede in der GHS-Rezeptor-Expression
zwischen den Patienten?

- Wie verhalt sich die GHS-Rezeptor-Expression zu dem Grad der

benignen Prostata Hyperplasie?
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3. Materialien und Methoden

3.1 Verwendetes Gewebe

Das in den Versuchen verwendete humane Prostatagewebe stammte aus
Organen, welche bei radikalen Prostatektomien zur Therapie des
Prostatakarzinoms in der Urologischen Klinik der Ludwig-Maximilians-
Universitat (LMU) Munchen-GroBhadern entnommen worden waren. Vor
Operationsbeginn wurden mehrere verschlieBbare Glaser mit
Custodiol®-Lésung (Dr. Franz Kohler Chemie GmbH, Bensheim, Deutschland)
in den Operationssaal gebracht. Die Organe konnten somit sofort nach
Entnahme und noch wahrend der Operation in diese zur Protektion und
Konservierung von Organen verwendete Losung gegeben werden. Das
Forschungslabor wurde vom OP-Personal umgehend Uber die Organentnahme
informiert, um eine sofortige Bearbeitung des humanen Gewebes zu
ermoglichen. Im Pathologischen Institut der LMU in Muinchen-GroRhadern
wurden die Organe vom arztlichen Personal auf makroskopischen Tumorbefall
hin untersucht. Hierzu wurde ein von der Prostatakapsel bis zur Urethra
reichender Langsschnitt vorgenommen. Nur wenn die periurethrale Zone der
Prostata makroskopisch tumorfrei war, wurden daraus Gewebestucke fur diese
Arbeit entnommen. Im Anschluss an die Entnahme wurde das Gewebe sofort
wieder in Custodiol®-Lésung eingelegt. War die periurethrale Zone aufgrund
einer ablativen Voroperation stark beschadigt, wurde kein Gewebe entnommen.
Das Restorgan verblieb nach Gewebeentnahme, in Formaldehyd eingelegt, am
pathologischen Institut.

Zusammensetzung Custodiol® [113]:

0,8766 g Natriumchlorid

0,6710 g Kaliumchlorid

0,8132 g Magnesiumchlorid x 6 H20
3,7733 g Histidinhydrochlorid x H20
27,9289 g Histidin

0,4085 g Tryptophan
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5,4651 g Mannitol
0,0022 g Calciumchlorid x 2 H20
0,1842 g Kaliumhydrogen-2-Oxopentandioat

(Wirksame Bestandteile 1000 ml Lésung [113])

Die Verwendung der humanen Gewebestucke fur die Forschungszwecke dieser
Arbeit erfolgte anonymisiert. Entsprechend dem zugehdrigen Votum der
Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universitat wurden im Rahmen des
Projektes keine personenbezogenen Daten verwendet, aufbewahrt, oder
analysiert.

3.2 Kraftmessungen im Organbad

3.2.1 Versuchsaufbau

Fur die myografischen Messungen in der vorliegenden Arbeit wurde das
Organbadsystem DMT 720M (Danish Myo Technology A/S, Aarhus, Danemark)
verwendet. Das Gerat hat vier beheizbare Kammern mit Gasversorgung. Der
Querschnitt einer dieser vier Organbadkammern mit einem Fassungsvermogen
von jeweils 10 ml ist in Abbildung 3 dargestellt. In jeder Kammer kann zwischen
zwei gegenuberliegenden Pins bzw. kleinen Spielen ein Gewebestuck befestigt
werden. Ein Pin ist starr und mit einem Kraftaufnehmer verbunden, der andere
Pin kann Uber eine Stellschraube als Langengeber justiert werden. Es ist
dadurch moglich, den Abstand zwischen den beiden Pins zu regulieren.
Kontrahiert sich das Gewebe zwischen den beiden Pins, kann die dabei
entstehende Kraft Uber den Kraftaufnehmer bzw. Sensor am Pin gemessen

werden.

Das Gerat wurde Uber einen Analog-Digital-Wandler (PowerLab 4/30,
ADlInstruments, Dunedin, Neuseeland) mit einem Computer verbunden. Die auf
dem PC installierte Software Labchart (Version 5.2, ADInstruments, Dunedin,
Neuseeland) ermoglichte die Darstellung der vom Gerat gemessenen
Kraftentwicklung in Abhangigkeit von der Zeit. Die dabei aufgezeichneten
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Kontraktionskurven wurden nach Abschluss des jeweiligen Organbadversuchs
auf dem Computer gespeichert und ausgewertet.

Analog-Digital-Wandler
(PowerLab 4/30)

PC mit Software
Labchart (Version 5.2)

Langengeber/ ] 1
Stellschraube , \\

S

Kraftaufnehmer

. ! O
Pin =3

Gewebeprobe Po ©
©)

Organbadkammer >

37° C
Gaszufuhr
(95 % O,, 5 % CO,)

Abbildung 3: Skizze Versuchsaufbau Organbadversuch.

3.2.2 Versuchsablauf

Alle vier Organbadkammern wurden vor Versuchsbeginn mit jeweils 10 ml
37 °C warmer Krebs-Henseleit-Organbadlosung (KH-Losung) befullt. Diese
Organbadlosung wurde taglich aus den Krebs-Henseleit-Stammlosungen-1
und -2 hergestellt. Die genaue Zusammensetzung der Losungen ist Tabelle 1
zu entnehmen.
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Tabelle 1: Zusammensetzung von Lésungen Organbadversuch.

Losung Zusammensetzung 1000 ml Losung
Krebs-Henseleit- 172,59 Natriumchlorid
Stammlosung-1
8,75 ¢ Kaliumchlorid
9,36 g Calciumchlorid x 2 H»0
4,059 Kaliumdihydrogenphosphat
7,34 g Magnesiumsulfat x 7 H20

ad 1000 ml destilliertes Wasser

Krebs-Henseleit- 525¢g Natriumhydrogencarbonat

Stammlésung-2 .
ad 1000 ml destilliertes Wasser

Krebs-Henseleit- 40 ml Krebs-Henseleit-Losung-1
Organbadlosung
1,59 Glucose
40 ml Krebs-Henseleit-Losung-2
920 ml destilliertes Wasser

Die Heizung der Organbadkammern wurde auf 37 °C eingestellt und die
Gasversorgung aufgedreht, sodass jede Kammer mit Carbogen Gas (95 % Oy,
5% CO,) versorgt wurde und die Organbadlosung etwa Korpertemperatur
hatte. Im Anschluss wurden frisch aus dem Operationssaal erhaltene und
einheitlich auf 5 x 3 x 3 mm zurechtgeschnittene Gewebestreifen in den
Kammern des Organbadsystems befestigt. Dazu wurde pro Kammer je ein
Gewebestreifen der gleichen Prostata mit Hilfe zweier Pinzetten auf die beiden
Pins geschoben. Nach Einbau der Gewebestreifen wurde eine Verbindung zum
Computer hergestellt und die Software Labchart gestartet. Zunachst wurde der
Kraftsensor am Organbad auf 0 gestellt. Um das Gewebe passiv vorzuspannen,
wurde nun Uber die Stellschrauben eine Kraft von 5§ mN auf jeden
Gewebestreifen ausgeubt. Der Tonus fiel daraufhin haufig mehrmals spontan
ab. Die Vorspannung wurde deshalb nach 15 und 30 Minuten wiederholt. Blieb
der Tonus nach dieser Aquilibrationsphase stabil, so wurde dieser Wert als
,Basislinie 1“ bezeichnet.
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Im Anschluss daran wurden in jede Kammer 400 pl einer 2-molaren
Kaliumchlorid-Losung gegeben, um eine Kontraktion zu induzieren.
Kontrahierte sich das Gewebe in einer Kammer nicht, wurde die Gewebeprobe
entsorgt und nicht fur den eigentlichen Versuch verwendet. Der maximale
Kontraktionszustand wurde erreicht, sobald die durch eine Kurve am Computer
visualisierte Kraft nicht weiter zunahm. Dieser Wert diente als Referenzwert fur
die spatere Auswertung. Anschlielfend wurden die Organbadkammern dreimal
mit 37 °C warmer Krebs-Henseleit-Organbadldésung gespult. Das Kaliumchlorid
wurde auf diese Weise entfernt. Nach etwa 10 Minuten Wartezeit wurde mit der
eigentlichen Versuchsdurchfuhrung begonnen. In zwei Kammern wurde
randomisiert ein GHS-Rezeptor-Agonist zugefugt, die anderen beiden
Kammern dienten als Kontrolle. Verwendet wurde dabei das Ldsungsmittel
Dimethylsulfoxid (DMSO), in welchem die GHS-Rezeptor-Agonisten L-692,585
bzw. MK 0677 gelost wurden. Dieses wurde im gleichen Volumen appliziert wie
die den GHS-Rezeptor-Agonisten enthaltende Losung. Konnte das Gewebe in
einer Kammer nicht fur den Versuch verwendet werden, wurde der
GHS-Rezeptor-Agonist nur in eine Kammer appliziert und die beiden anderen
als Kontrolle verwendet. Alle Kammern wurden 30 Minuten inkubiert und der
dann vorliegende Kontraktionszustand als ,Basislinie 2 bezeichnet.

In jeder Versuchsreihe wurden im Anschluss an die Inkubation
Gewebekontraktionen auf unterschiedliche Weise ausgelost. Eine kurze
Ubersicht der Vorgehensweise ist in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Ubersicht Versuchsreihen.

Reihe Ursache Gewebekontraktion

1 Effekte von L-692,585 auf durch EFS induzierte Kontraktion

2 Effekte von L-692,585 auf durch Noradrenalin induzierte Kontraktion
3 Effekte von MK 0677 auf durch Phenylephrin induzierte Kontraktion
4 Effekte von L-692,585 auf durch Endothelin-1 induzierte Kontraktion

5 Effekte von L-692,585 auf durch U46619 induzierte Kontraktion
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Aus dem beschriebenen Ablauf ergab sich das folgende, in Tabelle 3
dargestellte Versuchsprotokoll, das in allen Versuchsreihen (1-5) verwendet

wurde.

Tabelle 3: Versuchsprotokoll Organbadversuch.

Protokoll

Einbringen des Gewebes in mit KH-Losung (37 °C) gefullte Organbadkammer

Zurucksetzen des Kraftsensors auf 0 mN

Vorspannen der Gewebestreifen auf 5 mN (alle 15 Minuten)

Ablesen ,Basislinie 1“

Auslésen einer Kontraktion durch Applikation von 400 pl KCI (2 M),

Ablesen maximale Kontraktion

Spulen

Applikation der Ghrelin Agonisten L-692,585 oder MK 0677

30 Minuten Inkubation

Ablesen ,Basislinie 2“

Auslosen der Kontraktion

3.2.2.1 Exkurs: Kontraktion durch KCI

Jede am Sensor im Organbad anliegende durch Muskelkontraktionen
hervorgerufene Kraft wurde zunachst als absoluter Wert in der Einheit mN am
Computer dargestellt.

Um die einzelnen Versuche miteinander vergleichen zu koénnen, wurden,
nachdem der Wert fur die ,Basislinie 1“ notiert worden war, in jede Kammer
400 pl einer 2-molaren Kaliumchlorid-Losung gegeben. Es wurde dadurch eine
Kontraktion des Gewebes induziert. Auf den so erhaltenen Referenzwert
konnten die spater durch Agonisten oder elektrische Stimulation erzeugten
Gewebekontraktionen bezogen werden.
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Mogliche Unterschiede im verwendeten Prostatagewebe der einzelnen
Patienten, wie eine unterschiedlich stark ausgepragte BPH oder ein
interindividuell unterschiedliches Verhaltnis von Stroma zu Drisengewebe,

wurden somit ausgeglichen.

Die Zugabe der hochmolaren Kaliumchlorid-Losung in die Organbadkammern
fihrt Uber eine Depolarisation des Membranpotentials zu einer Offnung
spannungsabhangiger Ca®*-Kanale der glatten Muskelzellen im Gewebe [114].
In der Folge kommt es durch Ca®"-Einstrom zu einem Anstieg des
intrazelluldren Ca*“Spiegels [94, 114]. Die Ca**-lonen binden an Calmodulin
und l6sen dann Uber die Aktivierung der MLCK wie in Kapitel 1.6 beschrieben
eine Kontraktion aus [94]. Somit kommt es zu Rezeptor-unabhangigen
Kontraktionen, deren Ausmal allein vom Anteil an glatter Muskulatur in der
Gewebeprobe abhangt.

Im Folgenden werden die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Versuche
zur Auslosung der Gewebekontraktion genauer erklart. Mit Hilfe des
Programms Labchart konnte jeweils die maximale Kontraktion nach Applikation
einer bestimmten Konzentration bzw. eines bestimmten elektrischen Impulses

visualisiert und aufgezeichnet werden.

3.2.3 1. Versuch: Elektrische Feldstimulation (EFS) mit L-692,585

Fir die elektrische Feldstimulation wurden nach Befestigung des
Prostatagewebes spezielle Elektroden in die Organbadkammern eingebaut.
AnschlieBend wurde nach dem oben beschriebenen Versuchsprotokoll
verfahren. Die gegenuberliegend positionierten Elektroden wurden mit einem
Impulsgenerator in Verbindung gebracht. Daflr wurde der DMT CS4 Stimulator
(Danish Myo Technology A/S, Aarhus, Danemark) verwendet. Das Gerat
erzeugt definierte elektrische Impulse, welche Uber die Elektroden in die
Organbadkammern geleitet wurden.

Folgende in Tabelle 4 aufgefuhrte Frequenzen wurden zeitgleich in allen vier
Organbadkammern nacheinander angelegt.
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Tabelle 4: Verwendete Frequenzen bei der elektrischen Feldstimulation.

Frequenz 2 Hz 4 Hz

8 Hz

16 Hz 32 Hz

3.2.4 2. Versuch: Kontraktion durch Noradrenalin mit L-692,585

Zunachst wurde nach dem oben beschriebenen Versuchsprotokoll verfahren.

Wahrend der

Inkubationsphase wurde eine Stammlosung mit

einer

Noradrenalin-Konzentration von 10 mM hergestellt. Hierfur wurden etwa 2 mg

Noradrenalin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) abgewogen und in der

entsprechenden Menge destilliertem Wasser gelost. Das zugegebene Volumen

wurde so berechnet, dass sich mit der eingewogenen Menge Noradrenalin eine

Konzentration von 10 mM ergab. Aus der 10 mM Noradrenalin enthaltenden

Stammlosung wurden dann durch Verdunnung eine 1 mM und eine 0,1 mM

Noradrenalin enthaltende Losung hergestellt.

Zur Auslosung einer Gewebekontraktion wurde nach dem in Tabelle 5

dargestellten Pipettierschema verfahren.

Tabelle 5: Pipettierschema Noradrenalin.

Konzentration 001 mM 001 mM 10mM 1,0mM 10 mM 10 mM 10 mM

der jeweils
verwendeten

Losung

Appliziertes 10 pl 20 pl 7 ul

Volumen

20

7 ul 20yl 70 pi

Konzentration 0,9uM 0,3 uyM 1 uM
im Organbad
nach

Applikation

3 uM

10 uM 30 uM 100 pM
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Die Noradrenalin-Konzentration in allen vier Organbadkammern wurde
schrittweise von 0,1 uM auf 100 uM erhoht. Erst nach Erreichen der maximalen
Gewebekontraktion durch eine bestimmte Konzentration an Noradrenalin wurde
das fur den nachsten Schritt nach Protokoll vorgesehene Volumen appliziert.

3.2.5 3. Versuch: Kontraktion durch Phenylephrin mit MK 0677

Zunachst wurde nach dem oben beschriebenen Versuchsprotokoll verfahren.

Wahrend der Inkubationsphase wurde eine Stammlosung mit einer
Phenylephrin-Konzentration von 10 mM hergestellt. Hierfur wurden etwa 2 mg
Phenylephrin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) abgewogen und in der
entsprechenden Menge destilliertem Wasser gelost. Das zugegebene Volumen
wurde so berechnet, dass sich mit der eingewogenen Menge Phenylephrin eine
Konzentration von 10 mM ergab. Aus der 10 mM Phenylephrin enthaltenden
Stammlosung wurden dann durch Verdunnung eine 1 mM und eine 0,1 mM

Phenylephrin enthaltende Losung hergestellt.

Zur Auslosung einer Gewebekontraktion wurde nach dem in Tabelle 6
beschriebenen Pipettierschema verfahren:

Tabelle 6: Pipettierschema Phenylephrin.

Konzentration 00T mM 0,1 mM 10mM 1.0mM 10mM 10 mM 10 mM
der jeweils
verwendeten

Lésung

Appliziertes 10 pl 20 i 7 ul 20 i 7ul 20 70l

Volumen

Konzentration 0,1 uyM 0,3 uM 1 uM 3uM 10 uM 30 uM 100 uM
im Organbad
nach
Applikation
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Die Phenylephrin-Konzentration in allen vier Organbadkammern wurde
schrittweise von 0,1 yM auf 100 yM erhoht. Erst nach Erreichen der maximalen
Gewebekontraktion durch eine bestimmte Konzentration Phenylephrin wurde
das fur den nachsten Schritt nach Protokoll vorgesehene Volumen appliziert.

3.2.6 4. Versuch: Kontraktion durch U46619 mit L-692,585

Zunachst wurde nach dem oben beschriebenen Versuchsprotokoll verfahren.

Wahrend der Inkubationsphase wurde eine Stammlosung mit einer
U46619-Konzentration von 10 mM hergestellt. Hierfur wurden 1 mg U46619 mit
der entsprechenden Menge Ethanol (99 %) verdinnt. Aus der 10 mM U46619
enthaltenden Stammlésung wurden dann durch Verdunnung eine 1 mM und
eine 0,1 mM U46619 enthaltende Losung hergestellt.

Zur Auslosung einer Gewebekontraktion wurde nach dem in Tabelle 7

beschriebenen Pipettierschema verfahren:

Tabelle 7: Pipettierschema U46619.

Konzentration 0,1 mM O1mM 10mM 10mM 10mM 10 mM
der jeweils
verwendeten

Stammlosung

Appliziertes 10 pl 20 pl 7 ul 20 pl 7 ul 20 i

Volumen

Konzentration 0,1uM 0,3 uM 1 uM 3 uM 10 uM 30 uM
U46619 im
Organbad

Die U46619-Konzentration in allen vier Organbadkammern wurde schrittweise
von 0,1uM auf 30 pM erhoht. Erst nach Erreichen der maximalen
Gewebekontraktion durch eine bestimmte Konzentration U46619 wurde das fur

den nachsten Schritt nach Protokoll vorgesehene Volumen appliziert.
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3.2.7 5. Versuch: Kontraktion durch Endothelin-1 mit L-692,585

Zunachst wurde nach dem oben beschriebenen Versuchsprotokoll verfahren.

Wahrend der Inkubationsphase wurde eine Stammlosung mit einer
Endothelin-1-Konzentration von 0,4 mM hergestellt. Hierfur wurden 1 mg
Endothelin-1 (Enzo Life Sciences Inc., Farmingdale, NY, USA) mit der
entsprechenden Menge destilliertem Wasser verdunnt.

Zur Auslosung einer Gewebekontraktion wurde nach dem in Tabelle 8
beschriebenen Pipettierschema verfahren:

Tabelle 8: Pipettierschema Endothelin-1.

Konzentration der 0,4 mM 0,4 mM 0,4 mM 0,4 mM
jeweils
verwendeten

Stammlosung

Appliziertes 2,5l 5,0 pl 17,5 ul 50 i
Volumen
Konzentration im 0,1 yM 0,3 uM 1 uM 3 uM

Organbad nach
Applikation

Die Endothelin-1-Konzentration in allen vier Organbadkammern wurde
schrittweise von 0,1 uM auf 3 pM erhoht. Erst nach Erreichen der maximalen
Gewebekontraktion durch eine bestimmte Konzentration Endothelin-1 wurde
das fur den nachsten Schritt nach Protokoll vorgesehene Volumen appliziert.
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3.3 Immunfluoreszenzfarbung

Nach Zuschnitt der Gewebeproben fur die Organbadversuche wurden die
Gewebestiicke zunachst in Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound (Sakura Fintek
Europe B.V., Alphen am Rhein, Niederlande) in Mikroreaktionsgefalle
eingebettet. Das bei Raumtemperatur flussige Einbettmedium wird bei niedrigen
Temperaturen fest und ermdoglichte so das Anfertigen von Gefrierschnitten. Die
eingebetteten Gewebeproben wurden in flussigem Stickstoff schockgefroren
und anschlief3end bei -80 °C gelagert.

Mit Hilfe des Kyrostaten Leica CM3050 S (Leica Biosystems Nussloch GmbH,
Nussloch, Deutschland) wurden aus den gefrorenen Blocken bei -23 °C
Kammertemperatur 8 ym dunne Schnitte angefertigt und auf 20 °C warme
Superfrost Plus™ Objekttrager (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
aufgebracht. Die Einbettmasse verflussigt sich bei dieser Temperatur, sodass
die Gewebeschnitte auf dem Objekttrager fixiert wurden.

Im nachsten Schritt wurden die Objekttrager mit den Geweben in eine
vorgekuhlte Kiuvette mit Methanol eingelegt und bei -20 °C 5 Minuten lang im
Gefrierschrank nachfixiert. Im Anschluss wurden die Schnitte zweimal wenige
Minuten mit Phosphatgepufferter Salzlosung (PBS-Losung) (siehe Tabelle 9)
gewaschen. Vor Inkubation mit den primaren Antikérpern wurden die Schnitte
geblockt. Hierfur wurden diese nach Entnahme aus der Kuivette bei
Raumtemperatur 40 Minuten in eine Inkubationskammer fur Objekttrager
eingelegt und mit etwa 200 pl 1-prozentiger Rinderserumalbumin-Losung
(BSA-Blocklosung) (siehe Tabelle 9) inkubiert.
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Tabelle 9: Zusammensetzung von Lésungen und Puffern Immunfluoreszenz.

Losung Zusammensetzung

PBS-Losung 8,09 Natriumchlorid
0,29 Kaliumchlorid
1,42 g Dinatriumhydrogenphosphat
0,27 g Kaliumdihydrogenphosphat

ad 1000 ml destilliertes Wasser

BSA-Blocklosung 100 mg Bovines Serumalbumin (BSA)
(1 %) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
10 ml PBS Losung
Sekundarantikorper- 2 pl ab6564 (Anti-Kaninchen)
Losung-1 (Cy5-haltig) (Abcam, Cambridge, GroRbritannien)
998 ul BSA-Blocklosung 1 %
Sekundarantikorper- 2 pl AP124C (Anti-Maus)
Losung-2 (Cy3-haltig) (EMD Millipore, Billerica, USA)
1l 4,6-Diamin-2-phenylindol (DAPI)

(Invitrogen, Camarillo, CA, USA)

997 ul BSA-Blocklosung 1 %

Als Primarantikorper kamen die in Tabelle 10 vorgestellten Kaninchen
Anti-GHS-Rezeptor-Antikorper sowie Maus Anti-Calponin-Antikdrper zum
Einsatz. Durch die Verwendung von Primarantikdrpern zweier verschiedener
Spezies konnte eine Doppelmarkierung durchgefuhrt werden. Beide Antikorper
wurden mit 1-prozentiger BSA-Blocklosung gemaly Herstellerangaben verdunnt
und nach Abkippen der 1-prozentigen BSA-Blocklosung auf die Objekttrager
aufgebracht. Um eine unspezifische Bindung von einer spezifischen Bindung
der spater applizierten Sekundarantikdrper unterscheiden zu kénnen, wurde
stets ein Objekttrager als Kontrolle verwendet. Hierfur wurde 1-prozentige
BSA-Losung ohne Antikorper auf die Schnitte pipettiert. Alle Objekttrager
wurden in eine dafur vorgesehene Inkubationskammer eingelegt und Uber

Nacht bei Raumtemperatur in den antikorperhaltigen Losungen inkubiert.
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Vor Zugabe der Sekundarantikorper wurden die Schnitte dreimal fur jeweils
5 Minuten mit PBS gewaschen. Eine Kontamination der Kontrollen durch die
Primarantikorper wurde durch das Waschen in separaten Kuvetten verhindert.

Um die spezifischen Bindungsstellen der Primarantikorper darstellen zu
konnen, wurden als Sekundarantikorper die in Tabelle 11 aufgefuhrten
Cyanin-3(Cy3)-konjugierten und gegen Maus Antigene gerichteten Antikorper
der Ziege (AP124C) sowie die Cyanin-5(Cy5)-konjugierten und gegen
Kaninchen Antigene gerichteten Antikorper der Ziege (ab6564) verwendet. Um
auch die Zellkerne der Proben anfarben zu konnen, wurde zusatzlich der DNA
spezifische Farbstoff 4,6-Diamin-2-phenylindol (DAPI) verwendet.

Zunachst wurde die Sekundarantikorperlosung-1, welche die Cy5-konjugierten
Antikorper enthalt, hergestellt (siehe Tabelle 9) und auf die Schnitte pipettiert. In
einer dunklen Inkubationskammer wurden die Objekttrager dann 45 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Abkippen dieser Losung und dreimaligem
Waschen mit PBS fur jeweils 5 Minuten wurde die zweite
Sekundarantikorperlosung (siehe Tabelle 9) hergestellt und auf die Schnitte
gegeben. Nach 45 Minuten Inkubation in Dunkelheit in dieser die
Cy3-konjugierten Sekundarantikorper sowie den Farbstoff DAPI enthaltenden
Losung, wurden die Objekttrager abgetropft und dreimal fur 5 Minuten mit PBS
gewaschen.

Im letzten  Schritt wurden die Objekttrager mit 1-2  Tropfen
CitiFluor™ AF1 Eindeckmedium  (Citifluor Ltd. London, GroRbritannien)
eingedeckt und im Anschluss in dieser Form bei 5 °C in dafur vorgesehenen
Mappen gelagert.

Mit Hilfe des konfokalen Laser-Scanning Mikroskops CLSM Leica TCS SP2
(Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) wurden die
fluoreszenzgefarbten Schnitte analysiert.
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Tabelle 10: Verwendete Primarantikdrper Immunfarbung.

Zielstruktur ID Konjugation Spezies Klonalitat Hersteller
bzw.
Antigen
GHS- orb323279 unkonjugiert Kanin-  polyklonal Biorbyt Ltd.,
Rezeptor chen Cambridge,

GrofR3britannien

Calponin sc-136987 unkonjugiert Maus monoklonal  Santa Cruz
1/2/3 Biotechnology,
Santa Cruz,

USA

Tabelle 11: Verwendete Sekundarantikdrper Immunfarbung.

Zielstruktur ID Konjugation Spezies Klonalitat Hersteller
bzw.
Antigen
Kaninchen ab6564 Cyanin-5 Ziege  polyklonal Abcam,
Cambridge,

Grol3britannien

Maus AP124C  Cyanin-3 Ziege polyklonal EMD Millipore,
Billerica, USA

3.4 Western-Blot-Analysen
3.4.1 Homogenisation und Proteinbestimmung

Gewebestucke, welche nach Zuschnitt der Gewebeproben fur die
Organbadversuche verblieben waren, wurden im gefrorenen Zustand mit Hilfe
des FastPrep-24™ Systems (MP Biomedicals LLC, Santa Ana, CA, USA)

homogenisiert. Hierzu wurden die Proben zusammen mit 500 pl eines
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Lysepuffers in speziell dafur vorgesehene Lysing Matrix A enthaltende

4™

Roéhrchen des FastPrep-2 Systems gegeben.

Bestandteile Lysepuffer:
25 mM TRIS Hydrochlorid
10 M Phenylmethansulfonylfluorid
1 mM Benzamidin

10 pg/ml Leupeptinhemisulfat

Die befilllten Réhrchen wurden im FastPrep-24™

System gemal}
Herstellerangaben viermal 20 Sekunden unter Trockeneiskuhlung im
Homogenisationsgerat geruttelt und anschlieRend bei 15.000 g und 4 °C
zentrifugiert. Die entstandenen Uberstdnde wurden abpipettiert und in

Mikroreaktionsgefal’e gegeben.

120 pl des proteinhaltigen Uberstandes wurden zusammen mit
SDS-(sodium-dodecyl-sulfate-)haltigem Protein-Probenauftragspuffer
(Roti®Load 1, Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, Deutschland) gemaR
Herstellerangaben, nach einer Modifikation der urspringlichen Formulierung
nach Lammli, 9 Minuten in MikroreaktionsgefalRen bei 80-90 °C gekocht [115,
116]. Im Anschluss wurden die gekochten Proteine bis zu ihrer Verwendung fur
die folgende SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) bei -20 °C in Mikroreaktionsgefalien gelagert.

Der Rest des Uberstandes wurde fiir die Proteinbestimmung verwendet. Diese
wurde mit Hilfe des DC Protein Assay Kits (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) nach
Herstellerangaben, entsprechend einer modifizierten Proteinbestimmung nach
Lowry, durchgefuhrt [117, 118].
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3.4.2 SDS-PAGE

Um die Proteine entsprechend ihrer MolekulgroRe auftrennen zu kdnnen, wurde
eine SDS-PAGE durchgefuhrt [115].

Fur die Herstellung der dafur notigen Gele (siehe Tabelle 12) wurden je eine
Glasplatte mit 0,75 mm Abstandshalter (Spacer) sowie die dazu gehdrige kurze
Glasplatte (beides Bio-Rad, Hercules, CA, USA) in dafur vorgesehene
Gel-GieRrahmen (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) eingebaut und auf eine ebene

Flache gestellt.

Tabelle 12: Zusammensetzung Gele und Gelpuffer.

Losung Zusammensetzung

Trenngel 12,6 ml Acrylamid 4K-L6sung (30 %)
12,6 ml destilliertes Wasser
8,44 ml Trenngelpuffer

112,5 pl APS

22,5yl TEMED
Sammelgel 3,24 ml Acrylamid 4K-L6sung (30 %)
7,92 ml destilliertes Wasser
3,75 ml Sammelgelpuffer
75 ul APS
15 pl TEMED

Trenngelpuffer (pro 1000 ml) 181,71 g TRIS Base (1,5 M)

20 ml SDS-Fertiglosung (20 %)
Sammelgelpuffer (pro 7000m) 78,8 g TRIS Hydrochlorid (0,5 M)
20 ml SDS-Fertiglosung (20 %)

Zunachst wurde jeweils Trenngel zwischen die beiden Glasplatten pipettiert.

Um einen gleichmaliig horizontalen Gelspiegel zu erreichen, wurde im

56



Anschluss destilliertes Wasser auf das Trenngel pipettiert und erst nach
Aushartung abgegossen.

Nach Aushartung des Trenngels wurde Sammelgel zwischen die Glasplatten
auf das Trenngel pipettiert. Um die fur die spatere Befullung wichtigen
Probentaschen zu erhalten, wurde jeweils ein Kamm (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) mit zehn Zacken zwischen die Glasplatten gesteckt und bis zur
Aushartung des Sammelgels darin belassen.

Nach Aushartung wurden die nun durch das Gel verbundenen Glasplatten aus
dem GiefRrahmen ausgebaut und den Herstellerangaben entsprechend mit Hilfe
der dafur vorgesehenen Vorrichtung in die Elektrophoresekammer
(Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) eingebaut. Diese
wurde anschlielend mit Laufpuffer (siehe Tabelle 13) gefulit.

Tabelle 13: Zusammensetzung Laufpuffer.

Losung Zusammensetzung pro 1000 mi

Laufpuffer-Stammlosung 30,3 g TRIS Base (250 mM)
1426 g Glycin
50 ml SDS-Fertiglosung (20 %)
ad 1000 ml destilliertes Wasser

Laufpuffer (gebrauchsfertig) 100 mi Laufpuffer-Stammldsung

900 ml destilliertes \Wasser

Um spater das Molekulargewicht der Proteinbanden einordnen zu koénnen,
wurden in eine der aufReren Probentaschen 5 pl eines Markers (Precision Plus
Protein™ All Blue Standards, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) gegeben, in die
anderen Probentaschen wurden je 20 pg Protein einer Gewebeprobe pipettiert.
AnschlieBend wurde die Kammer geschlossen. Unter einer Spannung von
200V wurden die Proben 90 Minuten ihrer MolekllgroRe entsprechend
aufgetrennt.
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3.4.3 Western-Blot

Parallel zur Gelelektrophorese wurden eine Nitrocelluloselosung (NC-Losung)
sowie eine Gellosung hergestellt (siehe Tabelle 14).

Tabelle 14: Zusammensetzung Transferpuffer Western-Blot.

Losung Zusammensetzung
Puffer Western-Blot (4 x) 12149 TRIS Base
57,6 g Glycin

ad 1000 ml destilliertes Wasser

Transferpuffer Gele (Gellosung) 250 ml Puffer Western-Blot (4 x)

700 ml destilliertes Wasser

5 mi SDS-Fertiglosung (20 %)
Transferpuffer NC-Membran 250 ml Puffer Western-Blot (4 x)
(NC-Losung)

650 ml destilliertes Wasser

100 ml Methanol

Fir die Ubertragung der mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine von den
Gelen auf Nitrocellulosemembranen (NC-Membranen) (Amersham™ Protran™
Nitrocellulose Blotting membrane, GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland) wurde ein Semi-Dry-Blot-System (Trans-Blot® SD Cell Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) verwendet. Zunachst wurden pro Gel eine auf die GrolRe
eines Gels zugeschnittene NC-Membran sowie vier Filterpapiere in den
NC-Transferpuffer eingelegt. Die Gele wurden von den Glasplatten abgelost
und anschlieRend in den Gel-Transferpuffer eingelegt. Fur das Blotting wurden
jeweils zwei Filterpapiere Ubereinander in die Blottingkammer des
Semi-Dry-Blot-Systems gelegt. Auf diese Filterpapiere wurden erst je eine
NC-Membran und dann ein Gel gelegt. So konnten die negativ geladenen

Proteine nach unten zur positiven Anode wandern. Bedeckt wurde dieses
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,blotting Sandwich“ von zwei weiteren in NC-LOsung eingelegten Filterpapieren.
Insgesamt konnten vier ,blotting Sandwiches® gleichzeitig geblottet werden. Die
Kammer wurde geschlossen und die Proteine wurden von den Gelen unter
einer Spannung von 19 Volt innerhalb von 90 Minuten auf die Membranen
Ubertragen.

Um unspezifische Bindungen der im spateren Verlauf des Versuchs
verwendeten Antikorper an die NC-Membranen zu verhindern, wurden die
Membranen nach Abschluss des Western-Blots geblockt, indem sie bei 4 °C
Uber Nacht in eine Losung aus 100 ml PBS-T und 5 g Milchpulver
,Blotting-Grade“ (Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, Deutschland) eingelegt
wurden. Die Zusammensetzung dieser Blocklosung ist in Tabelle 15 dargestellt.

Tabelle 15: Zusammensetzung Blocklosung.

Losung Zusammensetzung pro 1000 mi

PBS-Losung (20 x) 160 g Natriumchlorid

(Phosphat buffered , )

saline) 552¢g Natriumdihydrogenphosphat x H,O

57,28 g Natriumhydrogenphosphat x 12 H,O

ad 1000 ml destilliertes Wasser

PBS-T 50 ml PBS (20 x) Lésung
950 ml destilliertes Wasser
1 ml Tween 20

Am nachsten Tag wurden die Membranen aus der Losung entnommen und
zweimal 5 Minuten mit destilliertem Wasser gewaschen. Dieser Vorgang wurde,
wie die weiteren Inkubations- und Waschvorgange im Versuchsablauf, auf
einem Taumelschuttler durchgefuhrt. Im Anschluss an den Waschvorgang
wurden die mit den Proteinen beladenen Membranen 90 Minuten mit den
verschiedenen PrimarantikOrpern inkubiert. Dafur wurde der jeweilige
Primarantikorper gemaly Herstellerangaben mit 5 % Milchpulver enthaltender
PBS-T-Losung verdunnt. Es wurden die in Tabelle 16 aufgefuhrten

Primarantikoper verwendet:
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Tabelle 16: Primarantikorper Western-Blot.

Zielstruktur bzw. ID Spezies Klonalitat Hersteller

Antigen

Ghrelin-Rezeptor 0rb323279 Kaninchen polyklonal Biorbyt Ltd.,
Cambridge,

GrolR3britannien

Calponin 1/2/3 sc-136987 Maus monoklonal  Santa Cruz
Biotechnology,
Santa Cruz,
USA

pan-Zytokeratin  sc-8018 Maus monoklonal  Santa Cruz

Biotechnology,
Santa Cruz,
USA

PSA sc-7316 Maus monoklonal  Santa Cruz
Biotechnology,
Santa Cruz,
USA

Beta-Aktin sc-47778 Maus monoklonal  Santa Cruz
Biotechnology,
Santa Cruz,
USA

Nach dem Inkubieren wurden die Membranen viermal 5 Minuten mit PBS-T

gewaschen.

Fir die Visualisierung der Priméarantikérperbindungen wurde das Vectastain®
ABC HRP Kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) verwendet. Zunachst
wurden spezielle biotinylierte Ziegen-Anti-Kaninchen-IgG Sekundarantikorper
(BA-1000, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) bzw. biotinylierte
Ziegen-Anti-Maus-lgG  Sekundarantikorper (BA-2000, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) im Verhaltnis 1:200 in PBS geldst und die Membranen
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darin far 30 Minuten inkubiert. Wahrenddessen wurde das ABC-Reagenz des
Vectastain Kits gemal® Herstellerangaben angesetzt und 30 Minuten in der
daflr vorgesehenen Mischflasche belassen [119]. Durch das Mischen des
avidinhaltigen A-Reagenz mit dem eine biotinylierte Meerrettichperoxidase
enthaltenden B-Reagenz entstand ein Avidin-Biotin-Komplex
(ABC-Komplex) [120].

Nach Inkubation mit den Sekundarantikdrpern wurden die Membranen viermal
5 Minuten mit PBS-T gewaschen. Es folgte eine anschliefiende 30-minutige
Inkubation zusammen mit dem ABC-Komplex. Hierdurch wurden die
biotinylierten Sekundarantikorper an den avidinhaltigen ABC-Komplex
gebunden [120].

Nach Inkubation mit dem ABC-Komplex wurden die Membranen viermal jeweils
3 Minuten mit PBS-T gewaschen. Nach dem Waschen wurden die Membranen
4 Minuten mit einer ECL-(enhanced chemiluminescence-)Losung (siehe Tabelle
17) inkubiert und nach Entnahme aus der ECL-Losung direkt mit transparenten
Tageslichtprojektor-Folien bedeckt. In einer Autoradiographiekassette verpackt
wurden die Membranen zur Belichtung und Entwicklung ins Fotolabor gebracht.

Tabelle 17: Zusammensetzung Lésungen Chemilumineszenz.

Losung Zusammensetzung
Losung-A (SA) 200 ml 0,1 M TRIS Hydrochlorid
50 mg Luminol
Losung-B (SB) 11 mg para-Hydroxycoumarinsaure
10 ml DMSO
ECL-(enhanced 10 ml Lésung A
chemiluminescence-)Losung
1 ml Losung B
3l H202 (30 %)

Verwendet wurde eine Iluminolhaltige @ ECL-Losung. Durch  das

Wasserstoffperoxid (H202) in der Losung kam es in Anwesenheit der
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Meerrettichperoxidase zur Oxidation von Luminol und in der Folge zur Emission
von Licht [121, 122]. Im abgedunkelten Fotolabor wurden speziell daflr
vorgesehene Filme (Amersham Hyperfim™ ECL, GE Healthcare Europe
GmbH, Freiburg, Deutschland) in die Autoradiographiekassette gelegt und
somit durch die Chemilumineszenz belichtet. Nach ausreichender
Expositionszeit wurden sie anschlieBend in einem RoOntgenfilm-Entwickler
(Cawomat 2000 IR, CAWO Photochemische Fabrik GmbH, Schrobenhausen,
Deutschland) entwickelt.

3.5 Auswertung und statistische Methoden

Zur Aufzeichnung der Kontraktionskurven wurde die Software Labchart
verwendet. Wahrend der Versuchsdurchfuhrung erfolgte Uber diese Software
eine  Markierung der relevanten, in Tabelle 18 aufgefuhrten,
Kontraktionszustande uber eine Eingabezeile.

Tabelle 18: Zeitpunkte Bestimmung Kontraktionszustand.

e Basislinie 1
e maximale Kontraktion nach Zugabe von KClI
e Basislinie 2

e maximale Kontraktion nach Durchfuhrung einer EFS mit einer

bestimmten Frequenz
oder

e maximale Kontraktion nach Zugabe einer bestimmten Konzentration
von Noradrenalin, Phenylephrin, U46619 bzw. ET-1

Nach Bestimmung der Kontraktionszustande wurden die einzelnen Messwerte

in das Programm Microsoft Excel exportiert.

Von den Messwerten, welche durch die Applikation einer bestimmten

Konzentration von a-Agonisten, U46619, ET-1 bzw. durch EFS erzeugt wurden,
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wurden fur jede Konzentration bzw. Frequenz die Messwerte der ,Basislinie 2°
abgezogen. Die resultierenden Werte wurden wiederum fur jede Konzentration
bzw. Frequenz durch einen Referenzwert dividiert. Bei diesem Referenzwert
handelte es sich um die Differenz der Werte ,Basislinie 1“ und des Wertes des

maximalen durch Kaliumchlorid ausgeldsten Kontraktionszustandes.

Der Quotient wurde mit 100 multipliziert. Der resultierende Wert drickt somit die
Agonisten bzw. EFS-induzierte Kontraktion in Prozent der durch KCI induzierten
Kontraktion aus. Auf diese Weise konnten relative Werte fur Versuchs- und

Kontrollgruppen fur jeden einzelnen Versuch ermittelt werden.

Fir jede Konzentration bzw. Frequenz wurde mit Excel anschlieRend der
Mittelwert aller Versuche einer Versuchsreihe gebildet. Aus dem jeweiligen
Mittelwert wurde mit Hilfe von Excel auRerdem der jeweilige Standardfehler
(SEM, standard error of the mean) berechnet. Mit den erhaltenen Werten wurde
fur jede Versuchsreihe schliefl3lich ein Diagramm mit Excel erstellt.

Mit der SPSS® Version 20 (IBM SPSS, IBM Corporation, Armonk, New York,
USA) wurde eine multivariate Varianzanalyse (multivariate analysis of variance,
MANOVA) zum Vergleich der einzelnen Mittelwerte bei einer bestimmten
Frequenz bzw. Konzentration einer Versuchsreihe durchgefuhrt. Zum Vergleich
der gesamten Frequenz- bzw. Konzentrations-Wirkungs-Kurven einer
Versuchsreihe wurde eine Zweiweg-Varianzanalyse (two-way-ANOVA) mit der
gleichen Software durchgefuhrt. Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch
signifikant betrachtet.

63



4. Ergebnisse

4.1 Organbadversuche

Insgesamt wurden im Rahmen der Organbadversuche Kraftmessungen an
Gewebeproben von 30 Patienten durchgefuhrt. Dabei wurden je Patient vier
Gewebeproben untersucht, von denen jeweils zwei der Versuchs- und zwei der
Kontrollgruppe zugefuhrt wurden. Die Zuteilung in Versuchs- und
Kontrollgruppe (DMSQO) erfolgte randomisiert. In funf verschiedenen
Versuchsreihen wurde untersucht, welche Effekte die GHS-Rezeptor-Agonisten
L-692,585 und MK 0677 auf eine durch verschiedene Reize induzierte
Kontraktion des Gewebes haben. Die Gewebekontraktionen wurden in den
unterschiedlichen Versuchsreihen entweder durch elektrische Feldstimulation,
Noradrenalin, Phenylephrin, ET-1 oder U46619 ausgeldst.

4.1.1 Effekte von L-692,585 auf durch EFS induzierte Kontraktion

Diese Versuchsreihe sollte zeigen, ob es durch den GHS-Rezeptor-Agonisten
L-692,585 zu einer gegenuber der Kontrollgruppe verstarkten, durch EFS
induzierten, Kontraktion des Gewebes kommt. Dabei wurden Gewebeproben

von 6 Patienten untersucht.
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Abbildung 4: Auswirkungen von L-692,585 auf die durch EFS ausgeloste
Gewebekontraktion. Gezeigt sind Mittelwerte +/- SEM von Experimenten mit
Prostatageweben von n = 6 Patienten, wobei Proben jeder Prostata sowohl der
L-692,585-Gruppe als auch der Kontrollgruppe zugefihrt wurden. #p < 0,05 fur
jeweilige Frequenz nach multivariater Analyse bzw. p im Insert fir ganze Gruppen
nach two-way ANOVA.

In Abbildung 4 sind durch elektrische Feldstimulation (EFS) ausgeloste
Kontraktionen von humanen Prostatageweben in An- und Abwesenheit von
L-692,585 als Frequenz-Wirkungs-Diagramm dargestellt. Bei jedem der 6
Versuche wurden die in Abbildung 4 gezeigten Frequenzen jeweils
nacheinander in allen 4 Organbadkammern angelegt. Die bei der jeweiligen
Frequenz ausgeloste maximale Kontraktion des Gewebes wird hier prozentual
zur maximalen, durch 400 pl Kaliumchlorid ausgelosten, Kontraktion gezeigt.
Aus den Ergebnissen der Einzelversuche wurden sowohl in der Versuchs- als
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auch in der Kontrollgruppe Mittelwerte gebildet und in Abbildung 4 in Form
eines  Frequenz-Wirkungs-Diagramms  veranschaulicht. Der jeweilige
Standardfehler des Mittelwerts (SEM) ist als Fehlerbalken dargestellt.

Nach Inkubation mit dem GHS-Rezeptor-Agonisten L-692,585 kam es
gegenuber der Kontrollgruppe zu einer Verstarkung der durch elektrische
Feldstimulation (EFS) ausgelosten Kontraktion. Bei 32 Hz fiel diese Verstarkung
signifikant aus (multivariate Analyse). Bei anderen Frequenzen, insbesondere
bei 16 Hz, traten ebenfalls Verstarkungen auf, ohne dass diese
Signifikanzniveau erreichten. Ein Vergleich der gesamten Gruppen (two-way
ANOVA) ergab wiederum einen signifikanten Unterschied.

4.1.2 Effekte von L-692,585 auf Kontraktion durch Noradrenalin

Diese Versuchsreihe sollte zeigen, ob es durch den GHS-R-Agonisten
L-692,585 zu einer gegenuber der Kontrollgruppe verstarkten, durch
Noradrenalin induzierten, Kontraktion des Gewebes kommt. Dabei wurden
Gewebeproben von 6 Patienten untersucht.
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Abbildung 5: Auswirkungen von L-692,585 auf die durch Noradrenalin ausgeldste
Gewebekontraktion. Gezeigt sind Mittelwerte +/- SEM von Experimenten mit
Prostatageweben von n = 7 Patienten, wobei Proben jeder Prostata sowohl der
L-692,585-Gruppe als auch der Kontrollgruppe zugefiihrt wurden. #p < 0,05 fir
jeweilige Konzentration nach multivariater Analyse bzw. p im Insert fir ganze Gruppen
nach two-way ANOVA.

In  Abbildung 5 sind durch Applikation von Noradrenalin ausgeloste
Kontraktionen von humanen Prostatageweben in An- und Abwesenheit von
L-692,585 dargestellt. Bei jedem der 7 Versuche wurde die Konzentration von
Noradrenalin, wie in Kapitel 3.2.4 beschrieben, schrittweise in allen vier
Organbadkammern gleichzeitig gemal Pipettierschema erhoht. Die bei der
jeweiligen Konzentration ausgeloste maximale Kontraktion des Gewebes wird
hier prozentual zur maximalen, durch 400 pl Kaliumchlorid ausgelosten,
Kontraktion gezeigt. Aus den Ergebnissen der Einzelversuche wurden sowohl in
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der Versuchs- als auch in der Kontrollgruppe Mittelwerte gebildet und in
Abbildung 5 in  Form eines Konzentrations-Wirkungs-Diagramms
veranschaulicht. Die jeweiligen Standardfehler des Mittelwerts (SEM) sind als
Fehlerbalken dargestellt.

Nach Inkubation mit dem GHS-Rezeptor-Agonisten L-692,585 kam es durch
Applikation von Noradrenalin in die Organbadkammern gegenuber der
Kontrollgruppe zu einer Verstarkung der Gewebekontraktion. Bei
Noradrenalinkonzentrationen von 10 pM, 30 yuM und 100 puM fiel diese
Verstarkung signifikant aus (multivariate Analyse). Auch bei niedrigeren
Konzentrationen traten bereits Verstarkungen auf, ohne dass diese
Signifikanzniveau erreichten. Ein Vergleich der gesamten Gruppen
(two-way ANOVA) ergab wiederum einen signifikanten Unterschied.

4.1.3 Effekte von MK 0677 auf Kontraktion durch Phenylephrin

Diese Versuchsreihe sollte zeigen, ob es durch den GHS-Rezeptor-Agonisten
MK 0677 zu einer gegenuber der Kontrollgruppe verstarkten, durch
Phenylephrin induzierten, Kontraktion des Gewebes kommt. Dabei wurden
Gewebeproben von 6 Patienten untersucht.
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Abbildung 6: Auswirkungen von MK 0677 auf die durch Phenylephrin ausgeldste
Gewebekontraktion. Gezeigt sind Mittelwerte +/- SEM von Experimenten mit
Prostatageweben von n = 6 Patienten, wobei Proben jeder Prostata sowohl der
MK 0677-Gruppe als auch der Kontrollgruppe zugefiihrt wurden. #p < 0,05 fiur jeweilige
Konzentration nach multivariater Analyse bzw. p im Insert fir ganze Gruppen nach
two-way ANOVA.

In Abbildung 6 sind die im Organbad durch Phenylephrin ausgelosten
Kontraktionen von humanen Prostatageweben in An- und Abwesenheit von
MK 0677 dargestellt. Bei jedem der 6 Versuche wurde die Konzentration von
Phenylephrin, wie in Kapitel 3.2.5 beschrieben, schrittweise in allen vier
Organbadkammern gleichzeitig gemal} Pipettierschema erhoht. Die durch eine
bestimmte Konzentration an Phenylephrin ausgeloste maximale Kontraktion
des Gewebes wird hier prozentual zur maximalen, durch 400 ul Kaliumchlorid
ausgelosten, Kontraktion abgebildet. Aus den Ergebnissen der Einzelversuche
wurden sowohl in der Versuchs- als auch in der Kontroligruppe Mittelwerte
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gebildet und in Abbildung 6 in Form eines Konzentrations-Wirkungs-Diagramms
veranschaulicht. Die jeweiligen Standardfehler des Mittelwerts (SEM) sind als
Fehlerbalken dargestellt.

Nach Inkubation mit dem GHS-Rezeptor-Agonisten MK 0677 kam es durch
Applikation von Phenylephrin in die Organbadkammern gegenuber der
Kontrollgruppe zu einer Verstarkung der Gewebekontraktion. Bei
Phenylephrinkonzentrationen von 10 yM, 30 yM und 100 uM fiel diese
Verstarkung signifikant aus (multivariate Analyse). Auch bei niedrigeren
Konzentrationen traten bereits Verstarkungen auf, ohne dass diese
Signifikanzniveau erreichten. Ein Vergleich der gesamten Gruppen
(two-way ANOVA) ergab wiederum einen signifikanten Unterschied.

4.1.4 Effekte von L-692,585 auf Kontraktion durch U46619

Diese Versuchsreihe sollte zeigen, ob es durch den GHS-Rezeptor-Agonisten
L-692,585 zu einer gegenuber der Kontrollgruppe verstarkten, durch U46619
induzierten, Kontraktion des Gewebes kommt. Dabei wurden Gewebeproben

von 6 Patienten untersucht.
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Abbildung 7: Auswirkungen von L-692,585 auf die durch U46619 ausgeloste
Gewebekontraktion. Gezeigt sind Mittelwerte +/- SEM von Experimenten mit
Prostatageweben von n = 5 Patienten, wobei Proben jeder Prostata sowohl der
L-692,585-Gruppe als auch der Kontrollgruppe zugefihrt wurden.

In Abbildung 7 sind durch Applikation von U46619 ausgeloste Kontraktionen
von humanen Prostatageweben in An- und Abwesenheit von L-692,585
dargestellt. Bei jedem der 5 Versuche wurde die Konzentration von U46619,
wie in Kapitel 3.2.6 beschrieben, schrittweise in allen vier Organbadkammern
gleichzeitig gemal Pipettierschema erhoht. Die bei der jeweiligen Konzentration
ausgeloste maximale Kontraktion des Gewebes wird hier prozentual zur
maximalen, durch 400 ul Kaliumchlorid ausgelosten, Kontraktion gezeigt. Aus
den Ergebnissen der Einzelversuche wurden sowohl in der Versuchs- als auch

in der Kontrollgruppe Mittelwerte gebildet und in Abbildung 7 in Form eines
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Konzentrations-Wirkungs-Diagramms veranschaulicht. Die jeweiligen
Standardfehler des Mittelwerts (SEM) sind als Fehlerbalken dargestellt.

Nach Inkubation mit dem GHS-Rezeptor-Agonisten L-692,585 kam es durch
Applikation von U46619 in die Organbadkammern gegenuber der
Kontrollgruppe zu einer Verringerung der Gewebekontraktion. Deutlich zu
sehen ist die Uberlappung der jeweiligen Fehlerbalken. Der Einfluss von
U46619 auf die Kontraktion der Gewebeproben war nicht signifikant.

4.1.5 Effekte von L-692,585 auf Kontraktion durch Endothelin-1

Diese Versuchsreihe sollte zeigen, ob es durch den GHS-Rezeptor-Agonisten
L-692,585 zu einer gegenuber der Kontrollgruppe verstarkten, durch
Endothelin-1 induzierten, Kontraktion des Gewebes kommt. Dabei wurden

Gewebeproben von 6 Patienten untersucht.
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Abbildung 8: Auswirkungen von L-692,585 auf die durch Endothelin-1 ausgeldste
Gewebekontraktion. Gezeigt sind Mittelwerte +/- SEM von Experimenten mit
Prostatageweben von n = 6 Patienten, wobei Proben jeder Prostata sowohl der
L-692,585-Gruppe als auch der Kontrollgruppe zugefihrt wurden.

In  Abbildung 8 sind durch Applikation von Endothelin-1 ausgeloste
Kontraktionen von humanen Prostatageweben in An- und Abwesenheit von
L-692,585 dargestellt. Bei jedem der 6 Versuche wurde die Konzentration von
Endothelin-1, wie in Kapitel 3.2.7 beschrieben, schrittweise in allen vier
Organbadkammern gleichzeitig gemald Pipettierschema erhoht. Die bei der
jeweiligen Konzentration ausgeloste maximale Kontraktion des Gewebes wird
hier prozentual zur maximalen, durch 400 pl Kaliumchlorid ausgelosten,
Kontraktion gezeigt. Aus den Ergebnissen der Einzelversuche wurden sowohl in
der Versuchs- als auch in der Kontrollgruppe Mittelwerte gebildet und in
Abbildung 8 in  Form eines Konzentrations-Wirkungs-Diagramms
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veranschaulicht. Die jeweiligen Standardfehler des Mittelwerts (SEM) sind als
Fehlerbalken dargestellt.

Nach Inkubation mit dem GHS-Rezeptor-Agonisten L-692,585 kam es durch
Applikation von Endothelin-1 in die Organbadkammern gegenuber der
Kontrollgruppe zu einer Verringerung der Gewebekontraktion. Deutlich zu
sehen ist die Uberlappung der jeweiligen Fehlerbalken. Der Einfluss von
Endothelin-1 auf die Kontraktion der Gewebeproben war nicht signifikant.

4.2 Immunfluoreszenzfarbung

Die in Abbildung 9 zu sehende Aufnahme eines fluoreszenzgefarbten
Gewebeschnitts der Prostata wurde mit dem konfokalen Laser Mikroskop
Leica SP2 aufgenommen. Gezeigt ist dabei ein reprasentativer Bereich aus
einer Serie von n = 5 Patienten. Die Immunfluoreszenzfarbung sollte eine
mogliche Kolokalisation des GHS-Rezeptors (GHSR) mit glatten Muskelzellen
darstellen.

In der Abbildung ist oben links die Emission von blauem Licht als Folge der
Bindung von DAPI an die DNA sichtbar. Relativ gleichmaRig sind die
kernhaltigen Zellen hier Uber den Bildausschnitt verteilt.

Oben rechts ist die Emission von rotem Licht zu sehen. Zurlckzufuhren ist
diese Emission in diesen Bereichen auf Cyanin-5. Die im Versuch verwendeten
Cy-5-konjugierten Sekundarantikorper richten sich gegen Antigene des
Kaninchens und binden somit an die gegen den GHS-Rezeptor (GHSR)
gerichteten Primarantikorper. Die in der Abbildung roten Bereiche lassen damit
auf ein Vorkommen des Ghrelin-Rezeptors in diesen Bereichen schlie3en.

Unten links ist eine auf Cyanin-3 zuruckzufuhrende Emission grinen Lichts zu
sehen. Die Cy-3-konjugierten Sekundarantikorper richten sich gegen Antigene
der Maus und binden somit an die Anti-Calponin 1/2/3 Maus-Antikorper. Diese
richten sich gegen in der glatten Muskulatur vorkommendes Calponin. In den
grunen Bereichen der Abbildung ist demnach das Vorkommen glatter

Muskelzellen anzunehmen.
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Unten rechts ist in Abbildung 9 eine Uberlagerung bzw. Fusion der Farbungen
dargestellt. Auf diese Weise kann das gleichzeitige Vorkommen des
GHS-Rezeptors und glatter Muskelzellen besser visualisiert werden. Die
deutlich erkennbaren gelblichen Bereiche lassen auf ein Vorkommen des
GHS-Rezeptors in der glatten Muskulatur der Prostata schlielRen
(=Kolokalisation).

Abbildung 9: Reprasentative Farbung einer Serie mit 5 Gewebeproben. Farbungen
von links oben nach rechts unten mit DAPI, sowie Antikérpern gegen den GHSR und
Calponin, bzw. Gberlagertes Bild aller drei Farbkanale (Fusion).
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4.3 Western-Blot-Analysen

In Rahmen der Western-Blot-Analysen wurden Gewebeproben von 8
verschiedenen Patienten untersucht. Es wurde jeweils mit AntikOrpern gegen
GHS-Rezeptoren, Calponin (einem Marker glatter Muskelzellen), pan-
Zytokeratin (einem Marker der Prostataepithelzellen), sowie PSA detektiert. Das
housekeeping Protein beta-Aktin diente als Ladekontrolle zur Bestatigung
korrekter Versuchsbedingungen.

Die untersuchten Gewebeproben ergaben fur alle Zielstrukturen individuell
unterschiedliche Bandenstarken fur die einzelnen Patienten. Bei allen 8 Proben,
welche mit dem GHS-Rezeptor-Antikdrper inkubiert wurden, waren Banden mit
einer Grofde von 41 kDa zu sehen (siehe Abbildung 10). Die Banden der mit
Anti-Calponin-, Anti-pan-Zytokeratin- sowie Anti-PSA-Antikdrper inkubierten
Proben waren mit 34, 37-54 bzw. 29 kDa, bei unterschiedlicher Intensitat, im
Bereich der erwarteten Molekulargewichte der jeweiligen Zielstrukturen (siehe
Abbildung 11, Abbildung 12, Abbildung 13). Keine Intensitatsunterschiede
waren bei den Beta-Aktin-Banden zu sehen (siehe Abbildung 14).

Prostatagewebe von verschiedenen Patienten je Spalte (Patienten 1-8):

[P — e —— ——

Abbildung 10: GHSR 41kDa.

] - — * - ”

Abbildung 11: Calponin 34 kDa.
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Abbildung 12: pan-Zytokeratin 37-55 kDa.

Abbildung 13: PSA 29 kDa.

Abbildung 14: Beta-Aktin 42 kDa.
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5. Diskussion

Manner im fortgeschrittenen Alter sind sehr haufig von Miktionsstorungen bzw.
LUTS betroffen [2]. Die Patienten klagen oft Uber einen verzogerten
Miktionsbeginn, einen abgeschwachten Harnstrahl sowie Uber Nachtraufeln im
Anschluss an das Wasserlassen [1, 2]. ZurUckzufuhren sind diese Symptome
meist auf eine VergroRerung der Prostata infolge einer Prostatahyperplasie
durch Wachstum des Prostatastromas und der Prostataepithelzellen [1, 48, 50].
Neben der Hyperplasie spielt zusatzlich ein erhdhter Tonus glatter Muskelzellen
eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der Symptomatik [48, 50]. Diese
beiden Komponenten fuhren in Kombination zu einer Kompression der
Harnrohre und damit zu einer Blasenauslassobstruktion [1, 3, 48, 50]. Zur
medikamentosen Therapie von LUTS infolge BPH werden bislang vor allem
zwei  Arzneimittelgruppen verwendet [1, 82]. Das Volumen des
Prostatagewebes soll mit Hilfe von 5a-Reduktase-Inhibitoren verringert werden,
wahrend der durch den Sympathikus vermittelte Muskeltonus in Prostata und
Blasenhals durch a;-Adrenozeptor-Agonisten reduziert werden soll [50, 51, 82].

In der Praxis zeigt sich jedoch, dass die Behandlung mit diesen Mono- und
Kombinationstherapien, auch aufgrund von Nebenwirkungen und begrenzter
Wirksamkeit, haufig nicht den gewunschten Erfolg bringt [1, 50, 75]. Viele
Patienten brechen folglich die Therapie ab [73]. Trotz dieser Einschrankungen
sind die Kosten fur die Medikamente hoch [1]. Aufgrund der alternden
Bevdlkerung und der damit verbunden steigenden Zahl an Betroffenen, stellen
die Kosten zunehmend eine Belastung fur unsere Gesundheitssysteme dar [1,
2].

Neue Therapieoptionen zur Behandlung der LUTS infolge BPH kdnnte das in
zahlreichen Geweben vorkommende metabolische Hormon Ghrelin, welches
erst 1999 von Kojima et al. entdeckt wurde, eréffnen [105, 109, 110]. So steht
Ghrelin im Verdacht, eine Rolle beim metabolischen Syndrom zu spielen [5].
Daruber hinaus konnte in Tierversuchen eine kontraktile Wirkung von Ghrelin
auf glatte Muskulatur nachgewiesen werden [6, 7]. Wahrend bekannt ist, dass
ein erhohter glattmuskularer Tonus eine Rolle bei der Entstehung der LUTS
spielt, zeigen neuere Studien, dass Patienten mit metabolischem Syndrom und
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hohem BMI ein erhdhtes Risiko haben, BPH bedingte LUTS zu entwickeln [2,
50].

Vor diesem Hintergrund erschien ein Zusammenhang zwischen Ghrelin und der
Entstehung von LUTS infolge BPH moglich und wurde deshalb im Rahmen
dieser Arbeit naher untersucht. Hierzu wurden durch verschiedene adrenerge,
nicht adrenerge und neurogene Reize Kontraktionen humanen
Prostatagewebes ausgelost und die Auswirkungen der
GHS-Rezeptor-Agonisten MK 0677 und L-692,585 auf diese Kontraktionen

untersucht.

5.1 Organbadversuche und In-vitro-Studien

Die Grundlagenforschung spielt eine Schlusselrolle in der
Arzneimittelforschung [123]. Dabei sollen neue Zielstrukturen flr hochselektive
Molekule gefunden und unbekannte physiologische Prozesse entdeckt
werden [123]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden hierzu in Organbadern
Kontraktionsversuche mit humanem Prostatagewebe in-vitro durchgefuhrt.

Versuche in  Organbadern  ermdglichen die  Untersuchung von
Muskelkontraktionen ex-vivo an intakten, frischen Gewebeproben, also in einem
Verbund verschiedener Zelltypen [123]. Organbadstudien stellen ein Bindeglied

zwischen In-vivo-Versuchen und einzelnen Zellkulturuntersuchungen dar [123].

Im Gegensatz zu den in dieser Arbeit durchgefuhrten Versuchen wurde in
anderen Studien haufig nicht humanes Gewebe untersucht [123, 124].
Tierisches Gewebe kann sich von humanem Gewebe durch eine andere
Affinitat und Verteilung von Rezeptoren unterscheiden [125]. Bei sonst gleichen
Versuchsbedingungen ist daher die Verwendung humanen Gewebes,
insbesondere in Hinblick auf die Beurteilung der klinischen Relevanz,
vorteilhaft. In dieser Arbeit wurden deshalb alle Versuche an humanem Gewebe
durchgefuhrt.

Die Kontraktionen in Organbadversuchen werden haufig, wie auch in der
vorliegenden Studie, durch elektrische Feldstimulation oder durch Applikation

adrenerger Substanzen, ausgelost [123, 126, 127]. Es handelt sich dabei um
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etablierte Methoden, welche auch speziell zur Untersuchung von Geweben im
unteren Harntrakt weite Verwendung finden [123, 124, 126, 127].

Aus offensichtlichen Grinden war es nicht moglich, die Kontraktionsversuche
dieser Arbeit in-vivo an Menschen durchzufihren. Gewebe nicht
hyperplastischer Organe junger Probanden mit den in der Arbeit verwendeten
hyperplastischen Geweben zu vergleichen war nicht moglich, da es ethisch
nicht vertretbar gewesen ware, Prostatektomien oder Gewebeentnahmen nur

zu Forschungszwecken an gesunden Patienten durchzufuhren.

5.2 Gewebe

Das in den Versuchen verwendete Gewebe wurde im Zuge radikaler
Prostatektomien zur Therapie von Patienten mit Prostatakarzinom entnommen.
Gewebe von Patienten, bei welchen zuvor eine TURP durchgefuhrt worden
war, wurde wegen des Ublicherweise damit einhergehenden Gewebeschadens
nicht verwendet [126].

Um moglichst vitales Gewebe fur die Organbadversuche zu erhalten, wurden
die Organe sofort nach operativer Entfernung in eine protektive Losung, wie sie
auch zum Transport von Organtransplantaten verwendet wird, eingelegt und
das Gewebe unverzuglich den Versuchen zugefuhrt. Die Versuche wurden in
auf 37 °C erwarmten Organbadern durchgefihrt, um physiologischen
Bedingungen  moglichst nahe zu kommen. Gewebe fur die
Western-Blot-Analysen und die Immunfluoreszenzfarbung wurde in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C bis zur Versuchsdurchfuhrung
gelagert.

Um nicht malignes Gewebe zu erhalten, wurde bei der Gewebeentnahme durch
die Pathologie nur makroskopisch tumorfreies Gewebe aus der normalerweise
nicht von Malignomen betroffenen periurethralen Zone entnommen [11, 19].
Diese Praxis hatte sich bereits in anderen Studien bewahrt [126, 127].

Weil die periurethrale Zone haufig Ausgangspunkt der BPH ist, eignete sich das
Gewebe aus diesem Bereich sehr gut fur die grundlagenwissenschaftlichen
Versuche im Rahmen dieser Arbeit [11, 19]. Wie in den Western-Blot-Analysen
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des Prostatagewebes zu sehen ist, gab es zwischen den einzelnen
Patientenproben individuelle Unterschiede in der Expression von Calponin,
einem Marker glatter Muskelzellen und pan-Zytokeratin, einem Marker von
Prostataepithelzellen. Der Anteil an muskelhaltigem Stroma im Verhaltnis zum
Anteil an Drusengewebe war in den untersuchten Geweben also nicht immer
gleich. Auch die Expression von PSA in den Gewebeproben unterschied sich in
den Western-Blot-Analysen zum Teil deutlich. Demnach kann auch eine
unterschiedlich starke Auspragung der benignen Prostatahyperplasie in den
verwendeten Geweben angenommen werden. Hierbei ist anzumerken, dass
das Prostata spezifische Antigen (PSA) nicht nur als Marker des
Prostatakarzinoms, sondern auch als Marker einer BPH dient [128].

Um die individuell unterschiedlichen Anteile an Muskel- und Drusengewebe
bzw. die unterschiedliche Auspragung der BPH ausgleichen zu kdnnen, wurde
bei den Kontraktionsversuchen im Organbad stets die durch die Agonisten
erreichte Kontraktion in Bezug zu einer zuvor durch Kaliumchlorid ausgeldsten
Kontraktion gesetzt [127]. Diese Vorgehensweise war notig, um die einzelnen
Versuche miteinander vergleichen zu kdnnen und ist allgemein akzeptiert [126,
127].

5.3 Vorkommen des GHS-Rezeptors

In den Western-Blot-Analysen wurde jeweils die mogliche GHS-Rezeptor-
Expression in Gewebeproben von acht verschiedenen Patienten bestimmt. Es
sollte gezeigt werden, ob und wie stark sich die Expression des
Ghrelinrezeptors (GHS-Rezeptor) in den verschiedenen Gewebeproben
unterscheidet.

In allen Proben, die mit dem GHS-Rezeptor-Antikorper orb323279 inkubiert
wurden, konnten, bei geringen interindividuellen Unterschieden, Banden bei
einem Molekulargewicht von 41 kDa nachgewiesen werden. Weil auch das
Molekulargewicht des GHS-Rezeptors im Bereich von 41 kDa liegt, erscheint
ein  Vorkommen des GHS-Rezeptors in den untersuchten Organen
wahrscheinlich.

81



In der Immunfluoreszenzfarbung konnte der Nachweis einer Kolokalisation der
Immunreaktivitaten des GHS-Rezeptor-Antikorpers orb323279 mit dem
Antikorper sc-136987, welcher gegen in glatten Muskelzellen vorkommendes
Calponin gerichtet ist, erbracht werden. Daraus kann auf eine Expression des
Ghrelinrezeptors (GHS-Rezeptor) in der glatten Muskulatur des untersuchten
Gewebes geschlossen werden.

Sowohl das Vorkommen des metabolischen Hormons Ghrelin als auch des
GHS-Rezeptors in humanem Gewebe, wurde bereits von Gnanapavan et al.
und Ueberberg et al. beschrieben [109, 110]. Sie zeigten in ihren Versuchen,
dass Ghrelin nicht nur in der Hypophyse sowie im Magen, sondern auch in
vielen anderen Geweben vorkommt [109, 110]. Ueberberg et al. nutzten dabei
spezielle RNA-Gewebesonden [109]. Gnanapavan et al. hingegen verwendeten
Gewebe, welches im Rahmen von Operationen gewonnen und direkt im
Anschluss daran schockgefroren worden war. Gnanapavan et al. konnten
mittels PCR das Vorkommen von Ghrelin-mRNA bzw. der mRNA-Expression
des GHS-Rezeptor-Subtyps GHSR-1b in  humanem Prostatagewebe
nachweisen [110]. Vergleichbare Ergebnisse zeigten sich bei den Versuchen
von Ueberberg et al. [109].

Insgesamt sprechen diese Erkenntnisse fur ein Vorkommen des
GHS-Rezeptors in den glatten Muskelzellen des humanen Prostatagewebes.
Eine Regulation der glattmuskularen Kontraktion im Prostatagewebe durch den
GHS-Rezeptor scheint damit moglich.

5.4 Wirkung von Ghrelin auf glatte Muskelzellen

In den Organbadversuchen wurden funf Versuchsreihen durchgefuhrt, um die
Effekte der Ghrelin-Agonisten L-692,585 sowie MK 0677 auf die glattmuskulare
Kontraktion von humanem Prostatagewebe zu untersuchen. Insgesamt wurden

Gewebeproben von 30 verschiedenen Patienten verwendet.
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5.4.1 Neurogene und adrenerge Kontraktion

Die Kontraktion glatter Muskelzellen in der Prostata wird durch die
sympathische Aktivierung von a;-Adrenozeptoren vermittelt [50]. Durch
elektrische Feldstimulation konnen Aktionspotentiale im Organbad simuliert
werden [127]. Dabei werden endogene Neurotransmitter wie z. B. Noradrenalin
im Gewebe freigesetzt [127]. Noradrenalin bindet dann an die postsynaptischen
a,-Adrenozeptoren der glatten Muskelzellen und vermittelt so eine neurogene
Kontraktion der Muskelzellen [50]. In der 1. Versuchsreihe dieser Arbeit wurde
die Kontraktion der Gewebeproben im Organbad auf diese Weise induziert.
Dabei konnte bei jenen Proben, welche mit dem Ghrelin-Agonisten L-692,585
inkubiert wurden, eine starkere Kontraktion festgestellt werden als in der

Kontrollgruppe.

Die Stimulation der a;-Adrenozeptoren in-vitro kann nicht nur Uber EFS,
sondern auch direkt durch Applikation des naturlichen
a,-Adrenozeptor-Agonisten Noradrenalin erfolgen [50]. Dieser Ansatz wurde in
der 2. Versuchsreihe verfolgt. Dabei fiel die Gewebekontraktion in Organbadern
mit L-692,585, genau wie in der 1. Versuchsreihe, starker aus als in der

Kontrollgruppe.

In der 3. Versuchsreihe wurden die Gewebeproben mit einem anderen,
strukturell von L-692,585 verschiedenem, GHS-Rezeptor-Agonisten, MK 0677,
inkubiert. Die Kontraktion wurde auch in dieser Versuchsreihe durch Aktivierung
von a;-Adrenozeptoren induziert. Im Gegensatz zu den vorherigen
Versuchsreihen wurde jedoch der synthetische selektive
a,-Adrenozeptor-Agonist Phenylephrin  verwendet. Auch unter diesen
veranderten Versuchsbedingungen fuhrte der GHS-Rezeptor-Agonist zu
starkerer durch  Stimulation von a;-Adrenozeptoren hervorgerufener
Muskelkontraktion als in der Vergleichsgruppe. Daher bestatigen diese drei
Versuchsreihen denselben Effekt unter verschiedenen Bedingungen.
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5.4.2 Nicht adrenerge Kontraktion

Neuere Studien zeigen, dass die Kontraktion glatter Muskelzellen in der
humanen Prostata nicht nur Uber die Aktivierung von a;-Adrenozeptoren
vermittelt wird, sondern auch durch TXA; bzw. TXAx-Rezeptor-Agonisten
hervorgerufen werden kann [97, 98]. Wegen der kurzen Halbwertszeit von
32 Sekunden eignet sich TXA,, welches in das stabile, aber biologisch inaktive
Thromboxan B, zerfallt, nicht besonders gut fur In-vitro-Versuche [96, 98]. Es
wird daher fur solche Zwecke haufig der stabile synthetische
TXA,-Rezeptor-Agonist U46619 verwendet [98]. Dieser vermittelt seine Wirkung
genau wie TXA; Uber TXAz-Rezeptoren [96, 98].

In der 4. Versuchsreihe wurden die Muskelkontraktionen durch Applikation des
TXAz-Rezeptor-Agonisten  U46619  induziert und der Effekt des
GHS-Rezeptor-Agonisten L-692,585 beobachtet. Gegenuber der Kontrollgruppe
kam es dabei in Anwesenheit von L-692,585 zu keiner Verstarkung der
Gewebekontraktion.

In anderen Studien zeigte sich, dass auch Endothelin-1 Uber spezielle
Endothelinrezeptoren eine mit Phenylephrin vergleichbar starke Kontraktion der
glatten Muskulatur in der Prostata auslosen kann [104]. Die Kontraktionen
wurden deshalb in der 5. Versuchsreihe durch Zugabe von Endothelin-1 in die
Organbadkammern induziert. Hierbei konnte gezeigt werden, dass es in
Anwesenheit des GHS-Rezeptor-Agonisten L-692,585 gegenuber der
Kontrollgruppe nach Applikation von Endothelin-1 zu keiner Verstarkung der
Gewebekontraktion kommt.

5.4.3 Bedeutung der Effekte von Ghrelin

Bereits in mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass das hauptsachlich im
Magen gebildete metabolische Peptidhormon Ghrelin eine vasokonstriktorische
Wirkung auf glatte Muskelzellen hat [105, 106, 129]. So konnten Pemberton et
al. in Organbadversuchen eine Verstarkung der Konstriktion von
Koronararterien durch Ghrelin zeigen [6]. Grossini et al. konnten in ihren
Versuchen zeigen, dass durch direkte Applikation von Ghrelin in die
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Koronararterien auch in-vivo an Schweinen eine Vasokonstriktion der

Koronararterien ausgelost werden kann [7].

Insgesamt kam es in den Versuchsreihen 1-3 durch neurogen und adrenerg
induzierte Kontraktionen zu einer Verstarkung der Gewebekontraktion durch
den jeweiligen GHS-Rezeptor-Agonisten gegenuber der Kontroligruppe. In den
Versuchsreihen 4 und 5 zeigte sich bei nicht adrenerg induzierter Kontraktion
hingegen kein signifikanter Effekt von L-692,585 auf die Gewebekontraktion.

Es ist deshalb davon auszugehen, dass Ghrelin bzw. die
GHS-Rezeptor-Agonisten L-692,585 und MK 0677 einen modulierenden
Einfluss auf die neurogen und adrenerg induzierte, Uber a,-Adrenozeptoren
vermittelte glattmuskulare Kontraktion haben. Unklar ist jedoch, wie genau
diese Modulation auf zellularer Ebene ablauft. Denkbar ware eine Stimulation
des GHS-Rezeptor-Subtyps GHSR-1a, dessen Vorkommen in der Prostata
bislang jedoch nicht gezeigt werden konnte. Wird der GHSR-1a stimuliert,
konnen je nach Zelltyp verschiedene Signalwege uber G-Proteine mit Gag-,
Gayzns-, Gas- oder Gajo-Untereinheit aktiviert werden [106, 107]. Von
entscheidender Bedeutung scheinen Signalwege Uber die Kopplung von
G-Proteinen mit Gag-Untereinheit zu sein [106]. Nach Aktivierung der
Phospholipase-C kommt es Uber Inositolphosphat zur Ca”—Ausschthtung [106].
Diese sogenannte |P3-Kaskade spielt auch bei der Kontraktion glatter
Muskelzellen eine entscheidende Rolle [50].

Ein weiterer moglicher Wirkmechanismus ware die Vermittlung des Effekts von
Ghrelin Uber sogenannte GRLR (Ghrelin Receptor-Like Receptors) [106].
Hierfur sprache die Beobachtung, dass Ghrelin trotz fehlenden Nachweises
eines spezifischen Rezeptors in vielen Geweben Wirkung zeigt [106]. Dazu
gehoren beispielsweise die Vermittlung der Lipidakkumulation in Adipozyten,
die Forderung der Differenzierung von Myoblasten und Proliferation von
Osteoblasten sowie auch die Rolle Ghrelins bei der Konstriktion von
Koronararterien [106].

Kontraktionsversuche an humanem Prostatagewebe, in welchen die Wirkungen
von Ghrelin oder GHS-Rezeptor-Agonisten untersucht wurden, sind bisher nicht
bekannt.
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Die Untersuchungsergebnisse dieser Arbeit erscheinen vor dem Hintergrund
anderer Studien plausibel und liefern erstmals Hinweise auf eine
moglicherweise durch  Ghrelin-Hormone bzw. GHS-Rezeptor-Agonisten
verstarkte, neurogen und adrenerg vermittelte, Kontraktion der glatten
Muskulatur in der humanen, hyperplastischen Prostata.

5.5 Klinische Einordnung und Schlussfolgerungen

Die Untersuchungsergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass Ghrelin bei
Patienten mit benigner Prostatahyperplasie den Tonus der glatten Muskelzellen
in der Prostata erhohen kénnte und damit die Blasenauslassobstruktion (BOO)
bzw. Benigne Prostataobstruktion (BPO) der Betroffenen durch mechanische
Einengung der Harnrohre verstarken konnte. Gemaly dem in Kapitel 1.3.4
beschriebenen Konzept kann man bei der Entstehung von LUTS infolge einer
BPH eine statische von einer dynamischen Komponente der
pathophysiologisch ursachlichen BOO bzw. BPO unterscheiden [3, 48]. Die
statische Komponente umfasst die Folgen einer ProstatavergroRerung durch
Wachstum des Prostatastromas sowie der Epithelzellen [48]. Die dynamische
Komponente entsteht durch einen erhohten a,-adrenergen Tonus der glatten
Muskulatur [48]. Neben den in dieser Arbeit gezeigten moglichen Auswirkungen
auf die dynamische Komponente, konnte Ghrelin im Verdacht stehen, auch
Auswirkungen auf die statische Komponente der BOO bzw. BPO zu haben [2,
5].

Sollten sich diese Vermutungen bestatigen, konnte die medikamentose
Behandlung der beiden Komponenten der BOO bzw. BPO und der daraus
resultierenden LUTS kunftig moglicherweise mittels einer einzigen
Arzneimittelgruppe durchgefuhrt werden.

Es wurden bereits viele verschiedene Liganden am GHS-Rezeptor auf ihr
therapeutisches Potential hin untersucht [106]. Weil der GHS-Rezeptor eine
relativ hohe Ruheaktivitat besitzt, erscheint die Verwendung inverser Agonisten
am vielversprechendsten [130]. Durch einen inversen Agonisten wird nicht nur
die Aktivierung des Rezeptors durch Ghrelin kompetitiv gehemmt, sondern auch
die kontinuierliche Aktivitat des Rezeptors inhibiert [107, 130]. Denney et al.

86



konnten in ihren Versuchen bei oraler Gabe eines inversen Agonisten eine gute
Vertraglichkeit an jungen, gesunden mannlichen Erwachsenen nachweisen
[130].

Bislang sind fur die gleichzeitige medikamentdése Behandlung von statischer
und dynamischer Komponente der LUTS mit den 5a-Reduktase-Inhibitoren und
den a,-Adrenozeptor-Antagonisten zwei verschiedene Arzneimittelgruppen
notwendig [50, 51]. Zusammen dominieren diese beiden Arzneimittelgruppen
mit 88 % Marktanteil den Weltmarkt, sind aber nur bei milder bis moderater
Symptomatik indiziert [1]. Infolge der steigenden Anzahl an Patienten mit
schwerer Symptomatik, sind entsprechend immer mehr Patienten auf eine

operative Therapie angewiesen [1].

Unter Berucksichtigung des demographischen Wandels und der
altersabhangigen Pravalenz der LUTS ware es wunschenswert, neue
Therapieoptionen zu finden, welche gegenuber den aktuell verfugbaren
Medikamenten geringere Abbruchraten und eine hohere Effektivitat aufweisen
[1-3, 50, 73].

Letztlich ist es notwendig, die Rolle der metabolischen Ghrelin-Hormone bei der
Entstehung von LUTS infolge BPH durch weitere Studien genauer zu
untersuchen, da so moglicherweise ein vielversprechender Ansatz bei der
Behandlung der LUTS infolge BPH gefunden werden kann.
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6. Zusammenfassung

Obstruktive Miktionsstorungen aufgrund einer Verengung der Harnrohre sind
bei Mannern im hoheren Alter eine sehr haufig vorkommende Pathologie [3, 48,
49]. Die mit bisher verfugbaren medikamentosen Therapieoptionen
erreichbaren Ergebnisse sind jedoch nicht zufriedenstellend [50, 75].

Das metabolische Hormon Ghrelin spielt in vielen Geweben des Korpers eine
noch unzureichend erforschte Rolle [109, 110]. Erste Hinweise auf
Auswirkungen auf das metabolische Syndrom und auf die Kontraktion glatter
Muskulatur lassen eine mogliche Beteiligung Ghrelins bei der Entstehung von
Miktionsbeschwerden bzw. LUTS vermuten [5-7].

Ziel war es deshalb herauszufinden, ob es durch Ghrelin moglicherweise zu
einer Verstarkung der glattmuskularen Kontraktion von humanem

Prostatagewebe kommt.

In Organbadern wurden hierzu Kontraktionsversuche an humanem
Prostatagewebe durchgefuhrt, welches zuvor bei radikalen Prostatektomien
entnommen worden war. Es wurden durch verschiedene adrenerge, nicht
adrenerge und neurogene Reize Kontraktionen ausgelost und die
Auswirkungen der GHS-Rezeptor-Agonisten L-692,585 und MK 0677 auf die
Kontraktionskraft Uberpruft. Mittels Western-Blot-Analysen und
Immunfluoreszenzfarbung  wurde  versucht, das Vorkommen des

GHS-Rezeptors im humanen Prostatagewebe nachzuweisen.

Die durch adrenerge und neurogene Reize ausgelosten Kontraktionen waren in
der Versuchsgruppe signifikant starker ausgepragt als in der Kontrollgruppe.
FUr die durch nicht-adrenerge Reize (U46619, ET-1) induzierten Kontraktionen
zeigten sich keine Unterschiede im Kontraktionsverhalten zwischen Versuchs-
und Kontrollgruppe. Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbung und der
Western-Blot-Analysen lassen auf ein Vorkommen des GHS-Rezeptors in der
glatten Muskulatur der humanen Prostata schlieBen. Somit scheint eine
Regulation des Muskeltonus in der Prostata durch Ghrelin Uber den
GHS-Rezeptor maoglich.
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Erste In-vivo-Versuche an gesunden Mannern mit Medikamenten, welche die
Aktivitat des GHS-Rezeptors reduzieren konnen, erwiesen sich als gut
vertraglich und lassen eine klinische Translation bzw. Anwendbarkeit der hier
prasentierten Ergebnisse grundsatzlich mdglich erscheinen [130]. Insgesamt
konnten die Ergebnisse dieser Arbeit demnach einen interessanten Beitrag fur
die zukunftige Behandlung von LUTS infolge BPH darstellen.
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