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1 Vorwort

Das benigne Prostatasyndrom (BPS) ist eine der hdufigsten Krankheiten im steigen-
den Alter und kann mit deutlichen Einschrankungen der Lebensqualitédt einhergehen
[1, 2]. Laut Untersuchungen zur Epidemiologie des BPS in Deutschland ist mehr als
ein Drittel der iiber-70-Jahrigen von einem BPS mit behandlungsbediirftigen Sympto-

men (definiert als International Prostate Symptom Score, IPSS >7) betroffen [3].

In der Pathophysiologie der urethralen Obstruktion im Rahmen des BPS spielt der To-
nus der glatten Prostatamuskulatur eine wichtige Rolle. Die Senkung des glattmusku-
laren Tonus stellt daher eine wichtige therapeutische Strategie dar. Der derzeitige
Standard ist die Behandlung mit a;-Adrenozeptorantagonisten (a;-Blocker), die mit-
tels Hemmung der a;-adrenorezeptorvermittelten Kontraktion die Symptomatik ver-
bessern konnen [4]. In Studien konnte eine dem Placebo iiberlegene Verminderung
des IPSS-Scores durch ai-Blocker gezeigt werden [5]. Ihr praktischer Nutzen unter-
liegt dennoch Einschriankungen: Neben einem non-responder-Anteil von 30 % sind
insbesondere unerwiinschte Arzneimittelwirkungen wie Schwindel, Kopfschmerzen
und Hypotension zu nennen [1]. Daher erscheint die weitere Forschung zur Regulation
der glattmuskularen Kontraktion der Prostata sowie alternativen pharmakologischen

Therapieoptionen wichtig.

Nicht nur im Hinblick auf das individuelle Leiden der Betroffenen, sondern auch durch
die hohe Pravalenz des BPS im fortgeschrittenen Alter, ist Forschung auf diesem Ge-
biet von Interesse. Da das BPS eine mit dem hoheren Alter assoziierte Erkrankung ist,
ist durch den demografischen Wandel der Bevolkerungsstruktur auch in Zukunft mit
einer steigenden Anzahl von Patienten mit LUTS im Rahmen eines BPS zu rechnen
[1]. Auch die Verordnungen von a;-Blockern in Deutschland unterlagen im Zeitraum
von 2006 bis 2015 einem konstanten Wachstum. Wahrend 2006 noch 215 Millionen

definierte Tagesdosen verordnet wurden, waren es 2015 schon 380 Millionen [6].



In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass die Regulation der glattmuskularen
Kontraktion der Prostata komplexer ist, als bisher angenommen. Wahrend lange Zeit
die Annahme herrschte, Rezeptoren fiir Endothelin 1 (ET-1), Thromboxan A, (TXA2)
sowie a;-Adrenorezeptoren wiirden tiber eine Aktivierung der drei intrazelluldren Sig-
nalkaskaden DAG/PKC, Phospholipase C/IPs und RhoA/Rho-Kinase den Muskeltonus
steuern, geht man mittlerweile von deutlich mehr beteiligten Signalwegen aus [7]. In
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass beispielsweise die Hemmung von ver-
schiedenen Kinasen und GTPasen, wie RacGTPasen oder p21-aktivierten Kinasen

(PAK), die glattmuskuldre Prostatakontraktion herabsetzen kann [8, 9].

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob auch eine Hemmung der Protein-
kinase Polo-Like-Kinase 1 (PLK1) Effekte auf die Kontraktion der glatten Prostata-
muskulatur hat. Die PLK1 ist eine Serin/Threonin Kinase, deren Rolle in der Regula-
tion des Zellzyklus schon langer bekannt ist [10]. Li et al. (2016) untersuchten die Be-
teiligung der PLK1 bei der Kontraktion glatter Muskelzellen im respiratorischen Sys-
tem. Die Ergebnisse legen nahe, dass die PLK1 durch Modulation der Phosphorylie-

rung von Vimentin die Kontraktion glatter Muskulatur reguliert [11].

Aufgrund dieser Beobachtungen wurden in dieser Arbeit mogliche Auswirkungen ei-
ner Inhibition der PLK1 auf die glattmuskuldare Kontraktion humanen Prostatagewe-
bes untersucht. Humanes Prostatagewebe von Patienten, die sich einer radikalen
Prostatektomie unterzogen, wurde mit PLK1-Inhibitoren versetzt und anschliefSend
auf Kontraktilitat untersucht. Folgende PLK1-Inhibitoren wurden dabei verwendet:

SBE 13, Cyclapolin 9, Tak 960 und Ro 3280.



2 Wissenschaftlicher Hintergrund

2.1 Anatomie der Prostata

Die Prostata (Vorsteherdriise) ist eine akzessorische Genitaldriise und befindet sich
im Spatium extraperitoneale pelvis. Ihre Basis ist mit dem Blasenhals verwachsen und
umfasst die proximale Urethra. Die Spitze (Apex) sitzt dem Beckenboden auf. Dorsal
grenzt das Rektum an, getrennt durch eine bindegewebige Faszie (fascia rectoprosta-
tica). Ventral ist die Prostata ligamentar mit der Symphyse verbunden (ligg.
puboprostatica), lateral durch fibromuskuldre Verbindungen im muskuldren Becken-

boden fixiert. [1, 12]

2.1.1 Makroskopischer Aufbau

Die Prostata ist beim Erwachsenen ein etwa kastaniengrofSes, unpaares Organ, wobei
die GrofSe besonders im zunehmenden Alter sehr variabel ist. Im physiologischen Zu-
stand betragt die GrofSe etwa 4 cm in der Breite und 2-3 cm im Sagittaldurchmesser
bei einem Gewicht von ca. 20 g. Man unterscheidet zwei Seitenlappen (lobus dexter,
lobus sinister), die ventral durch den Isthmus prostatae und dorsal durch den lobus
medius verbunden sind. Von dorsokranial treten die Ductuli ejaculatorii, ein Zusam-
menschluss aus Ductus deferens und Ductus excretorius, in die Prostata ein. Sie
durchziehen die Prostata und miinden auf dem Colliculus seminalis in die Urethra. [1,

12]

Nach McNeal wird das Gewebe der Driise in drei Zonen gegliedert. Die schmale Peri-
urethralzone umfasst die proximale Urethra und ist die kleinste der drei Zonen. Die
zentral gelegene, nach dorsokranial ziehende Innenzone macht etwa 25 % der Organ-
masse aus. Dorsal, lateral und kaudal liegt der Innenzone die AufSenzone an, die 70 %
des Gewebes umfasst. AufSerdem lassen sich die paraurethral gelegenen Driisenlap-

pen der Transitionszone und eine anteriore, driisenfreie Zone abgrenzen. [12, 13]



2.1.2 Mikroskopischer Aufbau

Histologisch besteht die Prostata aus 40-50 tubuloalveolaren Driisen. Diese miinden
tiber 15-30 Ausfiihrungsgiange in die Urethra. Die Epithelhohe des zwei- bis mehrrei-
higen prismatischen Epithels ist vom Androgenspiegel sowie dem Aktivitatszustand
der Driisen abhingig. Wahrend aktive Driisen durch hochprismatisches Epithel ge-
kennzeichnet sind, findet sich in wenig aktiven Driisen meist kubisches oder sogar
flaches Epithel. Im Driisenlumen kommen gelegentlich eosinophile Prostatasteine
aus eingedicktem Sekret vor. Das die Driisen umgebende Stroma besteht aus Binde-
gewebe mit Kollagenfasern, elastischen Fasern und glatten Muskelzellen, die fiir die
Kontraktion der Prostata verantwortlich sind. [13]

Umgeben ist die Prostata von einer fibrosen Kapsel [1].

2.1.3 Gefafdversorgung und Innervation

Die Prostata liegt im Versorgungsgebiet der Arteria iliaca interna und wird vor allem
durch Rami prostatici der A. vesicalis inferior und A. rectalis media versorgt. Der ve-
nose Abfluss erfolgt iiber den Plexus venosus prostaticus, der iber den Plexus venosus
vesicalis und die Vv. Vesicales in die V. iliaca interna drainiert. Durch eine Anasto-
mose besteht jedoch auch eine Verbindung zum Plexus venosus vertebralis, iiber den
der venose Ablauf durch V. azygos / hemiazygos in die V. cava superior erfolgt. Der
Lymphabfluss lauft tiber die NII. iliaci interni und externi sowie NII. sacrales in lum-

bale Knoten. [12]

Die vegetative Innervation erfolgt durch den Plexus prostaticus. Der Plexus prostati-
cus umspannt die Prostata schleierférmig oberhalb der fibrosen Kapsel, die einzelne
Aste durchdringen. Sympathische Fasern aus den Nn. splanchnici lumbales und sa-
crales (Rlickenmarkssegmente L1-L2) sind in der Prostata fiir die Sekretabgabe ver-
antwortlich. Die deutlich geringer ausgepragte parasympathische Versorgung des Ple-

xus prostaticus entstammt den Nn. splanchnici pelvici. [1, 12]



2.2 Physiologie der Prostata

2.2.1 Sekretproduktion

Wihrend Spermatozoen weniger als 1 % des Ejakulats ausmachen, besteht der Grof3-
teil aus dem Sekret der akzessorischen Geschlechtsdriisen. Das sogenannte Seminal-
plasma bietet ein optimales Milieu fiir die Vitalitdt und Funktion der Spermien. 70 %
des Volumens des Seminalplasmas bilden die Gll. vesiculosae, rund 30 % die Prostata

und geringe Mengen die Gll. bulbourethrales und Nebenhoden. [14, 15]

Das Sekret der Prostata ist charakterisiert durch einen leicht sauren pH-Wert von 6,4.
Es enthalt unter anderem Natrium-, Kalium-, Zink-, Citrat- und Phosphationen, saure
Phosphatase und Proteine wie das prostataspezifische Antigen (PSA). Von Epithelzel-
len sezerniertes Sekret befindet sich im Lumen der Driisen und wird bei der Ejakula-

tion tiber die Ausfiihrungsgiange ausgestofSen. [14]

2.2.2 Sekretemission und Ejakulation

Die Sekretemission bezeichnet den Transport der Komponenten des Spermas in die
pars prostatica der Urethra durch unwillkiirliche Kontraktion der glatten Muskulatur
von Ductus deferens, Nebenhoden, Samenblasen und Prostata sowie quergestreifter
Beckenbodenmuskulatur [15, 16]. Dabei bildet sich durch Vermischung der einzelnen
Komponenten von unterschiedlicher Herkunft das Ejakulat mit einem Gesamtvolu-
men von durchschnittlich 3 ml [14, 15]. Die darauffolgende Ejakulation beschreibt den
AusstofS des Ejakulats iiber die Urethra durch den Meatus urethrae externus, ausgelost
durch 3-10 rhythmische Kontraktionen der perinealen Muskulatur [15, 16]. Durch die
gleichzeitige Kontraktion der Urethra im Bereich proximal der Miindungen der Ducti
ejaculatorii wird eine retrograde Ejakulation in die Harnblase verhindert [12, 16].

Der Prozess von Emission und Ejakulation wird durch Impulse aus dem sogenannten
Ejakulationszentrum in den Riickenmarksabschnitten L2 und L3 ausgelost [15]. Tak-

tile Reize aus der Glans penis gelangen vom Sakralmark zum Ejakulationszentrum und



werden auf efferente sympathische Fasern umgeschaltet, die fiir die Kontraktion der
an Emission und Ejakulation beteiligten glatten Muskulatur verantwortlich sind [16].
Die Impulse fiir die unwillkiirliche Kontraktion der perinealen Muskulatur stammen

ebenfalls aus den Segmenten L2/L3 [16].

2.2.3 Endokrine Regulation

Die Regulation von Wachstum und Funktion der Prostata erfolgt auf verschiedenen
Ebenen. Neben Wachstumsfaktoren, Zell-Zell-Kommunikation und Interaktionen mit
der extrazellularen Matrix ist hierbei vor allem die Wirkung von endogenen Hormo-
nen wie Testosteron zu nennen. Freies Testosteron aus dem Serum wird nach Auf-
nahme in prostatische Zellen zu tiber 90 % mittels der 5a-Reduktase zu Dihydrotes-
tosteron (DHT) metabolisiert [14]. DHT ist in der Prostata biologisch aktiver als Tes-
tosteron. Es sind drei Isoformen der 5a-Reduktase bekannt, die organabhingig in un-
terschiedlichem Ausmafd vorkommen und an verschiedenen Biosynthesen beteiligt

sind [17].

In der Prostata spielen vor allem Typ 1 und 2 eine wichtige Rolle. Wahrend Typ 1 in
geringem MafSe in luminalen Epithelzellen und in Stromazellen vorkommt, wird Typ
2 in basalen Epithelzellen und vor allem Stromazellen exprimiert. DHT oder Testos-
teron bindet an zytoplasmatische Androgenrezeptoren. Diese werden nach Liganden-
bindung durch verschiedene posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierung
aktiviert und dimerisieren daraufhin. AnschliefSend werden sie ATP-abhingig in den
Zellkern transportiert. Dort sind Androgenrezeptor-Dimere als Transkriptionsfakto-
ren verantwortlich fiir die Transkription spezifischer Genabschnitte. Wenngleich
Androgene insbesondere wihrend der Embryonalentwicklung essentiell fiir Entwick-
lung und Wachstum der Prostata sind, ist ihre isolierte Wirkung nicht ausreichend fiir

ein vollstandiges Wachstum der Prostata. [14, 18]



2.3 Glatte Muskulatur der Prostata

2.3.1 Tonus der glatten Prostatamuskulatur

Der Tonus der glatten Muskulatur der Prostata unterliegt vielfaltigen Regulationsme-
chanismen, die bislang nur unvollstindig verstanden sind. Dies betrifft zum einen die
beteiligten extrazelluldiren Ausloser (Katecholamine, TXA,, Endotheline und mog-
licherweise weitere Faktoren) und ihre Rezeptoren und zum anderen die intrazelluld-
ren Mediatoren der Kontraktion. Dabei konnte zuletzt immer mehr Signalwegen,
Kinasen und GTPasen eine Beteiligung nachgewiesen werden. [7]

Die Kontraktion ist letztendlich das Zusammenspiel von Krafterzeugung durch phos-
phorylierte Myosin-Leichtketten und Kraftiibertragung durch das Zytoskelett [11, 19].
Aus physiologischer Sicht ist die glatte Muskulatur der Prostata wiahrend der Ejakula-
tion fiir die Emission des Prostatasekrets aus den Driisenlumen in die Urethra zustin-
dig. Ausgelost werden die Kontraktionen wiahrend der Ejakulation durch postganglio-

nar noradrenerge Fasern. [16]

2.3.2 al-Adrenerge Kontraktion der humanen Prostata

Die Effekte der endogenen Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin resultieren
aus der Aktivierung der im jeweiligen Gewebe exprimierten Adrenozeptoren. Es ist
bekannt, dass in humanem Prostatagewebe drei Unterformen des a;-Adrenozeptors
vorkommen: aia, aig und aip [20-22]. Den iiberwiegenden Anteil davon stellen mit
etwa 70 % aia-Rezeptoren, die fiir die glattmuskuldre Kontraktion in der Prostata
hauptsachlich verantwortlich sind [20, 23, 24]. Dementsprechend kommen aia-Rezep-
toren vor allem im Stroma der Prostata vor, wo sich die glatte Muskulatur befindet
[25]. Eine moglicherweise weitere Unterform des aia-Adrenozeptors stellt der soge-
nannte a;.-Adrenozeptor dar, der sich durch eine deutlich verringerte Affinitat gegen-
tiber dem a;-Blocker Prazosin auszeichnet [7]. Der ai.-Adrenozeptor stellt jedoch ver-

mutlich lediglich einen Phanotyp des aixa-Adrenozeptor dar und wird von demselben



Gen kodiert [26]. Auch in anderen Bereichen des unteren Harntraktes werden o;-Ad-
renozeptoren exprimiert: Sowohl Ureter, Harnblase als auch Urethra weisen a;-Ad-
renozeptoren auf, wobei die Rolle der Rezeptoren weniger gut bekannt ist als in der
Prostata [7, 23]. Moglicherweise sind im Gegensatz zur Prostata in der Harnblase vor
allem aip-Adrenozeptoren fiir die Kontraktion verantwortlich [7]. Im Nebenhoden, Sa-
menstrang und in den Samenblaschen konnte ebenfalls das Vorkommen von a;-Ad-
renozeptoren nachgewiesen werden [23]. Ahnlich wie in der Prostata scheint die Kon-
traktion dieser Strukturen des Genitaltraktes iiberwiegend durch a;a-Adrenozeptoren
vermittelt zu werden [23].

Bei den ai-Adrenozeptoren handelt es sich um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die
aus sieben Transmembranhelices bestehen. Im Ruhezustand, das heif3t ohne gebun-
denen Liganden, bindet der Rezeptor auf seiner zytosolischen Seite an den namens-
gebenden heterotrimeren G-Protein-Komplex. Dieser besteht aus jeweils einer a-, -
und y-Untereinheit. Die a-Untereinheit bindet ein Molekiil GDP, das nach Bindung
eines Agonisten an den Rezeptor durch eine Konformationsianderung des Rezeptors
gegen ein Molekiil GTP ausgetauscht wird. Daraufhin dissoziiert der G-Protein-Kom-
plex und zwei aktive Molekiile stehen fiir die intrazelluldare Signalweiterleitung zur
Verfiigung: Die GTP-gebundene a-Untereinheit sowie ein Dimer bestehend aus f-
und y-Untereinheit. [27]

AnschliefSend fiihren verschiedene Signalkaskaden zur Kontraktion der glatten Mus-

kulatur:

PLC/IP3: Die aktivierte Ga-Untereinheit aktiviert die membranstandige Phospholi-
pase C (PLC), welche sodann Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) hydroly-
siert und damit zwei Botenstoffe erzeugt: Diacylglycerin (DAG) und Inositol-1,4,5-
trisphosphat (IPs) [27, 28]. IPs diffundiert im Zytosol an das sarkoplasmatische Reti-
kulum und bewirkt durch Offnung IPs-sensitiver, sarkoplasmatischer Calciumkanile
einen Anstieg der intrazelluliren Ca*-Konzentration [27, 29]. Durch die folgende De-

polarisation des Membranpotentials 6ffnen sich spannungsabhingige Calciumkanéle



der Zellmembran und sorgen fiir einen weiteren starken Anstieg der zytosolischen
Ca%-Konzentration. Ab einer Konzentration von ca. 107 mol/l bildet das im Zyto-
plasma vorliegende Protein Calmodulin einen Komplex mit vier Calciumionen, der die
Myosin-leichte-Ketten-Kinase (MLCK) aktiviert [16]. Diese phosphoryliert die leich-

ten Myosinketten und der Querbriickenzyklus kann stattfinden [16].

DAG/PKC: Das durch die PLC gebildete DAG aktiviert die Proteinkinase C (PKC), die
wiederum die Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase (MLCP) hemmt [21]. Die leichten
Myosinketten bleiben phosphoryliert und der Querbriickenzyklus somit aktiv [16].
Dieser Mechanismus steuert die glattmuskuldare Kontraktion ohne Veranderung der
zytosolischen Calciumkonzentration. Stattdessen wird die Kontraktion bei gleichblei-

bendem Calciumspiegel gesteigert, man spricht daher von Calciumsensitivierung [16].

RhoA/Rho-Kinase: Auch der RhoA/Rho-Kinase-Signalweg beruht auf Calciumsensi-
tivierung [30]. Das G-Protein RhoA aus der Gruppe der kleinen monomeren GTPasen
aktiviert die Rho-Kinase, die die Myosinbindungsstelle der MLCP phosphoryliert [28].
Dadurch wird die MLCP inaktiviert und die Kontraktion bleibt somit bestehen [28].
Die Rho-Kinase ist an vielen weiteren Zellfunktionen beteiligt, unter anderem an Zy-
tokinese, Zellproliferation und der Organisation des Zytoskeletts [31]. Die Inhibition
des RhoA/Rho-Kinase-Signalwegs in der Prostata hemmt daher sowohl die glattmus-

kulare Kontraktion als auch die Zellproliferation [32-34].

Diese drei klassischen Signalwege sind die hauptsachlichen Vermittler der Kontrak-
tion in glatter Muskulatur [16]. Dariiber hinaus wurde in den vergangenen Jahren wei-
teren Signalwegen eine Beteiligung an der glattmuskularen Kontraktion nachgewie-
sen. Beispiele fiir neue Signalwege, die auch in der Prostata gezeigt wurden, sind die

c-Jun N-terminal Kinase (JNK) und Caldesmon.



Die JNK st eine Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK), die unter anderem am Zell-
zyklus beteiligt ist [35]. Auch an der a:-Adrenozeptor-vermittelten Kontraktion der
glatten Muskulatur der Prostata ist die JNK beteiligt, wie Kontraktionsmessungen im
Organbadversuch zeigen konnten [36].

Caldesmon nimmt iiber das Zytoskelett Einfluss auf die glattmuskuldre Kontraktion
und spielt auch in der a;-Adrenozeptor-vermittelten Kontraktion eine Rolle [7]. Un-
phosphoryliertes Caldesmon blockiert durch seine Bindung an Aktinfilamente die An-
heftung der Myosinkopfe [37]. Erst die Phosphorylierung von Caldesmon ermoglicht
die Freigabe der Aktinfilamente und damit den Ablauf des Querbriickenzyklus [37].
Auch in humanem Prostatagewebe kommt es nach Stimulation durch a;-Agonisten

zur Phosphorylierung von Caldesmon [38].

Ahnlich wie in anderen Organen sind die Adrenozeptoren in der Prostata auch an
nicht-motorischen Signalwegen beteiligt, die Einfluss auf den Zellzyklus nehmen [7].
Es konnte gezeigt werden, dass die sympathomimetische Stimulation des Prostatage-
webes von Nagern zu einer Hyperplasie der Prostata fiihrt [39, 40]. Auch in Zellkultu-
ren mit humanen Stromazellen und glatten Muskelzellen der Prostata wurde nach Sti-
mulation mit Noradrenalin eine Aktivierung der Proliferation durch P44/42 MAPK be-
obachtet [41]. Neben MAPK werden auch Transkriptionsfaktoren wie Elk1l und SRF
durch a;-Adrenozeptoren aktiviert [42]. Grundlage dafiir konnte sein, dass die a;-Ad-
renozeptoren auch entkoppelt von G-Proteinen mit Clathrinen und g-Arrestin 2 in-
teragieren, die wiederum die vorher genannten MAPK aktivieren konnen [7, 43-45].
Die a;-Adrenozeptoren der Prostata sind daher nicht nur binare Regulatoren der Kon-
traktion, sondern weitaus integrativere Rezeptoren und im Zusammenspiel mit un-

terschiedlichen Bindungspartnern an vielfaltigen Prozessen in der Zelle beteiligt [7].
Trotzdem konnten bisher nur ansatzweise In-vivo-Effekte von a;-Blockern auf den

Zellzyklus von Prostatagewebe gezeigt werden [46]. Auch eine Reduktion des Prosta-

tavolumens durch a;-Blocker wurde trotz ihres weit verbreiteten klinischen Einsatzes
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bislang nicht berichtet [7]. Durch die Beteiligung der prostatischen Adrenozeptoren,
sowohl an motorischen als auch nicht-motorischen Funktionen, stellen sie eine Ver-

bindung zwischen dynamischer und statischer Komponente des BPS dar [7].

2.3.3 Nicht-Adrenerge Kontraktion der humanen Prostata
Neben der adrenergen Kontraktion der glatten Muskulatur, vermittelt durch Ad-

renozeptoren, spielen auch nicht-adrenerge Mediatoren in der Prostata eine Rolle:

Thromboxan A,: Das Arachidonsdaurederivat Thromboxan A2 (TXA;) vermittelt die
Kontraktion glatter Muskelzellen liber einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor und die
Signalwege PLC/IP;, DAG/PKC und RhoA/Rho-Kinase, vergleichbar mit der Ad-
renozeptor-vermittelten Kontraktion [47].

Auch in der glatten Muskulatur der humanen Prostata konnte das Vorkommen von
TXA,-Rezeptoren und deren Beteiligung an der Kontraktion nachgewiesen werden.
Die TXA,-Synthase ist jedoch nicht wie die glatte Muskulatur im Stroma lokalisiert,
sondern im Driisenepithel der Prostata. Daher wird vermutet, dass TXA, parakrine

Epithel-Stroma-Interaktionen vermittelt. [34]

Endotheline: Auch Endotheline I16sen eine Kontraktion der glatten Muskulatur in der
Prostata aus [48-50]. Die Familie der Endotheline besteht aus drei Peptidhormonen,
ET-1, -2 und -3 [51]. Diese binden mit unterschiedlicher Affinitdt an die G-Protein-
gekoppelten Endothelinrezeptoren ETa und ETs. Beide Rezeptortypen treten mit un-
terschiedlichem Verteilungsmuster innerhalb der Prostatazonen in der humanen

Prostata auf und sind sowohl in Driisenepithel als auch Stroma nachweisbar [52, 53].

Weitere Signalwege: AufSerdem konnten in humanem Prostatagewebe Dopaminre-
zeptoren, muskarinische Cholinrezeptoren, Serotoninrezeptoren und Histaminrezep-
toren nachgewiesen werden, die Effekte auf die glattmuskuldre Kontraktion haben

[54]. Tatsachlich scheinen die Kontraktionen durch diese Rezeptoren jedoch schwach
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zu sein oder nur eine geringe Rolle zu spielen [55].

2.4 Benignes Prostatasyndrom (BPS)

2.4.1 Ubersicht und Definition
Es hat sich eine vielfédltige Terminologie zur moglichst genauen Beschreibung der Pa-
thologien, Syndrome und Diagnosen im Zusammenhang mit obstruktiven, Prostata-

assoziierten Miktionsbeschwerden des unteren Harntraktes etabliert.

Das benigne Prostatasyndrom (BPS) bezeichnet die variable Trias aus einer VergrofSe-
rung der Prostata (benign prostatic enlargement, BPE), Blasenauslassobstruktion (blad-
der outlet obstruction, BOO) und den Symptomen des unteren Harntraktes (lower uri-
nary tract symptoms, LUTS) bei Mannern tiber 40 Jahren [56]. Das BPS ist eine progre-
diente Erkrankung [3]. Der haufig falschlicherweise synonym verwendete Begriff be-
nigne Prostatahyperplasie (BPH) beschreibt hingegen eine histologische Diagnose,
die auch symptomlos verlaufen und erst postoperativ, nach Biopsie oder post mortem
gestellt werden kann [1]. Eine BPH ist jedoch haufig Ursache fiir eine BPE und somit
des BPS. BPH und LUTS konnen gleichzeitig auftreten, aber auch BPH ohne LUTS -
und umgekehrt [14]. Sofern eine BPH oder ganz allgemein BPE Ursache einer BOO ist,
spricht man von einer benignen Prostataobstruktion (benign prostatic obstruction,

BPO) [57].

Im angloamerikanischen Sprachraum wird mit Blick auf die hdufig zugrunde liegende
Pathologie statt BPS der Terminus LUTS suggestive of BPH genutzt [58]. Der variablen
Relation zwischen Symptomatik, Volumen der Prostata und Grad der Obstruktion
wird jedoch die Bezeichnung BPS eher gerecht [58]. Die in diesem Kontext verwende-
ten Codes in der WHO-Klassifikation ICD-10 (N40) und ICD-11 (GA90) sind als Hyper-

plasie der Prostata benannt [59, 60].
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Unter dem Begriff LUTS werden die vielfdltigen Symptome des unteren Harntraktes
zusammengefasst, die durch Storungen der Blasenentleerung verursacht werden.
LUTS beschreibt damit ein klinisches Symptombild unabhingig der zugrundeliegen-
den Ursache. Der untere Harntrakt wird dabei als funktionelle Einheit verstanden.
Wenngleich Pathologien der Prostata haufig an der Pathogenese von LUTS beteiligt
sind, gibt es auch andere Ursachen fiir die Symptome des unteren Harntraktes bei
Mannern. Beispiele sind neurogene Blasenfunktionsstorungen, maligne Erkrankun-

gen oder Entziindungen der ableitenden Harnwege. [1, 61]

2.4.2 Epidemiologie

Eine Herausforderung in der Auswertung und dem Vergleich von Studien zur Epide-
miologie des BPS sind zum einen die unterschiedlichen Definitionen von BPH und BPS
und zum anderen der unterschiedliche Einsatz von Diagnosekriterien wie etwa Pros-
tatavolumen, maximalem Harnfluss oder Symptomscores. Dies fiihrt zu mitunter
deutlichen Unterschieden in publizierten Daten zu Inzidenz und Pravalenz des BPS
beziehungsweise LUTS bei Mannern [3]. Zudem iibernehmen, zumindest in Deutsch-
land, nicht ausschliefilich Urologen die Behandlung des BPS, was oft in einem unter-
schiedlichen AusmafS durchgefiihrter Diagnostik resultiert [3]. Dartiber hinaus befin-
det sich ein GrofSteil der Manner mit LUTS diesbeziiglich nicht in arztlicher Behand-
lung, auch bedingt durch den global gesehen unterschiedlichen Zugang zu medizini-
scher Versorgung [58]. Dennoch kann das BPS durch seine hohe Préavalenz als Volks-
krankheit des Mannes bezeichnet werden [1]. Laut Metaanalysen sind etwa 40 % der
Manner iiber 50 Jahren von einem BPS betroffen [1]. Mit dem Alter steigt auch die
Pravalenz des BPS [3]. Dass die Privalenz der BPH mit dem Alter zunimmt, konnte
unter anderem in Autopsiestudien gezeigt werden: Wahrend bei den unter-30-Jahri-
gen keine BPH auftritt, steigt die Pravalenz ab der vierten Lebensdekade nahezu linear

an und erreicht in der neunten Lebensdekade fast 100 % [1, 14].
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Einen detaillierten, reprasentativen Blick auf die Epidemiologie des BPS in Deutsch-
land gibt die Herner BPS- und LUTS-Studie. Hochgerechnet von den Daten aus dieser
Studie auf die deutsche Gesamtbevolkerung im Jahr 2000 kann man davon ausgehen,
dass zu diesem Zeitpunkt 3,23 Millionen Manner iiber 50 Jahre eine BPE (Prostatavo-
lumen >25 ml) aufwiesen [3]. Knapp tiber 2 Millionen Manner litten an einer BOO (Qpmax
<10 ml/s) und 1,5 Millionen an einem BPS mit hohem Progressionsrisiko und behand-
lungsbediirftigen LUTS (Prostatavolumen >40 ml und IPSS >7) [3]. Mit Blick auf die
mit dem Alter steigende Privalenz des BPS und den demografischen Wandel ist davon
auszugehen, dass die Zahl der Betroffenen in Deutschland seither weiter zugenom-

men hat und auch in Zukunft weiter zunehmen wird.

Der soziookonomische Status und die Zugehorigkeit zu unterschiedlichen ethnischen
Gruppen haben vermutlich keinen Einfluss auf die Epidemiologie von LUTS im Allge-
meinen und BPS im Speziellen; es zeigen sich jedoch zumindest Unterschiede in der
Therapie und dem Umgang mit den Beschwerden [2, 14]. Im weltweiten Vergleich von
epidemiologischen Studien scheint es teilweise regionale Unterschiede in der Pra-
valenz von BPS beziehungsweise LUTS zu geben [14, 62]. Diese sind jedoch unter den
eingangs erwahnten Einschrankungen in der Vergleichbarkeit von Definitionen und
Diagnosekriterien zu sehen; aufSerdem konzentriert sich die Mehrzahl der Untersu-

chungen auf Europa, Nordamerika und Japan [14].

Epidemiologische Untersuchungen haben gezeigt, dass es sich bei dem BPS bei iiber
70% der Patienten um eine progredient verlaufende Erkrankung handelt [3]. Neben
einem hoheren Alter sind ein erhohtes Restharnvolumen, eine geringe Harnflussrate

und hohe IPSS-Werte wichtige Risikofaktoren [3, 63].

2.4.3 Pathophysiologie und Atiologie
Die dem BPS zugrunde liegende BPO kann auf zwei unterschiedlichen pathopyhsiolo-

gischen Faktoren beruhen. Zum einen kommt es durch Hyperplasie der prostatischen
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Epithel- und Stromazellen in der periurethralen Zone zu einer Volumenzunahme der
Prostata und folglich zu einer Obstruktion der Urethra. Zum anderen fiihrt auch eine
Tonuszunahme der glatten Muskulatur im Stroma zu einer urethralen Obstruktion.
Daher spricht man von der statischen (VergrofSerung der Prostata) und der dynami-

schen (Tonuszunahme) Komponente des BPS. [19, 64]

Der auslosende Mechanismus der BPH, und damit der statischen Komponente des
BPS, ist nicht geklart. Sowohl Androgene, Ostrogene, Wachstumsfaktoren und Neu-
rotransmitter, als auch veranderte Epithel-Stroma-Interaktionen konnten an der Ent-
stehung der BPH beteiligt sein. In der Transitionszone beginnend kommt es in der
periurethralen Zone der Prostata zur Entstehung von hyperplastischen Knoten [65,
66]. Wiahrend in den ersten 20 Jahren der Entwicklung einer BPH die Zunahme der
Anzahl dieser langsam wachsenden Knoten im Vordergrund steht, dominiert an-
schliefend eher das GrofSenwachstum der Knoten [14, 65]. Das Volumen der Transi-
tionszone scheint jedoch auch unabhingig von der Entstehung von Knoten mit dem

Alter zuzunehmen [14].

Da sich bei prapubertaren Kastraten und Patienten mit einem gestorten Androgen-
stoffwechsel keine BPH entwickelt, ist davon auszugehen, dass Androgene fiir die Ent-
wicklung einer BPH notig sind. AufSerdem konnten einige Studien Veranderungen des
Androgenstoffwechsels oder erhohte Konzentrationen des Androgenrezeptors in
BPH-Gewebe feststellen. Dennoch sind Androgene nicht der Ausloser der Erkrankung.

[14, 67, 68]

Die Beteiligung von Wachstumsfaktoren an der Pathophysiologie liegt durch den
proliferativen Charakter der BPH nahe. Tatsdchlich belegen eine Reihe von Untersu-
chungen die veranderte Expression von verschiedenen Wachstumsfaktoren wie VEGF,

IGF und FGFs in BPH-Gewebe. [69-72]
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Auch Storungen der parakrinen Zell-Zell-Interaktion von Epithel und Stroma werden
als Ausloser oder zumindest beteiligter Faktor in der Pathogenese der BPH diskutiert

[73].

Neben den bereits genannten Faktoren sind moglicherweise auch andere Signalwege,
Hormone, genetische Einfliisse, systemische Erkrankungen oder entziindliche Vor-
giange an der Entstehung der BPH sowie am Wachstum der Prostata beteiligt.

Die Kapsel der menschlichen Prostata verhindert offenbar die freie Ausdehnung der
Prostata und verstarkt somit die Kompression und folglich Obstruktion der Urethra.
Diese Annahme wird gestiitzt durch die Beobachtung, dass eine Inzision der Kapsel

zu einer Reduktion der Obstruktion fiihrt. [14]

Die dynamische Komponente des BPS beschreibt den Einfluss des Tonus der glatten
Muskulatur auf die urethrale Obstruktion. Glatte Muskulatur stellt im Falle einer BPH
iber ein Fiinftel des Prostatagewebes dar [74]. BPH-Gewebe zeigt gegeniiber physio-
logischem Prostatagewebe einen verdnderten Aufbau der glatten Muskulatur, bei-
spielsweise verdndern sich die relativen Anteile der Isoformen der schweren Myosin-
ketten. Durch die vermehrte Expression von schweren Myosinketten des nicht-mus-
kularen Typs entwickelt sich die Zelle hin zu einem proliferativen, dedifferenzierten
Typ [75]. Andere Veranderungen betreffen die Expression der Adrenozeptoren. Bei
Vorliegen einer BPH ist die ai-Adrenozeptor-mRNA mehr als sechsfach erhoht [25].
AufSerdem verandern sich offensichtlich die Anteile der a;-Adrenozeptor-Subtypen:
Wihrend das Verhaltnis aia : ais : aip Adrenozeptor-mRNA ohne BPH 63:6:31 betragt,
liegt es bei BPH-Gewebe bei 85:1:14 [25]. Wie bereits in Kapitel 2.3 erlautert, sind o;-
Adrenozeptoren sowohl an motorischen als auch pro-proliferativen Signalwegen be-
teiligt. Daher stellen sie eine Verbindung zwischen statischer und dynamischer Kom-

ponente des BPS dar und tragen auf verschiedenen Wegen zur BPO bei.
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Auch das autonome Nervensystem verstarkt LUTS durch Einfliisse auf die glatte Mus-
kulatur. Eine Uberaktivitidt des autonomen Nervensystems, gemessen an klinischen

und laborchemischen Parametern, korreliert positiv mit der Symptomatik. [76]

In der Pathophysiologie des BPS darf die Prostata nicht isoliert betrachtet werden. Als
Folge der Obstruktion kann es zu einer verdnderten Detrusorfunktion kommen, die
einen bedeutenden Anteil der LUTS im Rahmen eines BPS ausmachen kann [1, 14].
Die BOO fiihrt zu weitreichenden Veranderungen der Blase in Bezug auf Hypertrophie
der glatten Muskulatur, verdnderte Proteinexpression und gestorte Zell-Zell-Interak-
tion, die die resultierenden Symptome erklaren [14]. Die herabgesetzte Dehnbarkeit
und Stabilitat der Muskulatur fithren zu Pollakisurie und Drangsymptomatik [14]. Eine
verminderte Kontraktilitdt hingegen triagt zu abgeschwichtem Harnstrahl und Rest-
harnbildung bei [14]. Endoskopisches Korrelat der Adaptation der Blase an verdnderte
Druckverhiltnisse ist die trabekulierte Wandstruktur [77]. Die sogenannte Balken-
blase entsteht durch die Zunahme von Kollagen in der Detrusormuskulatur und ist mit
erhohtem Restharnvolumen assoziiert [14, 78]. Auch altersbedingte Verdnderungen,
neurogene Verdnderungen und primare Erkrankungen der Blase konnen die Sympto-
matik im Rahmen eines BPS verstarken und haben moglicherweise sogar einen gro-

Seren Einfluss als die GrofSe der Prostata [14].

244 Symptomatik

Ausgehend von der Pathophysiologie des BPS teilt sich die Symptomatik in obstruk-
tive und irritative Symptome. Die obstruktiven Symptome bezeichnen Storungen der
Blasenentleerung wie Startschwierigkeiten bei der Miktion, einen abgeschwachten
Harnstrahl und dadurch eine verldngerte Miktionsdauer. Auch ein Restharngefiihl
und Harntrédufeln bis hin zu einem stidndigen Traufeln bei Uberlaufinkontinenz sind
obstruktive Symptome. Die irritativen Symptome des BPS umfassen Drangsymptoma-

tik, Pollakisurie und Nykturie. [1, 79]
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2.4.5 Komplikationen

Die Komplikationen des BPS sind vielfdltig und reichen von urologischen Komplika-
tionen bis hin zu psychosozialen Folgen und Depressionen. Eine gefiirchtete Kompli-
kation ist der akute Harnverhalt, der eine urologische Notfallsituation darstellt. Wei-
terhin kann es durch die Obstruktion zu einer Uberlaufblase oder Detrusordekompen-
sation kommen. Auch ein Harnstau, Hydronephrose und letztlich eine postrenale Nie-
reninsuffizienz sind moglich. Das Risiko fiir Blasensteine ist bei Vorliegen eines BPS
achtfach erhoht. AufSerdem kann es zu Harnblasendivertikeln, einer Makrohdmaturie
oder einer erektilen Dysfunktion kommen. Durch die unzureichende Blasenentlee-
rung steigt auch das Risiko fiir bakterielle Infektionen. Beispiele sind eine Zystitis,
Pyelonephritis oder eine lebensbedrohliche Urosepsis. Durch den erhohten intraab-
dominellen Druck bei forcierter Miktion kann es zu Hernien, Himorrhoidalleiden und

selten Miktionssynkopen kommen. [1, 79, 80]

Dariiber hinaus sind die psychosozialen Folgen von LUTS im Rahmen eines BPS zu
beachten, beispielsweise durch soziale Isolation und Schamgefiihle der Betroffenen.
Studien konnten eine starke, bidirektionale Verbindung von LUTS und Depressionen
zeigen. Die Wahrscheinlichkeit, an einer Depression zu erkranken, ist fiir Patienten

mit LUTS gegeniiber der Normalbevolkerung verdoppelt. [81-83]

2.4.6 Diagnostik

Die Diagnose BPS ist eine Ausschlussdiagnose [3]. Die Diagnostik bei Verdacht auf
BPS sollte das Ausmaf$ der Beschwerden quantifizieren, klaren, ob die Symptome dem
BPS zuzuordnen sind und welches, sofern nétig, das passende Therapieverfahren ist.
Die Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Urologie e.V. und der Europaischen Ge-
sellschaft fiir Urologie (EAU) geben folgende Empfehlungen zur Diagnostik [58, 61,
84]:

18



Anamnese: Grundlage der Diagnostik ist eine ausfiihrliche und zielgerichtete Anam-
nese, die neben den zuvor genannten Symptomen und Komplikationen unter anderem
folgende Punkte beinhalten sollte: Medizinische Vorgeschichte und Begleiterkran-
kungen, Medikamenteneinnahme und das Abklaren moglicher extraprostatischer Ur-

sachen fiir die Symptome des Patienten.

Quantifizierung der Symptomatik, Lebensqualitat und Leidensdruck: Ein weit
verbreitetes und geeignetes Instrument zur Symptomquantifizierung und Verlaufs-
kontrolle, jedoch nicht zur Diagnosestellung, ist der IPSS. Der Fragebogen umfasst
sieben Fragen zur Haufigkeit des Auftretens der klassischen Symptome des BPS sowie
eine Frage zur Lebensqualitit des Patienten [1]. Mittels IPSS kann eine Einteilung in
milde Symptomatik (IPSS <8), mittlere (IPSS =8-19) und schwere Symptomatik (IPSS
>20) erfolgen. Als therapiebediirftig gilt das BPS ab einem IPSS-Wert von tiber 7.

Korperliche Untersuchung: Wichtiger Bestandteil der zielgerichteten korperlichen
Untersuchung bei Verdacht auf BPS ist die digital-rektale Untersuchung (DRU). Die
DRU erlaubt eine Beurteilung des Rektums, des Sphinktertonus sowie Grofse, Konsis-
tenz und Dolenz der Prostata. AufSerdem wird ein orientierender neurologischer Sta-

tus empfohlen.

Laborchemische Untersuchungen: Ein Urinstatus sollte im Hinblick auf mogliche
Differentialdiagnosen und Begleiterkrankungen wie Harnwegsinfekte und Mikroha-
maturie durchgefiihrt werden. Weiterhin kann eine Bestimmung des prostataspezifi-
schen Antigens (PSA) im Serum erfolgen; dieser Parameter ermoglicht Riickschliisse
auf das GrofSenwachstum der Prostata. Ein hoher PSA-Wert ist aufSerdem ein Risiko-
faktor fiir das Auftreten von Komplikationen im Rahmen des BPS [85]. Dennoch ist die

Bestimmung des PSA fiir die Diagnostik des BPS von untergeordneter Bedeutung [86].

Uroflowmetrie: Eine Harnstrahlmessung ist eine nichtinvasive Untersuchung der

19



Urodynamik, liefert jedoch nur bei Miktionsvolumina tiber 150 ml verlassliche Ergeb-
nisse. Die Bestimmung des maximalen Harnflusses (Qmax) und des Kurvenverlaufs lie-
fert bei Blasenentleerungsstorungen wichtige Hinweise auf die ursachliche Patholo-
gie. Ohne erginzende Untersuchungen kann die Uroflowmetrie jedoch nicht zwischen

einem hypotonen Detrusor und einer BOO unterscheiden [86].

Sonografische Untersuchungen: Mittels Ultraschall lassen sich das Prostatavolu-
men und das Restharnvolumen bestimmen. Das Auftreten von Restharn ist weder be-
weisend fiir das BPS noch eine Therapieindikation, jedoch sind hohe Restharnvolu-
mina mit einem erhohten Risiko fiir das Auftreten einer Symptomverschlechterung
verbunden [87, 88]. Ein steigendes Restharnvolumen kann aufSerdem auf einen dro-
henden akuten Harnverhalt deuten [87]. Weiterhin dient die Sonografie der Blase und
Nieren dem Ausschluss von Blasensteinen, Blasendivertikeln, Tumoren und eines
Harnstaus. Die sonografische Volumenbestimmung der Prostata erfolgt vorzugsweise

transrektal.

Weiterfiihrende radiologische und endoskopische Verfahren sind in der Regel fiir die
Standarddiagnostik des BPS nicht notig und kommen bei spezielleren Fragestellungen
oder LUTS anderer Genese, wie Tumoren oder Harnrohrenstrikturen, zum Einsatz
[58]. Auch eine urodynamische Untersuchung mit einer vesikalen und rektalen Druck-
sonde kommt aufgrund ihrer Invasivitat nur als Mittel der letzten Wahl zur Differen-
zierung zwischen einer BOO und einer Uber- oder Unteraktivitdt des Detrusors zum

Einsatz [86].

2.4.7 Therapie

Ausgehend von den Ergebnissen der durchgefiihrten Diagnostik gilt es zusammen mit
dem Patienten das individuell passende Therapieverfahren zu identifizieren. Wah-
rend bei Patienten mit geringen Beschwerden ein abwartendes Vorgehen gewahlt

werden kann, steht bei therapiebediirftigen LUTS im Rahmen eines BPS ein breites
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Spektrum an Therapiemoglichkeiten zur Verfligung. Die Therapieoptionen aus den
Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Urologie e.V. und der EAU werden im Fol-
genden vorgestellt. Sollte es hingegen schon zu Komplikationen im Rahmen des BPS
gekommen sein, bedarf es eines spezialisierten Krankheitsmanagements abseits der

Standardtherapie des BPS [86, 89].

2.4.7.1 Kontrolliertes Zuwarten und Verhaltenstherapie

Das kontrollierte Zuwarten (Watchful Waiting, WW) kommt bei Patienten mit milden
bis moderaten LUTS in Betracht, die einen geringen Leidensdruck und kein erhohtes
Progressionsrisiko haben [86]. In diesem Fall empfehlen sich eine gute Aufklarung des
Patienten und regelméafdige Kontrollen [56, 84]. In einer Studie zeigte sich, dass iiber
80 % der Patienten mit milden Symptomen (IPSS <8) nach 17 Monaten WW klinisch
stabil waren [90].

Verhaltensanderungen und unterstiitzende MafSnahmen konnen einen positiven Ein-
fluss auf die Symptomatik des BPS haben. Neben Blasentraining und verschiedenen
Techniken zur Miktionskontrolle spielt die Regulierung der Fliissigkeitszufuhr tiber
den Tag, mit einer leichten Reduzierung abends oder vor bestimmten Tatigkeiten,
eine wichtige Rolle [56, 84]. AufSerdem wird ein Verzicht auf Alkohol und Koffein so-
wie eine Medikationsanalyse mit Blick auf diuretisch wirksame Arzneimittel empfoh-
len [84].

Das Vorliegen von Risikofaktoren fiir eine BPS-Progression spricht gegen WW und fiir
ein medikamentoses oder operatives Vorgehen. Risikofaktoren sind beispielsweise ein
IPSS >7, Qmax <12 ml/s, Prostatavolumina >30 mL oder ein hoheres Alter (>70 Jahre)
[56].

2.4.7.2 Medikamentose Therapie
Die medikamentose Therapie des BPS kommt idealerweise bei Patienten zum Einsatz,
die aufgrund ihrer LUTS im Rahmen des BPS bereit sind, langfristig Medikamente ein-

zunehmen, jedoch keine Operation wiinschen und auch keine absolute OP-Indikation
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zeigen [4, 14]. In den letzten Jahren hat sich bei der Wahl der Therapieverfahren ein
Trend weg von den operativen Verfahren hin zu einer medikamentosen Therapie ge-
zeigt [3, 91]. Dennoch bestehen deutliche Einschrankungen im Nutzen der medika-
mentosen Therapie. Ein Problem ist, dass die Mehrheit der Patienten mit LUTS eine
geringe Compliance aufweist und die Einnahme des verordneten Prdparates nur we-
nige Monate einhalt [92]. Griinde dafiir sind moglicherweise Nebenwirkungen, uner-
fiillte Erwartungen seitens der Patienten beziiglich der Symptomverbesserung oder
eine unzureichende Aufklarung der Patienten [93]. Tatsdchlich sind die verfiigbaren
Arzneimittel in ihrer Wirksamkeit klar begrenzt. Eine Kohortenstudie im italienischen
Gesundheitswesen (Cindolo et al., 2014) konnte zeigen, dass zwolf Monate nach Erst-
verschreibung nur noch 35 % der Patienten unter Therapie mit a;-Blockern ihre Me-
dikation einnahmen. Fiir die Therapie mit 5a -Reduktaseinhibitoren (5ARI) und die
Kombinationstherapie mit beiden Wirkstoffklassen lag die Compliance noch niedriger
[93]. Laut Herner LUTS-Studie erhalten in Deutschland 30 % der Patienten mit einem
IPSS >7 dauerhaft Medikamente und weitere 20 % wurden mindestens einmal medi-
kamentos therapiert [3]. Durch die dauerhafte Medikationseinnahme kann die Hospi-
talisierungsrate und die Krankheitsprogression reduziert werden [93]. Folgende Opti-

onen stehen zur Auswahl:

a1-Blocker: Uber eine kompetitive Antagonisierung der a;-Adrenozeptoren reduzie-
ren a;-Blocker den glattmuskuldaren Tonus des unteren Harntraktes [4, 56]. Die ver-
schiedenen Wirkstoffe unterscheiden sich in ihrer Selektivitat beziiglich der a;-Ad-
renozeptor-Subtypen, jedoch nicht hinsichtlich ihrer Wirkung bei therapeutischer
Dosierung [84]. ai-Blocker eignen sich besonders fiir die rasche Symptomreduktion im
Hinblick auf die obstruktiven Symptome. In Studien konnten a;-Blocker den IPSS um
30-40 % senken und Qmax um bis zu 25 % erhohen. [84, 94]. Allerdings kam es auch in
den Placebogruppen zu einer Linderung der Symptome. Zwolf Monate nach Therapie-
beginn zeigten sich in den Placebogruppen im Durchschnitt eine IPSS-Reduktion von

21,4 % und eine Verbesserung von Qmax von 12,4 % [95, 96]. Eine weitere Limitation
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im Einsatz von a;-Blockern ist die hohe Quote von non-respondern. Nur 70 % der Pa-
tienten sprechen iiberhaupt auf die Therapie mit a;-Blockern an [1]. Bei bis zu 70 %
der Patienten ist die Monotherapie mit a;-Blockern unzureichend [97]. Typisch fiir a;-
Blocker sind der schnelle Wirkungseintritt innerhalb weniger Tage und die dosisab-
hangigen Haupt- und Nebenwirkungen. Mogliche Nebenwirkungen treten insbeson-
dere zu Beginn der Therapie auf und umfassen unter anderem Kopfschmerzen,

Schwindel, Hypotension und Synkopen [56].

5a -Reduktaseinhibitoren (5ARI): Diese Wirkstoffklasse dient vorrangig der Pro-
gressionshemmung und senkt das Risiko fiir Komplikationen und Prostataoperatio-
nen. 5ARI hemmen die Konversion von Testosteron zu DHT und senken bei langfris-
tiger Einnahme die DHT-Konzentration in der Prostata um bis zu 90 % [84]. Der And-
rogenentzug fiihrt zu einer Apoptose von Epithelzellen der Prostata und reduziert
nach 2- bis 4-jahriger Therapie das Prostatavolumen um bis zu 28 % und die LUTS um
30 % [4, 84]. Daher eignet sich die Therapie mit 5ARI vor allem fiir Patienten mit ei-
nem Prostatavolumen von tiber 40 ml und mittlerer bis schwerer Symptomatik [84].
Eine relevante Symptomreduktion ist jedoch erst nach mehrmonatiger Einnahme zu
erwarten [56]. Als unerwiinschte Arzneimittelwirkungen treten unter anderem Ejaku-
lationsstorungen, Libidoverlust, erektile Dysfunktion (ED) und Gynakomastie auf [4].
Eine Besonderheit der Therapie mit 5ARI ist die Reduktion des Serum-PSA um 50 %
[84].

Muskarinrezeptorantagonisten (MRA, Antimuskarinika): MRA hemmen die choli-
nerge Kontraktion des Detrusors und erhohen damit die Blasenkapazitat und die Elas-
tizitat der Blase [4]. AufSerdem hemmen MRA unwillkiirliche Detrusorkontraktionen
und sind daher zur Behandlung der {iberaktiven Blase (overactive bladder, OAB) zuge-
lassen [4]. Bei BPS-Patienten mit einem eher geringen Prostatavolumen konnen MRA
zur Behandlung der irritativen Symptome zum Einsatz kommen [4, 56]. Haufig werden

MRA in Kombination mit a;-Blockern bei Patienten mit gemischten Symptomen

23



(mixed LUTS) eingesetzt [98]. Einzelne Wirkstoffe aus der Familie der MRA konnten
als Monotherapie in Studien die Dranginkontinenz und Miktionsfrequenz signifikant
senken, jedoch nicht das Auftreten von Nykturie oder den IPSS-Gesamtwert [56]. Bis-
lang fehlen jedoch Untersuchungen zur Wirksamkeit von MRA in der Langzeittherapie
bei BPS [56, 84]. Nebenwirkungen sind unter anderem Mundtrockenheit, Obstipation,
Akkomodationsstorungen und erhohte Restharnbildung, jedoch kein erhohtes Risiko
fiir Harnverhalte [4, 98]. Aufgrund des Wirkungsprofils wird eine MRA-Monotherapie
nur bei Patienten empfohlen, die hauptsachlich iiber irritative Symptome klagen und

kein Restharnvolumen von iiber 150 ml aufweisen [84].

Phosphodiesterase-5-Hemmer (PDE5-Hemmer): PDE5-Hemmer erhohen die int-
razellulare Konzentration von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) und ver-
starken daher die Relaxation glatter Muskulatur [84]. Das Therapieziel ist somit eine
schnelle Reduktion der Obstruktion. AufSerdem scheinen sie Einfliisse auf Neuro-
transmission, Blutversorgung und Inflammation im unteren Harntrakt zu haben [84].
Aktuell ist der PDE5-Hemmer Tadalafil zur Therapie von LUTS bei BPS mit oder ohne
ED zugelassen [4]. PDE5-Hemmer fiihren innerhalb weniger Wochen zu einer Besse-
rung der Symptomatik in Bezug auf LUTS (gemessen am IPSS) und ED, scheinen je-
doch keinen oder geringen Einfluss auf objektive Parameter wie Qmax zu haben [84, 99].
Typische Nebenwirkungen von PDE5-Hemmern sind Kopfschmerzen, Dyspepsie und

Hitzewallungen [56].

f3-Agonisten: Die Bs-Adrenozeptoren der glatten Muskulatur des Detrusors vermit-
teln eine Relaxation des Detrusors [84]. f3-Agonisten sind daher eine Therapieoption
bei OAB und auch im Hinblick auf die irritative Symptomatik des BPS denkbar [92].
Bislang fehlen jedoch Studien zur Beurteilung von Sicherheit und Wirksamkeit bei

LUTS im Rahmen des BPS [84].
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Kombinationen verschiedener Wirkstoffklassen: Gebrauchliche Kombinations-
therapien sind a;-Blocker + 5ARI und a;-Blocker + MRI. Die Kombination aus a;-Blo-
cker und 5ARI sollte vor allem BPS-Patienten mit mittlerer bis schwerer Symptomatik
und erhohtem Progressionsrisiko angeboten werden [84]. Sie kombiniert bei langfris-
tiger Anwendung die Effekte des a;-Blockers auf die LUTS und die Progressionshem-
mung durch 5ARI, jedoch auch die Nebenwirkungen beider Wirkstoffe [4, 84]. Die
Kombinationstherapie mit a;-Blocker und 5ARI ist der Monotherapie mit jeweils ei-
nem Wirkstoff im Hinblick auf Symptomkontrolle und Progressionshemmung signifi-
kant tiberlegen [100].

Eine Kombination von a;-Blocker und MRI bietet sich an, wenn unter Monotherapie
weiterhin Speicher- und Entleerungsstorungen bestehen [84]. Die Kombination aus
dem MRI Solifenacin mit dem a;-Blocker Tamsulosin ist der Tamsuolosin-Monothe-
rapie in Bezug auf IPSS-Reduktion liberlegen, ohne das Risiko fiir einen akuten Harn-

verhalt zu erhohen [101, 102].

Phytotherapeutika: Die zur Therapie des BPS genutzten Pflanzenextrakte stellen
eine sehr heterogene Gruppe von Wirkstoffen dar. Gebrauchliche Ausgangsmateria-
lien sind beispielsweise Kiirbiskerne, Friichte der Sagezahnpalme, siidafrikanisches
Sternengras und die Rinde des Afrikanischen Pflaumenbaums [84]. Durch unter-
schiedliche Extraktions- und Verarbeitungsverfahren kommt es auch bei identischen
Ausgangsstoffen zu grofSen Unterschieden zwischen den erhaltlichen Praparaten [84].
Daher ist keine generelle Bewertung der Phytotherapie zum Einsatz bei BPS-
Patienten moglich und fiir jedes Praparat ein gesonderter Wirksamkeitsnachweis no-
tig [56]. Fiir einzelne Praparate konnte eine gegeniiber dem Placebo geringfiigig er-
hohte, aber signifikante Reduktion der Symptome nachgewiesen werden [4]. Die beo-
bachteten Nebenwirkungen sind in der Regel mild und vergleichbar mit denen des

Placebo [84].
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2.4.7.3 Operative Therapie

Bei Vorliegen folgender Komplikationen des BPS ist ein operatives Vorgehen indi-
ziert: Rezidivierende Harnverhalte, rezidivierende Harnwegsinfekte, Harnblasenkon-
kremente, konservativ nicht beherrschbare Makrohdmaturien und eine durch die BPO
verursachte Niereninsuffizienz oder Dilatation des oberen Harntraktes [103]. Es ste-
hen vielfaltige operative Techniken zur Verfiigung, die im Folgenden kurz zusammen-

gefasst werden.

Transurethrale Resektion der Prostata (TURP): Die TURP gilt als Referenzverfah-
ren und fiihrt durch die Abtragung des hyperplastischen Prostatagewebes mit mono-
oder bipolaren Drahtschlingen zu einer sofortigen und lang anhaltenden Aufhebung
der BPO [104]. Sie reduziert effektiv den IPSS (um 66,4-75,5 %) und das Restharnvo-
lumen (durchschnittlich um 60,5 %), erhoht den Qma.x (um 2,8-20,8 ml/s) und verbes-
sert die Lebensqualitdt [104]. Nachteile der TURP sind der relativ lange postoperative
Krankenhausaufenthalt, die Revisionsrate von 5,6 % und Komplikationen wie etwa
ein hoher Blutverlust [105, 106]. Abhdngig vom Volumen des resezierten Prostatage-
webes liegt die Transfusionsrate bei 2,0 bis 8,4 %, und in 0,8 bis 1,4 % der Falle tritt
das sogenannte TUR-Syndrom mit systemischer Aufnahme der hypoosmolaren
Spiilfliissigkeit auf [106]. Die Rate von perioperativen Komplikationen ist bei Anwen-
dung der bipolaren TURP signifikant geringer als bei der monopolaren TURP - bei
gleicher Wirksamkeit [107].

Greenlightlaser und Holmiumlaser-Enukleation: Auch verschiedene Laserverfah-
ren, wie der Greenlightlaser und die Holmiumlaser-Enukleation, versprechen eine ge-
ringere Komplikationsrate als die monopolare TURP. Der Greenlightlaser vaporisiert
das Gewebe und zeichnet sich durch eine geringere Komplikationsrate und einen kiir-
zeren Krankenhausaufenthalt bei gleicher Wirksamkeit gegeniiber der monopolaren
TURP aus. Die Holmiumlaser-Enukleation der Prostata konnte zusatzlich sogar eine

kurzfristig bessere Wirksamkeit als die monopolare TURP zeigen. [107]
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Adenomenukleation: Die offene Adenomenukleation ist die dlteste und invasivste
Operationstechnik und kommt heutzutage nur noch bei sehr hohen Prostatavolu-
mina, nebenbefundlichen Pathologien wie Blasensteinen und Blasendivertikeln oder
in Landern mit fehlendem Zugang zu minimal-invasiven Techniken zum Einsatz. Eine
moderne Alternative zur offenen Adenomenukleation sind laparoskopische oder ro-

boterassistierte Verfahren, die deutlich weniger invasiv sind. [106]

2.5 Polo-like Kinase 1

Die PLK1 ist ein Vertreter der in eurkaryotischen Zellen weit verbreiteten Polo-like
Kinasen. Es handelt sich um Serin-Threonin Proteinkinasen, deren Rolle als wichtige
Regulatoren des Zellzyklus bekannt ist [108, 109]. Die Namensgebung und Erfor-
schung geht zurtick auf die Beobachtungen von Sunkel und Glover im Jahre 1988. Sie
konnten zeigen, dass homozygote Mutationen des Genlokus polo in Larven von Dro-
sophila abnormales Verhalten der Zentrosome und eine gestorte Zellteilung verursa-
chen [10]. Es stellte sich heraus, dass die im polo-Gen kodierte Kinase in nur gering
veranderter Form in vielen Spezies auftritt [110]. Bislang sind fiinf PLKs bekannt, die
im Menschen vorkommen: PLK1, PLK2, PLK3 sowie PLK4 und PLK5 [108]. Unter die-
sen ist die PLK1 bisher am besten erforscht und der drosophila-polo am ahnlichsten

[110, 111].

Alle PLKs haben eine gemeinsame Grundstruktur. C-terminal befindet sich die eine
oder mehrere Polo-Boxen enthaltende Polo-Box-Doméne (PBD), N-terminal das ka-
talytische Zentrum der Serin-Threonin Kinase und eine flexible Verbindung dazwi-
schen. Wahrend der strukturelle Aufbau von PLK1 - PLK3 relativ ahnlich ist, zeigen
PLK4 und PLK5 deutlichere Unterschiede. Die strukturellen Unterschiede der PLKs

fiihren zu unterschiedlichen Funktionen. [111, 112]
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Die PLK4 reguliert die Biogenese und Duplikation der Zentriolen in der S-Phase und
ist bisher nur in Spezies bekannt, die tiber Zentriolen verfiigen [111]. Die PLK2 ist
ebenfalls an der Duplikation der Zentriolen und zusammen mit der PLK3 an der Akti-
vierung eines p53-abhangigen Checkpoints in der G2-Phase bei DNA-Schaden betei-
ligt [111]. Die PLK2 und PLK5 kommen nur in Wirbeltieren vor und beeinflussen dort
unter anderem Prozesse im zentralen Nervensystem: Die PLK5 ist beteiligt an der
Ausbildung von Neuriten, wahrend die Aktivitat der PLK2 fiir die Modulation von Sy-
napsen von Bedeutung ist [111]. Aufierdem reguliert die PLK2 den Abbau von a-
Synuclein und konnte damit einen moglichen Angriffspunkt in der Therapie von
Synucleinopathien wie Morbus Parkinson darstellen [113].

In humanem Prostatagewebe sind alle fiinf PLK-Unterformen nachweisbar. Immun-
fluoreszenzfarbungen mit Antikorpern gegen PLK1 und Phospho-PLK1 (Thr-210)
zeigten Vorkommen der PLK1 beziehungsweise Phospho-PLK1 sowohl im Stroma als
auch im Driisenepithel. Es wird angenommen, dass die PLK1 durch Phosphorylierung
an Threonin-210 aktiviert wird. Die Phospho-PLK1 als aktive Form der PLK1 war im
Stroma stiarker nachweisbar als im Driisenepithel. Dies zeigten Versuche, die im Vor-

feld der vorgelegten Arbeit im Labor des Promovenden vorgenommen wurden. [19]

Durch die herausgehobene Bedeutung der PLK1 fiir diese Arbeit wird im Folgenden

genauer auf die PLK1 eingegangen.

2.5.1 PLK1 und Zellzyklus

Die Lokalisation, Aktivitat und Expression der PLK1 in der Zelle verandern sich im
Laufe des Zellzyklus. Die Lokalisation wird haufig tiber Proteine gesteuert, die an die
PBD binden [111]. Die Aktivierung der PLK1 erfolgt iiber Phosphorylierung durch ver-
schiedene Kinasen und kann iiber Bindungspartner moduliert werden [111]. Die Ex-
pression der PLK1 steigt wiahrend der G2-Phase stark an und erreicht ihr Maximum in

der frithen Mitosephase, bevor sie anschlieféend wieder stark abfallt [108].
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Wihrend der G2-Phase befindet sich die PLK1 sowohl im Zellkern als auch im Zytosol,
vor allem aber im Bereich der Zentrosomen [109, 111]. In der spaten G2-Phase ist die
PLK1 an der Duplikation und rdaumlichen Separation der Zentrosomen beteiligt, in-
dem sie unter anderem die Rekrutierung von y-Globulinen und die Aktivierung von
Motorproteinen reguliert [111]. Im Detail lauft die Steuerung der Motorproteine wie
folgt ab: Die PLK1 phosphoryliert und aktiviert die Serin-Threonin-Kinasen NEK®6,
NEK7 und NEK9, die gemeinsam mit der zyklinabhangigen Kinase 1 (cyclin dependent
kinase 1, CDK1) das Motorprotein Kinesin 5 am Zentrosom phosphorylieren und damit

aktivieren [111].

Zu Beginn der Prophase ist die PLK1 ein Schliisselenzym fiir den Eintritt in die Mitose,
da sie an der Anreicherung und Aktivierung von Cyclin B/CDK1-Komplexen (M-phase
promoting factor, MPF) mitwirkt [108, 114]. AufSerdem ist die PLK1 an der Reparatur
von DNA-Schidden am G2-Checkpoint beteiligt und notwendig fiir die Fortsetzung der
Zellteilung nach erfolgter Reparatur [111, 115]. Wahrend DNA-Schiaden normaler-
weise die PLK1 hemmen, kommt es in mutierten Zellen mit dauerhaft aktivierter PLK1
zum Eintritt in die Mitose trotz DNA-Schdden [115]. Ab der Prophase verlagert sich
die PLK1 zunehmend an die Chromosomen, wo sie durch Phosphorylierung der Cohe-
sin-Untereinheit SA2 die Cohesinkomplexe von den Chromosomen entfernt [109,
111]. Die Cohesinkomplexe halten durch ihre ringformige Struktur die Schwesterchro-
matiden der Linge nach aneinander, bis der Grof$teil in der Prophase entfernt wird
und nur noch Cohesinringe im Bereich der Zentromere iibrig bleiben. Diese wiederum
werden zu einem spateren Zeitpunkt im Zellzyklus vor Separation der Chromatiden
vom Enzym Separase entfernt [111]. Auch an der Aktivierung der Separase scheint die
PLK1 beteiligt zu sein [109]. Ab der Prometaphase ist die PLK1 vor allem im Bereich
der Kinetochore zu finden und spielt dort vor allem bei der Stabilisierung der Verbin-
dung von Mikrotubuli und Kinetochoren eine Rolle [111]. Kurz vor Trennung der in
der Metaphasenplatte befindlichen Schwesterchromatiden wird durch Ubiquitinylie-
rung die PLK1 von den Kinetochoren gelost, aber nicht abgebaut [111].
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Auch nach Trennung der Schwesterchromatiden in der Anaphase bleibt die Lokalisa-
tion der PLK1 in der Aquatorialebene der Zelle bestehen und interagiert dort mit ver-
schiedenen Signalproteinen, die an der Zytokinese beteiligt sind [111]. Die Zytokinese
beinhaltet einen Umbau des Zytoskeletts mit Bildung einer Mittelzone, die die sepa-
rierten Schwesterchromatiden voneinander getrennt halt. AnschliefSend kommt es
zur Bildung einer Teilungsfurche und schliefSlich zur Trennung der Tochterzellen
[111]. Wahrend ein Teil der Spindelfasern die Schwesterchromatiden zu den jeweili-
gen Zellpolen zieht, bleiben zwischen den Zellpolen aufgespannte Spindelfasern be-
stehen [116]. In deren Mitte, im Bereich der ehemaligen Metaphasenplatte, ist der so-
genannte Zentralspindlin-Komplex fiir die Ausbildung der Teilungsfurche verant-
wortlich [111]. Der Zentralspindlin-Komplex besteht aus MKLP1 (mitotic kinesin-like
protein 1), ECT2 (epithelial cell transforming sequence 2, RHO Guanin-Nukleotid Aus-
tauschfaktor) und RACGAP1 (RAC GTPase-aktivierendes Protein 1) [111, 117]. Die
PLK1 phosphoryliert RACGAP1 und MKLP1, die daraufhin an ECT2 binden und infol-
gedessen das Signalprotein RhoA aktivieren [117]. RhoA wird fiir die Bildung eines
kontraktilen Rings im Zytoskelett und damit der Teilungsfurche benétigt [117]. Ohne
Aktivitat der PLK1 schligt die Rekrutierung von RhoA und seinen Effektormolekiilen

an der Teilungsfurche fehl, mit schweren Auswirkungen auf die Zytokinese [118].

Bis zum Abschluss der Telophase ist die PLK1-Aktivitdat im Bereich der Teilungsfurche
nachweisbar, auch wenn schon in der Anaphase der Abbau von PLK1 in Proteasomen
eingeleitet wird und mit einem kontinuierlichen Abfall der PLK1-Level verbunden ist
[119]. AnschliefSend verharrt die Expression der PLK1 auf einem niedrigen Level bis

zur Initiation der nachsten Mitose in der G2-Phase [108].
Durch die weitreichende Beteiligung der PLK1 an der Kontrolle des Zellzyklus spielt

sie auch eine Rolle bei Anomalien der Zellteilung, etwa bei malignen Tumoren. Es hat

sich gezeigt, dass die Expression von PLK1 in Tumoren erhoht ist und besonders hohe
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Expressionslevel von PLK1 in verschiedenen Karzinomen, wie etwa dem Adenokarzi-
nom der Lunge, mit einer schlechten klinischen Prognose assoziiert sind [108]. Auch
bei Prostatakarzinomen ist die Expression von PLK1 erhoht und mit einem hoheren

Tumorgrad nach Gleason assoziiert [120].

2.5.2 PLK1 und glattmuskulare Kontraktion

Wihrend die weitreichende Beteiligung der PLK1 an der Regulation von Zellzyklus
und Zytokinese bekannt ist, bleibt die Rolle in der Vermittlung von Kontraktion in
glatter Muskulatur weitaus unklarer. Auch in nicht-proliferierendem Gewebe kann die

Expression der PLK1 nachgewiesen werden [121].

Bisher veroffentlichte Studien haben die PLK1 im Zusammenhang mit der Kontrak-
tion glatter Muskelzellen von Atemwegen (Li et al, 2016) und BlutgefidfSen (de Carcer
et al, 2017) untersucht. Es zeigte sich, dass auch in nicht-proliferierendem Gewebe
eine Expression der PLK1 nachgewiesen werden kann. Bei Knock-out Mausen ohne
PLK1-Aktivitat war die glattmuskulare Kontraktilitat von Trachealringen signifikant
verringert. Auch die Kontraktilitat humaner Trachealringe mit Knock-Down von PLK1
war nach Stimulation mittels Acetylcholin im Organbad signifikant verringert gegen-

tiber der Kontrollgruppe. [11, 121]

Fiir die Kontraktion glatter Muskulatur spielen unter anderem zwei Mechanismen
eine wichtige Rolle: Die Aktivierung des Querbriickenzyklus durch Phosphorylierung
der MLCK zur Kraftentwicklung und die intra- und interzelluldre Kraftweiterleitung
mittels Zytoskelett [11, 16, 122]. Wahrend die PLK1 offenbar keinen Einfluss auf die
Aktivierung der MLCK hat, reguliert sie die Phosphorylierung von Vimentin an Ser-56
und nimmt dariiber Einfluss auf das Zytoskelett und damit die glattmuskulare Kon-
traktion [11]. Die Phosphorylierung von Vimentin an Ser-56 ermoglicht die Reorgani-
sation des Vimentinnetzwerks [123]. Die Stimulation der Kontraktion mittels Acetyl-

cholin bewirkt eine Phosphorylierung und damit Aktivierung der PLK1 an Thr-210,
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ahnlich wie durch Wachstumsfaktoren im Zellzyklus [11, 124]. AufSerdem fiihrt die
Stimulation mit Acetylcholin zur Ablosung der PBD vom katalytischen Zentrum und

damit zur Aufthebung der Autoinhibition [11].

Fiir die glattmuskulare Kontraktion von Blutgefafsen sowie die Aufrechterhaltung der
physiologischen Struktur von Arterien scheint die PLK1 ebenfalls notwendig zu sein.
De Carcer et al. (2017) beobachteten sowohl bei PLK1-Knockout-Mausen als auch bei
mit PLK1-Inhibitoren behandelten Mausen Defekte der arteriellen Wandstruktur, die
haufig zu Aortendilatation, Aortenruptur und Tod fiihrten. In vivo zeigten sich Hypo-
tension, reduzierte arterielle Elastizitdt und eine herabgesetzte Kontraktilitat bei Sti-
mulation mit Angiotensin II bei Mdusen mit Defekt der PLK1 in glatten Muskelzellen
der Blutgefafie. Die beobachteten Verdnderungen konnten, zumindest teilweise, von
einer Beteiligung der PLK1 im RhoA-Signalweg und dynamischen Verdnderungen des
Zytoskeletts herriithren - dhnlich wie bei der Zytokinese wiahrend der Zellteilung.

[121]

2.5.3 Inhibition der PLK1

Die PLK1 ist eine hochst integrative Kinase, deren Aktivitat durch verschiedenste Ak-
tivatoren und Inhibitoren beeinflusst werden kann [111]. Dartiber hinaus hat die PLK1
die Fahigkeit zur Autoinhibition durch eine Blockade des katalytischen Zentrums mit-

tels der PBD [119].

Durch die weitreichende Beteiligung der PLK1 im Zellzyklus und Uberexpression in
Tumoren stellt sie einen moglichen therapeutischen Angriffspunkt dar. Die Hem-
mung der Expression von PLK1 kann einerseits Apoptose einleiten und Krebszellen
absterben lassen und andererseits die Wirkung von Chemotherapeutika und Radio-
therapie verbessern [125-129]. Zur Inhibition der PLK1 kommen unterschiedliche
Strategien in Betracht, unter anderem der Einsatz von Antikorpern, siRNA und direkte

molekulare Inhibitoren der PLK1 [108, 130, 131]. Die Transfektion von Krebszellen
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mit siRNA gegen PLK1 zeigt einen deutlichen antiproliferativen Effekt und eine Zu-
nahme der Apoptoserate [125, 129, 132]. Auch die Injektion von anti-PLK1 Antikor-
pern beeintrachtigt die Fahigkeit von Zellen zur Zellteilung [131]. Trotzdem haben
direkte molekulare Inhibitoren der PLK1 Vorteile im Hinblick auf Handhabung, The-
rapiesicherheit und Stabilitat [108]. Bedingt durch ihren strukturellen Aufbau bietet
die PLK1 zwei verschiedene Angriffspunkte fiir Inhibitoren: Die Kinasedomane und

die PBD [108].

In dieser Arbeit wurden vier PLK1-Inhibitoren verwendet, die ATP-kompetitiv die
Kinasedoméane der PLK1 hemmen: SBE 13, Cyclapolin 9, Ro 3280 und Tak 960. Die
meisten Inhibitoren zielen auf die aktive ATP-Bindungsstelle (Typ 1), wihrend andere
an benachbarte Strukturen binden und auf die inaktive Kinase zielen (Typ 2) [133].
Cyclapolin 9, Ro 3280 und Tak 960 gehoren zu den ATP-kompetitiven Inhibitoren
vom Typ 1 und hemmen selektiv die PLK1 [134-138]. SBE 13 ist ein PLK-Inhibitor Typ
2 und ebenfalls sehr selektiv fiir die PLK1, hemmt jedoch in hoheren Konzentrationen

auch die PLK2 und PLK3 [133, 134, 139].

Es existiert eine Reihe weiterer PLK1-Inhibitoren, die nicht in dieser Arbeit verwendet
wurden. Auch wenn bislang kein PLK1-Inhibitor fiir den klinischen Einsatz zugelassen
ist, befinden sich einige Wirkstoffe bereits in der fortgeschrittenen klinischen Erpro-
bung. Ein Beispiel sind Volasertib und BI2536. Diese PLK1-Inhibitoren wirken unter
anderem bei Prostatakarzinomen antiproliferativ und konnten, moglicherweise in
Kombination mit anderen Wirkstoffen, einen zukiinftigen Therapieansatz darstellen
[140]. Der PLK1-Inhibitor Onvansertib konnte in vitro synergistische Effekte mit Ta-
xanen in der Reduktion der Zellzahl von Stammzellen des triple-negativen Brustkrebs
zeigen [141]. Onvansertib wurde auch in einem Folgeprojekt im Labor des Promoven-
den im Hinblick auf die glattmuskuldre Kontraktion der Prostata untersucht. Dabei
zeigte sich eine signifikante Hemmung der a;-adrenergen und Endothelin-vermittel-

ten Kontraktion der humanen Prostata. Dieser Effekt war additiv zur Wirkung von a;-
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Blockern. Dariiber hinaus wirkte Onvansertib antiproliferativ auf Stromazellen der
Prostata in Zellkulturversuchen [142]. Derzeit finden klinische Studien der Phase 2
zum Einsatz von Onvansertib bei akuter myeloischer Leukdmie, metastasierten Pros-
tatakarzinomen und metastasierten kolorektalen Karzinomen statt. Synergistische
Effekte von Onvansertib und etablierten Zytostatika konnten helfen, die Wirksamkeit
zu verbessern. Moglicherweise kann auch die Vertraglichkeit gesteigert werden, wenn
durch synergistische Effekte eine Dosisreduktion der einzelnen Wirkstoffe moglich ist

[141].

Die in der klinischen Erprobung von PLK1-Inhibitoren beobachteten Nebenwirkungen
betreffen vorrangig Neutropenien, Thrombozytopenien und Andmien. In einer Phase-
1-Studie des PLK1-Inhibitors GSK461364 trat eine hohe Rate (20 %) von venosen
Thrombembolien auf. Auflerdem wurde im Zusammenhang mit dem Einsatz von
PLK1-Inhibitoren iiber nicht-hdmatologische Nebenwirkungen wie Ubelkeit, Erbre-
chen, Haarausfall und Abgeschlagenheit berichtet. Onvansertib zeigte in einer Phase-
1-Studie mit 21 Patienten (Weiss et al., 2018) bei Dosierungen bis 24 mg/m? pro Tag
keine toxischen Effekte wie Neutropenien oder Thrombozytopenien, jedoch Neben-
wirkungen wie Ubelkeit, Elektrolytverschiebungen und erhohte Leberenzymwerte. Bei
hoheren Dosierungen traten auch hiamatotoxische Nebenwirkungen auf. Bislang sind
nicht ausreichend Studien mit einem grofSeren Patientenkollektiv verfligbar, um die
Wirksamkeit und Sicherheit von PLK1-Inhibitoren sicher zu beurteilen. [130, 141,
143-145]
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3 Zielsetzung

Eine Inhibition der PLK1 hemmt die glattmuskuldre Kontraktion im Respirationstrakt
und in BlutgefifSen [11, 121]. Auch in der humanen Prostata existiert glatte Muskula-
tur, die eine wichtige Rolle in der Pathogenese und medikamentésen Behandlung von
LUTS im Rahmen des BPS spielt. Dabei fiihrt ein erhohter glattmuskularer Tonus im
Rahmen einer BPH hiufig zu einer Verengung der Harnrohre und so zu Beeintrachti-
gungen der Blasenentleerung und den damit verbundenen Symptomen. Folglich ist
die glattmuskulare Kontraktion in der Prostata der Angriffspunkt fiir die wichtigsten
Medikamente zur Behandlung BPH-bedingter LUTS. Deren Wirkung ist jedoch unzu-
reichend. Ein verbessertes Verstandnis der molekularen Grundlagen der glattmusku-
laren Kontraktion und der beschriankten Wirksamkeit der Medikamente, sowie die

Identifizierung neuer Angriffspunkte ist daher wiinschenswert.

Bisherige Untersuchungen von PLK1-Inhibitoren im Bereich der Prostata bezogen
sich auf den Einsatz als Zytostatikum bei Prostatakarzinomen [140, 146, 147]. Ent-
sprechend der Rolle fiir die glattmuskuldare Kontraktion in den Atemwegen und des
kardiovaskuldren Systems scheint es moglich, dass die PLK1 an der glattmuskuldaren

Kontraktion in der Prostata beteiligt sein konnte.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte von Inhibitoren der PLK1 auf die glatt-
muskuldre Kontraktion von nicht maligne verandertem, humanen Prostatagewebe
untersucht. Es sollte geklart werden, ob Inhibitoren der PLK1 die neurogene, a;-adr-

energe, ET-1- oder TXA,-vermittelte Kontraktion hemmen.

Um die tatsdchliche Beteiligung der PLK1 so weit wie moglich zu validieren, wurden
verschiedene kontraktile Stimuli sowie verschiedene, strukturell unterschiedliche
PLK1-Hemmstoffe untersucht. Somit ergaben sich mehrere Versuchsreihen mit un-

terschiedlichen Inhibitor/Agonist-Kombination, trotz identischer Zielstrukturen.
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Im Einzelnen sollten folgende Fragestellungen beantwortet werden:

1. Hemmen die PLK1-Inhibitoren SBE 13, Cyclapolin 9, Tak 960 und Ro 3280 die
neurogene Kontraktion humanen Prostatagewebes?

2. Hemmen die PLK1-Inhibitoren SBE 13 und Cyclapolin 9 die a;-adrenerge Kon-
traktion der humanen Prostata, ausgelost durch Noradrenalin, Phenylephrin
und Methoxamin?

3. Hemmen die PLK1-Inhibitoren SBE 13 und Cyclapolin 9 die Thromboxan-A,-
induzierte Kontraktion humanen Prostatagewebes?

4. Hemmen die PLK1-Inhibitoren SBE 13 und Cyclapolin 9 die Endothelin-1-in-

duzierte Kontraktion humanen Prostatagewebes?
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4 Material und Methoden

4.1 Gerate und Versuchsaufbau

Die myographischen Messungen wurden in einem Organbad des Herstellers Danish
Myo Technologies (Hinnerup, Danemark; Modellbezeichnung: DMT 720M) vorge-
nommen. Die Organbadapparatur verfiigt iiber vier Kammern mit je 10 ml Fassungs-
vermogen, in denen sich die Gewebeproben wahrend der Experimente in Krebs-
Henseleit-Losung befanden. Jede Kammer besitzt zwei Nadeln, zwischen denen die
Gewebeproben aufgespannt werden. Eine Nadel ist dabei mit einer Stellschraube ver-
bunden, mittels derer die Vorspannung manuell verindert werden kann. Die andere
Nadel ist mit einem Kraftaufnehmer verbunden, der die durch die isometrische Kon-
traktion der Gewebeprobe verursachte Kraft misst (Einheit: mN). Das analoge Signal
der Kraftaufnehmer wurde tiber ein Interface (Hersteller: AD Instruments, Modellbe-
zeichnung: PowerLab ML870) digitalisiert und an einen Computer iibermittelt, auf
dem die kontinuierliche Aufzeichnung erfolgte. Zur Aufzeichnung, Monitoring und
Auswertung wurde die Software LabChart (AD Instruments) verwendet (vgl. Abb.1).
Uber die gesamte Dauer eines Experiments waren die Kammern des Organbads mit
Krebs-Henseleit-Losung gefiillt. Die Organbadkammern wurden durch eine elektri-
sche Heizung auf eine Temperatur von 37°C erwdrmt und kontinuierlich mit Carbogen
(95% 0O, 5% CO2) begast. Der enthaltene Sauerstoff versorgte das Gewebe, wahrend
das CO, den pH-Wert der Losung konstant hielt.

Kraft (=Kontraktion) Gaszufuhr (Carbogen) il - s 7,,
- —— . :
Ablauf Spulwasser €—— Kraftsensor
J—f— '
bl % 2R
- i Organbadkammer 10ml
- fefefefil Q |
B | Y N - 3k
aiil | IR N i || & g Gewebeprobe

: H : 427
SteLlschraube

Computer mit Aufzeichnungssoftware Interface Organbad

Abbildung 1: Skizze Versuchsaufbau.
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4.2 Gewebeproben

Die myographischen Messungen zur Kontraktilitat der glatten Muskulatur der Pros-
tata wurden an frischen Gewebeproben durchgefiihrt, die im Rahmen von tumorbe-
dingten, radikalen Prostatektomien bei Patienten mit Prostatakarzinomen gewonnen
wurden. Ausschlusskriterien fiir die Verwendung einer Gewebeprobe waren zum ei-
nen eine vorausgegangene TURP aufgrund der dadurch bedingten Entfernung des
transurethralen Gewebes der Prostata und zum anderen bekannte Infektionskrank-
heiten des Patienten, wie HIV oder Hepatitis, zum Infektionsschutz des Laborperso-
nals. Sofern eine roboterassistierte Prostatektomie mittels des daVinci®-Verfahrens
erfolgte, wurde durch die verinderten Umstande und lange OP-Dauer ebenfalls auf

eine Frischgewebsentnahme verzichtet.

Unmittelbar nach Organentnahme wurde im Operationssaal das entnommene Organ
in Perfusionslosung (Custodiol®) eingelegt und in das Pathologische Institut des Kli-
nikums der Ludwig-Maximilians-Universitat (LMU) am Standort GrofShadern trans-
portiert. AnschliefSend erfolgte im Zuschnitt des pathologischen Instituts die Frisch-
gewebsentnahme durch arztliche Mitarbeiter der Pathologie. Da die Entwicklung der
BPH von der periurethralen Zone der Prostata ausgeht, wurden die Gewebeproben in
diesem Bereich entnommen [65, 66]. Zuvor erfolgte eine makroskopische Untersu-
chung durch die Pathologen, um eine Entnahme von entartetem Gewebe weitgehend
auszuschliefSen und eine vollstandige histologische Aufarbeitung des Tumorgewebes
zu ermoglichen. Da sich Prostatakarzinome vorrangig in der peripheren Zone entwi-
ckeln, war in allen Fillen eine Gewebeentnahme fiir Versuchszwecke moglich [148,
149]. Zum Transport in das Labor wurden die Gewebeproben wiederum in Perfusions-
16sung aufbewahrt und anschliefSend fiir die myographischen Untersuchungen im Or-
ganbad auf eine passende Grofde (ca. 6x3x3 mm) zurechtgeschnitten. Die Gewebepro-
ben wurden anonymisiert untersucht und es wurden keine patientenbezogenen Daten

im Zusammenhang mit dieser Studie erhoben oder ausgewertet.
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4.3 Versuchsdurchfuhrung

Pro Experiment wurde Gewebe aus einer Prostata auf die vier Organbadkammern ei-

nes Gerates aufgeteilt. Dabei dienten je zwei Kammern als Inhibitor- und Kontroll-

gruppe.

Vorbereitung und Vorspannen der Gewebeproben

In Vorbereitung der Experimente wurden die Organbadkammern drei Mal mit 10 ml
Krebs-Henseleit-Losung gespiilt, wieder mit 10 ml befiillt, mit Carbogen begast und
auf 37°C vorgeheizt. Nach Eintreffen und Zuschneiden der Gewebeproben wurden
diese in den Organbadkammern durch AufspiefSen auf die Nadeln spannungsfrei auf-
gespannt. Anschlieféend wurden die Kraftmessung tariert und die Experimente ge-
startet. Zundchst erfolgte die sogenannte Aquilibrationsphase. Dabei soll durch Dre-
hen an den Stellschrauben eine passive Vorspannung der Gewebeproben von 4,90 mN
bis 5,00 mN erreicht werden. Da der Tonus der Gewebeproben anfangs jedoch passiv
abfallt, wurde die Spannung alle 15 Minuten tiber die Stellschraube korrigiert. Nach
etwa 45 Minuten wurde eine stabile, passive Vorspannung von 4,90 mN bis 5,00 mN
erreicht. Sobald der Tonus stabil war, wurde der genaue Ausgangswert der Gewebe-

spannung (base 1) in mN abgelesen (vgl. Abb. 2).
Kaliumchlorid-induzierte Kontraktion

Um eine standardisierte, rezeptorunabhiangige Kontraktion auszul6sen, wurden nach
Abschluss der Aquilibrationsphase in jede Organbadkammer 400 pl einer zweimola-
ren Kaliumchloridlosung (KCl) pipettiert (finale Konzentration im Organbad: 80 mM).
Diese Kontraktion fand noch vor Aufteilung der Organbadkammern in Inhibitor- und
Kontrollgruppe statt und diente als Vergleichswert fiir die anschlieféenden Versuche.
Die maximale KCl-induzierte Kontraktion wurde in der Auswertung der Experimente
genutzt, um die spater ausgelOste rezeptorvermittelte Kontraktion prozentual im Ver-

gleich zur KCl-induzierten Kontraktion anzugeben. Dieses Vorgehen ermoglicht den
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Vergleich von Inhibitor- und Kontrollgruppen unabhiangig von Unterschieden in der
Beschaffenheit der Gewebeproben. Bedingt durch die Heterogenitat des Prostatage-
webes und schwankende Anteile von Stroma, glatter Muskulatur und Driisengewebe
ist die absolute Kontraktionsfihigkeit der Gewebeproben natiirlicherweise unter-
schiedlich. AufSerdem war es durch Knoten im Gewebe nicht immer moglich, Gewe-
beproben von gleicher Grofse und Form zuzuschneiden. Die Vergleichbarkeit der ein-
zelnen Gewebeproben innerhalb der Versuche wurde daher erst durch die vorgeschal-
tete Kontraktion mit KCl erreicht, die als Referenz fiir die folgenden Kontraktionen

diente.

Nach maximaler KCl-induzierter Kontraktion und Erreichen der Plateauphase wurde
die gemessene Kraft abgelesen und die Organbadkammern drei Mal mit Krebs-Hense-
leit-Losung gespiilt, um das Kaliumchlorid aus den Kammern auszuschwemmen. So-
fern eine Gewebeprobe keine oder nur eine dufSerst geringe Kontraktion aufwies,

wurde diese verworfen und nicht weiter in die folgenden Experimente einbezogen.

Ausloser der KCl-induzierten Kontraktion ist die Depolarisation der Zellmembran.
Physiologischerweise wird das Ruhemembranpotential einer Zelle durch eine unter-
schiedliche intra- und extrazelluldre Verteilung von Ionen aufgebaut. Durch die se-
lektive Permeabilitat der Zellmembran, die Aktivitat der Natrium-Kalium-ATPase und
andere Einfliisse kommt es zu einer intrazellular hoheren Konzentration von Kaliumi-
onen als extrazelluladr, in dem Fall die Krebs-Henseleit-Losung in den Organbadkam-
mern. Gleichzeitig ist die zytosolische Konzentration an Calciumionen sehr gering.
Aktive Transportmechanismen, die Calcium nach extrazelluldr oder in intrazellulare
Calciumspeicher transportieren, bauen einen steilen Konzentrationsgradienten auf.
Durch die Applikation von 400 pl zweimolarer Kaliumchloridlosung steigt die Kalium-
konzentration im Organbad rapide an. Dadurch depolarisiert die Zellmembran, span-
nungsabhingige Calciumkanale 6ffnen sich und Calciumionen (Ca*") stromen in das

Zellplasma. Eine Erhohung der intrazellularen Ca?*-Konzentration auf iiber 107 mol/1
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fiihrt durch die Bindung von Calciumionen an Calmodulin zur Aktivierung der Myo-
sin-leichte-Ketten-Kinase. Diese wiederum phosphoryliert die regulatorischen leich-
ten Myosinketten. AnschliefSend durchlauft das Myosin den Querbriickenzyklus und

die glatte Muskulatur kontrahiert. [16]
Inkubationszeit und Erstellen der Konzentrations-/Frequenz-Wirkungs-Kurven

Nach Ausschwemmen des KCl fiel durch Relaxation der glatten Muskulatur die aufge-
zeichnete isometrische Kraft ab und bildete nach etwa zehn Minuten erneut eine kon-
stante Basislinie. Zu diesem Zeitpunkt wurden willkiirlich je zwei Organbadkammern
dem Inhibitor und der Kontrollgruppe zugeteilt. Der in Dimethylsulfoxid (DMSO) ge-
16ste Inhibitor wurde in die jeweiligen Kammern gegeben. Die der Kontrollgruppe zu-
gehorigen Organbadkammern erhielten die gleiche Menge DMSO, jedoch keinen In-
hibitor.

Daraufhin folgte die 30-miniitige Inkubationsphase. Nach Abschluss der Inkubations-
zeit wurde erneut der Ausgangswert der Gewebespannung (base 2) abgelesen. An-
schliefSend wurden sowohl in den Organbadkammern der Inhibitorgruppe als auch der
Kontrollgruppe zeitgleich die Messungen zur Kontraktilitat mit einem Agonisten oder
Elektrischer Feldstimulation (EFS) gestartet. Sobald der Kontraktionsverlauf ein Pla-
teau erreicht hatte, erfolgte die Applikation der nachsthoheren Konzentration des A-
gonisten beziehungsweise die Verdopplung der Frequenz bei EFS (siehe Abb. 2). Nach-
dem auch in der hochsten Konzentration beziehungsweise Frequenz keine weitere
Kontraktion mehr zu verzeichnen war, wurde das Experiment beendet und die Gewe-

beproben wurden nicht weiterverwendet.
Fiir die Inhibitoren SBE 13 und Cyclapolin 9 wurden Versuchsreihen mit den Agonis-

ten Noradrenalin, Phenylephrin, Methoxamin, U46619, ET-1 und EFS erstellt. Fiir
Tak 960 und Ro 3280 wurden Versuchsreihen mit EFS durchgefiihrt.
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Abbildung 2: Schematischer Kontraktionsverlauf (nicht mafSstabsgetreu). Zur Auswertung wurde zu folgenden
Zeitpunkten die Kontraktionsstiarke abgelesen: #k1: Base 1, *k2: maximale KCl-induzierte Kontraktion, *3: Base
2, *%4: die jeweils maximale Kontraktion nach Zugabe der Agonisten in steigender Konzentration bzw. EFS in

steigender Frequenz

4.4 Losungen und Puffer
Custodiol®-Losung

Organprotektive Custodiol®-Perfusionslosung enthilt eine Mischung aus Aminosau-
ren und Elektrolyten und wird zur Konservierung und zum Schutz von Organen wih-
rend der extrakorporalen Aufbewahrung, beispielsweise bei Transplantaten, verwen-
det. In Vorbereitung der Experimente wurden vor Beginn der Prostatektomien Glaser
mit Custodiol®-Losung an das OP-Personal iibergeben. In dieser Fliissigkeit erfolgte
sowohl der Transport der entnommenen Organe vom OP-Saal bis zur Gewebeent-
nahme im Pathologischen Institut als auch der Transport der Gewebeproben weiter
zum urologischen Forschungslabor. Der finale Zuschnitt der Gewebeproben auf die
passende GrofSe fiir die Experimente im Organbad fand ebenfalls in einer mit Custo-
diol® gefiillten Schale statt, um die Vitalitdat des Gewebes bestmoglich zu erhalten.

Es wurde Custodiol®-Losung von der Dr. Franz Kohler Chemie GmbH (Bensheim) ver-

wendet. Die Zusammensetzung ist in Tab. 1 angegeben.
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Tabelle 1: Zusammensetzung Custodiol®-Losung pro 1000 ml.

Bestandteil Stoffmengenkon-
zentration (mM)
Natriumchlorid 0,8766 g 15,0
Kaliumchlorid 0,6710g 9,0
Magnesiumchlorid-Hexahydrat 0,8132 g 4,0
L-Histidinhydrochlorid-Monohydrat 3,7733 g 18,0
L-Histidin 27,9289 ¢ 180,0
Tryptophan 0,4085 g 2,0
Mannitol 5,4651 g 30,0
Calciumchlorid-Dihydrat 0,0022 g 0,015
2-Oxoglutarsaure 0,1460 g 1,0
Demineralisiertes Wasser ad 1000 ml

Krebs-Henseleit-Losung

Fiir die Versuche im Organbad befanden sich die Gewebeproben in Krebs-Henseleit-
Losung, die an den Versuchstagen aus zwei Stammlosungen angesetzt wurde. Zu-
nachst wurden 1000 ml demineralisiertes Wasser mit 43,5 ml Stammlosung 1 (siehe
Tab. 2) und 1,63 g Glucose fiir 30 Minuten mit Carbogen begast und im Wasserbad auf
37°C erwdarmt. Danach wurden 43,5 ml Stammlosung 2 (siehe Tab. 3) zugesetzt und
die fertige Krebs-Henseleit-Losung (siehe Tab. 4) wiederum fiir fiinf Minuten mit Car-
bogen begast. AnschliefSend wurde die gebrauchsfertige Losung weiterhin konstant
begast und bei 37°C fiir die Verwendung im Organbad bereitgehalten.

Die Stammlosungen wurden alle zwei Wochen neu angesetzt.
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Tabelle 2: Zusammensetzung Krebs-Henseleit-Stammlosung 1 (KH-1) pro 1000 ml.

Bestandteil

Natriumchlorid 172,4 ¢
Kaliumchlorid 8,8¢g
Calciumchlorid-Dihydrat 9,2¢
Kaliumdihydrogenphosphat 41¢g
Magnesiumsulfat-Heptahydrat 7,4¢
Demineralisiertes Wasser ad 1000 ml

Tabelle 3: Zusammensetzung Krebs-Henseleit-Stammlosung 2 (KH-2) pro 1000 ml.

Bestandteil
Natriumhydrogencarbonat 32,5¢
Demineralisiertes Wasser ad 1000 ml

Tabelle 4: Zusammensetzung finale KREBS-HENSELEIT-Losung pro 1000 ml.

Bestandeteil Stoffmengenkon-
zentration (mM)
Natriumchlorid 6,899 g 118,05
Kaliumchlorid 0,352 g 4,72
Calciumchlorid-Dihydrat 0,368 g 2,50
Kaliumdihydrogenphosphat 0,164 ¢ 1,21
Magnesiumsulfat-Heptahydrat 0,296 g 1,20
Natriumhydrogencarbonat 1,300 g 15,48
Glucose 1,49 ¢ 8,32
Demineralisiertes Wasser ad 1000 ml
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Kaliumchlorid-Losung

Tabelle 5: Zusammensetzung der KCI-Losung (2 mM) pro 1000 ml.

Bestandteil Stoffmengenkon-

zentration (mM)

Kaliumchlorid 149,1¢ 2

Demineralisiertes Wasser Ad 1000 ml

Die KCI-Losung wurde alle vier Wochen neu angesetzt.
Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Reagenzien und Ausgangssubstanzen von

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Deutschland) bezogen.

45 |nhibitoren

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden vier Inhibitoren der PLK1 verwendet. Es
handelte sich um SBE 13, Cyclapolin 9, Tak 960 und Ro 2380. Die gewahlte finale Kon-
zentration des Inhibitors im Organbad orientierte sich an den ICs,-Werten des jewei-
ligen Inhibitors. Die finale Konzentration bezeichnet die Konzentration des Inhibitors
in einer Organbadkammer mit 10 ml Krebs-Henseleit-Losung. Grundannahme war
eine gleichméafiige Verteilung des Inhibitors im Organbad und den Gewebeproben im
Organbad.

Als Losungsmittel kam in allen Fallen DMSO zum Einsatz. Das benotigte Volumen

berechnete sich dabei wie folgt:

eingewogene Masse Inhibitor

Volumen DMSO = molare Masse Inhibitor
Konzentration Stammlosung
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4.5.1 SBE13

Cl N

HCL

/
/O

Abbildung 3: Strukturformel SBE 13 Hydrochlorid.

Chemische Bezeichnung: N-[[4-[(6-Chloro-3-pyridinyl)methoxy]-3-methoxyphe-
nyl]methyl]-3,4-dimethoxybenzeneethanamine hydrochloride
Summenformel: C;4H;7CIN,0, HCl

CAS-Nr.: 1052532-15-6

Molare Masse: 479,4 g/mol

Bezugsquelle: Tocris Cookson Ltd.; Bristol, Vereinigtes Konigreich
Reinheit: > 99%

ICso fiir PLK1: 200 pM [139]

Verwendetes Losungsmittel: DMSO

Konzentration Stammlosung: 1 mM

Appliziertes Volumen: 10 pl

Finale Konzentration: 1 uM

4.5.2 Cyclapolin 9

F /O>
. N* NH,
\> <
S 0
'O/ \O

Abbildung 4: Strukturformel Cyclapolin 9.

46



Chemische Bezeichnung: 7-Nitro-5-(trifluoromethyl)-2-benzothiazolecarboxamide-
3-oxide

Summenformel: CoH4F3N304S

CAS-Nr.: 40533-25-3

Molare Masse: 307,21 g/mol

Bezugsquelle: Tocris Cookson Ltd.; Bristol, Vereinigtes Konigreich
Reinheit: > 98%

[Cso fiir PLK1: 500 nM [136]

Verwendetes Losungsmittel: DMSO

Konzentration Stammlosung : 1 mM

Appliziertes Volumen: 30 ul

Finale Konzentration: 3 uM

4.5.3 TAK 960
-

=

HCl

Abbildung 5: Strukturformel TAK 960 Hydrochlorid.

Chemische Bezeichnung: 4-[(9-Cyclopentyl-7,7-difluoro-6,7,8,9-tetrahydro-5-me-
thyl-6-oxo-5H-pyrimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-yl)amino]-2-fluoro-5-methoxy-N-(1-
methyl-4-piperidinyl)benzamide hydrochloride

Summenformel: C,7H34F3N;0s HCI1

CAS-Nr.: 1137868-96-2

Molare Masse: 598,06 g/mol
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Bezugsquelle: Tocris Cookson Ltd.; Bristol, Vereinigtes Konigreich
Reinheit: > 98%

[Cso fiir PLK1: 800 pM [135]

Verwendetes Losungsmittel: DMSO

Konzentration Stammlosung: 0,1 mM

Appliziertes Volumen: 10 pl

Finale Konzentration: 100 nM

NH \ o
N
0 N .
)|\/ "
™~

Abbildung 6: Strukturformel Ro 3280.

4.54 Ro 3280

Sy

Chemische Bezeichnung: 4-[(9-Cyclopentyl-7,7-difluoro-6,7,8,9-tetrahydro-5-me-
thyl-6-oxo-5H-pyrimido[4,5-b][1,4]diazepin-2-yl)amino]-3-methoxy-N-(1-methyl-
4-piperidinyl)benzamide

Summenformel: Cy7H35F:N7Os3

CAS-Nr.: 1062243-51-9

Molare Masse: 543,61 g/mol

Bezugsquelle: Tocris Cookson Ltd.; Bristol, Vereinigtes Konigreich

Reinheit: > 98%

ICso fiir PLK1: 3 nM [137]

Verwendetes Losungsmittel: DMSO

Konzentration Stammlosung: 0,1 mM
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Appliziertes Volumen: 10 pl

Finale Konzentration: 100 nM

4.6 Agonisten

4.6.1 Noradrenalin, Phenylephrin und Methoxamin

Die adrenerge Kontraktion wurde durch die Zugabe der exogenen Rezeptoragonisten
Noradrenalin (Abb. 7), Phenylephrin (Abb. 8) und Methoxamin (Abb. 9) untersucht.
Fiir alle drei Substanzen wurden separate Versuchsreihen mit den Inhibitoren SBE 13
Hydrochlorid und Cyclapolin 9 erstellt. Noradrenalin bindet an ai-, az- und B-Ad-
renozeptoren; Phenylephrin und Methoxamin hingegen sind selektive a;-Adrenozep-
toragonisten.

Die 10 mM Stammlosungen der Agonisten wurden am Tag der Verwendung im Organ-
bad frisch angesetzt. Als Losungsmittel kam in allen Fallen demineralisiertes Wasser
zum Einsatz. Die benotigte Menge Losungsmittel fiir eine 10 mM Stammlosung wurde

wie folgt berechnet:

eingewogene Masse Agonist
molare Masse Agonist

Konzentration Stammlosung

Volumen Wasser =

Uber eine zweistufige Verdiinnungsreihe wurden die 10 mM Stammldsungen an-
schliefSend auf 1 mM sowie 0,1 mM verdiinnt und bis zur Anwendung bei 4 °C gela-
gert. Die Losungen wurden nach Beendigung der Inkubationszeit gemafs Applikati-

onsschema in Tabelle 6 in die Organbadkammern appliziert.
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Noradrenalin

OH

NH,

HO HCl

OH

Abbildung 7: Strukturformel L-Norepinephrin Hydrochlorid (Noradrenalin).

Summenformel: CsHi:NOs; HCl

CAS-Nr.: 329-56-6

Molare Masse: 205.64 g/mol

Bezugsquelle: Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Taufkirchen, Deutschland

Phenylephrin

ilife]
T

ZT

HCL
OH
Abbildung 8: Strukturformel (R)-(-)-Phenylephrin Hydrochlorid (Phenylephrin).
Summenformel: CoH4CINO;
CAS-Nr.: 61-67-7
Molare Masse: 203.67

Bezugsquelle: Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Taufkirchen, Deutschland
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Methoxamin

OH

Abbildung 9: Strukturformel Methoxamin Hydrochlorid (Methoxamin).

Summenformel: C;;H;7NOs HCI

CAS-Nr.: 61-16-5

Molare Masse: 247,72 g/mol

HClL

Bezugsquelle: Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Taufkirchen, Deutschland

Tabelle 6: Applikationsschema fiir Noradrenalin, Phenylephrin und Methoxamin.

Konzentration Stammlo-

Appliziertes Volumen pro

Finale Konzentration (ku-

sung (mM) Organbadkammer (ul) muliert) (uM)
0,1 10 0,1

0,1 20 0,3

1 7 1

1 20 3

10 7 10

10 20 30

10 70 100
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4.6.2 U46619

Bei U46619 (Abb. 10) handelt es sich um ein synthetisches TXA,-Analogon. Da die
Halbwertszeit von Thromboxan-A; sehr gering ist, wurde U46619 als stabiler TXA,-
Rezeptor-Agonist verwendet.

Als Losungsmittel zur Herstellung einer 10 mM Stammlosung wurde Ethanol verwen-

det. Die benotigte Menge Losungsmittel wurde wie folgt berechnet:

eingewogene Masse U46619
molare Masse U46619

Konzentration Stammlosung

Volumen Ethanol =

Anschlieflend wurden mittels einer zweistufigen Verdiinnungsreihe 1 mM und
0,1 mM Stammlosungen erstellt und bis zum Einsatz bei -20 °C aufbewahrt. Das Ap-

plikationsschema ist in Tab. 7 angegeben.

OH

OH

Abbildung 10: Strukturformel U46619

Summenformel: Cy1H3404
CAS-Nr.: 56985-40-1
Molare Masse: 350,5 g/mol

Bezugsquelle: Tocris Cookson Ltd.; Bristol, Vereinigtes Konigreich
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Tabelle 7: Applikationsschema U46619

Konzentration Stammlo- | Appliziertes Volumen pro | Finale Konzentration (ku-
sung (mM) Organbadkammer (ul) muliert) (uM)

0,1 10 0,1

0,1 20 0,3

1 7 1

1 20 3

10 7 10

10 20 30

46.3 Endothelin-1

In der Prostata werden sowohl ET-als auch ETg-Rezeptoren exprimiert. ET-1, -2 und

-3 unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Affinitdt zu den Rezeptoren. Wahrend alle

ET-Isoformen die gleiche Affinitat zu ETs besitzen, zeigt ET-3 eine deutlich geringere
Affinitat zu ETa als ET-1 und ET-2. [150]

In dieser Arbeit wurde ET-1 (Abb. 11) verwendet. Es wurde eine 0,4 mM Stammlosung

aus 1 mg ET-1in 1,003 ml demineralisiertem Wasser angesetzt und gemaf$ Applikati-

onsschema in Tab. 8 appliziert.

ity

Abbildung 11: Strukturformel ET-1

Ji

P

\;FH
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Summenformel: Ci09H15003:N25S5

CAS-Nr.: 117399-94-7
Molare Masse: 2492 g/mol

Bezugsquelle: Tocris Cookson Ltd.; Bristol, Vereinigtes Konigreich

Tabelle 8: Applikationsschema ET-1

Konzentration Stammlo- | Appliziertes Volumen pro | Finale Konzentration (ku-
sung (mM) Organbadkammer (ul) muliert) (uUM)

0,4 2,5 0,1

0,4 5,0 0,3

0,4 17,5 1

0,4 50,0 3

4.6.4 Elektrische Feldstimulation (EFS)

Mittels EFS werden Aktionspotentiale simuliert, die iiber eine Ausschiittung endoge-

ner Neurotransmitter zu einer Kontraktion der Gewebepraparate fiihrt. Fiir die Ver-

suchsreihen mit EFS wurde nach Befestigung der Gewebeproben eine Halterung mit

zwei Elektroden auf die Organbadkammern gesetzt. Somit befand sich das jeweilige

Gewebepraparat zwischen den Elektroden, beriihrte diese jedoch nicht. Als Stimulator

wurde ein Gerit der Firma Danish Myo Technologies (Hinnerup, Ddnemark; Modell-

bezeichnung: DMT CS4) verwendet.

Spannung: 20 V

Stimulus: positiv monopolar

Frequenzen: 2 Hz; 4 Hz; 8 Hz; 16 Hz; 32 Hz;

54




4.7 Auswertung und statistische Methoden

Zur Auswertung der Experimente wurde die Kontraktionsstiarke in allen Organbad-
kammern zu folgenden Zeitpunkten in den mittels LabChart aufgezeichneten Daten
abgelesen (vgl. Abb. 1):

- Base 1 nach Abschluss der Aquilibrationsphase vor Zugabe von KCl.

- Die maximale KCl-induzierte Kontraktion.

- Base 2 nach Abschluss der Inkubationsphase.

- Die jeweils maximale Kontraktion fiir jede Konzentration der Agonisten bezie-

hungsweise jede Frequenz bei EFS.

Um die ausgelosten Kontraktionen einer Gewebeprobe im Verhdltnis zur jeweiligen
KCl-induzierten Kontraktion anzugeben, wurde von allen Kontraktionsmesswerten
der vorausgegangene Base-Wert subtrahiert. Base 1 diente als Ausgangswert der Vor-
spannung fiir die folgende KCl-induzierte Kontraktion. Base 2 wurde als Ausgangs-
wert filir die Agonisten- beziehungsweise EFS-induzierte Kontraktion verwendet. An-
schliefSend wurden alle Agonist- beziehungsweise EFS-induzierten Kontraktionen in

Relation zur KCl-induzierten Kontraktion derselben Gewebeprobe gesetzt.

Die Berechnung und grafische Aufbereitung der in Kapitel 6 dargestellten Ergebnisse
erfolgte mit Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmond, USA). In jeder Ver-
suchsreihe wurden fiir die Inhibitor- und Kontrollgruppe die Mittelwerte * Stan-
dardabweichung der Agonisten- oder EFS-vermittelten Kontraktionen berechnet. Zu-
dem wurden die Daten als Konzentrations-Wirkungs-Kurven beziehungsweise Fre-
quenz-Wirkungs-Kurven grafisch dargestellt. Zur Beurteilung der statistischen Signi-
fikanz wurden die Ergebnisse einer Varianzanalyse unterzogen. Als Varianzanalyse-
verfahren wurde eine ANOVA (analysis of variance) eingesetzt. Die ANOVA unter-
sucht, ob die Varianz zwischen der Inhibitor- und Kontrollgruppe grofier ist als die

Varianz innerhalb der Gruppen und erlaubt somit eine Einschatzung, ob sich die
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Gruppen signifikant unterscheiden. Die Varianzanalyse wurde mit IBM SPSS Statistics
Version 25 (IBM Corporation, Armonk, USA) durchgefiihrt. Dabei wurden die Ergeb-
nisse der Inhibitorgruppe mit der Kontrollgruppe aus jeder Versuchsreihe im Hinblick
auf die Zielvariable Kontraktionsstarke verglichen. Dies geschah sowohl fiir die ein-
zelnen Konzentrationen der Agonisten beziehungsweise Frequenzen bei EFS als auch
fiir die gesamte Versuchsreihe (group). Als Signifikanzniveau wurde a=0,05 festgelegt.
Bei p-Werten von unter 0,05 wurde von einem statistisch signifikanten Unterschied

zwischen Inhibitor- und Kontrollgruppe ausgegangen.

56



5 Ergebnisse

5.1 Effekte von SBE 13

5.1.1 Noradrenalin-induzierte Kontraktion

In einer Versuchsreihe mit Prostatagewebe von zehn Patienten (n=10) wurde der Ein-
fluss von SBE 13 auf die Noradrenalin-induzierte Kontraktion der glatten Muskulatur
der Prostata untersucht. Nach der Zugabe von SBE 13 beziehungsweise DMSO als Kon-
trolle wurden mit Noradrenalin (0,1-100 uM) konzentrationsabhangige Kontraktio-
nen ausgelost. Fiir die Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Inhibitor- und Kontroll-
gruppe wird die Kontraktionsstiarke in Prozent der vorausgegangen KCl-induzierten
Kontraktion angegeben (siehe Abb. 12, Tab. 9). In der gewahlten Versuchskonstella-
tion flihrte die Zugabe von SBE 13 zu einer signifikanten Hemmung der Inhi-

bitorgruppe gegeniiber der Kontrollgruppe (siehe Tab. 10).

140 1~

120 A

100 )/o

60 A

(o]
o
1

40 A

Kontraktion (% KCl)

20 A

-20

01 0,3 1 3 10 30 100
[Noradrenalin] (uM)

—O=—SBE 13 =O=control

Abbildung 12: Effekt von SBE 13 auf die Noradrenalin-induzierte Kontraktion humanen Prostatagewebes im Or-
ganbad. Gezeigt sind Mittelwerte = Standardabweichung fiir Versuchsgruppe (SBE 13) und Kontrollgruppe (con-

trol) in % der KCl-induzierten Kontraktion. n=10 Patienten.
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Tabelle 9: Mittelwerte der konzentrationsabhiangigen Kontraktionsstdrke fiir SBE 13 + Noradrenalin in % der stan-

dardisierten KCI-Kontraktion.

Noradrenalin Stoffmen- SBE 13 (% der KCl-indu- | Kontrollgruppe (% der

genkonzentration (uM) zierten Kontraktion) KCl-induzierten Kontrak-
tion)

0,1 2 5

0,3 4 8

1 14 20

3 25 38

10 53 78

30 77 94

100 79 100

Die statistische Auswertung zeigt, dass fiir die einzelnen Konzentrationen keine sig-

nifikante Hemmung durch SBE 13 vorliegt. Jedoch liegt im Gruppenvergleich (group)

Inhibitorgruppe versus Kontrollgruppe ein signifikanter Unterschied vor (siehe Tab.

10).

Tabelle 10: Varianzanalyse SBE 13 + Noradrenalin. Bei Unterschreiten des Signifikanzniveaus von a=0,05 sind die

entsprechenden Werte mit * gekennzeichnet.

Noradrenalin Stoffmengenkonzentra- p-Werte ANOVA
tion (uM)

0,1 0,802

0,3 0,76

1 0,64

3 0,289

10 0,054

30 0,181

100 0,108

group 0,009*
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5.1.2 Phenylephrin-induzierte Kontraktion

In einer Versuchsreihe mit Prostatagewebe von acht Patienten (n=8) wurde der Ein-
fluss von SBE 13 auf die Phenylephrin-induzierte Kontraktion der glatten Muskulatur
der Prostata untersucht. Nach der Zugabe von SBE 13 beziehungsweise DMSO als Kon-
trolle wurden mit Phenylephrin (0,1-100 uM) konzentrationsabhangige Kontraktio-
nen ausgelost. Fiir die Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Inhibitor- und Kontroll-
gruppe wird die Kontraktionsstarke in Prozent der vorausgegangen KCl-induzierten
Kontraktion angegeben (siehe Abb. 13, Tab. 11). In der gewahlten Versuchskonstella-
tion fiihrte die Zugabe von SBE 13 zu einer signifikanten Hemmung der Inhi-

bitorgruppe gegeniiber der Kontrollgruppe.
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Abbildung 13: Effekt von SBE 13 auf die Phenylephrin-induzierte Kontraktion humanen Prostatagewebes im Or-
ganbad. Gezeigt sind Mittelwerte * Standardabweichung fiir Versuchsgruppe (SBE 13) und Kontrollgruppe (con-

trol) in % der KCl-induzierten Kontraktion. n=8 Patienten.
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Tabelle 11: Mittelwerte der konzentrationsabhdngigen Kontraktionsstdrke fiir SBE 13 + Phenylephrin in % der

standardisierten KCl-Kontraktion.

Phenylephrin Stoffmen- | SBE 13 (% der KCl-indu- | Kontrollgruppe (% der

genkonzentration (uM) zierten Kontraktion) KCl-induzierten Kontrak-
tion)

0,1 1 2

0,3 1 4

1 4 16

3 16 42

10 46 80

30 66 99

100 64 91

Die statistische Auswertung zeigt, dass fiir die Konzentrationen ab 3 uM und im Grup-

penvergleich eine signifikante Hemmung durch SBE 13 vorliegt (siehe Tab. 12).

Tabelle 12: Varianzanalyse SBE 13 + Phenylephrin. Bei Unterschreiten des Signifikanzniveaus von a=0,05 sind die

entsprechenden Werte mit * gekennzeichnet.

Phenylephrin Stoffmengenkonzentra- p-Werte ANOVA
tion (uM)

0,1 0,953

0,3 0,81

1 0,38

3 0,049*

10 0,012*

30 0,015*

100 0,044*

group <0.001*
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5.1.3 Methoxamin-induzierte Kontraktion

In einer Versuchsreihe mit Prostatagewebe von fiinf Patienten (n=5) wurde der Ein-
fluss von SBE 13 auf die Methoxamin-induzierte Kontraktion der glatten Muskulatur
der Prostata untersucht. Nach der Zugabe von SBE 13 beziehungsweise DMSO als Kon-
trolle wurden mit Methoxamin (0,1-100 uM) konzentrationsabhangige Kontraktionen
ausgelost. Fiir die Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Inhibitor- und Kontroll-
gruppe wird die Kontraktionsstarke in Prozent der vorausgegangen KCl-induzierten
Kontraktion angegeben (siehe Abb. 14, Tab. 13). In der gewahlten Versuchskonstella-
tion fiihrte die Zugabe von SBE 13 zu einer signifikanten Hemmung der Inhi-

bitorgruppe gegeniiber der Kontrollgruppe.
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Abbildung 14: Effekt von SBE 13 auf die Methoxamin-induzierte Kontraktion humanen Prostatagewebes im Or-
ganbad. Gezeigt sind Mittelwerte # Standardabweichung fiir Versuchsgruppe (SBE 13) und Kontrollgruppe (con-

trol) in % der KCI-induzierten Kontraktion. n=5 Patienten.
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Tabelle 13: Mittelwerte der konzentrationsabhangigen Kontraktionsstarke fiir SBE 13 + Methoxamin in % der stan-

dardisierten KCI-Kontraktion.

Methoxamin Stoffmen- SBE 13 (% der KCl-indu- | Kontrollgruppe (% der

genkonzentration (uM) zierten Kontraktion) KCl-induzierten Kontrak-
tion)

0,1 2 8

0,3 1 7

1 1 11

3 2 31

10 16 73

30 44 114

100 72 127

Die statistische Auswertung zeigt, dass fiir die Konzentrationen ab 10 pM sowie im

Gruppenvergleich (group) eine signifikante Hemmung durch SBE 13 vorliegt (siehe

Tab. 14).

Tabelle 14: Varianzanalyse SBE 13 + Methoxamin. Bei Unterschreiten des Signifikanzniveaus von a=0,05 sind die

entsprechenden Werte mit * gekennzeichnet.

Methoxamin Stoffmengenkonzentration | p-Werte ANOVA
(uM)

0,1 0,736

0,3 0,778

1 0,636

3 0,158

10 0,007*

30 0,001*

100 0,01*

group <0.001*
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5.14 U46619-induzierte Kontraktion

In einer Versuchsreihe mit Prostatagewebe von neun Patienten (n=9) wurde der Ein-
fluss von SBE 13 auf die TXA,-induzierte Kontraktion der glatten Muskulatur der Pros-
tata untersucht. Nach der Zugabe von SBE 13 beziehungsweise DMSO als Kontrolle
wurden mit U46619 (0,1-30 uM) konzentrationsabhédngige Kontraktionen ausgelost.
Fiir die Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Inhibitor- und Kontrollgruppe wird die
Kontraktionsstirke in Prozent der vorausgegangen KCI-induzierten Kontraktion an-
gegeben (siehe Abb. 15, Tab. 15). In der gewdhlten Versuchskonstellation fiihrte die
Zugabe von SBE 13 zu keiner signifikanten Hemmung der Inhibitorgruppe gegeniiber
der Kontrollgruppe. Auch die grafische Darstellung in Abbildung 15 lasst keine Kon-

traktionshemmung durch SBE13 erkennen.
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Abbildung 15: Effekt von SBE 13 auf die durch U46619 ausgeloste Kontraktion humanen Prostatagewebes im Or-
ganbad. Gezeigt sind Mittelwerte = Standardabweichung fiir Versuchsgruppe (SBE 13) und Kontrollgruppe (con-

trol) in % der KCIl-induzierten Kontraktion. n=9 Patienten.
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Tabelle 15: Mittelwerte der konzentrationsabhidngigen Kontraktionsstérke fiir SBE 13 + U46619 in % der standar-

disierten KCl-Kontraktion.

U46619 Stoffmengenkon- | SBE 13 (% der KCl-indu- | Kontrollgruppe (% der

zentration (uM) zierten Kontraktion) KCl-induzierten Kontrak-
tion)

0,1 9 9

0,3 17 18

1 25 25

3 31 28

10 33 31

30 32 32
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5.1.5 Endothelin-1-induzierte Kontraktion

In einer Versuchsreihe mit Prostatagewebe von drei Patienten (n=3) wurde der Ein-
fluss von SBE 13 auf die ET-1-vermittelte Kontraktion der glatten Muskulatur der
Prostata untersucht. Nach der Zugabe von SBE 13 beziehungsweise DMSO als Kon-
trolle wurden mit ET-1 (0,1-3 uM) konzentrationsabhangige Kontraktionen ausgelost.
Fiir die Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Inhibitor- und Kontrollgruppe wird die
Kontraktionsstirke in Prozent der vorausgegangen KCI-induzierten Kontraktion an-
gegeben (siehe Abb. 16, Tab. 17). In der gewahlten Versuchskonstellation zeigte sich
nach drei Experimenten keine Kontraktionshemmung durch SBE 13, sodass keine wei-

teren Experimente fiir diese Versuchsreihe durchgefiihrt wurden.

100 ~

80 -
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Abbildung 16: Effekt von SBE 13 auf die durch ET-1 ausgeloste Kontraktion humanen Prostatagewebes im Organ-
bad. Gezeigt sind Mittelwerte * Standardabweichung fiir Versuchsgruppe (SBE 13) und Kontrollgruppe (control) in

% der KCIl-induzierten Kontraktion. n=3 Patienten.

65



Tabelle 16: Mittelwerte der konzentrationsabhidngigen Kontraktionsstérke fiir SBE 13 + ET-1 in % der standardi-

sierten KCl-Kontraktion.

ET-1 Stoffmengenkon-
zentration (uM)

SBE 13 (% der KCl-indu-
zierten Kontraktion)

Kontrollgruppe (% der
KCl-induzierten Kontrak-

tion)
0,1 39 33
0,3 49 42
1 54 52
3 56 59
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5.1.6 EFS-induzierte Kontraktion

Mittels EFS wurde in einer Versuchsreihe mit Prostatagewebe von sieben Patienten
(n=7) der Einfluss von SBE 13 auf die neurogene Kontraktion der glatten Muskulatur
der Prostata untersucht. Nach der Zugabe von SBE 13 beziehungsweise DMSO als Kon-
trolle wurden mit EFS (2-32 Hz) frequenzabhangige Kontraktionen ausgelost. Fiir die
Frequenz-Wirkungs-Kurven von Inhibitor- und Kontrollgruppe wird die Kontrakti-
onsstarke in Prozent der vorausgegangen KCl-induzierten Kontraktion angegeben
(siehe Abb. 17, Tab. 17). In der gewdhlten Versuchskonstellation fiihrte die Zugabe
von SBE 13 zu einer signifikanten Hemmung der Inhibitorgruppe gegeniiber der Kon-
trollgruppe. Auch in der grafischen Darstellung in Abb. 17 ist der Unterschied zwi-

schen Inhibitor- und Kontrollgruppe erkennbar.
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Abbildung 17: Effekt von SBE 13 auf die EFS-induzierte Kontraktion humanen Prostatagewebes im Organbad. Ge-
zeigt sind Mittelwerte * Standardabweichung fiir Versuchsgruppe (SBE 13) und Kontrollgruppe (control) in % der

KCl-induzierten Kontraktion. n=7 Patienten.
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Tabelle 17: Mittelwerte der konzentrationsabhangigen Kontraktionsstarke fiir SBE 13 + EFS in % der standardisier-

ten KCI-Kontraktion.

EFS Frequenz (Hz) SBE 13 (% der KCl-indu- | Kontrollgruppe (% der

zierten Kontraktion) KCl-induzierten Kontrak-
tion)

2 4 5

4 6 13

8 12 27

16 25 62

32 46 109

Die statistische Auswertung zeigt, dass eine signifikante Hemmung durch SBE 13 bei
32 Hz vorliegt (siehe Tab. 20). Aufierdem zeigt sich eine signifikante Hemmung der

Kontraktion im Gruppenvergleich.

Tabelle 18: Varianzanalyse SBE 13 + EFS. Bei Unterschreiten des Signifikanzniveaus von a=0,05 sind die entspre-

chenden Werte mit * gekennzeichnet.

EFS Frequenz (Hz) p-Werte ANOVA
2 0,947

4 0,754

8 0,498

16 0,099

32 0,006*

group 0,015*
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5.2 Effekte von Cyclapolin 9

5.2.1 Noradrenalin-induzierte Kontraktion

In einer Versuchsreihe mit Prostatagewebe von fiinf Patienten (n=5) wurde der Ein-
fluss von Cyclapolin 9 auf die Noradrenalin-induzierte Kontraktion der glatten Mus-
kulatur der Prostata untersucht. Nach der Zugabe von Cyclapolin 9 beziehungsweise
DMSO als Kontrolle wurden mit Noradrenalin (0,1-100 uM) konzentrationsabhdngige
Kontraktionen ausgelost. Fiir die Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Inhibitor-
und Kontrollgruppe wird die Kontraktionsstdrke in Prozent der vorausgegangen KCl-
induzierten Kontraktion angegeben (siehe Abb. 18, Tab. 19). In der gewidhlten Ver-
suchskonstellation fiihrte die Zugabe von Cyclapolin 9 zu einer signifikanten Hem-

mung der Inhibitorgruppe gegeniiber der Kontrollgruppe.
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Abbildung 18: Effekt von Cyclapolin 9 auf die durch Noradrenalin ausgeloste Kontraktion humanen Prostatagewe-
bes im Organbad. Gezeigt sind Mittelwerte = Standardabweichung fiir Versuchsgruppe (Cyclapolin 9) und Kon-

trollgruppe (control) in % der KCI-induzierten Kontraktion. n=5 Patienten.
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Tabelle 19: Mittelwerte der konzentrationsabhédngigen Kontraktionsstdrke fiir Cyclapolin 9 + Noradrenalin in %

der standardisierten KCl-Kontraktion.

Noradrenalin Stoffmen- Cyclapolin 9 (% der KCI- | Kontrollgruppe (% der

genkonzentration (uM) induzierten Kontraktion) | KCl-induzierten Kontrak-
tion)

0,1 12 16

0,3 18 30

1 53 77

3 104 143

10 141 215

30 156 231

100 143 233

Die statistische Auswertung zeigt, dass fiir die Noradrenalinkonzentrationen 30 pM
und 100 pM eine signifikante Hemmung durch Cyclapolin 9 vorliegt. AufSerdem liegt
im Gruppenvergleich (group) Experimentalgruppe versus Kontrollgruppe ein signifi-

kanter Unterschied vor (siehe Tab. 22).

Tabelle 20: Varianzanalyse Cyclapolin 9 + Noradrenalin. Bei Unterschreiten des Signifikanzniveaus von a=0,05 sind

die entsprechenden Werte mit * gekennzeichnet.

Noradrenalin Stoffmengenkonzentra- p-Werte ANOVA
tion (uM)

0,1 0,686

0,3 0,454

1 0,36

3 0,304

10 0,08

30 0,019*

100 0,013*

group <0.001*
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5.2.2 Phenylephrin-induzierte Kontraktion

In einer Versuchsreihe mit Prostatagewebe von neun Patienten (n=9) wurde der Ein-
fluss von Cyclapolin 9 auf die Phenylephrin-induzierte Kontraktion der glatten Mus-
kulatur der Prostata untersucht. Nach der Zugabe von Cyclapolin 9 beziehungsweise
DMSO als Kontrolle wurden mit Phenylephrin (0,1-100 uM) konzentrationsabhidngige
Kontraktionen ausgelost. Fiir die Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Inhibitor-
und Kontrollgruppe wird die Kontraktionsstdrke in Prozent der vorausgegangen KCl-
induzierten Kontraktion angegeben (siehe Abb. 19, Tab. 21). In der gewidhlten Ver-
suchskonstellation fiihrte die Zugabe von Cyclapolin 9 zu keiner signifikanten Hem-

mung der Inhibitorgruppe gegeniiber der Kontrollgruppe (siehe Tab. 22).
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Abbildung 19: Effekt von Cyclapolin 9 auf die Phenylephrin-induzierte Kontraktion humanen Prostatagewebes im
Organbad. Gezeigt sind Mittelwerte = Standardabweichung fiir Versuchsgruppe (Cyclapolin 9) und Kontrollgruppe

(control) in % der KCl-induzierten Kontraktion. n=9 Patienten.
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Tabelle 21: Mittelwerte der konzentrationsabhdngigen Kontraktionsstirke fiir Cyclapolin 9 + Phenylephrin in %

der standardisierten KCl-Kontraktion.

Phenylephrin Stoffmen- | Cyclapolin 9 (% der KCl- | Kontrollgruppe (% der

genkonzentration (uM) induzierten Kontraktion) | KCl-induzierten Kontrak-
tion)

0,1 3 3

0,3 10 12

1 26 28

3 47 55

10 68 84

30 81 98

100 71 85

Die statistische Auswertung zeigt, dass weder fiir einzelne Konzentrationen des Ago-
nisten noch die gesamte Gruppe eine signifikante Hemmung durch Cyclapolin 9 vor-

liegt (siehe Tab. 24).

Tabelle 22: Varianzanalyse Cyclapolin 9 + Phenylephrin.

Phenylephrin Stoffmengenkonzentra- p-Werte ANOVA
tion (uM)

0,1 0,985

0,3 0,902

1 0,87

3 0,522

10 0,193

30 0,158

100 0,246

group 0,072
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5.2.3 Methoxamin-induzierte Kontraktion

In einer Versuchsreihe mit Prostatagewebe von 13 Patienten (n=13) wurde der Ein-
fluss von Cyclapolin 9 auf die Methoxamin-induzierte Kontraktion der glatten Mus-
kulatur der Prostata untersucht. Nach der Zugabe von Cyclapolin 9 beziehungsweise
DMSO als Kontrolle wurden mit Methoxamin (0,1-100 uM) konzentrationsabhidngige
Kontraktionen ausgelost. Fiir die Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Inhibitor-
und Kontrollgruppe wird die Kontraktionsstdrke in Prozent der vorausgegangen KCl-
induzierten Kontraktion angegeben (siehe Abb. 20, Tab. 23). In der gewdhlten Ver-
suchskonstellation fiihrte die Zugabe von Cyclapolin 9 zu einer signifikanten Hem-

mung der Inhibitorgruppe gegeniiber der Kontrollgruppe (siehe Tab. 24).
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Abbildung 20: Effekt von Cyclapolin 9 auf die Methoxamin-induzierte Kontraktion humanen Prostatagewebes im
Organbad. Gezeigt sind Mittelwerte = Standardabweichung fiir Versuchsgruppe (Cyclapolin 9) und Kontrollgruppe

(control) in % der KCl-induzierten Kontraktion. n=13 Patienten.
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Tabelle 23: Mittelwerte der konzentrationsabhangigen Kontraktionsstarke fiir Cyclapolin 9 + Methoxamin in % der

standardisierten KCl-Kontraktion.

Methoxamin Stoffmen- Cyclapolin 9 (% der KCl- | Kontrollgruppe (% der

genkonzentration (uM) induzierten Kontraktion) | KCl-induzierten Kontrak-
tion)

0,1 2 2

0,3 2 3

1 6 6

3 24 30

10 45 63

30 59 75

100 59 85

Die statistische Auswertung zeigt, dass fiir 100 uM eine signifikante Hemmung durch

Cyclapolin 9 vorliegt (siehe Tab. 26).

Tabelle 24: Varianzanalyse Cyclapolin 9 + Methoxamin. Bei Unterschreiten des Signifikanzniveaus von a=0,05 sind

die entsprechenden Werte mit * gekennzeichnet.

Methoxamin Stoffmengenkonzentration | p-Werte ANOVA
(uM)

0,1 0,998

0,3 0,865

1 0,949

3 0,631

10 0,078

30 0,145

100 0,014*

group 0,018*
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5.2.4 U46619-induzierte Kontraktion

In einer Versuchsreihe mit Prostatagewebe von sechs Patienten (n=6) wurde der Ein-
fluss von Cyclapolin 9 auf die TXA,-induzierte Kontraktion der glatten Muskulatur der
Prostata untersucht. Nach der Zugabe von Cyclapolin 9 beziehungsweise DMSO als
Kontrolle wurden mit U46619 (0,1-30 uM) konzentrationsabhingige Kontraktionen
ausgelost. Fiir die Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Inhibitor- und Kontroll-
gruppe wird die Kontraktionsstarke in Prozent der vorausgegangen KCl-induzierten
Kontraktion angegeben (siehe Abb. 21, Tab. 25). In der gewiahlten Versuchskonstella-
tion fiihrte die Zugabe von Cyclapolin 9 zu keiner signifikanten Hemmung der Inhi-
bitorgruppe gegeniiber der Kontrollgruppe. Auch die grafische Darstellung in Abbil-
dung 21 legt keine deutliche Kontraktionshemmung durch SBE 13 nahe, daher wurde

diese Versuchsreihe nicht weiterverfolgt.
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Abbildung 21: Effekt von Cyclapolin 9 auf die U46619-induzierte Kontraktion humanen Prostatagewebes im Or-

ganbad. Gezeigt sind Mittelwerte * Standardabweichung fiir Versuchsgruppe (Cyclapolin 9) und Kontrollgruppe

(control) in % der KCl-induzierten Kontraktion. n=6 Patienten.
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Tabelle 25: Mittelwerte der konzentrationsabhdngigen Kontraktionsstarke fiir Cyclapolin 9 + U46619 in % der stan-

dardisierten KCI-Kontraktion.

U46619 Stoffmengenkon- | Cyclapolin 9 (% der KCI- | Kontrollgruppe (% der

zentration (uM) induzierten Kontraktion) | KCl-induzierten Kontrak-
tion)

0,1 8 6

0,3 12 13

1 25 24

3 34 39

10 38 43

30 41 49
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5.2.5 Endothelin-1-induzierte Kontraktion

In einer Versuchsreihe mit Prostatagewebe von drei Patienten (n=3) wurde der Ein-
fluss von Cyclapolin 9 auf die ET-1-induzierte Kontraktion der glatten Muskulatur der
Prostata untersucht. Nach der Zugabe von Cyclapolin 9 beziehungsweise DMSO als
Kontrolle wurden mit ET-1 (0,1-3uM) konzentrationsabhingige Kontraktionen aus-
gelost. Fiir die Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Inhibitor- und Kontrollgruppe
wird die Kontraktionsstdrke in Prozent der vorausgegangen KCl-induzierten Kontrak-
tion angegeben (siehe Abb. 22, Tab. 26). In der gewahlten Versuchskonstellation
fiihrte die Zugabe von Cyclapolin 9 zu keiner signifikanten Hemmung der Inhi-
bitorgruppe gegeniiber der Kontrollgruppe. Auch die grafische Darstellung in Abb. 22
lasst keine Kontraktionshemmung durch Cyclapolin 9 erkennen, daher wurde diese

Versuchsreihe nach drei Experimenten abgebrochen.
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Abbildung 22: Effekt von Cyclapolin 9 auf die ET-1-induzierte Kontraktion humanen Prostatagewebes im Organ-
bad. Gezeigt sind Mittelwerte * Standardabweichung fiir Versuchsgruppe (Cyclapolin 9) und Kontrollgruppe (con-

trol) in % der KCIl-induzierten Kontraktion. n=3 Patienten.
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Tabelle 26: Mittelwerte der konzentrationsabhéangigen Kontraktionsstarke fiir Cyclapolin 9 + ET-1 in % der stan-

dardisierten KCI-Kontraktion.

ET-1 Stoffmengenkon-
zentration (uM)

Cyclapolin 9 (% der KCI-
induzierten Kontraktion)

Kontrollgruppe (% der
KCl-induzierten Kontrak-

tion)
0,1 47 44
0,3 65 63
1 85 78
3 96 93
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5.2.6 EFS-induzierte Kontraktion

Mittels EFS wurde in einer Versuchsreihe mit Prostatagewebe von sieben Patienten
(n=7) der Einfluss von Cyclapolin 9 auf die neurogene Kontraktion der glatten Musku-
latur der Prostata untersucht. Nach der Zugabe von Cyclapolin 9 beziehungsweise
DMSO als Kontrolle wurden mit EFS (2-32 Hz) frequenzabhiangige Kontraktionen aus-
gelost. Fiir die Frequenz-Wirkungs-Kurven von Inhibitor- und Kontrollgruppe wird
die Kontraktionsstirke in Prozent der vorausgegangen KCl-induzierten Kontraktion
angegeben (siehe Abb. 23, Tab. 27). In der gewdhlten Versuchskonstellation fiihrte die
Zugabe von Cyclapolin 9 zu einer signifikanten Hemmung der Inhibitorgruppe gegen-
tiber der Kontrollgruppe. Auch in der grafischen Darstellung in Abb. 23 ist die Kon-

traktionshemmung erkennbar.
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Abbildung 23: Effekt von Cyclapolin 9 auf die durch EFS ausgeldste Kontraktion humanen Prostatagewebes im

Organbad. Gezeigt sind Mittelwerte * Standardabweichung fiir Versuchsgruppe (Cyclapolin 9) und Kontroll-

gruppe (control) in % der KCl-induzierten Kontraktion. n=7 Patienten.
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Tabelle 27: Mittelwerte der konzentrationsabhdngigen Kontraktionsstirke fiir Cyclapolin 9 + EFS in % der stan-

dardisierten KCI-Kontraktion.

EFS Frequenz (Hz) Cyclapolin 9 (% der KCI- | Kontrollgruppe (% der
induzierten Kontraktion) | KCl-induzierten Kontrak-
tion)

2 3 4

4 3 5

8 7 7

16 13 22

32 34 53

Die statistische Auswertung zeigt, dass eine signifikante Hemmung durch Cyclapolin

9 bei 32 Hz vorliegt (siehe Tab. 32).

Tabelle 28: Varianzanalyse Cyclapolin 9 + EFS. Bei Unterschreiten des Signifikanzniveaus von a=0,05 sind die ent-

sprechenden Werte mit * gekennzeichnet.

EFS Frequenz (Hz) p-Werte ANOVA
2 0,854

4 0,841

8 0,949

16 0,145

32 0,003*

group 0,027*

80




5.3 Effekte von Tak 960

5.3.1 EFS-induzierte Kontraktion

In einer Versuchsreihe mit Prostatagewebe von sieben Patienten (n=7) wurde der Ein-
fluss von Tak 960 auf die EFS-induzierte Kontraktion der glatten Muskulatur der Pros-
tata untersucht. Nach der Zugabe von Tak 960 beziehungsweise DMSO als Kontrolle
wurden mittels EFS (2-32 Hz) frequenzabhangige Kontraktionen ausgelost. Fiir die
Frequenz-Wirkungs-Kurven von Inhibitor- und Kontrollgruppe wird die Kontrakti-
onsstarke in Prozent der vorausgegangen KCl-induzierten Kontraktion angegeben
(siehe Abb. 24, Tab. 29). In der gewdhlten Versuchskonstellation fiihrte die Zugabe
von Tak 960 zu einer signifikanten Hemmung der Inhibitorgruppe gegeniiber der Kon-

trollgruppe.
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Abbildung 24: Effekt von Tak 960 auf die durch EFS ausgeldste Kontraktion humanen Prostatagewebes im Organ-
bad. Gezeigt sind Mittelwerte * Standardabweichung fiir Versuchsgruppe (Tak 960) und Kontrollgruppe (control)

in % der KCl-induzierten Kontraktion. n=7 Patienten.
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Tabelle 29: Mittelwerte der konzentrationsabhdngigen Kontraktionsstarke fiir Tak 960 + EFS in % der standardi-

sierten KCl-Kontraktion.

EFS Frequenz (Hz) Tak 960 (% der KCl-indu- | Kontrollgruppe (% der
zierten Kontraktion) KCl-induzierten Kontrak-
tion)

2 1 3

4 6 6

8 14 20

16 34 55

32 67 99

Die statistische Auswertung zeigt, dass eine signifikante Hemmung durch Tak 960 bei
Frequenzen iiber 16 Hz vorliegt (siehe Tab. 34). Auch im Gruppenvergleich (group)

zeigt sich eine signifikante Kontraktionshemmung.

Tabelle 30: Varianzanalyse Tak 960 + EFS. Bei Unterschreiten des Signifikanzniveaus von a=0,05 sind die entspre-

chenden Werte mit * gekennzeichnet.

EFS Frequenz (Hz) p-Werte ANOVA
2 0,849

4 0,937

8 0,567

16 0,03*

32 0,002*

group 0,006*
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5.4 Effekte von Ro 3280

5.4.1 EFS-induzierte Kontraktion

In einer Versuchsreihe mit Prostatagewebe von zehn Patienten (n=10) wurde der Ein-
fluss von Ro 3280 auf die EFS-induzierte Kontraktion der glatten Muskulatur der Pros-
tata untersucht. Nach der Zugabe von Ro 3280 beziehungsweise DMSO als Kontrolle
wurden mittels EFS (2-32 Hz) frequenzabhangige Kontraktionen ausgelost. Fiir die
Frequenz-Wirkungs-Kurven von Inhibitor- und Kontrollgruppe wird die Kontrakti-
onsstarke in Prozent der vorausgegangen KCl-induzierten Kontraktion angegeben
(siehe Abb. 25, Tab. 31). In der gewdhlten Versuchskonstellation fiihrte die Zugabe
von Ro 3280 zu einer signifikanten Hemmung der Inhibitorgruppe gegeniiber der
Kontrollgruppe. Auch grafisch ist die Kontraktionshemmung in Abbildung 25 erkenn-

bar.
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Abbildung 25: Effekt von Ro 3280 auf die durch EFS ausgeloste Kontraktion humanen Prostatagewebes im Or-
ganbad. Gezeigt sind Mittelwerte * Standardabweichung fiir Versuchsgruppe (Ro 3280) und Kontrollgruppe (con-

trol) in % der KCIl-induzierten Kontraktion. n=10 Patienten.
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Tabelle 31: Mittelwerte der konzentrationsabhingigen Kontraktionsstarke fiir Ro 3280 + EFS in % der standardi-

sierten KCl-Kontraktion.

EFS Frequenz (Hz) Ro 3280 (% der KCl-indu- | Kontrollgruppe (% der

zierten Kontraktion) KCl-induzierten Kontrak-
tion)

2 0 3

4 3 7

8 12 16

16 39 49

32 78 104

Die statistische Auswertung zeigt, dass eine signifikante Hemmung durch Ro 3280 so-

wohl bei 32 Hz als auch im Gruppenvergleich (group) vorliegt (siehe Tab. 36).

Tabelle 32: Varianzanalyse Ro 3280 + EFS. Bei Unterschreiten des Signifikanzniveaus von a=0,05 sind die entspre-

chenden Werte mit * gekennzeichnet.

EFS Frequenz (Hz) p-Werte ANOVA
2 0,758

4 0,675

8 0,683

16 0,296

32 0,008*

group 0,032*

84




6 Diskussion

Das BPS ist eine Volkskrankheit des adlteren Mannes und durch die hohe Pravalenz,
Progredienz und die Kosten der Erkrankung von hoher gesundheitsokonomischer Re-
levanz [3, 151, 152]. Die Symptome des BPS sind im Allgemeinen nicht lebensbedroh-
lich, haben jedoch einen grofSen Einfluss auf die Lebensqualitdt der Patienten [2, 61].
Die Pathophysiologie von LUTS im Rahmen eines BPS ist gekennzeichnet von der en-
gen Verkniipfung von BPE und einem erhohten glattmuskuldaren Tonus [7]. Das Ver-
standnis der glattmuskuldaren Kontraktion der Prostata ist jedoch bislang unvollstan-

dig.

In den letzten Jahren konnten verschiedene Untersuchungen, unter anderem aus dem
Labor des Promovenden, bisher unbekannte Mechanismen aufzeigen. In Organbad-
versuchen ahnlich der hier vorgestellten Untersuchungen konnte verschiedenen
Kinasen und GTPasen eine Beteiligung an der glattmuskularen Kontraktion der hy-
perplastischen Prostata nachgewiesen werden. Ein Beispiel sind Tyrosinkinasen der
SRC Familie (SFK), die ahnlich wie PLKs unter anderem an der Kontrolle des Zellzyk-
lus beteiligt sind. SFK-Inhibitoren hemmen die neurogene und a;-adrenerge Kontrak-
tion der glatten Prostatamuskulatur; Ursache konnte eine gestorte Koordination des
Zytoskeletts sein [153]. Auch p21-aktivierte Kinasen (PAK) sind an vielfaltigen intra-
zelluldaren Signalwegen beteiligt, wie etwa der Regulation von Zellzyklus und Zytos-
kelett. Bei Inhibition der PAK in hyperplastischem Prostatagewebe zeigte sich eine
verminderte neurogene und TXA,-vermittelte Kontraktion der glatten Muskulatur [8].
Die GTPase ARF6 hingegen ist an der Vermittlung der neurogenen und a;-adrenergen
Kontraktion beteiligt [154]. Dies gilt auch fiir die Rac-GTPase, die dariiber hinaus auch
Einfluss auf die Endothelin- und TXA,-vermittelte Kontraktion hat [9, 155].

Vor allem aus klinischer Perspektive konnten solche Erkenntnisse hilfreich sein, um

in Zukunft durch ein besseres Verstandnis des glattmuskularen Muskeltonus der Pros-

tata die Behandlungsmoglichkeiten von LUTS im Rahmen des BPS zu verbessern. Im
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Idealfall ergeben sich hieraus neue Angriffspunkte und Wirkstoffe, um den glattmus-
kularen Tonus in der hyperplastischen Prostata zu senken. Dies ware besonders im
Hinblick auf die unzureichende Wirksamkeit und hohen Abbrecherraten der derzeiti-
gen Standardmedikamente wiinschenswert. Bei a;-Blockern nehmen zwolf Monate
nach Erstverschreibung nur noch 35 % der Patienten ihre Medikation ein [93]. Abge-
sehen von Nebenwirkungen liegt dies vor allem an der unzureichenden Wirksamkeit
bei bis zu 70 % der Patienten [97]. Oft ist eine Kombinationstherapie aus a;-Blockern

und 5ARI notig; diese besitzt jedoch noch hohere Abbrecherraten [93].

In der vorliegenden Arbeit wurden in Organbadversuchen die Effekte von Inhibitoren
der PLK1 auf die glattmuskuldre Kontraktion hyperplastischen Prostatagewebes un-
tersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass die neurogene und a;-adrenerge Kontraktion der
glatten Muskulatur in der humanen Prostata durch PLK1-Inhibitoren gehemmt wer-
den kann. Im Gegensatz dazu konnte in der durch ET-1 und TXA, vermittelten Kon-
traktion keine signifikante Hemmung durch die untersuchten PLK1-Inhibitoren beo-
bachtet werden. Diese Ergebnisse deuten auf eine Beteiligung der PLK1 an der a;-ad-
renergen, nicht jedoch der durch ET-1 und TXA; ausgeldsten Kontraktion der glatten

Muskulatur in humanem, hyperplastischen Prostatagewebe.

Es ist davon auszugehen, dass die gemessenen Effekte auf die verwendeten Inhibito-
ren und somit eine Hemmung der PLK1 zurtickzufiihren sind. SBE13 hemmt mit hoher
Selektivitat die PLK1, im Vergleich zu anderen Kinasen wie PLK2, PLK3 oder Aurora A
Kinase [156, 157]. Bei einem ICso von 200 pM wurde in dieser Arbeit eine Konzentra-
tion von 1 uM gewahlt. Auch Cyclapolin 9 ist ein hochselektiver Inhibitor fiir die PLK1
mit einem ICso von 500 nM [136]. Hier wurde eine Konzentration von 3 pM verwendet.
Auch fiir Tak 960 (ICso: 800 pM, Konzentration hier: 100 nM) und Ro 3280 (ICso: 3 nM,
Konzentration hier: 100 nM) wurden in den durchgefiihrten Versuchen Konzentrati-

onen gewihlt, die eine starke Inhibition der PLK1 versprechen [135, 137, 138]. Der
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jeweilige ICso-Wert diente als Grundlage fiir die in dieser Arbeit verwendeten Kon-
zentrationen der Inhibitoren. Da die ICs-Werte jedoch in biochemischen Assays er-
mittelt werden, miissen fiir den Einsatz an ex-vivo-Gewebe deutlich hohere Konzent-
rationen gewahlt werden. Dies liegt unter anderem daran, dass die Wirkstoffe in in-
takten Zellen und Geweben Barrieren wie Zellwande iiberwinden miissen [158, 159].
Ein weiterer Grund ist, dass bei physiologischerweise intrazellular auftretenden ATP-
Konzentrationen die Wirkung von ATP-kompetitiven Inhibitoren deutlich niedriger
ist als im biochemischen Assay in vitro. Beispielsweise liegt der ICso von TAK 960 bei
einer ATP-Konzentration von 1 mM bei 6,5 nM statt 800 pm [135]. Dennoch sollte die
Konzentration der Inhibitoren nicht zu hoch gewidhlt werden, um Wechselwirkungen
mit anderen Kinasen zu vermeiden; dies kann jedoch nicht vollstandig ausgeschlossen
werden. Um Effekte dieser Art zu minimieren, wurden hier vier verschiedene Inhibi-

toren untersucht.

Durch den Einsatz verschiedener Inhibitoren und verschiedener Agonisten ergibt sich
in der vorgelegten Arbeit ein Versuchsdesign, welches den Anforderungen pharmako-
logischer Grundlagenstudien entspricht. Der Einsatz strukturell unterschiedlicher In-
hibitoren fiir dieselben Zielstrukturen diente der Validierung der beobachteten Ef-
fekte. Zur Simulation der physiologischen Kontraktion wurden verschiedene kontrak-
tile Stimuli verwendet. Alle Versuchsreihen mit adrenergen Agonisten oder EFS zeig-
ten trotz hoher Standardabweichungen eine verminderte Kontraktion der Inhi-
bitorgruppe, wenngleich dieser Effekt im Fall von Cyclapolin 9 + Phenylephrin nicht
signifikant war. Auf der anderen Seite zeigen auch alle Versuchsreihen mit ET-1 und
U46619 iibereinstimmende Ergebnisse fiir die untersuchten Inhibitoren (SBE 13 und
Cyclapolin 9). In dieser Hinsicht bestdtigen sich die Ergebnisse der einzelnen Ver-
suchsreihen gegenseitig. Alle Inhibitoren fiihrten in der EFS-induzierten Kontraktion
zu einer signifikanten Reduktion der Kontraktionsstiarke. EFS aktiviert durch Stimu-
lation der Nerven im untersuchten Gewebe die Freisetzung von endogenen Neuro-

transmittern und simuliert somit die physiologische neurogene Kontraktion. Da die
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Prostata durch postganglionar noradrenerge Sympathikusfasern innerviert ist, beruht
die EFS-induzierte Kontraktion hauptsichlich auf denselben Signalwegen wie die a;-

adrenerge Kontraktion [16].

Die a;-adrenerge Kontraktion wurde hier mithilfe von Noradrenalin, Phenylephrin
und Methoxamin untersucht. Diese Agonisten unterscheiden sich durch ihre Affinitat
zu den jeweiligen Subtypen der Adrenozeptoren. Fiir diese Arbeit war vor allem die
Bindung an a;-Adrenozeptoren von Interesse, da diese in der Prostata exprimiert wer-
den. In den Versuchsreihen SBE 13 + Noradrenalin, SBE 13 + Phenylephrin, SBE 13 +
Methoxamin, Cyclapolin 9 + Noradrenalin und Cyclapolin 9 + Methoxamin war die
Kontraktion in der Inhibitorgruppe gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant redu-
ziert. Im Fall von Cyclapolin 9 + Phenylephrin war dieser Effekt nicht signifikant, aber
dennoch erkennbar, sodass man insgesamt von einer Beteiligung der PLK1 an der a;-

adrenergen Kontraktion der hyperplastischen Prostata ausgehen kann.

Da auch ET-1 und TXA; Kontraktionen der glatten Prostatamuskulatur auslosen und
somit an der Pathogenese von LUTS beteiligt sein konnen, wurden auch Versuchsrei-
hen mit ET-1 und dem TXA;-Analogon U46619 durchgefiihrt. Diese zeigten jedoch
sowohl bei SBE 13 als auch Cyclapolin 9 keine Differenz zwischen Inhibitor- und Kon-
trollgruppe, sodass nicht von einer Mitwirkung der PLK1 an der durch ET-1 und TXA;

vermittelten Kontraktion ausgegangen wird.

Mit Ro 3280 und Tak 960 wurden nur Versuchsreihen fiir die EFS-induzierte Kontrak-
tion durchgefiihrt. Wenngleich fiir die a;-adrenerge, ET-1 und TXA, vermittelte Kon-
traktion dhnliche Ergebnisse wie bei SBE 13 und Cyclapolin 9 vermutet werden kon-

nen, bleibt diese Frage offen fiir weitere Untersuchungen.

Die Ergebnisse der Experimente im Organbad werden gestiitzt durch parallel im Labor

des Promovenden durchgefiihrte Untersuchungen, die nicht Bestandteil dieser Arbeit
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sind. Mittels Polymerase-Kettenreaktion (real time polymerase chain reaction), Wes-
tern Blot und Immunfluoreszenzfarbungen konnten die PLK1 und Phospho-PLK1
(Threonin 210) in hyperplastischem Prostatagewebe entsprechend des in Organbad-
versuchen verwendeten Materials nachgewiesen werden [19]. Allerdings zeigten sich
mitunter starke Schwankungen zwischen den einzelnen Proben, die moglicherweise
eine allgemeine Heterogenitat des untersuchten Gewebes reflektieren. Wahrend der
Kontraktionsmessungen im Organbad zeigten sich starke Schwankungen der Kontrak-
tilitat der einzelnen Proben, erkennbar an hohen Standardabweichungen in den Er-
gebnissen. Auch in Bezug auf den PSA-Gehalt zeigte sich das Gewebe sehr heterogen
[19]. Dieser Umstand kann auf einen variierenden Grad der BPH hinweisen [160]. Im
Rahmen der Fragestellung dieser Arbeit ist der BPH-Grad nicht von primirem Inte-
resse. Allerdings ist auch nicht mit abschliefSender Sicherheit zu sagen, ob alle im Or-
ganbad untersuchten Gewebeproben hyperplastisches Gewebe im Sinne einer BPH
enthielten. Die Gewebeproben wurden in dieser Arbeit nicht histologisch untersucht.
Es bestand kein Zugriff auf die pathologisch-histologischen Befunde oder Informati-
onen zu Symptomen und Diagnosen des Patienten. Aus Autopsiestudien ist allerdings
bekannt, dass bei liber 80% der Prostatakarzinome parallel eine BPH vorliegt [161,
162]. Somit ist anzunehmen, dass in dieser Arbeit zumindest zum tiberwiegenden Teil
hyperplastisches Prostatagewebe untersucht wurde. Trotzdem sollte der unklare his-

tologische Status bei der Interpretation der Ergebnisse beachtet werden.

Weitere Erkenntnisse tiber den Einfluss des BPH-Status auf die Expression der PLK1
und ihre Rolle in der glattmuskuldren Kontraktion wiirde ein Vergleich von BPH-
Gewebe mit physiologischem Gewebe liefern; solches ist jedoch nicht verfligbar. Im
Hinblick auf die Suche nach medikamentosen Therapieoptionen fiir das BPS ist das in
dieser Arbeit verwendete Material aus radikalen Prostatektomien allerdings gut ge-
eignet. Mit den zuvor genannten Einschrankungen stellt es wahrscheinlich die Gewe-
besituation bei BPS-Patienten dar. Auferdem bestehen deutlich weniger Ubertra-

gungsschwierigkeiten als bei Tiermodellen.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit stehen in Ubereinstimmung mit Untersuchungen zur Be-
teiligung der PLK1 an der Kontraktion glatter Muskulatur im Respirationstrakt und
kardiovaskuldren System. Auch dort wurde der PLK1 eine Beteiligung an der glatt-
muskularen Kontraktion zugesprochen [11, 121]. Die zugrundeliegenden Mechanis-
men der Hemmung der glattmuskuldren Prostatakontraktion durch PLK1-Inhibitoren
wurden in dieser Arbeit nicht untersucht und konnen nicht von den Ergebnissen ab-
geleitet werden. Denkbar ist allerdings, dass die PLK1 in der Prostata wie im Respira-
tionstrakt tiber das Zytoskelett Einfluss auf die glattmuskulare Kontraktion nimmt. Li
et al. (2016) zeigten, dass nach Knock-down von PLK1die Phosphorylierung von Vi-
mentin an Serin 56 in glatten Muskelzellen verringert ist [11]. Vimentin ist als Inter-
mediarfilament Bestandteil des Zytoskeletts und somit an der intrazellularen Kraft-
tibertragung beteiligt. Ein Knock-down der PLK1 hatte jedoch keinen Einfluss auf die
Phosphorylierung der leichten Myosinketten. Somit besteht keine Beteiligung der
PLK1 an der Aktivierung des Querbriickenzyklus und der Krafterzeugung, stattdessen
beeinflusst die PLK1 die Kraftiibertragung mittels des Zytoskeletts. Auch in der Zell-

teilung kontrolliert die PLK1 die Reorganisation des Zytoskeletts und die Zytokinese.

Die klinische Erprobung von PLK1-Inhibitoren findet derzeit im Rahmen von Studien
bei verschiedenen onkologischen Erkrankungen statt. In diesem Zusammenhang wird
tiber typische Nebenwirkungen antiproliferativer Wirkstoffe berichtet, vor allem ha-
matotoxische Nebenwirkungen wie Neutropenien und Thrombozytopenien [130,
144]. Ausgehend davon erscheint der klinische Einsatz von PLK1-Inhibitoren bei LUTS
im Rahmen des BPS zunichst nicht angemessen, da eine schlechte Balance von Be-
nefit (LUTS-Verbesserung) und Nebenwirkungen zu erwarten ist. Jedoch muss dies
nicht fiir alle PLK1-Inhibitoren gelten. Der PLK1-Inhibitor Onvansertib konnte in ers-
ten klinischen Studien bislang das vertraglichste Nebenwirkungsprofil zeigen. Insbe-
sondere bei geringen Dosierungen traten keine hamatotoxischen Nebenwirkungen

auf. Weitere Vorteile gegeniiber anderen PLK1-Inhibitoren sind die hohe orale Biover-
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fligbarkeit und eine geringe Halbwertszeit von 20 bis 30 Stunden [145]. Neben weite-
ren Untersuchungen zur Sicherheit und Vertraglichkeit mit einem grofSeren Patien-
tenkollektiv sind in einem nachsten Schritt klinische Studien zur Wirksamkeit von
PLK-Inhibitoren bei BPS-Patienten von Interesse. Auf diese Weise liefSe sich auch ein
moglicherweise bestehender Vorteil gegeniiber der derzeitigen medikamentosen
Standardtherapie verifizieren. Erste Anhaltspunkte dafiir konnte ein Folgeprojekt aus
dem Labor des Promovenden liefern (Wang et al., 2020). Dort wurde der Effekt von
Onvansertib und a;-Blockern in Kombination und einzeln auf die glattmuskulare Kon-
traktion humanen Prostatagewebes ex vivo untersucht. Es zeigte sich eine deutlich
tiberlegene Kontraktionshemmung in der Kombination aus Onvansertib und a;-Blo-
ckern gegeniiber einem der Wirkstoffe alleine. Dariiber hinaus hemmte Onvansertib
die Proliferation humaner Stromazellen der Prostata in Zellkulturen [142]. Somit ist
Onvansertib potenziell in der Lage, sowohl die dynamische Komponente als auch die
statische Komponente des BPS giinstig zu beeinflussen. Bislang ist dazu eine Kombi-
nationstherapie aus a;-Blockern und 5ARI notig, die jedoch mit hohen Abbrecherra-

ten verbunden ist [93].

Eine Verbesserung der medikamentosen Therapieoptionen konnte auch durch die
Adressierung zusatzlicher Signalwege der glattmuskuldaren Kontraktion tiber die a-
adrenerge Kontraktion hinaus erreicht werden. Wahrend die in dieser Arbeit verwen-
deten PLK1-Inhibitoren SBE 13 und Cyclapolin 9 keinen Effekt auf die durch Endothe-
lin-1 vermittelte Kontraktion zeigten, konnte Onvansertib auch die Endothelin-1-
vermittelte Kontraktion signifikant hemmen [142]. Ein weiterer Mediator der glatt-
muskuldren Kontraktion der Prostata ist Thromboxan A,. Wahrend SBE 13, Cyclapo-
lin 9 und Onvansertib keine Reduktion der Thromboxan A;-vermittelten Kontraktion
zeigen konnten, konnte in dieser Hinsicht moglicherweise der Wirkstoff Picotamid ei-
nen Therapieansatz darstellen [163, 164]. Dennoch werden operative Verfahren auch
in Zukunft einen grofien Stellenwert besitzen. Insbesondere bei Vorliegen der abso-

luten Operationsindikationen stellen sie eine unumgéangliche Therapieoption dar.
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Unabhingig von den Erkenntnissen dieser Arbeit im Hinblick auf das BPS und die
moglichen Schwierigkeiten in der klinischen Anwendung steht der grundlagenwissen-
schaftliche Erkenntnisgewinn. Auch wenn die zugrundeliegenden Mechanismen nicht
untersucht wurden, sind die Ergebnisse dieser Arbeit ein Ausgangspunkt fiir weitere
Untersuchungen zum besseren Verstandnis der Rolle der PLK1 in der glattmuskularen
Kontraktion der Prostata oder anderer Organe. Besondere Aktualitidt erhalt dieses
Thema durch die derzeitige Erprobung von PLK1-Inhibitoren in der Onkologie und

denkbare Nebenwirkungen durch Effekte auf die glatte Muskulatur.
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/ Zusammenfassung

Das BPS ist eine Volkskrankheit des dlteren Mannes, die durch eine variable Auspra-
gung von LUTS, BOO/BPO und BPE gekennzeichnet ist. Eine wichtige Rolle sowohl in
Pathophysiologie als auch Behandlungsmoglichkeiten des BPS spielt die glatte Mus-

kulatur der Prostata.

In dieser Arbeit wurde in Organbadversuchen der Einfluss von PLK1-Inhibitoren auf
die glattmuskulare Kontraktion der humanen Prostata untersucht. Als Material dien-
ten Frischgewebeproben aus Pridparaten von radikalen Prostatektomien. Es zeigte
sich, dass Inhibitoren der PLK1 die neurogene und a;-adrenerge Kontraktion signifi-
kant hemmen. Es besteht jedoch keine Wirkung auf die durch ET-1 und TXA; vermit-

telte Kontraktion.

Es liegt somit nahe, dass die PLK1 in Signalwege der Kontraktion glatter Muskulatur

der Prostata involviert ist.
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