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Hintergrund und Fragestellung

Die benigne Prostatahyperplasie (BPH)
wird durch Vermehrung der Epithel-,
Bindewebe- und Muskelzellen der Prosta-
ta verursacht. Die genauen Ursachen die-
ser gutartigen Gewebeverianderung blei-
ben weiterhin ungeklart, die Wahrschein-
lichkeit nimmt jedoch mit dem Lebensal-
ter von Mannern zu. Eine vermehrte Zell-
proliferation und Uberexpression von an-
tiapoptotischen Faktoren mit konsekuti-
vem Ungleichgewicht von Proliferation
und Apoptose zugunsten der Zellprolife-
ration wurde als wesentlicher Mechanis-
mus in der BPH entdeckt [6, 14]. Auch
wird eine entziindliche Komponente bei
der Entstehung der BPH und Symptoma-
tik diskutiert [27]. Betroffene konnen ei-
ne Prostatavergréfierung, Blasenauslass-
obstruktion und/oder Symptome des un-
teren Harntraktes entwickeln. Bei symp-
tomatischen Patienten mit BPH stehen in
erster Linie Medikamente zur Verfiigung,
die die Symptomatik aufgrund a-Rezep-
torblockade oder 5a-Reduktaseinhibition
lindern. Aufgrund von Nebenwirkungen,
einer nicht immer addquaten Symptom-
linderung und zunehmender Zahl von al-
ternden Ménnern wire eine Erweiterung
des konservativen Therapiespektrums
wiinschenswert.
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Expression des, Cortico-
tropin releasing faktor

rezeptors 2“ (CRFR2) in
der humanen Prostata

Ein moglicher Ansatzpunkt bei der Therapie
der benignen Prostatahyperplasie

Das Neuropeptid Urocortin (Ucn),
welches aus 40 Aminoséuren aufgebaut
ist und in die Gruppe des Corticotro-
pin-releasing-Faktors (CRF) eingeordnet
wird, wurde erstmals im Hypothalamus
der Ratte nachgewiesen. Spater wurde
Ucn auch aus mehren zentralen und peri-
pheren Organen von Saugetieren und Na-
gern isoliert [26]. Die Wirkung von Ucn
in der Zelle wird tiber 2 verschiedene G-
Protein-Rezeptoren vermittelt, dem CRF-
Rezeptor 1 (CRFR1) und dem CRF-Rezep-
tor 2 (CRFR2). Die extrazelluldre Bindung
von Ucn an die CRER erfolgt mit einer ho-
hen Affinitét, was in der Folge zur Stimu-
lation der cAMP-Produktion und Aktivie-
rung der Proteinkinase A (PKA) fiihrt [7,
26]. Auch wurde nachgewiesen, dass Ucn
mit hoher Affinitit an ein CRF-bindendes
Protein (CRFBP) gebunden wird - die Be-
deutung dieser Bindung ist allerdings bis-
her unbekannt [12].

Die einzelnen Funktionen des Ucn/
CRFR2-Systems sind bisher weitestge-
hend ungeklart, jedoch scheinen mit Hil-

fe dieses Neuropeptids und der damit
verbundenen Rezeptorstimulation zahl-
reiche Funktionen im zentralen Nerven-
system und in verschieden peripheren
Organen reguliert zu werden [8]. In vi-
vo und in vitro konnte gezeigt werden,
dass Ucn und CRFR2 an der Zellprolife-
ration und Apoptose beteiligt sind [4, 5,
9, 24, 25]. Auch scheint Ucn und CRFR2
antiinflammatorische Effekte zu besitzen
[10]. Untersuchungen mehrerer Arbeits-
gruppen weisen darauf hin, dass das Ucn/
CRFR2-System die glatte Muskulatur rela-
xieren kann [15, 17 20, 22].

Im Prostatagewebe von Patienten mit
BPH wurde erst kiirzlich mRNA und Pep-
tid von Ucn nachgewiesen [2, 26]. Da die
genauen Ursachen der BPH und die Pa-
thophysiologie von Prostatavergrofie-
rung, Blasenauslassobstruktion und Bla-
sensymptomatik weiterhin ungeklart sind,
der glattmuskuldre Tonus in der Prosta-
ta und im Blasenhals ein wichtiger thera-
peutischer Ansatzpunkt ist und auch eine
entziindliche Komponente bei der Entste-

Tab.1 Sequenzderin den RT-PCR-Experimenten verwendeten Oligonukleotidprimer
Name Access Nr. Sequenz Basenpaare (n)
CRFR2 Q13324 sense: 5-GTACAGGAAGGCAGTGAAG-3' 163

antisense: 5'-AAGACAGACACGAAG-

AAACC-3'
Tubulin A1b AF081484 sense: 5'-CTCGGGCATAGTTATTGGC-3 128

antisense: 5'-CCGGGCTGTGTTTGTAGAC-3
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(CRFR2) in der humanen Prostata. Ein moglicher Ansatzpunkt
bei der Therapie der benignen Prostatahyperplasie

Zusammenfassung

Zielsetzung. Die Expression von Urocortin
(Ucn), ein aus 40 Aminosduren bestehen-
des Neuropeptid, wurde im Prostatagewe-
be von Patienten mit BPH berichtet. In ver-
schiedenen Organen ist Ucn bei der Regulati-
on von lokalen Entzlindungsreaktionen, Zell-
proliferation und Relaxation von glatter Mus-
kulatur durch Aktivierung von,Corticotropin
releasing factor rezeptor 2" (CRFR2) beteiligt.
Bisher wurde der CRFR2 in humaner Prostata
noch nicht untersucht.

Methodik. Die Expression von CRFR2 wurde
im humanen Prostatagewebe (n=8) mittels
RT-PCR und Immunhistochemie untersucht.
Ergebnisse. In Prostatalysaten wurden spe-
zifische Signale von CRFR2 mRNA nachge-
wiesen. Immunhistochemisch wurde CRFR2

im Zytoplasma der basalen, luminalen und
zystisch veranderten Epithelzellen der Pros-
tatadriisen gefunden. Auch in Bereichen der
glatten Muskulatur des Stromas und Endo-
thelzellen der Gefdl3e zeigte sich eine inten-
sive Farbung fiir CRFR2.
Schlussfolgerungen. Unsere Untersuchung
zeigte erstmalig die Expression von CRFR2 in
humanem Prostatagewebe. Die pharmakolo-
gische Beeinflussung von CRFR2 kdnnte so-
mit ein neuer Angriffspunkt bei der Therapie
der klinischen BPH darstellen.

Schliisselworter
CRFR2 - Urocortin - Prostata - BPH -
Medizinische Therapie

Expression of corticotropin releasing factor receptor 2
(CRFR2) in the human prostate. A new potential target
for medical therapy of benign prostatic hyperplasia

Abstract

Background. Expression of urocortin (Ucn),
a 40-amino-acid neuropeptide, was demon-
strated in the prostatic tissue of patients

with benign prostatic hyperplasia (BPH). Ucn
showed a significant role in the regulation

of local inflammation, proliferation, and rela-
xation of smooth muscle tone in different or-
gans through activation of corticotropin re-
leasing factor receptor 2 (CRFR2). However,
CRFR2 expression in human benign prosta-
tic tissue remains unknown. Our study there-
fore aimed to investigate CRFR2 expression in
prostatic tissue.

Methods. CRFR2 expression was evaluated
in tissue samples of human prostate (n=8) by
means of reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR) and immunohisto-
chemistry.

1080 | Der Urologe 9 - 2008

Results. mRNA of CRFR2 was abundantly
present in RT-PCR of prostate lysates. Immu-
nohistochemistry revealed CRFR2 expression
in the cytoplasm of basal and luminal epithe-
lial cells as well as in cystic glands. Smooth
muscle components of the stroma and vas-
cular endothelial cells also showed extensive
staining for CRFR2.

Conclusions. Our study showed for the first
time that human prostatic tissue expresses
CRFR2. Pharmacological CRFR2 modulation
might be a potential medical treatment for
clinical BPH.

Keywords
CRFR2 - Ucn - Prostate - BPH - Medical therapy

hung der BPH und von Symptomen dis-
kutiert wird, erscheint die weiterfithren-
de Abklarung des Ucn/CRFR2-Systems in
der humanen Prostata interessant.

Unseres Wissens liegen bisher keine
Untersuchungen hinsichtlich des Vor-
handenseins von CRFR2 in der humanen
Prostata vor, die die Basis fiir weiterfiih-
rende funktionelle und praklinische Un-
tersuchungen sein konnten. Unsere Un-
tersuchung sollte daher klaren, ob CR-
FR2 in humanem Prostatagewebe nach-
weisbar ist und in welcher Gewebekom-
ponente der Prostata dieser Rezeptor ex-
primiert wird.

Material und Methoden
Gewebeproben

Fiir die Untersuchung wurde humanes
Prostatagewebe von 8 Patienten mit BPH
verwendet (Alter: 59—77 Jahre, durch-
schnittlich 70 Jahre). Transitionalzonen-
gewebe der Prostata wurde bei 5 Ménnern
imRahmen einer offenen Prostataadenom-
enuklation und bei 3 Mannern im Rahmen
einer radikalen Zystektomie bei lokal be-
grenztem, muskelinfiltrierenden Blasen-
karzinom archiviert. Das durchschnittlich
entfernte Prostatagewicht betrug 77 g. Al-
le Probenentnahmen erfolgten mit Ge-
nehmigung der ortlichen Ethikkommis-
sion. Das frisch entnommene Prostata-
gewebe wurde mit 5%iger, neutral gepuf-
ferter Formalinlosung fixiert, in Para-
ffin eingebettet und spiter in Schnitten
mit einer Dicke von 5 pm immunbhisto-
chemisch untersucht. Als Positivkontrol-
le wurde menschliches Herzgewebe (Bio-
chain, Heidelberg) verwendet [13].

»Reverse transcriptase polymerase
chain reaction” (RT-PCR)

Es wurde die RNA der humanen Pros-
tata und des Herzens (Biochain, Heidel-
berg) mit reverser Transkription (RT) un-
ter Verwendung von Superscript II RT
und dem ,,Random Hexamers“ (Invitro-
gen, Carlsbad, USA) nach Angaben des
Herstellerprotokolls verwendet. Negativ-
kontrollen beinhalteten das Weglassen
der RT in der ersten Strangkomplemen-
tierung der DNA-Synthese. Die RT-PCR
wurde mit Hilfe eines spezifischen Pri-



Hier steht eine Anzeige.

@ Springer



Blasen- und Prostatafunktionsstorungen

TubA1b
128 bp

Abb. 1 A Spezifische Banden, welche die Lange von 163 Basenpaaren der mRNA des CRFR2 (a) und
von 128 Basenpaaren der mRNA des TubA1b (b) vorhersagen (M Marker, P Prostata, H Herz)

Abb. 2 A CRFR2 wurde intensiv in den luminalen Epithelzellen und in geringer Auspragung in den Basalzellen und den
Epithelzellen zystisch verdnderter Prostatadriisen exprimiert (). Die glatte Muskulatur des Stromas zeigte eine ausgepragte
Anférbung von CRFR2 (dicker Pfeil, b). Endotheliale Zellen der Gefdl3e zeigten ebenfalls eine positive Anfarbung von CRFR2
(dtinner Pfeil, b,c)

mers des humanen CRFR2 und B-Tubu-
lins (TubAuib, interne Kontrolle) durch-
gefithrt (Primersequenzen s. @ Tab. 1).
RT-PCR wurde jeweils 2-mal durchge-
fihrt unter Verwendung von 2 pl des RT-
Reaktionsprodukts, 0,4 uM des Primers,
einer Einheit Taq-Polymerase (Quiagen,
Hilden), 0,2 mM dNTPs und 5,5 pl des
Reaktionspuffers in einem absoluten Vo-
lumen von 25 pl. Nach Denaturierung bei
95°C und Primerextension bei 72°C wur-
den die PCR-Produkte mittels Gelelek-
trophorese in 10%igen Polyacrylamidge-
len analysiert.

Immunhistochemie

Die immunohistochemischen Untersu-
chungen erfolgten mit polyklonalen CR-
FR2-Antikérpern von Menschen und po-
lyklonalen Anti-CRFR2-Antikérpern von
Ziegen in einer Verdiinnung von 1:100
(sc-20550; Santa Cruz, USA). Ein blockie-
rendes Peptid (sc-20550-P, Santa Cruz,
USA) wurde verwendet, um die Spezifi-
tat der Signale zu untersuchen. Das paraf-
fineingebettete Gewebe wurde mittels In-
kubation in einem Mikrowellenofen bei
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600 W fiir 2-mal 3 min in einem 10 mM-
Zitratpuffer (pH=6,0) demaskiert. Die
endogene Peroxidase wurde mit einem
Avidin-Biotin-Kit blockiert (Vector La-
boratories, Burlingame, USA). Objekt-
trager und Gewebe wurden {iber Nacht
bei Raumtemperatur mit dem CRFR2-
Antikoérper inkubiert und anschliefSend
mit dem Standard-Avidin-Biotin-System
nach Angaben des Herstellerprotokolls
gefarbt. Die Gegenfirbung der Gewebe-
schnitte erfolgte mit Hamatoxilin-Eosin.
Die Negativkontrolle erfolgte in allen Fil-
len durch néchtliche Inkubation mit An-
ti-CRFR2-Antikérpern und Koinkubati-
on des CRFR2-Antikérpers mit dem blo-
ckierenden Peptid.

Ergebnisse
RT-PCR-Analyse

Die RT-PCR-Analyse wurde durchge-
fithrt, um in der humanen Prostata das
Vorhandensein von mRNA des CRFR2
mit 163 Basenpaaren und von mRNA
des TubA1b mit 128 Basenpaaren zu er-
mitteln. Als Positivkontrolle wurde die

mRNA von humanem Herzmuskel ver-
wendet. Sowohl in der Prostata, als auch
im Herzmuskel wurde die mRNA des CR-
FR2 hochgradig exprimiert (8 Abb. 1).
Als Negativkontrollen dienten alle einzel-
nen Reagenzien, fiir welche kein Signale
gefunden wurden.

Immunhistochemie

CRFR2 wurde im Zytoplasma der lumi-
nalen Epithelzellen und in den Basalzel-
len des Epithels dargestellt. Auch in den
flachen Epithelzellen von zystischen Drii-
sen wurde CRFR2 angefirbt (B Abb. 2a).
In den Bereichen der glatten Muskula-
tur des Stromas zeigte sich eine ausge-
dehnte und intensive Farbung fiir CRFR2
(8 Abb. 2b). Ebenfalls wurden endothe-
liale Zellen der Prostatagefifie immunhis-
tochemisch angefirbt (8 Abb. 2¢).

Diskussion

Ucn wurde bisher in den epithelialen und
lymphoiden Zellen sowie in der glatten
Muskulatur der Prostata nachgewiesen
[2]. Die von uns durchgefiihrte Untersu-



chung zeigte eine Expression des CRFR2
in den Epithel- und Endothelzellen so-
wie in den glatten Muskelzellen des Stro-
mas der humanen Prostata. Somit wurde
erstmalig eine weitestgehende Uberein-
stimmung der Ucn- und CRFR2-Expres-
sion im humanen Prostatagewebe nach-
gewiesen. Weiterhin konnten wir CRFR2
in den Geféfiwianden der Prostata beob-
achten. Die Expression von Ucn/CRFR2
in den Endothelzellen der Prostatagefifle
war jedoch bisher unbekannt. Die gleiche
Gewebeverteilung von Ucn und CRFR2
deutet auf einen gemeinsamen funktio-
nellen Effekt hin und spricht dafiir, dass
die Wirkung von Ucn in der Prostata iiber
den CRFR2 vermittelt wird.

Aus Untersuchungen anderer Gewebe-
typen ist bekannt, dass Ucn die Proliferati-
on von Zellen und den Tonus der glatten
Muskulatur beeinflusst [4, 5, 9, 11, 24, 25].
So konnte nachgewiesen werden, dass
Ucn den Beclin-1- (bcl-1-)vermittelten
autophagischen Zelltod im Herzmuskel
inhibiert und auf diese Weise das Uber-
leben der Kardiomyozyten sichert [25].
Chatzaki et al. [5] konnten zeigen, dass
CRFR2 die Regeneration der humanen
Magenschleimhaut durch Hemmung der
Apoptose mittels parakriner Aktivierung
von lokal exprimiertem Ucn fordert. In
diesem Zusammenhang wurde dariiber
spekuliert, ob CRFR1-Antagonisten oder
CRFR2-Agonisten moglicherweise thera-
peutisch bei entziindlichen Erkrankungen
des oberen oder unteren gastrointesti-
nalen Traktes eingesetzt werden konnten
[10]. In der Lunge bewirkt eine Stimula-
tion von CRFR2 eine Bronchorelaxation,
die zur Hemmung pulmonaler Entziin-
dungen im Mausmodell fiihrt [17].

Die Relaxation von Arterien und Ve-
nen in Sdugetieren mittels Ucn ist von
mehreren Autoren beschrieben worden
[20, 21, 22]. Der Mechanismus der CR-
FR2-vermittelten Relaxation der Gefif3-
muskulatur scheint geschlechtsspezifisch
reguliert zu werden. Obwohl bisher die
glatten Muskelzellen der Prostata nicht
ausfiihrlich untersucht worden sind, ist
der Aufbau vermutlich sehr dhnlich im
Vergleich zu glatten Muskelzellen ande-
rer Organe [23].

Die Rolle von Ucn und CRFR2 in der
Physiologie und Pathophysiologie der
menschlichen Prostata und bei Patienten

mit BPH bleibt spekulativ, da bisher nur
einige wenige Untersuchungen hierzu
durchgefithrt worden sind. Es ist aller-
dings bekannt, dass die humane Prostata
Produktionsort von anderen Neuropepti-
den ist (z. B. ,calcitonin gene regulierted
peptide®, Neuropeptide Y, Gn-RH oder
Endothelin), denen eine entscheidende
Rolle bei der Entstehung der BPH zuge-
schrieben wird [1, 3, 16, 19].

Kyrpianou et al. [14] postulierten,
dass es bei Abweichungen von der nor-
malen Apoptose zum Prostatawachstum
der BPH kiime - die beobachtete Uberex-
pression von bcl-2 in den Epithelzellen der
BPH veranderten Prostata sei ein mog-
licher Grund fiir eine verminderte Anzahl
von apoptotischen Zellen. Auch wire es
fiir die Prostata denkbar, dass, ahnlich wie
in anderen Organsystemen, der glattmus-
kuldre Tonus reduziert und die Prolifera-
tion von Zellen durch das Ucn/CRFR2-
System gehemmt werden konnte. Bei-
de Effekte hitten positive Auswirkungen
auf die Prostatagrofe oder Blasenauslass-
obstruktion und moglicherweise auch auf
die Blasensymptomatik von Betroffenen.
Da auch im menschlichen BPH-Gewebe
stets Entziindungszellen gefunden werden
und Ucn entziindungshemmende Eigen-
schaften aufweist, konnte Ucn oder eine
CRFR2-Stimulation auch diese Kompo-
nente giinstig beeinflussen [18, 27].

Fazit fiir die Praxis

Unsere Ergebnisse und bereits publi-
zierte Studie ermutigen zur weiterfiih-
rende Forschung im Ucn/CRFR2-System.
Allerdings beweist das Vorhandensein
von Ucn oder CRFR2 im menschlichen
Prostatagewebe keinesfalls, dass dieses
Neuropeptid und der dazugehorige Re-
zeptor auch tatsachlich funktionell rele-
vant sind. Weitere In-vitro- und In-vivo-
Untersuchungen sind daher erforderlich,
um die Relevanz des Ucn/CRFR2-Systems
bei der Pathophysiologie und Therapie
der BPH zu ermitteln.
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