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1. Abkiirzungsverzeichnis

ACTB
AEC
cAMP
cDNA
COX
Cq
FFPE
FFT
GAPDH
Gi

Gq
mRNA
NSAR
pH
PGD2
PGE2
PTGERT
PTGER2
PTGER3
PTGER4
PTGFR
TBST

actin, beta

3-Amino-9-Ethylcarbazol

cyclische Adenosinmonophosphat
complementary Deoxyribonucleic Acid
Cyclooxygenase

Cycle quantification

Formalin-Fixed Paraffin Embedded
Fresh-Frozen-Tissue
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
inhibitory regulative G-protein
phosphatidylinositol signal pathway G-protein
messenger Ribonucleic Acid
nichtsteroidale Antirheumatika
potentia Hydrogenii

Prostaglandin D2

Prostaglandin E2

Prostaglandin E Rezeptor 1, EP1
Prostaglandin E Rezeptor 2, EP2
Prostaglandin E Rezeptor 3, EP3
Prostaglandin E Rezeptor 4, EP4
Prostaglandin F2alpha Rezeptor

Tris-buffered Saline and Tween



2. Deutsche Zusammenfassung

2.1.Einleitung

Prostaglandine sind Gewebshormone, welche durch die Cyclooxygenasen (COX1 und
COX2) aus Arachidonsaure oder Eicosapentaensaure gebildet werden und bei der
Entstehung von Schmerz und der Kontraktion bzw. der teilweisen Dilatation von
Ureteren oder Arterien eine Rolle spielen. Die Hemmung der COX durch nichtsteroidale
Antirheumatika (NSAR) spielt deshalb eine Rolle an der Reduktion von Schmerzen und
der Dilatation von Ureteren bei Patienten, welche unter einer Nierenkolik oder einer
Obstruktion eines Ureters leiden (Narregaard et al., 2006). Insbesondere die Expression
von COX2 scheint bei der Harnleiterkolik eine wichtige Rolle zu spielen und stellt
deshalb auch ein mégliches Ziel in der Bekdmpfung von Schmerzen dar (Chaignat et al.,
2008).

Jedoch stehen NSAR eng in Verbindung mit mdglichen und starken Nebenwirkungen,
wie einer verminderten renalen Durchblutung und der Entstehung von Magen- und
Duodenalulzerationen. Prostaglandine stellen eine interessante Alternative dar, weil
eine schmerzstillende Wirkung erzielt werden kdénnte, ohne die Nebenwirkungen von
NSAR in Kauf nehmen zu missen. Die Einteilung der Prostaglandine erfolgt in
Prostaglandin F2a (PGF2a) und Prostaglandin D2 (PGD2), welche eine Kontraktion des
Ureters verursachen und Prostaglandin E2 (PGE2), welches Uber vier verschiedene
Rezeptorsubtypen PTGER1-4 eine Wirkung vermittelt.

PTGER1(Prostaglandin E Rezeptor 1, EP1) und PTGERS (Prostaglandin E Rezeptor 3,
EP3) bewirken eine Kontraktion glatter Muskulatur, wahrend PTGER2 (Prostaglandin E
Rezeptor 2, EP2) und PTGER4 (Prostaglandin E Rezeptor 4, EP4) glatte Muskelzellen
relaxieren. Alle Rezeptoren vermitteln ihre Wirkung CUber G-Protein-gekoppelte
Mechanismen, wie cyclische Adenosinmonophosphat (cCAMP) Stimulation Gber Gq (bei
PTGER2 und PTGER4), cAMP Inhibition Uber Gi (bei PTGER3) und einer Aktivierung
von Phosphatidylinositol (bei PTGER1) (Breyer et al., 1996). Wahrend das Vorkommen
der verschiedenen Rezeptortypen im Tiermodell nachgewiesen wurde (Ngrregaard et
al., 2006), steht der Nachweis der Verteilung dieser Rezeptoren im menschlichen
Harntrakt noch aus.



Die folgende Studie untersucht die Expression von PTGER1-4 und PTGFR
(Prostaglandin F2 alpha Rezeptor) im menschlichen Ureter. Dafir wurden Die Ureter in
proximale, distale und in einen mittigen Abschnitt und dem Nierenbecken eingeteilt.
Insbesondere PTGER1 und PTGERS kénnten zukilinftige Ziele bei der Therapie einer
Urolithiasis und eine Alternative zu gangigen COX-Inhibitoren darstellen.

2.2.Methoden

Die Proben stammen von insgesamt 23 Patienten, 17 davon mit malignen Erkrankungen
der Niere, bzw. der ableitenden Harnwege (Nierenzellkarzinom und Urothelkarzinom)
und sechs Patienten mit einer nicht-malignen Indikation zur Nephroureterektomie, zum
Beispiel einer chronischer Pyelonephritis (n = 1), vesicoureteralem Reflux (n = 2),
obstruktivem Megaureter (n = 1), Nierenbeckenabgangsstenose (n = 1) und einem
Patienten mit unklarer Genese (n = 1). Die Gewebeproben vom Ureter der Patienten,
wurden in verschiedene Abschnitte (proximal, distal, mittig) und Nierenbecken eingeteilt
und in Paraffin eingebettet (Formalin-Fixation Paraffin Embedded, FFPE). Weitere drei
Proben dieses Patientenkollektivs wurden als Frischgewebe (Fresh-Frozen Tissue, FFT)
bei -80 °C archiviert.

Die far die Immunhistochemie verwendeten Paraffinblécke wurden durch Xylol- und
Alkoholreihen entwachst und anschlieBend einer Mikrowellen-Citrat Behandlung
unterzogen. Die Immunhistochemie beruht auf dem Prinzip der Antikdrper/Antigen-
Konjugation. Dabei bindet ein Primarantikérper an ein fur ihn typisches Epitop auf dem
Probengewebe und haftet fest daran an. Dieser Primdrantikdrper kann im nachsten
Schritt von einem Sekundarantikdrper erkannt werden. Verwendet wurde das EnVision®
Reagenz (Fa. Dako) gegen Kaninchen-Antikérper. Der Sekundarantikérper tragt eine
vielfache Peroxidasemarkierung, welche die Bildung und Verstarkung des Farbesignals
mittels AEC (Fa. Dako, 3-Amino-9-Ethylcarbazol) ermdglicht. Danach erfolgte eine
Gegenfarbung mit Hamalaun. Analog zur Vorgehensweise bei den FFPE-Geweben ging
ich bei den FFT-Geweben vor.

Zur Quantifizierung der mMRNA wurde aus den Geweben mit Hilfe des RecoverAll°® Total

Nucleic Acid Isolation Kit (Fa. Ambion) isoliert. Nach dem Entwachsen der Schnitte und



einem Proteinverdau erfolgte die Aufreinigung Uber eine Silikagel-Saule. Fir die
Umschreibung der mRNA in cDNA (complementary Deoxyribonucleic Acid)
verwendeten wir das Enzym reverse Transkriptase des SuperScript Ill First Strand
Synthesis System (Fa. Invitrogen). Die RTg-PCR wurde mit den spezifischen Primern
fir die jeweiligen Prostaglandinrezeptoren mit einem SYBR-GreenER-Master-Mix (Fa.
Invitrogen) an einem ABI Prism 7900HT (Fa. Applied Biosystems) gemessen.
Eingeschlossen wurden Positivkontrollen (Niere, n = 4), Negativkontrollen (Uterus, n =
2) und eine No-Template-Control (NTC = Wasser).

Die Farbeergebnisse der Histologie wurden an einem Mikroskop mit einem Score von 0
(negativ), 1 (leicht positiv), 2 (positiv) bis 3 (stark positiv) bewertet, jeweils fur
Urotholzellen und Muskelzellen. Die statistischen Auswertungen erfolgten mit SPSS
Statistics v20 (IBM). Der Chi-quadrat Test (Haufigkeitstest) wurde zum Vergleich von
Proteinexpressionen im Urothel und der glatten Muskulatur sowie des Ureters
eingesetzt. Der Friedmann-Test (Gleichheit des Lageparameters mit gepaarten
Stichproben) und der Mann-Whitney-U-Test wurden angewandt zum Vergleich von
Proteinexpression in den verschiedenen Arealen der Ureterproben. Eine statistische

Signifikanz wurde bei p < 0.05 angenommen.

2.3. Ergebnisse

Die nachfolgenden Auswertungen beziehen sich ausschlieBlich auf die Farbungen im
Paraffingewebe. Der Zustand der Urothelzellen im Gefriergewebe war dagegen
unbefriedigend. Unabhangig davon verhielten sich die muskularen Farbungen gleich.
Die Prostaglandinrezeptoren wurden zytoplasmatisch angefarbt. Innerhalb eines
Praparates war die Farbeintensitat der Zellen gleichmaBig. Es konnte kein Unterschied
zwischen obstruierten und nicht obstruierten Uretergeweben p > 0,28 (Mann-Whitney-U-
Test) gefunden werden. Die Untersuchungen ergaben jedoch einen deutlichen
Unterschied zwischen den einzelnen Zielproteinen wie auch in den einzelnen

Ureterabschnitten (Friedman-test: p < 0,001):

- PTGER1 zeigte in den meisten Proben eine eindeutige Farbung. Es gibt einen
deutlichen Unterschied zwischen Urothel, mit einer starken Expression und glatter
Muskulatur, welche eher moderate Farbung zeigte. Die Verteilung von PTGER1 fallt

zwischen den einzelnen Ureterabschnitten vergleichbar aus.



- PTGER2 fand sich in zirka 50 % der Praparate im Urothel und zeigte eine schwache
Expression unabhangig vom Ureterabschnitt. Die PTGER2-Farbung in den Muskelzellen
war ebenfalls schwach und in nur 15-20 % der Proben vorhanden. Es ergab sich keine
Farbung im Nierenbecken.

- PTGERS war im Urothel negativ oder kaum nachweisbar (10 %), unabhangig vom
Gewebe. PTGER3 fand sich deutlich haufiger und starker exprimiert in der glatten
Muskulatur. FUOr die Lokalisation zeigte sich eine Verteilung von 62 % in distalen
Abschnitten, 80 % in mittleren Abschnitten und 46 % in proximalen Abschnitten des
Ureters, wahrend im Nierenbecken nur 23 % PTGER3 Expression in schwacher oder

moderater Farbung zu finden war.

- PTGER4 war schwach exprimiert und vorwiegend im Urothel zu finden. Die Verteilung
mit 23 % im distalen, 14 % im mittleren und 35 % im proximalen Ureter, sowie 31 % im
Nierenbecken ist unauffallig. AuBer in 13 % der distalen Abschnitte gab es keine
Muskelfarbungen.

- PTGFR zeigte in den meisten Proben eine schwache bis moderate Expression und
eine einheitliche Verteilung zwischen Muskulatur und Urothel. Weniger als 15 % hatten
keine darstellbare PTGFR Expression.

Im nachsten Schritt wurden die mRNA Expressionprofile von PTGER1-4 und PTGFR
untersucht. Aus dem vorliegenden FFPE-Gewebe konnte keine, qualitativ und
quantitativ ausreichend hochwertige RNA extrahiert werden. Daraufhin verwendeten wir
Proben aus Frischgewebe (FFT). Aufgrund der geringen Probenanzahl (n = 3) und der
geringen Konzentration des Probenmaterials, war nur eine eingeschrankte Bewertung
moglich. Die Expression der Target-RNA zeigte sich nur geringfigig Uber dem
Quantifikationslimit (Cq 30-32), bei einem Stabilitatswert fiir die Housekeeper ACTB und
GAPDH von 0,538 (DataAssist Software). In allen Proben fanden sich trotzdem
detektierbare Mengen PTGER1-4 und PTGFR mRNA, welche sich jedoch nicht mit der

Proteinexpression aus der IHC korrelieren lieB (p > 0.3).



2.4.Diskussion

Im Hinblick auf neue Strategien in der Behandlung von obstruktiven Erkrankungen des
Ureters stellen Prostaglandine eine interessante Alternative 2zu gangigen
Behandlungsmethoden dar. Es wurden schon umfangreiche Arbeiten zur ldentifikation
von Prostaglandinrezeptoren im Tiermodell angefertigt (Nerregaard et al., 2006), der
Nachweis im menschlichen Harntrakt fehlte jedoch. Bisher besteht die Therapie unter
anderem in der Verwendung nichtsteroidaler Antirheumatika (NSAR). Besonders
selektive COX2-Inhibitoren scheinen zur Schmerzbekdampfung geeignet zu sein
(Ngrregaard et al., 2006). Jedoch haben sowohl selektive, als auch nicht-selektive COX-
Inhibitoren erhebliche Nebenwirkungen, wie eine gesteigerte Blutungsneigung und
gastrointestinale Beschwerden (Labianca et al, 2012). Ebenso stehen NSAR unter
Verdacht renale Nebenwirkungen zu verursachen, wie Salz- und Flussigkeitsretention
(Bao et al., 2012) und sogar ein Nierenversagen kann daraus resultieren (Musu et al.,
2011). Aktuelle Studien zeigten bereits die Wirkung von PGE2 auf obstruktive
(Kontraktion) und nicht-obstruktive Ureteren (Dilatation) (Lowry et al., 2005), wobei die
gegensatzlichen Effekte auf die unterschiedlichen Subtypen zurlckgeflhrt werden
kénnen (Ankem et al., 2005). So sind PTGER2 und PTGER4 an einer Relaxation von
glatter Muskulatur beteiligt (Regan et al, 1994), wahrend PTGER1 und PTGERS eine
Kontraktion bewirken (Funk et al., 1993).

In unserer Studie konnten wir die Verteilung von PTGER1 in den Zellen des Urothels
von Nierenbecken (100 %) und dem proximalem Abschnitt (80 %) zeigen, mit
abnehmender Expression in den distaler gelegenen Abschnitten. Die glatte Muskulatur
zeigte eine moderate Expression vor allem im proximalen Ureter (85 %). Das Urothel
der Blase wurde bereits ausfihrlich untersucht und Effekte fir PTGER1 beschrieben
(Wang et al., 2008). Auch die Rolle von PTGER1 in der Entstehung von
entziindungsbedingtem Schmerz wurde gezeigt (Johansson et al., 2011), welche durch

eine Herunterregelung der Expression von COX2 vermittelt wird (Haddad et al., 2012).

Fir den PTGER1-Antagonisten (GW848687X, 2,6-substituiertes Pyridin) wurde bereits
eine hervorragende Wirksamkeit in Modellen von Entziindungreaktionen gezeigt (Giblin
et al., 2007). So wurde angenommen, dass PTGER1 eine Modulierung der
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Aldosteronwirkung beim Einbau von Natriumkanélen in die Zellwande der Sammelrohre
im Nierenmark bewirkt (Gonzales et al., 2009).

PTGERS3 zeigte in der Studie eine schwache bis mittlere Expression in glatter
Muskulatur und negative Ergebnisse in Urothelzellen. Die PTGER3 vermittelte Wirkung
Uber CRE (cAMP Response Elements) (Audoly et al., 1999) scheint ein mégliches Ziel
der anti-inflammatorischen Therapie bei Entziindungen der Haut zu sein (Goulet et al.,
2004). PTGER2 und PTGER4 wurden nur schwach oder gar nicht im Urothel und der

glatten Muskulatur exprimiert.

Folgende Limitationen der Studie sind zu nennen: Die verwendeten Proben stammten
von Patienten mit unterschiedlichen Grunderkrankungen. Zudem war die Anzahl
verfligbarer Proben relativ gering, was die statistische Aussagekraft eingeschrankt. Die
Gewebe-Fixierung fihrte zu einer deutlichen Einschrankung der RNA-Integritat, was den
Vergleich von Protein und mRNA Expression nahezu unmdglich machte.

Zusammenfassend zeigte sich, eine deutliche Expression von PTGER1 Rezeptoren im
menschlichen Harntrakt und eine eventuell damit verbundene Therapieoption, durch
Verwendung eines PTGER1-Rezeptor-Antagonisten, in der Behandlung von Urolithiasis
bedingten Schmerzen und eine Mdéglichkeit das Behandlungsspektrum der COX-

Inhibitoren zu ergdnzen und damit verbundene Nebenwirkungen zu reduzieren.
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Abstract

human ureter.

real-time PCR (mRNA).

expressed in urothelial and smooth cells in all regions.

Background: Prostaglandins play an important role in ureteral obstruction, but the detailed expression profiles of
the prostaglandin receptors (PTGER1, PTGER2, PTGER3, PTGER4, PTGFR) remain unknown in the different parts of the

Methods: The expression pattern of PTGER1, PTGER2, PTGER3, PTGER4 and PTGFR was determined in human distal,
mid and proximal ureter and renal pelvis samples using immunohistochemistry (protein levels) and quantitative

Results: PTGERT was highly expressed in most samples irrespective of the ureteral localization; however, urothelial
cells had higher levels of PTGERT than smooth muscle cells. PTGFR was also moderately to strongly expressed in
urathelial and smooth muscle cells. In comparison, PTGER2-4 expression was mostly unexpressed or weakly

Conclusions: Our data indicate high levels of PTGER1 in ureters.

Keywords: Prostaglandin receptor, PTGERT, EP1, Ureter, Cyclooxygenase

Background

Inhibition of cyclooxygenase (COX) activity and the con-
current reduction of prostaglandin synthesis via non-
steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are reported
to reduce pain, pressure and ureteral contractility in
patients experiencing ureteric colic or obstruction [1].
The synthesis of prostaglandins in patients with
obstructed ureters contributes to alterations in renal
hemodynamic function during ureteral obstruction, thus
recent studies indicate NSAIDs to be beneficial in these
patients. Especially COX2 mRNA has been shown to be
upregulated in obstructed ureters and represents a valu-
able pharmaceutical target in patients with urolithiasis
[2]. Potential toxic side effects of COX inhibitors include
a decrease in renal perfusion, inhibition of platelet ag-
gregation and gastric ulcerations. Beside COX-inhibitors,
prostanoids (PG) represent an estimable physiological
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'Klinik und Poliklinik fiir Urologie und Kinderurologie, Universitatsklinikum
Bonn, Bonn, Germany

“Klinik und Poliklinik fiir Urologie und Kinderurologie, Universitatsklinikum
Bonn, Sigmund-Freud-Strasse 25, 53105, Bonn, Germany

Full list of author information is available at the end of the article

( ) BioMed Central

target in obstructed ureters: Granting that PGs consti-
tute an heterogeneous group, PGF2a (prostaglandin F2a)
and PGD2 (prostaglandin D2) cause ureteral contractil-
ity, PGE2 (prostaglandin E2) acts condition-dependent
via four receptor subtypes (PTGER1-4) while PTGERL
(prostaglandin E receptor 1; alias EP1) and PTGER3
(prostaglandin E receptor 3; EP3) induce smooth-muscle
contractility and PTGER2 (prostaglandin E receptor 2;
EP2) and PTGER4 (prostaglandin E receptor 4; EP4)
contribute to smooth muscle relaxation. PGE2-receptors
represent G-protein coupled receptors which act via dif-
ferent signal transduction pathways: cAMP stimulation
via Gq (PTGER2 and PTGER4), cAMP inhibition via Gi
(PTGER3) or activation via phosphatidylinositol hydroly-
sis (PTGERL) [3]. The existence of PGE2-receptor sub-
types has been verified in numerous animal models [1],
yet the distribution of PGE2 receptors in the human
urinary tract is not sufficiently examined. The impact of
PTGER2 and PTGERS3 is subject to further present stud-
ies, investigating the suppression of cytokine production
[4] and the modulation of bone-related diseases [5]. Our
study investigates the expression profiles of PTGER1-4

© 2012 Oll et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http.//creativecommons.org/licenses/by/2.0), which pemmits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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and PTGFR (prostaglandin F2 alpha receptor) in urothe-
lial and smooth muscle cells in the renal pelvis, prox-
imal, mid and distal human ureter. High expression
profiles of PTGER] and PTGER3 in obstructed ureters
could contribute to new treatment approaches, comple-
menting the therapy of urolithiasis as an alternative
to the widespread use of COX inhibitors to provide
superior efficacy while minimizing potential side effects
of current therapy strategies.

Methods

Tissue samples

Tissue samples were obtained from 17 patients with ma-
lignant kidney tumors (renal cell carcinoma and urothe-
lial cell carcinoma of the renal pelvis) and 6 patients
with non-malignant disease undergoing nephroureter-
ectomy for hydronephrotic kidney (chronic pyeloneph-
ritis, n=1; vesicoureteral reflux, n=2; obstructive
megaureter, n=1; ureteropelvic junction obstruction,
n=1; unknown etiology, n=1). Separate samples from the
proximal ureter, mid ureter, distal ureter and renal pelvis
of the above mentioned patients were embedded in par-
affin after formalin-fixation (FFPE). Ureter samples from
3 patients were archived as fresh-frozen (FF) tissue and
stored at —80°C. All tissue samples were collected within
the framework of the Biobank at the Universititsklini-
kum Bonn. All patients gave written informed consent
prior to the collection of tissues. This study has been
approved by the ethical committee of the University of
Bonn, Germany (approval number 036/08).

Immunohistochemistry

FFPE tissues were deparaffinized with xylol/ethanol
and rehydrated; FF sections were warmed up at room
temperature and rehydrated. The slides were then
placed in citrate buffer (pH 5.0-6.0) for optimal label-
ing and cooked in a microwave for 20 minutes at 600
W. After cooling for 30 minutes, the slides were
rehydrated, incubated in hydrogen peroxide for 10
minutes to block the peroxidase and washed with
Tris-buffered saline with Tween (0.01% Tween 20, pH
7.6). The antibodies (PTGERI: Cayman, #101740, di-
lution 1:100; PTGER2: Sigma-Aldrich, #P7747, 1:500;
PTGER3: Sigma-Aldrich, #HPA010689, 1:80; PTGER4:
Sigma-Aldrich, #HPA012756, 1:100; PTGFR: Sigma-
Aldrich, #NLS3890, 1:200; IgG: Dako, # P8622) were
solved in Antibody Diluent (Dako, # K6008) and incu-
bated overnight at 4°C. The slides were then washed with
Tris-buffered saline with Tween. Afterwards, the EnVision
Kit (Dako, #K4003) was used for visualization. Counter-
staining was performed with haematoxylin. Staining was
evaluated by a single investigator (M.O.). Human benign
uterus was used as negative and kidney as positive control.
In preliminary experiments, we have also investigated the
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expression pattern of target proteins in bladder, renal,
ovary, colon and liver tissue (data not shown). The stain-
ing patterns were analogous to literature descriptions.

Quantitative Real-Time PCR

RNA was isolated from FFPE and FF tissue of the renal
pelvis, proximal ureter, mid ureter and distal ureter
using the RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit
for FFPE (Ambion, Foster City, CA, USA) according the
manufacturers recommendations. We did not perform
laser microdissection for separate analysis of urotheliale
and muscle cells because of the low amount of tissue.
Reverse transcription was performed using the SuperScript
III Reverse Transcriptase Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) and quantitative real-time PCR was performed using
the SYBR GreenER Kit (Invitrogen); primer sequences are
listed in Table 1. Each plate included a positive (kidney
tissue) and negative control (uterus) and a water blank.
PCR experiments were done with an ABI Prism 7900HT
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Statistical analysis

All statistical tests were performed using IBM SPSS Sta-
tistics v20. The chi-square test was used to compare
protein expression levels in urothelial and smooth
muscle cells, and different parts of the human ureter re-
spectively. The Friedman-test for paired-samples was ap-
plied to compare protein expression levels in different
ureter samples. Statistical significance was concluded
at p <0.05.

Results
Immunohistochemistry
Initially, we compared immunohistochemical staining of
FF and FFPE tissue. The evaluation of FF tissue staining
results was limited due to the fact that urothelial cells
detached from muscle tissue. Thus, we restricted the
analysis below to FFPE tissue. It should be noted that
staining results of muscle cells were similar in FF and
FFPE tissues.

We observed cytoplasmic expression of PTGER1-4
and PTGFR (see Figure 1). The target proteins were

Table 1 Primer sequences

Gene Forward primer Reverse primer

GAPDH CCCCGGTTTCTATAAATTGAGC CACCTTCCCCATGGTGTCT
ACTB CCAACCGCGAGAAGATGA CCAGAGGCGTACAGGGATAG
PTGER1 ATGGTGGTGTCGTGCATCT CGCTGCAGGGAGGTAGAG
PTGER2 CCACCTCATTCTCCTGGCTA AGGTCCCATTTTTCCTTTCG
PTGER3 ATCATGTGCGTGCTGTCG TGCAGTGCTCAACTGATGTCT
PTGER4 CTCCCTGGTGGTGCTCAT GGCTGATATAACTGGTTGACGA
PTGFR  GGGATCTACAGCCAGACCAG  GTGTCCTATGTCCTCCAAACG
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detected in all cells at homogenous intensity within a
given sample, and therefore protein expression was
scored negative, low, moderate or high in a sample. We
did not notice expression differences in obstructed and
non-obstructed ureter tissues (p > 0.28, Mann—Whitney-
U-test). The expression of each target protein was mark-
edly different in the ureters (see Figure 2), and also the
expression level of the proteins was different in the vari-
ous parts of the ureter and renal pelvis (Friedman-
test: p <0.001; see Additional file 1: Table S1 for expres-
sion profiles in the different samples):

- PTGER1 was expressed in most samples, but
expression was increased in urothelial compared to
smooth muscle cells. Most samples demonstrated high
PTGERI expression levels in urothelial cells, whereas
muscle cells were expressing PTGER1 at moderate
levels. Further analysis of PTGER1 expression profiles
depicted comparable expression profiles in the renal
pelvis, as well as the lower, mid and proximal ureter.

- PTGER2 expression was less prevalent: Urothelial
cells demonstrated limited staining, irrespective of the
localization in the examined ureter. In comparison,
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PTGER2 expression profiles showed weak staining of
muscle cells in 15-20% of the ureter samples. PTGER2
expression was shown to be undetected in muscle cells
located in the renal pelvis.

- PTGER3 was rarely detected in urothelial cells (10%) of
the renal pelvis and the distal and proximal ureter. In
comparison, PTGER3 was more prevalent in the smooth
muscle cells, with different expression profiles, depending
on the ureter localization: Expression profiles were lower
in the upper parts of the examined ureters. In total, 62%
of the distal ureter, 80% of the mid ureter, 46% of the
proximal ureter and 23% of the renal pelvis samples
expressed PTGER3 at low or moderate levels.

- PTGER4 expression was low, and detected more
frequently in urothelial cells than in muscle cells. Only
13% of distal ureter muscle cells were expressing PTGER4
at low levels. PTGER4 expression was also low in
urothelial cells, but detected in the distal ureter (23%), mid
ureter (14%), proximal ureter (33%) and renal pelvis (31%).
- PTGFR expression was detected in most of the ureter
samples: Less than 15% of the samples had
undetectable PTGER levels. The expression of PTGFR
was similar in urothelial and smooth muscle cells.
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Figure 1 Representative staining of PTGER1-4 and PTGFR in the human ureter and renal pelvis.
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Figure 2 Bar diagrams demonstrate expression levels of PTGER1-4 and PTGFR in urothelial and smooth muscle cells of the human
ureter.
\ A
Real-Time PCR the ureter tissue. We therefore used FF tissue for PCR.

We next investigated the expression profiles of PTGER1-4
and PTGFR mRNA in ureter tissue. We first tried to exam-
ine mRNA in FFPE materials. Most probably due to the
low amount of available material and the consequences of
formalin-fixation, the amount and quality of RNA was not
sufficient for PCR experiments: We did neither detect any
target gene nor the reference genes ACTB and GAPDH in

Again, the low amount of each tissue impeded the mRNA
quantification: the expression levels of the target genes were
only marginal above the quantification limit (Cq values 30
to 32); the stability values for ACTB and GAPDH were
0,538 (as determined using the DataAssist software). All
three samples had detectable amounts of PTGERI1-4 and
PTGFR mRNA. But, mRNA and protein levels (detected by
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immunohistochemistry in adjacent FF tissue) were not cor-
related (all p >0.3). Small amount of mRNA were even
detected in samples without traceable corresponding
protein. See Table 2.

Discussion

The analysis of prostaglandin receptor expression profiles
in obstructed human ureters plays an important role in the
attempt to implement new therapy strategies with better ef-
ficiency and reduced side effects in comparison to current
standards. Previous studies have already documented the
role and significance of prostaglandin receptors in animal
models [1], leaving the need to analyze distribution profiles
in the human urinary tract. By now, non-steroidal anti-in-
flammatory drugs (NSAIDs) are widespread used against
acute pain. Especially COX2 has been demonstrated to
show an increased expression in obstructed ureters and
represents a valuable target for selective COX2 inhibitors,
such as parecoxib [1]. Selective and non-selective COX-
inhibitors have many side effects such as gastrointestinal
side effects and a promotion of bleeding [6]. NSAIDs are
also under suspicion to cause renal dysfunction, such as salt
and fluid retention and hypertension [7]. Even acute renal
failure is a possible adverse reaction [8]. In the view of po-
tential side effects, recent studies have demonstrated the ef-
fect of PGE2 on obstructed ureters: Lowry et al. showed
that PGE2 increases contractility in obstructed ureters and
relaxes non-obstructed ureters [9]. The demonstrated
condition-dependence of PGE2 receptors might be
contributed to its various subtypes [10]: While Regan et al.
[11] report that PTGER2 and PTGER4 subtypes relax
smooth-muscle contractility, Neves et al. [12] showed a
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contractile effect, mediated by PTGERI and PTGER3. Our
study demonstrates high expression profiles of PTGERI in
urothelial cells of the renal pelvis (100%) as well as the
proximal ureter (80%) decreasing rates to the distal part of
the ureter. Accordingly, smooth muscle cells showed mod-
erate to high expression profiles of PTGERI, especially in
the proximal part of ureters (85%). So far, PTGER1 expres-
sion profiles have sufficiently been examined for bladder
urothelial cells [13]. Tkeda et al. state that PTGER1 recep-
tors in the wrothelium of the bladder may facilitate the
inflammation-induced micturition reflex via primary nerve
activity [13]. On the other hand Johansson et al. were re-
cently able to demonstrate the significant contribution of
PTGER1 receptors to inflammation induced pain [14].
Interestingly, PTGER1 receptors play an important role in
resolving inflammation through down-regulation of COX2
[15]. This aspect, along with strong expression profiles of
PTGERL1 in our study, underlines the need to introduce a
selective PTGER1 antagonist complementary to the use of
COX2 inhibitors.

PTGERI1 receptor antagonists have been shown to have
an excellent profile in inflammatory models [16]. So far, the
activation of PTGER1 has been shown to specifically acti-
vate the action of aldosterone on epithelial sodium channels
expression in the renal medulla [17]. Concurrently, Ankem
et al. [10] indicate that the PTGER3 subtype of the PGE2
receptor is involved in hypercontractility during ureteral
obstruction. However, the authors conclude that PTGER3
is not the sole factor contributing to the condition depend-
ency of prostaglandin receptors. Our study shows consist-
ent results with weak to moderate expression profiles of
PTGER3 in smooth muscle cells of the proximal, mid and

Table 2 Comparison of prostaglandin receptors’ mRNA and protein levels in different ureteral locations

PTGER1 PTGER2 PTGER3 PTGER4 PTGFR

PCR IHC PCR IHC PCR IHC PCR IHC PCR IHC
A-distal 1.00 bk 1.00 ++ 1.00 1.00 + 1.00 +4+
A-middle 144 ++ 031 037 +++ 127 034 ++
A-proximal 35 +++ 062 + 042 1.09 + 064 ++
A-renal pelvis 273 ++ 0.55 - 036 ® 163 ® 055 ®
B-distal 061 ++ 0.14 ++ 0.69 ++ 067 031 +
B-middle 041 ++ 022 ++ 0.95 +4 087 031 ++
B-proximal 021 - 020 + 1.04 ++ 083 030 ook
B-renal pelvis 1.09 ++ 030 + 0.76 + 1.00 ® 033 ®
C-distal 1.28 +++ 046 ++ 0.73 ++ 081 0.59 +++
C-proximal 1.11 ++ 036 ++ 1.3 +4 084 064 ++
C-renal pelvis 3.51 - 029 + 2.14 + 1.80 049

O

Note: Sample A: pyelonephritis, non-obstructed; Sample B: hydronephrotic kidney, non-obstructed; Sample C: renal cella carcinoma, non-obstructed

Abbreviations: - = —; + = +; ++ = ++; +++ = +++; (J= tissue not available.
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distal ureter, as well as negative expression in urothelial
cells. PTGER3 receptors may function via cAMP response
elements (CRE) [18] and have been shown to be useful tar-
gets for anti-inflammatory therapy in cutaneous inflamma-
tion [19]. In contrast, PTGER2 and PTGER4 subtypes
showed negative to weak expression profiles in urothelial as
well as smooth muscle cells.

Some limitations of our study need to be discussed: upper
urinary tract tissue samples were obtained from patients
with different pathologies (cancer, chronic pyelonephritis,
vesicoureteral reflux, obstructive megaureter, ureteropelvic
junction obstruction) and obstructive and non-obstructive
ureters. Associated chronic inflammatory states - although
excessive infiltration of tissues with leukocytes was not
seen - altering prostaglandin receptor expression patterns
may influence the results. Furthermore, PCR experiments
were hindered by RNA degradation, and data interpret-
ation has to be done with caution. It has to be mentioned
that the collection of large numbers of urinary tract sam-
ples with an homogenous clinic is difficult; a larger cohort
might demonstrate differences of prostaglandin receptor
expression in obstructive and non-obstructive ureters.

Conclusions

High expression levels of PTGERL in obstructed ureters
support rational drug development, as e.g. EPS antagonists,
to complement complement the treatment of patients with
urolithiasis as an alternative to the widespread and un-
selective use of COX2 inhibitors to provide superior effi-
ciency while minimizing potential side effects.

Additional file

Additional file 1: Table $1. Overview of prostaglandin receptor
expression in individual ureter samples.
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