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1 Einleitung

Interstitielle Cystitis (engl.: interstitial cystitis - 1C) ist eine chronische Entziindung der
Blase, die von der Society for Urodynamics and Female Urology (SUFU) als ,ein
unangenehmes Gefiihl (Schmerz, Druck, Unbehagen), das in Verbindung steht mit der
Harnblase und assoziiert ist mit Symptomen der unteren Harnwege von mehr als sechs
Wochen Dauer und Fehlen einer Infektion oder anderer erkennbarer Ursache” definiert.”
Zu den Kardinalsymptomen zahlen chronische Schmerzen im Bereich der Blase sowie
Harndrang und erhohte Miktionshaufigkeit (Pollakisurie).’*? Es konnte gezeigt werden,
dass sowohl die Pravalenz als auch die Inzidenz der IC bei Frauen im Verhaltnis 5:1
hoher ist als bei Mannern.®> Obwohl diese Erkrankung die Lebensqualitat der
Patientinnen und Patienten in hohem MaRe beeintrachtigt, '** konnte bislang keine
konkrete Pathogenese oder Atiologie identifiziert werden. In Folge dessen, konnte kein
kurativer Therapieansatz gefunden werden. Nichtsdestotrotz werden in der aktuellen
Literatur am haufigsten Blasenurothelstérungen, neurogene Inflammation und

neuropathischer Schmerz als die wahrscheinlichsten Ausldser der IC angenommen. 20238

Da es, aufgrund der ungeklarten Pathophysiologie der IC, keine kausalen
Therapieansatze gibt, zielen die aktuellen Therapieregime auf eine Reduktion der
Inflammation sowie Schmerzstillung ab. An der ersten Stelle der Therapie stehen
konservative MalRnahmen wie die Patientenaufklarung, Blasentraining oder
Erndhrungsumstellung. Versagen diese, wird, neben Physiotherapie, eine
medikamentdse Behandlung eingeleitet. Zu den haufigsten Therapieansatzen zahlen die
orale Medikation oder eine Instillation des Medikaments in die Blase. Die
gebrauchlichsten oralen Medikamente sind Pentosanpolysulfat (PPS) und trizyklische
Antidepressiva, die sich bei der Linderung der Symptome als vorteilhaft erwiesen
haben.”? Fur die intravesikale Instillation kommen Substanzen wie Dimethyl-Sulfoxid
(DMSO) zum Einsatz, deren antiinflammatorische und schmerzstillende Eigenschaften
nachgewiesen werden konnten.*4'®" Unglicklicherweise zeigten Studien gehauft ein
Therapieversagen bei intravesikaler DMSO-Therapie, insbesonderebei schweren Fallen
der 1C.8725 Auch die Therapie mit trizyklischen Antidepressiva und oral
eingenommenem PPS weisen ernuchternde Studienergebnisse auf: so konnte in einer
Studie belegt werden, dass der gewlinschte Therapieeffekt einer PPS-Therapie bei nur
32 % der Patienten Wirkung zeigt.'®? Im letzten therapeutischen Schritt bleibt Patienten
als Ultima Ratio die operative Entfernung der Blase. Bis zum heutigen Tag konnte
gezeigt werden, dass keines der gebrauchlichen Medikamente vollstandig Schmerzen

lindert und die Entzindung der Blase reduziert. Die unerflillte Notwendigkeit einer



wirksamen einer IC-Therapie erfordert neuartige Ansatze zur Behandlung dieser

lebenseinschrankenden Erkrankung.

Das Spurenelement Eisen spielt nicht nur bei physiologischen Prozessen im
menschlichen Koérper eine wichtige Rolle, sondern dient auch als entscheidender
Cofaktor in der Bildung von Reaktiven Sauerstoffradikalen (engl.: reactive oxygen
species - ROS). Diese Radikale werden durch die Fenton- und Haber-Weiss-Reaktionen
gebildet und fihren, bei zu hohen Konzentrationen, zu vermehrtem oxidativem Stress
und Entziindung. Durch effektive Bindung, und somit Reduktion, von Wirtseisen mit Hilfe
von Eisenchelatoren soll so die Bildung von ROS und Entziindung reduziert werden,
sodass dieses nicht mehr zur Bildung von ROS beitragen kann. Der in dieser Studie
verwendete Eisenchelator DIBI gehort zur Klasse der synthetischen Hydroxypyridinon-
Chelatoren. Um eine systemisch unerwiinschte Arzneimittelwirkung zu vermeiden und
lokal hohe Konzentrationen des Wirkstoffs zu erzielen, zeigte sich die intravesikale

Instillation als optimale Darreichungsform zur Therapie der IC.

Das Ziel dieser Studie war die Untersuchung des therapeutischen Potenzials von
Eisenchelatoren zur Verringerung von Entziindungen bei experimenteller IC unter
Verwendung von DIBI, einem neuartigen Eisenchaltor. Die experimentelle IC wurde
durch lokale (intravesikale) Instillation eines Lipopolysaccharids (LPS) induziert und
anschliel’end mit DIBI therapiert. Die Ergebnisse dieser Studie sollen Riickschlisse auf
die Pathophysiologie der IC sowie die Kompetenz dieses Wirkstoffs flr eine potenzielle

Therapie der IC geben.



2 Theoretische Grundlagen

2.1 Interstitielle Cystitis/Bladder Pain Syndrom

Der Begriff der IC wurde erstmals 1887 von Skene als ,eine Entziindung, die die
Schleimhaut teilweise oder ganz zerstért und sich auf die muskularen Anteile
ausbreitet?* definiert. Uber die Jahre etablierte sich parallel zur IC eine weitere
Terminologie (Bladder Pain Syndrome - BPS), die erstmals die Symptomatik dieser
Erkrankung in den Vordergrund stellte. 2003 erfolgte durch die Internationale Continence
Society eine Zusammenfihrung dieser beiden Begrifflichkeiten zum heute
Vereinheitlichten Begriff der IC." "¢

2.1.1 Definition und Epidemiologie

Die IC beschreibt eine chronische Entziindung der Blase ohne Vorliegen einer
Infektion.*? Die European Society for the Study of Interstitial Cystitis (ESSIC) definierte

das Vorliegen einer IC nach folgenden Kriterien:'42

= Schmerzen oder persistierendes Druckgefuhl in Begleitung von mindestens
einem weiteren urologischen Symptom wie beispielsweise Pollakisurie oder
Harndrang

= Chronische Blasen- oder Unterleibschmerzen von einer Dauer von mindestens
sechs Monaten

= Ausschluss von Differenzialdiagnosen

Trotz der schwierigen epidemiologischen Datenlage treffen die Diagnosekriterien einer
IC bei etwa 2,7 % — 6,5 % aller Frauen in den Vereinigten Staaten zu.'® Haufige
Krankenhausaufenthalte und Arztbesuche fuhren zu einem grof3en soziobkonomischen
Einfluss auf das Gesundheitssystem.?'® So konnte alleine ein Kostenanstieg von 481
Mio. US-Dollar im Jahr 1994 auf 750 Mio. US-Dollar im Jahr 2002 verzeichnet

werden 167,182

2.1.2 Symptome und Pathogenese

Als Leitsymptom dieser heterogenen Erkrankung der Blase zahlen in erster Linie
Schmerzen. Diese auliern sich typischerweise nicht nur als suprapubischer Schmerz
uber der Blase die mit zunehmender Blasenfullung einhergehen, sondern kénnen auch
generalisiert im Becken im Bereich der Vulva, Vagina, der Urethra oder des Rektums

sowie extragenital im Riickenbereich auftreten.>?>* Des Weiteren sind Symptome wie

3



Harndrang (84 %), Pollakisurie (92 %) und Nykturie im Zusammenhang mit der IC
beschrieben.?*?'” Diese Symptomatik fuhrt oft zu einer signifikanten Abnahme der
Lebensqualitdt und kann Ursache fir sexuelle Dysfunktion bei Frauen sein.'43212218
Studien haben gezeigt, dass Nahrungsmittel wie Zitrusfriichte, Tomaten, Alkohol,

Coffein oder scharfe Gewlirze die Symptomatik verschlechtern kénnen.®’

Die haufigsten Komorbiditaten der IC bei Frauen sind Gastritis (OR 12,2), Fibromyalgie
(OR 3,0), Angststérungen (OR 2,8), Kopfschmerzen (OR 2,5), gastro-6sophagealer
Reflux (OR 2,2) und Depression (OR 2,0).* Es konnte zudem ein Zusammenhang
zwischen sexuellem Missbrauch und der IC beobachtet werden.?32'3 Obwohl es sich bei
der IC um eine nicht-infektiose Inflammation der Blase handelt, konnen rezidivierende

Harnwegsinfekte einen Trigger darstellen.??®

Bis heute ist die Pathogenese der IC unklar, wobei angenommen wird, dass
unterschiedliche Faktoren und Pathomechanismen bei der Entstehung der IC eine Rolle
spielen konnten. Dieser Umstand erschwert die Therapiefindung enorm, sodass aktuell

keine kausale Therapie zur Behandlung der IC vorliegt.

Studien zeigten, dass reaktive Sauerstoffradikale (ROS) eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der IC spielen konnten. So konnte gezeigt werden, dass eine
Dysregulation der ROS-Produktion eine mogliche Ursache flr die Krankheitsentstehung
spielt.*® Andere Forschungsgruppen konnten zeigen, dass eine Hemmung bzw.
Verringerung des oxidativen Stresses durch Antioxidantien bei einem Rattenmodell der

IC die Inflammation reduzierten.6.135

In den folgenden Unterkapiteln wird auf die Faktoren, die einen Einfluss auf die

Entstehung der IC haben, naher eingegangen.

2.1.2.1 Urotheldysfunktion und Stérung der GAG-Schicht

Die Urothelschicht kleidet die Blase als innerste Schicht aus und schutzt die
subepithelialen Zellen mit Hilfe von Glykosaminoglykanen (GAG) gegen aullere Reize
und Toxinen. Zu den GAGs zahlen zum Beispiel die Hyaluronsaure, Chondroitinsulfat
oder Heparinsulfat. Es konnte gezeigt werden, dass die Produktion der GAGs bei
Patienten mit IC vermindert ist, sodass es zu einer erhohten Permeabilitat fir Toxine und
geldste Stoffe im Urin kommt, die eine subepitheliale Inflammationsreaktion hervorrufen
konnen.'38:179.205 Diese Inflammation bewirkt in weiterer Folge Schaden am Urothel die
wiederum zu einer Erhéhung der Permeabilitat fiuhren. Es kommt zu einer Kontraktion
der glatten Muskulatur, Hypersensibilitdt und neurogenen Entziindung, die Schmerzen

verursachen.



2.1.2.2 Tamm-Horsfall-Protein

Beim Tamm-Horsfall-Protein (THP) handelt es sich um ein Glykoprotein, das von renalen
Epithelien sezerniert wird mit der Aufgabe der Immunmodulation im distalen Nephron.®’
Dort tragt es, neben seinen zytoprotektiven Eigenschaften gegen potentiell toxische
Substanzen im Urin, maRgeblich zur Permeabilitat des Urothels bei.?® Es konnte gezeigt
werden, dass die Konzentration an THP im Urothel bei Patienten mit IC vermindert ist
und so zu einer erhéhten Permeabilitat fuhrt.>'%* Obwohl ersichtlich wurde, dass die
Messung eines THP-Antikérper im Serum als nicht-invasives Diagnostikum helfen
konnte,'® kann trotz Nachweis von pathologischen Konzentrationen des THP im Urothel

dieses aktuell nicht als Marker der IC zur Diagnostik herangezogen werden.?%®
2.1.2.3 Autoimmunitét

Studien gaben Hinweise darauf, dass Urothel-Anomalien verursacht durch autoimmune
Reaktionen zu einer Veranderung der Blasenepithelexpression von spezifischen
Antigenen, der Glykosaminoglykan-Schicht (GAG) oder einem verandertem
Zytokeratinprofil fiihrten.%8205 Des Weiteren wurden Autoantikérper des IgG-Typs
gefunden, die mit der IC in Zusammenhang gebracht wurden.'®® Liebert et. al'?* konnte
zeigen, dass die IC mit einer ungewdhnlichen Zellaktivierung je nach Stadium der

Erkrankung einhergeht.

2.1.2.4 Genetische Faktoren

In Bezug auf genetische Faktoren der IC wird angenommen, dass eine 17-fach héhere
Pravalenz der Erkrankung bei weiblichen Verwandten ersten Grades besteht.??®® Des
Weiteren konnte eine groRere Ubereinstimmung bei monozygoten Zwillingen im
Vergleich zu dizygoten Zwillingen festgestellt werden.??” Diese Ergebnisse liefern

Ruckschlusse auf eine mogliche genetische Anfalligkeit dieser Erkrankung.

2.1.2.5 Mastzellaktivierung und Inflammation

Mastzellen spielen eine zentrale Rolle im Pathomechanismus der IC. So setzten diese
potente Entziindungsmediatoren wie Histamin, Leukotriene und Serotonin frei, die mit
Immunglobulin  E (IgE) Antikérpern, anderen Entzindungszellen oder dem
Nervensystem interagieren.8%'®® Obwohl eine Mastozytose im Urothel nicht
pathognomonisch fur eine IC ist, kdnnen diese bei Aktivierung zu einer Vasodilatation
und Schaden an der Blasenmukosa fiihren.'® Studien konnten zeigen, dass Patienten
mit IC eine 6- bis 8-fach erhdhte Konzentration von Mastzellen im M. detrusor

aufweisen. 17214



2.1.3 Diagnostik

Aufgrund des breiten Spektrums an Symptomen und klinischem Erscheinungsbild
erweist sich die Diagnosestellung der IC als schwierig und wird als Ausschlussdiagnose
getroffen. Erschwerend fuhren uneinheitliche Guidelines sowie die unbekannte
Pathophysiologie  dieser heterogenen Erkrankung zu einer erheblichen
Unterdiagnostizierung, verspateter Diagnosestellung oder gar Fehldiagnosen sowie
einer hohen Dunkelziffer der erkrankten Personen.®® So gaben nur 9,7 % der weiblichen
IC—Population der Vereinigten Staaten von Amerika an, mit einer IC diagnostiziert

worden zu sein.?

Die im Folgenden beschriebenen diagnostischen Mallnahmen entstammen der
aktuellen S2K-Leitlinie zur Diagnostik und Therapie der IC (IC/BPS) der Deutschen

Gesellschaft fiir Urologie.?
2.1.3.1 Anamnese

Am Anfang jeglicher diagnostischen MalRnahmen steht in erster Linie eine ausflihrliche
Patientenanamnese. Inhalt dieser sollen aktuelle Symptome und das Beschwerdebild,
chronische Erkrankungen, vorangegangen Operationen, Therapieversuche und die
aktuelle Medikamenteneinnahme erfragen. Des Weiteren konnen Aussagen zu
Substanzmissbrauch, psychischen Vorerkrankungen, Misshandlung oder Missbrauch

wichtige Hinweise geben.

2.1.3.2 Differenzialdiagnosen

Laut Definition der IC gemalR der ESSIC mussen samtliche Differenzialdiagnosen vor
der Diagnosestellung ausgeschlossen werden.™? Diese konnen einer Vielzahl an
Organsystemen, beispielsweise Erkrankungen des Muskel-/Skelettsystems oder
Gastrointestinaltraktes entstammen, anderweitige gynakologische Befunde sein,
neurogene Ursachen haben, auf psychische Stérungen zurtickzufihren sein oder

anderweitigen urologischen Erkrankungen angehoren.

2.1.3.3 Fragebdbgen

Zur Erfassung von Schmerzcharakteristika kdnnen standardisierte Fragebdgen wie der
,O’Leary-Sant Interstitial Cystitis Problem and Symptom Indices* (ICPI/ICSI)?*, der
Pelvic Pain and ,Urgency/Frequency Patient Symptom Scale” (PUF)'*° oder der ,Bladder
Pain/IC Symptom Score” (BPIC-SS)'? helfen.



2.1.3.4 Biomarker

Aktuell steht aufgrund der komplexen Pathogenese kein anerkannter Biomarker der IC
im Urin zur Verfigung.'® Nichts desto trotz konnte die abnormale Expression vieler
potenzieller epithelialer Marker wie Mastzellzahl, Proliferationsfaktoren,
Zellmembranprotein, Neurotransmitter oder Zytokine bei der IC nachgewiesen
werden.'?® Zu ihnen zahlen weiterhin der Antiproliferative Faktor (APF) im Urin oder der
Heparin-bindende epidermale Wachstumsfaktor (HB-EGF) die beide wieder nach
Hydrodistension der Blase Normalwerte erreichten.*®'92 Zu weiteren potenziellen

Biomarkern zéhlen Stickstoffmonoxid, Histamin, Methylhistamin oder Interleukin 6.8.116

2.1.3.5 Korperliche Untersuchung

Auch eine koérperliche Untersuchung bildet die Basis einer Diagnosestellung. Hier ist vor

allem die Untersuchung des Genitals inklusive digital-rektaler Untersuchung wichtig.

2.1.3.6 Kaliumchlorid-Test (KClI-Test)

Die Durchflihrung eines KCI-Tests kann erwogen werden und gibt Aufschluss Uber ein
erhohtes Schmerzempfinden. Die Grundlage dieser Testung liegt in einer erhdhten
Permeabilitat des Harnblasenepithels bei dem Kalium in die Blasenwand eindringt und
zu einer Depolarisation von Nerven fihrt, die als Schmerzen wahrgenommen werden.
Studien haben gezeigt, dass die Gabe von 40 ml 0,4 molaren KCI-Lésung bei an IC
erkrankten Patienten eine Spezifitat von 81,6 % und eine Sensitivitat von 85,5 % hat.*®
Diese Testung kann in weiterer Folge Ruckschlisse auf einen mdglichen Erfolg oder

Misserfolg einer geplanten GAG-Therapie geben.'8

2.1.3.7 Biopsie der Blasenwand

Eine Biopsie der Blasenwand sowie des M. detrusor kann bei Bedarf durchgefiihrt
werden. Diese kann Hinweise auf Hunner'sche Lasionen geben, stellt jedoch kein
essentielles Diagnostikum in der Bestimmung einer IC dar. Das Praparat kann in weiterer
Folge zur Zahlung der Mastzellzahl oder fur immunhistochemische Untersuchungen

herangezogen werden.

2.1.4 Therapie

Das heterogene Erkrankungsbild mit steigenden Fallzahlen bei fast ganzlich unklarer
Pathogenese erhdht den Druck zur Findung einer kausalen Therapie der IC. Aktuell steht

den Patienten, je nach Symptomatik und Phanotyp der Erkrankung, nur eine

7



symptomorientierte Therapie mit multimodalem Ansatz zur Verfliigung. Diese setzt sich
aus konservativen Malnahmen, oraler bzw. intravesikaler Medikation sowie
weiterflihrenden Behandlungen wie Neuromodulation oder gar operativen Mallnahmen
zusammen.”*™!"  Anhand eines Stufenschemas beginnend bei konservativen
Maflinahmen als Basis, kann bei persistierenden Beschwerden die Therapie bis hin zur
operativen Entfernung der Blase eskaliert werden. Viele der Medikamente, die aktuell
zur Therapie der IC eingesetzt werden, erfolgen als off-label Gabe. Lediglich
Pentosanpolysulfat (PPS) und Dimethyl-Sulfoxid (DMSQO) sind zur Therapie der IC
zugelassen.®®™ Das Hauptziel der Behandlung sollte darin bestehen, durch
Symptomkontrolle die Lebensqualitédt der Betroffenen zu maximieren und gleichzeitig
unerwunschte Arzneimittelwirkungen und Behandlungskomplikationen zu vermeiden.

Jedoch sei zu berilicksichtigen, dass es aktuell keine kurative Therapie der IC gibt.

Die nachfolgenden Unterkapitel zeigen das aktuelle Therapiespektrum der IC anhand
der zuletzt erschienenen Guidelines der Canadian Urological Association (CUA)*" sowie
der aktuellen deutschen S2K-Leitlinie zur Diagnostik und Therapie der IC (IC/BPS) aus
dem Jahr 2018.2¢

Diese Empfehlungen werden nach Graden von A bis D eingeteilt, wobei Grad A einem
starken Konsens entspricht und durchgefiihrt werden sollte und Grad D erwogen werden
kann und nicht zwingend durchzufuhren ist. Die Grad-Bezeichnungen werden im

Folgenden in Klammer nach der jeweiligen Therapie angefuhrt.

2.1.41 Konservative MalBnahmen

Als Grundlage der IC-Therapie stehen konservative Mallnahmen, die in jedem Fall einer

medikamentdsen Therapie vorangestellt werden sollen.

Patientenaufkldrung und Lebensstilverdnderung [Al: An erster Stelle der IC-Therapie

steht die Patientenaufklarung. Diese umfasst, neben der Aufklarung Uber mogliche
auftretende Schmerzexazerbationen oder sexueller Aufklarung auch Blasentraining mit

kontinuierlicher Flissigkeitsaufnahme.

Erndhrung [A]: Es konnte gezeigt werden, dass bestimmte Nahrungsmittel nach dem
Verzehr zu vermehrten Schmerzen gefuhrt haben. Zu ihnen zahlen etwa Zitrusfrichte,
Tomaten, Meerrettich, Essig, Pfeffer, Glutamat, kinstlichen SiRstoffe, Tee, Kaffee,
kohlensaure- oder alkoholhaltigen Getranken sowie scharfe Gewlrzmittel.5' Diese

sollten mittels Ausschlussdiat vermieden werden.



Psychotherapie und Stressmanagement [B]: Mit einer Odds Ratio von 2,03 zahlt die

Depression, neben der Angststérung, zu den haufigsten psychischen Komorbiditaten der
IC.""8 Das Vorliegen einer chronischen Erkrankung ohne kausale Therapie sowie die
Abnahme der Lebensqualitat fuhren oft zu einer groRen psychischen Belastung und

kénnen durch Psychotherapie sowie stressreduzierende Aktivitaten behandelt werden.

Physiotherapie [A]: Vor allem Patienten mit Funktionsstérungen des Beckenbodens

profitieren von Physiotherapie sowie Massagen. Hier konnten bei 50 — 62 % eine

Verbesserung des Beschwerdebildes gezeigt werden.%®

2.1.4.2 Medikamentése Therapie

Die medikamentése Therapie der IC kann in eine orale und eine intravesikale Gabe
unterteilt werden. Lediglich das intravesikal verabreichte DMSO und das orale
Medikament PPS sind von der U. S. Food and Drug Administration (FDA) und Health
Canada zur Therapie der IC zugelassen.?”'®" Seit 2017 ist PPS als einziger Wirkstoff zur
Behandlung der IC in Europa zugelassen. Die Verabreichung anderer Medikamente

erfolgt off-label ohne Zulassung zur IC-Therapie.

Orale Medikamente

Pentosanpolysulfat (PPS) [D]: Die Wirksamkeit einer oralen Therapie mit PPS wird

aktuell sehr kontrovers diskutiert. So spricht die aktuelle deutsche S2K-Leitlinie eine
starke Empfehlung zur Therapie mit PPS aus, wahrend die CAU die Therapie lediglich
mit Grad D klassifiziert. Nichtsdestotrotz zahlt PPS zu dem am haufigsten untersuchten
Wirkstoff in der Behandlung von IC. PPS wird nach der oralen Einnahme renal
ausgeschieden und soll an seinem Wirkungsort, der Blase, zu einer Reparation der
GAG-Schicht flhren.

Der Wirkeintritt von PPS liegt zwischen drei und sechs Monaten, sodass ein friher
Therapiebeginn gunstig ist. Des Weiteren liegt die Rate der unerwlnschten
Arzneimittelwirkungen auf Placebo-Niveau, sodass dieser Wirkstoff oft zum Einsatz

kommt.

Eine Metaanalyse mit Daten von 448 Patienten konnte in 50 % der Falle einen
signifikanten Therapieerfolg im Vergleich zu Placebo mit Verbesserung der Symptomatik
zeigen.®® Daten von Langzeitstudien geben ein gemischtes Bild. So zeigte eine Studie
eine Verbesserung der Symptomatik in >50 % der Falle Gber einen Zeitraum von 18

Monaten,* wahrend eine andere Studie in nur 6,2 — 18,7 % einen Benefit zeigte.*®



Amitriptylin [B]: Das trizyklische Antidepressivum Amitriptylin soll durch die Hemmung
der Serotonin- und Noradrenalin-Wiederaufnahme zu einer Blockade der
Schmerzweiterleitung flhren. Zusatzlich flihrt es zu einer Inhibition der
Mastzelldegranulation durch Bindung an den H1-Rezeptor und somit
Histaminfreisetzung. Studien konnten hier einen moderaten Therapieerfolg mit

Verbesserung der Symptomatik zeigen.®’

Cimetidin [B]: Bei Cimetidin handelt es sich um einen Histamin-2-Rezeptorantagonisten
der erstmals 1994 zur |IC-Therapie herangezogen wurde.?®" Analysen von
Blasenwandpraparaten konnten eine vermehrte Expression von H1 sowie H2
Rezeptoren bei IC-Patienten feststellen, welche durch Cimetidin blockiert werden.'* Das
gunstige Nebenwirkungsprofil sowie eine rasch eintretenden Wirkung konnten auch in
Studien bestatigt werden. Hier zeigten sich eine signifikante Verbesserung der

Symptomatik im Vergleich zur Placebogruppe.?'®

Hydroxyzin [C]: Das Antihistaminikum der 1. Generation, Hydroxyzin, wirkt indem es die
Aktivierung und Histaminausschittung von Mastzellen hemmt. Studien zeigten jedoch,
dass die Wirksamkeit dieses Medikaments bei der Therapie der IC nicht ausreichend

vorhanden war.92

Immunsuppressiva _[C]: Immunsuppressiva wie Cyclosporin A, Azathioprin oder

Methotrexat kénnen in der Behandlung der IC zum Einsatz kommen. Kleine
Kohortenstudien konnten einen positiven Therapieeffekt von Cyclosporin A zeigen,
wobei kein Langzeiteffekt beobachtet wurde.®®'®® Zusatzlich zeigten sich haufig
unerwunschte Arzneinebenwirkungen, die ein intensives Monitoring der Patienten

erforderlich machen.

Antikonvulsiva [C]: Pregabalin und Gabapentin kommen bei der Behandlung von

neuropathischen Schmerzen zum Einsatz. Die Studienlage beider Wirkstoffe zur

Therapie der IC ist sehr beschrankt und fordert eine weitere Abklarung dieser.

Intravesikale Medikamente

Heparin [C]: Das als GAG-Analogon wirksame Heparin fihrt bei intravesikaler Instillation
zu einer Rekonstruktion der Integritat der Blasenmukosa. Studien konnten zeigen, dass
> 50 % der Patienten nach der Heparininstillations-Therapie Uber eine signifikante
Verbesserung der Symptome berichteten. Dieser Effekt konnte selbst ein Jahr nach
Therapieende noch beschrieben werden.'®® Haufig kommt Heparin als Bestandteil einer
Kombitherapie mit beispielsweise Lidocain, Bicarbonat oder Natriumhydrogenkarbonat

zum Einsatz.?2°
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Hyaluronsaure [C] / Chondroitinsulfat [D]: Sowohl die Instillation von Hyaluronsaure als

auch Chondroitinsulfat dienen der Wiederherstellung der GAG-Schicht der Blasenwand.
Die Studienlage beider GAG-Analoga ist kontrovers: so zeigte eine Therapie mit
Hyaluronsaure zwar eine signifikante Verbesserung der Lebensqualitat, jedoch konnte
nur ein moderater Langzeiteffekt nachgewiesen werden.*-'8 Chondroitinsulfat konnte in

einer multizentrischen Studie eine signifikante Verbesserung der Symptomatik zeigen."'*®

Die Wirksamkeit einer Kombinationstherapie beider Wirkstoffe konnte, in Bezug auf

Schmerzsymptomatik und Lebensqualitat, in Studien beschrieben werden.?%176

Lidocain [B]: Das Lokalanasthetikum Lidocain fihrt bei Instillation zu einer kurzzeitigen
Blockierung von sensorischen Nervenfasern in der Blasenwand und kommt haufig zur
Durchbruchstherapie bei akuten Schmerzzustanden zum Einsatz. Positiv ist der schnelle

Wirkungseintritt, der jedoch auf maximal 12 Stunden beschrankt ist.8°

PPS [C]: Die intravesikale Applikation von PPS stellt eine weitere Option der
Wirkstoffverabreichung dar. Da lediglich 1 — 3 % der oral verabreichten PPS-Dosis das
Blasenurothel erreichen, hat diese Form der Verabreichung klare Vorteile gegenlber der
oralen Medikation. Es konnte gezeigt werden, dass > 40 % der Patienten einen
signifikanten Unterschied in der Symptomatik im Vergleich zum Placebo beschrieben,

inklusive einem glinstigen Nebenwirkungsprofil.'®

Aktuell ist die intravesikale Instillation von PPS auf dem europaischen Markt nicht mehr

verflgbar.

Dimethylsulfoxid (DMSQ) [B]: DMSO ist, neben der oralen Medikation von PPS, der

zweite Wirkstoff, der von der FDA zur primaren Therapie der IC zugelassen ist. Trotz

ungeklartem Wirkmechanismus konnten die antiinflammatorische, analgetische sowie
muskelrelaxierende und kollagenolytische Eigenschaften in Studien bestatigt werden.”?
Tiermodelle weisen darauf hin, dass die antiinflammatorischen Eigenschaften von
DMSO auf einer Inhibition von IL-8, NF-kB sowie eine Prostglandin-E,-Aktivierung
beruhen.'®% Obwohl manche Studien einen Therapieerfolg bei > 80 % der Betroffenen
beschreiben,’® konnten andere Studien keine Uberlegenheit von DMSO gegeniiber
intravesikal instillierten GSGs  (Hyaluronsaure/Chondroitinsulfat) bei  einem
unglnstigerem Nebenwirkungsprofil nachweisen.*®??° Des Weiteren kann ein
Therapieversagen bei schwerer IC nicht ausgeschlossen werden.?%25 Follow-up Studien
fir Langzeitdaten erstrecken sich Uber maximal zwei Jahre und kdnnen ein

Therapieversagen in der Zukunft nicht ausschliefen.®8170

Die aktuelle deutsche S2K-Leitlinie rat von einer intravesikalen DMSO-Therapie ab.?®
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2.1.4.3 Transurethrale Verfahren und operative Therapie

Transurethrale Verfahren

Botulinumtoxin A (BTXa) [C]: Die intramuskulare oder submukdse Injektion von BTXa in

und um den M. detrusor stellt eine weitere Therapieoption in der Behandlung der IC dar.
Kuo et al. konnten in einer multizentrischen Studie eine Erfolgsrate von 63 % in der
BTXa-Gruppe gegeniiber 15 % in der Placebo-Gruppe nachweisen.''® Hier zeigte sich
eine signifikante Reduktion von Schmerzen bei zunehmender Blasenkapazitat. Im Mittel
halt der Therapieeffekt 5,2 Monate an und kann bei Wiedereintreten von Symptomen
wiederholt werden, jedoch konnte ab einem Jahr keine Besserung der Symptomatik
mehr beobachtet werden.”” Es konnte gezeigt werden, dass eine BTXa-Therapie selbst
bei therapierefraktarer IC Wirkung zeigt.??> Die Kombination der Hydrosdistension der
Blase mit anschlielender BTXa-Therapie erbrachte eine Verbesserung der Wirksamkeit

der Injektion.?

Hydrodistension [C]: Bei der Hydrodistension handelt es sich um eine forcierte Fullung
und Distension der Blase bis zur anatomischen Maximalkapazitat. Obwohl aktuell kein
standardisiertes Vorgehen Uber Dauer und Druck vorliegt, stellt die Hydrodistension eine
haufig eingesetzte Therapieform dar.'®Studien konnten einen Therapieerfolg von 71%
nach einem Monat zeigen.? Aufgrund der mechanischen Manipulation der Blase wird

eine Komplikationsrate von 20 % beschrieben.!

Operative Therapie

Transurethrale Resektion von Hunner-Lasionen [B]: Die transurethrale Resektion von

Hunner'schen La&sionen mittels Schleifenkauter konnte in mehreren Studien eine
Erfolgsrate von bis zu 90 % aufzeigen, wobei ein Anhalten des Therapieerfolgs von mehr
als drei Monaten bei 40 % der IC-Patienten beschrieben wurde.??%8 \Voraussetzung ist

ein Vorliegen von Hunner'schen Lasionen.

Sakrale Neuromodulation (SNM) [C]: Bei der SNM kommt es durch eine perkutan

eingefuhrte Elektrode zu einer permanenten Stimulation des S3-Sakralnervs. Unter der
Therapie konnte eine Verminderung von Schmerzen sowie eine Unterdrickung des M.
detrusor beobachtet werden. Langzeit-Follow-up Daten zeigen eine gute Wirksamkeit

dieser Therapiemethode mit gutem Therapieansprechen in der Testphase.?”

Radikale Operation [C]: Die letzte Therapiestufe beinhaltet operative Verfahren der

Blase. Hier kann es, bei therapierefraktéaren Patienten mit hohem Leidensdruck, zu einer

Augmentation der Blase oder, als Ultima Ratio, zur radikalen Cystektomie mit orthotopen
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Blasenersatz mit kontinenter oder inkontinenter Harnableitung kommen. Eine

Verbesserung der Symptome sowie der Lebensqualitat waren sichtbar.”-18%

Abbildung 1 zeigt das individuelle Stufenschema zu Therapie der IC.

1.Stufe

* Aufklarung, Ernahrungsumstellung
» Psychotherapie, Physiotherapie

2. Stufe

» Medikamentose Therapie
» Hydrodistension

3. Stufe

» Kombinationstherapien

4. Stufe

e Botulinumtoxin A
* Neuromodulation

5. Stufe
» Radikale Cystektomie

Abbildung 1: Stufenschema zur Therapie der IC nach der S2K-Leitlinie ,Diagnostik und Therapie der
Interstitiellen Cystitis (IC/BPS)*“ der Deutsche Gesellschaft fiir Urologie.?®
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2.2 Eisen

Das im menschlichen Korper als Spurenelement vorhandene Eisen gilt als das am
haufigsten vorkommende chemische Element auf der Erde.® Aus diesem Grund
Uberrascht es wenig, dass Eisen sowohl in prokaryotischen als auch in eukaryotischen
Organismen flr beispielsweise den Sauerstofftransport, die Zellatmung, die
Nukleinsaurenreplikation bzw. -reparatur, Signallbertragung sowie Immunabwehr einen

bedeutenden Faktor darstellt.*75

2.2.1 Physiologie des Eisens

Generell kann Eisen ein Teil von Enzymkomplexen sein (z. B. DNA-Primase,
Myeloperoxidase (MPO), Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat-Oxidase (NADPH)
oder Stickstoffmonoxid-Synthetase (NOS)), sowie in Proteine eingebaut werden (z. B.
Hamoglobin und Myoglobin)*® oder zur Energielibertragung und Elektronentransfer in

Mitochondrien beitragen (z.B. Komplexe I-1ll der Atmungskette, Coenzym Q10).50-¢6

In seiner Rolle als Ubergangsmetall kann Eisen, dank der Fahigkeit Elektronen
aufzunehmen oder abzugeben, die Grundlage wichtiger Redox-Reaktionen bilden.’
Eisen kann so, entweder in einer reduzierten bzw. oxidierten Form als Fe?* oder Fe®*
vorliegen und muss, aufgrund seiner hohen Reaktionsbereitschaft durch Chaperone
oder Chelatoren geschiitzt werden.'” Mit einer Gesamtmenge von 3 g bis 4 g, kommt
Eisen im menschlichen Kérper zu einem Grofteil (etwa 2 g) an Hadmoglobin gebunden
vor. Erythrozyten bewerkstelligen die lebenswichtige Bindung von Sauerstoff mit Hilfe
von Hamoglobin und werden durch Erythrophagozytose vom retikuloendothelialen
System in Makrophagen der Leber und Milz recycelt.®>'% Der natlrlich auftretende
Verlust von ca. 1 mg bis 2 mg Eisen pro Tag durch epitheliale Desquamation der
Darmwand oder Blutungen kann durch eine suffiziente Absorption von Nahrungs-Eisen
im Duodenum ausgeglichen werden. Diese erfolgt hauptsachlich durch die Aufnahme
von Fe®*-lonen, die mittels Ferrireduktasen zu Fe?* reduziert werden und so, mittels des
Divalent-Metallionen-Transporter 1 (DMT 1), durch die apikale Membran des
Duodenums transportiert werden.'® Dort wird es bis zur weiteren Verwendung in Form
von Ferritin gespeichert und bei Bedarf Uber den Transporter und Gatekeeper
Ferroportin tber die basolaterale Membran in die Blutbahn geschleust.** Zum weiteren
Transport im Blutstrom wird Eisen an Transporter, wie zum Beispiel Transferrin,
Haptoglobin oder Hamopexin, gebunden, um im Anschluss von Zellen Uber den
Transferrin-Rezeptor 1 (TFR 1) aufgenommen zu werden.'® Eisen, das nicht an
Transporter gebunden im Plasma vorliegt (Non-Transferrin-bound Iron; NTBI) kann zur

Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen beitragen. In der Zelle angelangt, findet die
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Regulation der Eisenhomdostase Uber das Eisen-regulatorische-Protein System (IRP-
System)® oder Hypoxie-induzierte Faktoren (HIF)® statt, wobei besonders HIF2, zu einer
Hochregulation der DMT 1 sowie Ferroportin bei Eisenmangel fiihrt.2°? Stabile
Plasmaspiegel werden durch Eisenspeicher in Hepatozyten und retikuloendothelialen

Makrophagen in der Milz erzielt.

Ein stabiler Eisenspiegel wird durch das, von der Leber exprimierte und durch das Hamp-
Gen kodierte Enzym Hepcidin erzielt, welches bei erhdhten Plasmaspiegel zu einem
Abbau von Ferroportin und so zu einer verminderten Aufnahme von Eisen ins Blut
fuhrt."?® Niedrige Plasmaeisenspiegel hingegen filhren zu einer verminderten
Transkription des Hamp-Gens, wodurch es zu einer vermehrten Aufnahme von Eisen
ins Blut Uber Ferroportin und Freisetzung von Speichereisen aus Leber- und
Milzmakrophagen kommt.6#¢6 Bestehende Eisenspeicher werden von sinusoiden
Endothelzellen in der Leber gemessen, die wiederum das Knochenmorphogene-Protein
6 (BMP 6), einen wichtigen endogenen Regulator fur die Hepcidin-Synthese,
exprimieren.'”” Des Weiteren kann der Plasmaeisenspiegel auch bei
Inflammationszustanden durch Hepcidin reguliert werden. Das proinflammatorische
Zytokin Interleukin 6 (IL-6) fuhrt hierbei Uber einen Janus-Kinase-Signaltransduktor
(JAK) und den Transkriptionsfaktor STAT3 zu einer vermehrten Expression von
Hepcidin, welches zu einer Verringerung der Eisenspiegel beitragt.6"23® Dieser
physiologische Mechanismus spielt eine wichtige Rolle in der Bekampfung von
bakteriellen Infektionen (Verringerung der Eisenverfigbarkeit hemmt das Wachstum von
Bakterien) und stellt somit einen wichtigen Schritt in der Immunabwehr dar
(-hypoferremic response®).?644 anganhaltende Infektionen und Entziindungszustéande
kénnen so zu einer verminderten Hamatopoese und Anamien fihren, die als Anamie
durch chronische Erkrankung (ACD) bekannt ist.'®28104153 7, dieser Anamie-Entitat
fuhren u.a. Krebserkrankungen?®®,  Rheumatoide Arthritis'®,  entziindliche
Darmerkrankungen', Sepsis'® sowie chronische Nierenerkrankungen.?” Intrazellular
konnte eine Eisen-abhangige Aktivierung des nuklearen Faktors kB (NF-kB) beobachtet
werden, welcher proinflammatorisch zu einer vermehrten Expression von Zytokinen

f[]hrt.234'235

Abbildung 2 zeigt den schematischen Regulationsmechanismus der Eisenhomoostase

durch das Schlusselenzym Hepcidin.
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Abbildung 2: Schematischer Regulationsmechanismus der Eisenhom6ostase durch das Enzym Hepcidin
nach Knutson M.1°7

DMT1 - Divalent-Metallionen-Transporter 1, FPN — ferroportin, RBC — Erythrozyten, TF — Transferrin, BMP6
- Knochenmorphogene-Protein 6.

2.2.2 Eisenchelatoren

Eisen stellt nicht nur beim Menschen eine essentielle Komponente fir eine Vielzahl an
Molekulen und Reaktionen dar, sondern ist auch fir Bakterien ein wichtiger Nahrstoff fir
Wachstum und Entwicklung. So verwundert es wenig, dass die ersten kommerziell
verfugbaren Eisenchelatoren zur Rekrutierung von freiem Eisen von Bakterien selbst
abstammten (z.B. E. coli'®, Staphylococcus spp.™", Klebsiella spp.8, N. meningitidis''?)
und so als bedeutender Virulenzfaktor vieler Bakterien angesehen werden kann.4510%
Eisenchelatoren bakteriellen Ursprunges werden Siderophore oder Xenosiderophore
genannt und dienen der Sequestrierung von Wirtseisen als Nahrstoff fur Wachstum und

Entwicklung (z.B. Staphyloferrin A, Pyochelin oder Enterobactin).

Im Allgemeinen bezeichnen Eisenchelatoren Verbindungen mit freien Elektronen, die
zwei- oder dreivalente Eisenionen (Fe?*- oder Fe*'-lonen) in einen stabilen Ringkomplex

binden kdnnen. Diese kdnnen therapeutisch zur Behandlung von Hdmochromatose oder
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Hamosiderose eingesetzt werden, oder um erhohte Plasmaeisenspiegel nach
Behandlung (haufige Bluttransfusionen) von Erkrankungen wie Thalassamien™",
Sichelzellanamie®** oder bei Transfusions-induzierter Hyperferriamie® zu reduzieren. Es
konnte gezeigt werden, dass Eisenchelatoren einen positiven Effekt bei der Therapie
von entzindlichen Erkrankungen wie Atherosklerose®?, Colitis'®, Uveitis'®, Vaginitis'®,

Sepsis® oder Multipler Sklerose??® haben.

Die aktuell zur Therapie zugelassenen Eisenchelatoren unterscheiden sich in ihrer
Fahigkeit, Eisen zu binden, durch ihre Metallionenaffinitat, Zellpermeabilitat und ihr
Molekulargewicht. Nachfolgende Eisenchelatoren werden aktuell therapeutisch

eingesetzt."®’

2.2.21 Desferrioxamin (DFQO):

In den letzten 30 Jahren ist DFO der am haufigsten zum Einsatz gekommene
Eisenchelator bei der Therapie der Hyperferriamie. Im Gegensatz zu synthetisch
hergestellten Chelatoren stammt dieser vom Siderophor des Bakteriums Streptomyces
pilosus ab und besitzt aufgrund seiner Struktur die Fahigkeit selektiv Fe3*-lonen zu
binden.'*® Strukturell handelt es sich bei DFO um ein Derivat der tris-Hydroxaminsaure
und bindet Eisen zu Ferrioxamin-Komplexen."° Zu seinen Eigenschaften zahlen, neben
einem hohen Molekulargewicht von mehr als 500 g/mol, das eine orale Einnahmen
wirkungslos macht, auch seine hydrophile Eigenschaft, die eine schnelle renale
Exkretion beginstigt."* So zeigt DFO eine Plasmahalbwertszeit von etwa 5 bis 10
Minuten und erfordert so eine kontinuierliche subkutane oder intravenése Gabe.'""2!!

Die aktuelle Dosierungsempfehlung liegt bei 10 — 60 mg/kg/Tag.""®

2.2.2.2 Deferipron (DFP):

Im Gegensatz zu DFO, stellt DFP den ersten oralen Eisenchelator zur Behandlung von
erhdhtem Plasmaeisenspiegel dar. Beginstigt durch ein Molekulargewicht von 139,152
g/mol kann dieser erfolgreich aus dem Gastrointestinal-Trakt aufgenommen werden und
aufgrund seiner Hydrophilie renal ausgeschieden werden.'"" DFP bindet Plasmaeisen
zu den drei Komplexen [FelL]?*, [FelL]* sowie [FelLs] und besitzt eine
Plasmahalbwertszeit von 47 bis 134 Minuten. Dadurch genugt eine zwei- bis dreimalige
orale Gabe taglich von insgesamt 10 — 100 mg/kg/Tag."’® Als unerwiinschte

Arzneinebenwirkung kann es unter der DFP-Therapie zu Agranulozytose kommen.3®
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2.2.2.3 Deferasirox (DFX):

DFX stellt neben DFP den zweiten weltweit zugelassenen Eisenchelator zur oralen
Hyperferridmie-Therapie dar. Dieser Chelator besitzt ein Molekulargewicht von 373,36
g/mol und fihrt aufgrund seiner lipophilen Eigenschaften zu einer Ausscheidung von
Eisenkomplexen Uber den Stuhl. Diese Eigenschaft kann in weiterer Folge zur Bildung
von Metallkomplexen (vor allem polymere Zinkkomplexe)®' fiihren, die zu
unerwinschten Arzneimittelwirkungen wie Leber- oder Nierenschaden, Agranulozytose,
Hautausschlage oder gastroenterale Nebenwirkungen beitragen.'® Bei einer
Plasmahalbwertszeit von 19 + 6,5 Stunden genltigt eine einmalige orale Gabe von 20 —
40 mg/kg/Tag.®®

2.3 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

2.3.1 Reaktive Sauerstoffradikale

Reaktive Sauerstoffradikale (reactive oxygen species; ROS) beschreiben eine Gruppe
von Molekllen oder einzelnen Atomen mit einem oder mehreren freien Elektronen. Zu
diesen zadhlen neben Sauerstoffradikalen wie das Superoxid-Anion (O27),
Wasserstoffperoxid (H202) oder Hydroxyl-Radikal (OH’) auch andere oxidierte Molekile
wie beispielsweise Stickstoffmonoxid (NO).5? Als Hauptbildungsort von ROS werden
Leukozyten (v.a. neutrophile Granulozyten und Monozyten) angesehen, die durch eine
bakterielle Aktivierung der NAPDH-Oxidase die Katalyse von ROS starten und so
entscheidend zur Wirtsabwehr beitragen.'® Hier kommt es im ersten Schritt zur
Reduktion von Sauerstoff zum Superoxid-Anion (O2~), welches bei der Zerstérung von
Bakterien mitwirkt. In einem weiteren Schritt erfolgt eine Umwandlung des Superoxid-
Anions mit Hilfe der Superoxiddismutase (SOD) in Wasserstoffperoxid (H202).251%*
Sowohl das Superoxid-Anion als auch Wasserstoffperoxid besitzen beide nur eine sehr
geringe antibakterielle Wirkung und konnen beispielsweise durch das Enzym
Myeloperoxidase mit Chlor-lonen weiter zur hochpotenten hypochlorigen Saure (HOCI)
katalysiert werden.'® Einen weiteren Weg stellt die Folgereaktion von Superoxid-Anion
und Wasserstoffperoxid mit Hilfe von freiem Eisen zum hoch reaktiven Hydroxylradikal
dar (OH-). Diese Haber-Weiss-Redoxreaktionen beschreiben die Rolle des

Ubergangmetalls Eisen bei der Katalyse von ROS: "%’
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Fe3++ 0,. — F82++ 0O,

Fe**+ H,0, — Fe®'+ HO'+ OH’

F : .
O,.+ HyO, = O,+ HO'+ OH
Abbildung 3 stellt die Bildung von ROS durch Leukozyten dar.

Im Rahmen der angeborenen Immunabwehr kommt es nach der Aktivierung von Toll-
like-Rezeptoren (TLRs) durch Trigger wie Endotoxin, Interleukine (IL) oder
Tumornekrosefaktor-a (TNFa), zu einer vermehrten Aktivierung der NADPH-Oxidase
und Bildung von ROS. Im Zuge dessen, fuhrt eine erhdhte Konzentration von ROS zu
einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB und zur Bildung proinflammatorischer
Zytokine die wiederum eine Aktivierung der NADPH-Oxidase triggern.3"%® ROS tragen
nicht nur zur angeborenen Immunabwehr bei, sondern kdnnen bei physiologischen
Konzentrationen extrazellular auch regulatorische Aufgaben, beispielsweise als
Signalmolekiile,5*'% einnehmen. Um eine Dysbalance der ROS abzufangen, liegen
diese unter physiologischen Bedingungen ausgeglichen mit Antioxidantien wie

Ascorbinsaure, Tocopherol oder Glutathion von.'?

Abbildung 3: Bildung von ROS durch Leukozyten.

O2 — Sauerstoff, Oz - - Superoxid-Anion, SOD — Superoxiddismutase, H202 — Wasserstoffperoxid, Cl - -
Chlorid-lon, HOCI — hypochlore Séure, Fe?* - Eisen-ll-lon, OH'- Hydroxyl-Radikal, IL — Interleukine, TNF —
Tumornekrosefaktor-a, IFN — Interferon-y.

2.3.2 Oxidativer Stress

Ubersteigt die Konzentration der ROS die der puffernden Antioxidantien, entsteht
oxidativer Stress, der zu Schaden an kérpereigenen Zellen fihren kann. Am haufigsten
kommt es zur Destruktion von Lipiden, Proteinen oder Nukleinsduren, die mit

Chromosomenbriichen und Schaden an der DNA einhergehen.®*'4® Langanhaltender
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oxidativer Stress kann der Ausl6ser vieler Krankheiten sein, wie beispielsweise dem
Metabolischen Syndrom®°, chronisch entziindlichen Erkrankungen wie Morbus Crohn®"

oder Rheumatoider Arthritis'”” und kann kanzerogene Wirkung auf Zellen haben.”

2.4 Leukozyten-Endothel-Interaktion

Im Rahmen einer Inflammationsreaktion auf eine Infektion kommt es auf zellularer Ebene
zu einer mediatorvermittelten Aktivierung von Leukozyten im Blutstrom, die in weiterer
Folge mit dem GefalRendothel von Venolen interagieren, um anschlieRend zur
Entzindungsquelle zu migrieren. Basis dieser Leukozyten-Endothel-Interaktion bilden
eine Abfolge von Vorgangen, welche sich Uber die Expression von unterschiedlichen
Adhasionsmolekilen auf der Oberflache der Leukozyten sowie des Gefaldendothels
vollziehen. Diese Vorgange beginnen mit der Anndherung von Leukozyten aus der
Blutstrommitte und ziehen sich Uber eine temporare sowie feste Leukozyten-Endothel-
Interaktion, die anschliefiend zu einer extravasalen Migration der Leukozyten aus dem
Gefal zum Ort der Entziindung fuihrt.'?° Abbildung 4 zeigt den schematischen Ablauf der

Leukozyten-Adharenz an das GefaRendothel und anschlieliende Migration.

241 Temporar interagierende Leukozyten

Nach einer Annaherung der Leukozyten aus dem Blutstrom kommt es zur temporaren
Adhasion der Leukozyten mit dem GefalRendothel. Diese wird hauptsachlich durch die
Interaktion dreier Adhasionsrezeptoren aus der Familie der Selectine (P-, E- und L-
Selectin) mit ihren Liganden vermittelt. Hierbei handelt es sich um Glykoproteine, die
durch Stimuli auf der Endothel- oder Leukozytenoberflache exprimiert werden. Durch die
konsekutive Bindung der Selectine an ihre Liganden entsteht eine temporare Bindung,
die jedoch die Leukozyten aufgrund groRerer Scherkrafte des Blutstroms in eine rollende

Bewegung entlang des Endothels versetzt (Leukozyten-Rolling).'?!
2411 _P-Selectin

Die Expression des P-Selectins (Syn.: GMP-140) auf der Endotheloberflache tritt in der
Frihphase der Leukozytenadhasion auf und wird durch die Anwesenheit von LPS oder
TNF-a stimuliert. Als Ursprung dieses Selectins werden Weibel-Palade-Korperchen der
menschlichen Epithelzellen angesehen.’™ Als Ligand dient das auf der

Leukozytenoberflache exprimierte Glykoprotein Sialyl-Lewis*."?°
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2.4.1.2 E-Selectin

Das Adhasionsmolekul E-Selectin (Syn.: ELAM-1) tritt ausschlief3lich durch eine Zytokin-
bzw. Endotoxin-vermittelte Aktivierung auf der Endotheloberflache auf (v.a. IL-1 und
TNF-a). Im Gegensatz zum P-Selectin, welches sofort nach der Stimulation exprimiert
wird, zeigt das E-Selectin sein Expressionsmaximum erst nach vier Stunden auf.?® Auch

hier dient Sialyl-LewisX als Ligand auf der Leukozytenoberflache.'?°
2.4.1.3 L-Selectin

Das auf der Leukozytenoberflache exprimierte Gylkoprotein L-Selectin beschreibt das
letzte der drei Adhasionsrezeptoren und tritt ohne externen Stimulus auf der Oberflache
von Leukozyten auf. Sein Gegenspieler auf der Endotheloberflache ist das Glykoprotein
GlyCAM-1.121

2.4.2 Feste Leukozyten-Adharenz

Im nachsten Schritt kommt es zu einer festen Adhasion der Leukozyten, bei der das
Rollen entlang des GefalRendothels sistiert. Die feste Adhasion wird durch die Bindung

von Integrinen an deren Liganden auf der Endotheloberflache vermittelt.2°

2421 ICAM-1

Der endotheliale Ligand ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) stellt den ersten von
zwei Liganden zur Integrin-Bindung dar. Dieser wird, nach Stimulation durch Zytokine
wie IL-1 oder TNF-a auf der Endotheloberflache exprimiert und bindet an die Integrine
LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen 1; CD11a/18) auf Lymphozyten oder

Mac-1 (macrophage-1 antigen; CD11b/18) auf Granulozyten und Monozyten.'?

2422 VCAM-1

Der zweite vaskulare Ligand, VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) bindet an das
leukozytare Integrin VLA-4 (very late antigen 4) und zeigt eine dhnliche Expressions-
Kinetik wie ICAM-1 auf.'?

2.4.3 Leukozyten Diapedese und Migration

Bevor Leukozyten durch das Gefallendothel in das Interstitium treten kdnnen

(Leukodiapedese), kommt es zur Bindung des Molekiils PECAM-1 (platelet-endothelial
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cell adhesion molecule 1), das sowohl auf Leukozyten sowie dem Gefaliendothel

exprimiert wird.'2°

Im Interstitium erfolgt die Leukozytenbewegung (Migration) auf Basis des

vorherrschenden Chemokingradienten, der vom Inflammationsfokus ausgeht.

Rolling ———— > Adhasion ——— Diapedese ——— Migration

)
Qmﬂ P-Selectin / Sialyl-Lewis* LY} ICAM-1/ LFA-1, Mac-1

& E-Selectin/ Sialyl-Lewis® &P VCAM-1/VLA4 Integrin

\J/
& L-Selectin/GyCAM-1 Vo PECAM-1/PECAM-1

Abbildung 4: Schematischer Ablauf der Leukozyten-Adhdrenz an das GefdRendothel mit anschlieBender
Diapedese und Migration ins Intestinum nach Hagn.

ICAM-1 - intercellular adhesion molecule 1, LFA-1 - lymphocyte function-associated antigen 1, Mac-1 -

macrophage-1 antigen, VCAM-1 - vascular cell adhesion molecule 1, VLA-4 - very late antigen 4, PECAM-
1 - platelet-endothelial cell adhesion molecule 1.
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3 Fragestellung

Steigende Patientenzahlen und eine unzureichend verstandene Pathogenese erhdhen

den Druck, eine dringend bendtigte, wirksame Therapie der IC zu finden.

Die vorhergehende, vom Autor durchgeflhrte Studie zum Thema ,Auswirkungen von
DIBI, einem neuartigen Eisenchelator, auf Schmerzempfinden und Krankheitsverhalten
in einem murinen Modell der Interstitiellen Cystitis“’® zeigte den positiven Einfluss der
hier verwendeten Testsubstanz, DIBI, auf das Krankheitsverhalten und die
Schmerzsensibilitdt in einem Mausmodell der IC. Es konnte beobachtet werden, dass
unter Therapie mit DIBI das krankheitsbedingte Verhalten von BALB/c Mausen
signifikant beeinflusst und der Schwellwert fur das Schmerzempfinden kranker Tiere
nach einer Therapie ebenfalls signifikant verbessert wurde. Als nachster Schritt soll nun
eine weitere Testung von DIBI wichtige mechanistische Aufschlisse Uber die

antiinflammatorische Wirkung dieser Substanz geben.

Es wird postuliert, dass eine Therapie mit DIBI zu einer Reduktion der
Inflammationsreaktion bei experimenteller IC fuhrt. Die Evaluation erfolgte durch die
intravitale Untersuchung aktivierter Leukozyten und des kapillaren Blutflusses in der
Mikrozirkulation der Blasenwand sowie die Bestimmung der Plasmaspiegel

inflammatorischer Mediatoren in einem tierexperimentellen IC-Modell (Maus).
Folgende Fragestellungen wurden im Rahmen dieser Arbeit behandelt:

1. Kann die intravesikale Gabe von DIBI, einem neuartigen Eisenchelator, die Zahl
der fest adharierenden Leukozyten in den Venolen der Blasenwand, in einem

experimentellen Mausmodell von IC reduzieren?
2. Kann die intravesikale Gabe von DIBI die Zahl der temporar adharierenden
Leukozyten reduzieren, sowie die funktionelle Kapillardichte in der Blasenwand

in einem experimentellen Mausmodell von IC verbessern?

3. Fuhrt die intravesikale Gabe von DIBlI zu einer Verbesserung der

Kapillarperfusion der Blasenwand in einem experimentellen Mausmodell von IC?

4. Hat die intravesikale Gabe von DIBI einen Einfluss auf die Plasmaspiegel

inflammatorischer Mediatoren in einem experimentellen Mausmodell von IC?
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4 Material und Methoden

Die Versuchsdurchfuhrung erfolgte im Mikrozirkulationslabor der Dalhousie University in
Halifax, Kanada an der Abteilung fur Anasthesie, Schmerzmanagement und
perioperative Medizin unter der Leitung von Prof. Dr. med. Christian Lehmann. Der
Zeitraum des Forschungsaufenthalts ersteckte sich von Juni 2018 bis Oktober 2018. Im
Rahmen des Experiments konnten Daten zu unterschiedlichen Fragestellungen
gesammelt werden. Ein Teil dieser Daten wurde zur Erstellung einer Diplomarbeit an der
Paracelsus Medizinischen Privatuniversitat herangezogen. Diese Daten finden sich nicht
in dieser Arbeit wieder und sind klar von den verwendeten Daten dieser Arbeit

abzugrenzen.

In diesem experimentellen Tiermodell wurde eine randomisierte kontrollierte Studie als
Studiendesign gewahlt. Tiere, bei denen eine IC induziert wurde und die eine
Behandlung mit DIBI erhielten, wurden mit einer gleichwertig erkrankten, unbehandelten

Kontrollgruppe verglichen (weitere Kontrollgruppen s.u.).

Die tierexperimentellen Untersuchungen wurden gemaf den Richtlinien des Canadian
Council of Animal Care (CCAC) durchgefihrt und vom University Committee of
Laboratory Animals (UCLA) der Dalhousie University Halifax, Kanada genehmigt. Als
Voraussetzung und Qualifikationsnachweis diente eine zuvor erfolgreich abgelegte

theoretisch-praktische Priufung durch die Carleton Animal Care Facility.

Zeitgleich wurden von Herrn Dr. med. univ. Robert Westhofen im selben Labor Daten fiir
seine Dissertationsschrift erhoben. Unter &hnlichen methodischen Bedingungen
beschaftigte Herr Dr. med. univ. Westhofen sich mit der Erforschung von Cannabinoid-
Rezeptor-Agonisten auf die Inflammationsreaktion bei IC. Teile der Methodik und des

Versuchsaufbaus wurden von uns gemeinsam etabliert und angewendet.

4.1 Material

4.1.1 Versuchstiere

Fir die Versuchsdurchfiihrung wurden 20 sechs bis acht Wochen alte weibliche BALB/c
Mause (Charles River Laboratories International Inc., Wilmington, MA, USA) mit einem

Kdrpergewicht zwischen 17 g und 21 g herangezogen.

Die Versuchstiere wurden in Gruppen (n = 5/ Gruppe) in temperaturkontrollierten und
klimatisierten Kafigen (22 °C, 55 % - 60 % Luftfeuchtigkeit) mit Wasser und

Trockennahrung ad libitum in einem 12-stiindigen Tag- / Nachtrhythmus in der Carleton
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Animal Care Facility der Dalhousie University fir mindestens eine Woche akklimatisiert,

bevor sie fur die weitere Versuchsdurchfiihrung verwendet wurden.

4.1.2 Substanzen

Bei der verwendeten Testsubstanz, DIBI, handelt es sich um einen neuartigen 3-
hydroxypyridin-4-one Eisenchelator der Firma Chelation Partners Inc. (Halifax, NS,
Kanada). Als Chelatormotive dienen aromatische Hydroxypyridinon-Ringe (HPO), die
auf einem Polyvinylpyrrolidon (PVP)-Grundgerist zu eisenbindenden Polymeren
verbunden wurden (Abbildung 5). Diese Struktur befahigt DIBI selektiv an trivalente
Eisen-lonen (Fe®) in Form von tris-Chelaten zu binden. Des Weiteren weist die
Testsubstanz eine hohe Wasserloslichkeit sowie ein niedriges Molekulargewicht auf."

GroRRenbedingt beschrankt sich der Wirkungsort von DIBI auf den extrazellularen Raum.

Studien konnten eine antiinflammatorische,'39216  antibakterielle16:1%%  sowie

antikanzerogene’®'”® Wirkung von DIBI bereits nachweisen.

Zur Versuchsdurchfuhrung wurde das in Pulverform zur Verfigung gestellte DIBI
zunachst mit 0,9 %iger Kochsalzlésung (Baxter, Mississauga, ON, Kanada) in Lésung
gebracht. Fur den weiteren Versuchsablauf wurde mit einer Konzentration von 80 mg/kg

Korpergewicht (KG) gearbeitet.

Abbildung 5: Strukturformel von DIBI (A); schematische Darstellung der Bindung von Eisen an DIBI (B)
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4.2 Gruppeneinteilung

Die 20 Versuchstiere wurden in vier Gruppen (n = 5/ Gruppe) randomisiert:

= Kontrollgruppe (CON) ohne IC/ohne Therapie
= Endotoxingruppe (LPS) ohne Therapie

= Therapiegruppe (LPS+DIBI)

= Behandlungsgruppe (DIBI) ohne IC

4.3 Versuchsablauf

In diesem Versuchsaufbau wurde auf ein experimentelles Mausmodell zurtuckgegriffen,
bei der mittels intravesikaler Gabe eines Endotoxins (Lipopolysaccarid — LPS von
Escherichia coli (E. coli), Serotyp 026:B6, Potenz 3.000.000 1U) eine IC induziert wurde.

Die nachfolgende Abbildung 6 zeigt den schematischen Versuchsablauf.
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Abbildung 6: Schematischer Versuchsablauf

4.3.1 Vorbereitung, Andsthesie und Monitoring

Am Beginn der Versuche wurde das Korpergewicht der Versuchstiere mittels
elektronischer Waage ermittelt. Des Weiteren wurden die Versuchstiere auf dullere
Verletzungen wie Biss- oder Kratzwunden untersucht sowie auf Verhaltensauffalligkeiten

vor Beginn der Versuche geachtet und gegebenenfalls dokumentiert.

Zu \Versuchsbeginn erfolgte die Einleitung der Allgemeinanasthesie mittels
intraperitonealer Injektion von Natrium-Pentobarbital 90 mg/kg (Ceva Animal Health Inc.,
Cambridge, ON, Kanada). Nach Eintreten der Wirkung wurden die Mause in Ruckenlage
auf einer vorgeheizten Warmematte positioniert um eine Hypothermie zu verhindern. Fir
den weiteren Versuchsablauf wurde eine rektale Temperatursonde zur kontinuierlichen
Messung der Koérperkerntemperatur eingeflihrt. Mittels eines Feedback-Systems (Kent

Scientific Corporation, Torrington, USA) wurde diese konstant auf 37 + 0,5 °C gehalten.
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Das Erreichen einer suffizienten Narkosetiefe wurde durch das Fehlen einer Reaktion
auf Schmerzstimuli im Bereich der Hinterpfoten (Zehen-Quetsch-Reflex) bestatigt. Die
Narkosetiefe wurde wahrend des gesamten Versuchsverlaufs regelmafiig tberprift und

bei Bedarf wurde die Narkose mit repetitiven Gaben Pentobarbital vertieft.

4.3.2 Chirurgische Praparation und Katheterisierung

Im ersten Schritt wurde der suprapubische Bereich mittels Alkoholtupfer griindlich
desinfiziert. Anschlielend erfolgte mit Hilfe einer Praparierschere und einer
anatomischen Pinzette das Entfernen der suprapubischen Haut mit Fell auf einer Flache
von etwa 5 x 5 mm. Im nachsten Schritt erfolgte die mediane Laparotomie. Entlang der
Linea alba wurde zunachst durch scharfe Trennung bei minimalem Blutverlust ein
Zugang zum suprapubischen Bereich geschaffen, ehe dieser stumpf auf die gewtinschte
GroRe erweitert wurde. Im Anschluss konnte die Blase mit Hilfe befeuchteter

Wattestabchen frei prapariert, dargestellt und mobilisiert werden.

Im darauffolgenden Schritt erfolgte die Entleerung des Harnes in der Blase und
anschliellende Katheterisierung. Dafiir wurde die Blase unter leichtem Druck zwischen
Daumen und Zeigefinger manuell vom Apex der Blase zum Blasenhals entleert. Der Urin
wurde mit Hilfe eines Tupfers aufgefangen und verworfen. Nach der Reposition der
Blase in die Bauchhohle erfolgte mittels anatomischer Pinzette die Darstellung und
Fixierung des urethralen Ostiums. Ein 30-G-Katheter konnte anschliel3end vorsichtig in
die Blase vorgeschoben werden, bis eine sichere Lage in der Blase gewahrleistet war.
Dabei wurde auf etwaige Resistenzen geachtet, um keine Verletzungen an der Urethra
zu setzten. Nach behutsamem Abklemmen des urethralen Ostiums wurden
gruppenabhéangig gewichtsadaptiert 0,9 %ige Kochsalzlésung (Baxter, Mississauga,
ON, Kanada) oder 0,375 mg/kg LPS (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Kanada) zu Induktion
der experimentellen Cystitis instilliert. Um einen vesiko-urethralen Reflux zu vermeiden,
wurde der Katheter im Anschluss langsam zurlick gezogen, die geflllte Blase mit
vorgewarmter Kochsalzlésung befeuchtet und mit abdominellem Fett sowie einem

feuchten Tupfer bedeckt um eine Austrocknung des Operationsgebietes zu verhindern.

Die Versuchstiere wurden fir 15 Minuten in der Ruckenlage und anschlieRend 15
Minuten in der Bauchlage gelagert um eine Benetzung aller Blasenwande mit der

instillierten Substanz zu gewahrleisten.

Nach Ablauf der 30-minltigen Wartezeit erfolgte erneut eine manuelle Entleerung und
Katheterisierung der Blase wie oben beschrieben. Diesmal wurde gruppenabhangig

gewichtsadaptiert 0,9 %ige Kochsalzlésung oder 80 mg/kg/KG DIBI in die Blase

27



instilliert. Wie zuvor wurden die Versuchstiere 15 Minuten in Rickenlage und

anschlielend 15 Minuten in Bauchlage positioniert.

4.4 Intravitalmikroskopie

Die Intravitalmikroskopie (IVM) stellt ein Verfahren zur Untersuchung mikroskopischer
Prozesse in lebenden Organismen dar. Fur diese Studie wurde mit Fluoreszenz-Video-
Mikroskopie gearbeitet, bei der Fluorochrome wie Rhodamin-6G oder Fluorescein
Isothiocyanat Albumin (FITC) zum Einsatz kommen, um vitalen Strukturen Fluoreszenz
zu verleihen. Rhodamin-6G diente als Fluoreszenzfarbstoff zur Anfarbung von
Mitochondrien; daher wurden vorwiegend Leukozyten im Blut gefarbt. FITC-Albumin
hingegen half durch die resultierende Kontrastanhebung des Plasmas bei der
Visualisierung des Blutflusses im Kapillarbett. Mit Hilfe dieser Untersuchungen konnten
unterschiedliche Stadien der Leukozytenadhasion sowie die Kapillarperfusion

(funktionelle Kapillardichte - FCD) der Blasenwand dargestellt werden.

Abbildung sieben zeigt den schematischen Versuchsaufbau der Intravitalmikroskopie.

441 Technik

Die Intravitalmikroskopie erfolgte mit folgender technischer Ausstattung:

e Epifluoreszenzmikroskop (Leica DM LM; Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar, Deutschland)
e Objektiv: (20 x 0,5; Achroplan, Carl Zeiss, Jena, Deutschland)
o Filtersatz (Carl Zeiss, Jena, Deutschland)
o Nr. 10 fur Beobachtungen mit FITC-Albumin (Anregung: BP 450 — 490;
Frequenzteiler: 510; Emission: 515 - 565)
o Nr. 20 flr Beobachtungen mit Rhodamin-G6 (Anregung: BP 546/12;
Frequenzteiler: 560; Emission: 575 - 640)
e Lichtquelle HBO 50 (Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe; OSRAM GmbH,
Munchen, Deutschland)
e Videokamera (BC-71; AVT Horn, Aalen, Deutschland)
o Videokarte IC-Capture (The Imaging Source Europe GmbH, Bremen,
Deutschland), PC Computer-System
e Monitor Toshiba LCD Monitor (Toshiba America Information Systems, USA)
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Abbildung 7: Versuchsaufbau der Intravitalmikroskopie. Modlifiziert aus Lehmann C. '1°

4.4.2 Durchfiihrung der Intravitalmikroskopie

Nachdem die Maus wieder in Ruckenlage positioniert wurde, begann nach einer
weiteren halben Stunde, in der das Operationsfeld kontinuierlich mit feuchten Tupfern
bedeckt wurde, die Vorbereitung der Fluorochromgabe. Die weiteren Arbeitsschritte
erfolgten bei mdglichst abgedunkelten Lichtverhaltnissen, um einem Ausbleichen der

Fluoreszenz entgegen zu wirken.

Finfzehn Minuten vor Beginn der Intravitalmikroskopie erfolgte die intravenése Gabe
von 0,05 %igem Rhodamin-6G (1.5 ml/kg; Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Kanada;
Lésungsmittel: NaCl 0,9 %) in eine Schwanzvene. Danach erfolgte die intravendse
Injektion von 5 %iger FITC-Albumin-Lésung (1 ml/kg; Sigma-Aldrich, Oakville, ON,
Kanada; Losungsmittel: NaCl 0,9 %).

Unmittelbar vor der Mikroskopie wurde die Blase des Versuchstieres erneut mit feuchten
Wattestdbchen leicht aus der Bauchhohle luxiert, mit vorgewarmter Kochsalzlésung
angefeuchtet und an der zu untersuchenden Stelle ein Deckglas positioniert. Die
Untersuchung der Blase sowie die darauffolgende Aufnahme der Videosequenzen

erfolgte an unterschiedlichen Stellen, um einen Gesamteindruck der Blase zu erhalten.

Zunachst wurden mittels Fokussierung am Mikroskop geeignete Gesichtsfelder der
Blasenwand eingestellt. Nach Wahl des Filtersatzes Nr. 10 wurden sechs Gesichtsfelder
mit unverzweigten Venolen aufgesucht und fir 30 Sekunden aufgezeichnet. Danach

erfolgte, nach Wechsel auf den Filtersatzes Nr. 20, erneut Aufnahmen von sechs
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Gesichtsfeldern Uber einen Zeitraum von jeweils 30 Sekunden zur Evaluierung der
Kapillarperfusion. Die Gesamtdauer der Mikroskopie und Videoaufnahme betrug etwa
20 Minuten.

4.4.3 Versuchsauswertung

Die Auswertung der aufgenommenen Videosequenzen erfolgte nach Beendigung des
Versuchsablaufes. Diese wurde in einem dunklen Raum an einem separaten Monitor mit

der Bildverarbeitungssoftware Fiji (ImageJ; NIH, US)'®” durchgefiihrt.

Mit Hilfe eines Objektmikrometers konnten bei der Auswertung am Monitor
malstabsgerechte Groflen- und Langenbestimmungen der GefalRe bzw. Kapillaren
vorgenommen werden. Vor Beginn der Analysen wurde das Messinstrument mittels

Mikrometereichmalstab geeicht.

4431 Leukozyten-Endothel-Interaktion

Es wurden sechs unverzweigte Venolen unterschiedlicher Blasenwandabschnitte mittels

folgender zwei Parameter ausgewertet:

Feste Leukozyten-Adhédrenz

Dieser Parameter wurde definiert als die Anzahl von Leukozyten auf einer
umschriebenen (zylindrischen) Endotheloberflache, die Uber den
Beobachtungszeitraum von mindestens 30 Sekunden fest an der GefalRwand hafteten.
Hierzu wurde ein polygonaler GefaRabschnitt zur Flachenbestimmung auf den
Videobildern markiert und die darin enthaltenen Leukozyten gezahlt. Die permanente
Adhasion von Leukozyten an der Gefallwand ist Zeichen einer fortgeschrittenen

Inflammationsreaktion.
N = Zellen [n] / Flache [mm?]

Temporédr mit dem Endothel interagierende Leukozyten

Dieser Paramter wurde definiert als die Anzahl an Leukozyten, die in einem Zeitraum
von 30 Sekunden einen bestimmten Gefalldurchmesser rollend passieren. Zur Analyse
wurde an einer geeigneten Stelle im Video durch eine Venole eine Linie gezeichnet und
die die Linie passierenden Leukozyten gezahlt. Leukozyten, die keine rollende
Interaktion mit dem GefalRendothel vollziehen, kénnen aufgrund ihrer hohen

Geschwindigkeit in der Regel visuell nicht detektiert werden. Typischerweise liegt die
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Geschwindigkeit rollender Leukozyten bei etwa 50 um/s '?°. Das Rollen von Leukozyten
entlang der Endotheloberflache ist Zeichen einer beginnenden Aktivierung der

Leukozyten und schlie3t auf den Beginn einer Inflammationsreaktion.
Roller-Fluss = Zellen [n] / Minute

Abbildung 8 zeigt das Standbild einer IVM. Zu sehen ist eine Venole der Blasenwand mit

rollenden und adharenten Leukozyten. Durch die Lumineszenz von Rhodamin-6G

konnen diese als helle Punkte identifiziert werden.

Abbildung 8: Standbilder von Venolen wéhrend der IVM einer muriner Blasen (Vergré3erung = 200x).
(A) Versuchstier der Kontrollgruppe. (B) Versuchstier mit IC. Weille Pfeile markieren Leukozyten, die mit
dem Gefédllendothelium interagieren.

4.4.3.2 Funktionelle Kapillardichte

Die funktionelle Kapillardichte (FCD) errechnet sich aus der Gesamtlange aller mit
Erythrozyten perfundierten Kapillaren im Verhaltnis zu einer umschriebenen Flache. Die
Farbung mit FITC-Albumin ermdglicht eine Kontrastbildung zwischen hellem, FITC-
markiertem Plasma, und den darin enthaltenen dunklen Erythrozyten. Daraus folgend

wurden zwei verschiedene Zustande der Kapillarperfusion unterschieden:

= Funktionslose Kapillaren: Kapillaren ohne sichtbare Perfusion bzw. Kapillaren mit
sichtbar unbeweglichen oder pendelnden Erythrozyten wahrend eines
Zeitraumes von mindestens 30 Sekunden.

= Funktionelle Kapillaren: Sichtbare Perfusion bzw. Kapillardurchblutung Uber

einen Zeitraum von mindestens 30 Sekunden.

Im ersten Schritt der Videoanalyse wurde ein passender Bereich gewahlt, dessen Flache

anschlie®end markiert und vermessen wurde. Innerhalb des markierten Bereiches
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konnte so Uber den gesamten Aufzeichnungszeitraum von 30 Sekunden die Lange aller
sichtbar perfundierter Kapillaren gemessen werden. Das Verhaltnis dieser beiden
GroRen bildet die FCD.

FCD = Lange der perf. Kapillaren [mm] / Flache [mm?] = [mm™"]

Abbildung 9 zeigt ein Standbild einer IVM. Zu sehen ist das Kapillarnetz einer murinen
Blasenwand wie es fur die Versuchsauswertung fur die FCD gewahlt und aufgezeichnet
wurde. Die Evaluierung der Perfusion erfolgte durch Betrachtung der aufgenommenen

Videosequenz.
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Abbildung 9: Standbild eines Kapillarnetzes wéhrend der IVM einer murinen Blase (Vergré3erung = 200x).
Die weilRen Pfeile zeigen eine Kapillare ohne sichtbaren Durchtritt von Erythrozyten. Diese wurde als
funktionslose Kapillare gewertet.

4.5 Probengewinnung

Nach Beendigung der IVM und Aufnahme der Videosequenzen erfolgte die Gewinnung

von Probenmaterial.

Dazu wurde die bestehende mediane Laparotomie mit Hilfe einer chirurgischen Schere
nach kranial erweitert und der Thorax lateral des Sternums geéffnet. Unter Zuhilfenahme
zweier Klemmen wurden die Rippen beiseite gehalten um gute Sicht auf das Herz zu
erhalten. Anschliel3end erfolgte die kardiale Punktion mit einer zuvor mit 10 pl Heparin
(1000 Einheiten / ml; Sandoz Canada, Boucherville, QC, Kanada) vorgefillten Spritze
mit einer 25G x 5/8 Kanule zur Entnahme kardialen Blutes. Die Exsanguination, und
damit Euthanasie des Versuchstieres, bildete das Ende des Versuchsablaufes.

Durchschnittlich konnten etwa 0,5 ml kardiales Blut gewonnen werden.
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Im Anschluss wurde das gewonnene Blut mit Hilfe einer Mikropipette (Eppendorf Canada
Ltd., Mississauga, ON, Kanada) in ein Mikroreaktionsgefal} pipettiert und bei 7000 rpm
zentrifugiert (SciLogex D1008; Montreal Biotech Inc., Kirkland, QC, Kanada). Das
daraus entstandene Blutplasma wurde wiederum mittels Mikropipette in ein
Mikroreaktionsgefald Gberfihrt und in flissigem Stickstoff eingefroren. Die
anschlieliende Lagerung bis zur Durchfliihrung der Mediatoranalyse, erfolgte in einem
Gefrierschrank bei -80 °C (Thermo Fisher Scientific, Marietta, OH, USA).

4.6 Mediatoranalyse

Die Bestimmung der Plasmazytokin- sowie Adhasionsmolekulspiegel erfolgte mit Hilfe
eines individuell zusammengestellten 12-plex Bio-Plex Pro™ Immunoassay zur
Messung von Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren von Mausen (Bio-Rad
Laboratories Ltd., Mississauga, ON, Kanada). Dieses Assay verwendet ein Sandwich-
ELISA als Grundlage fir die Biomarker-Detektion (Abbildung 10).

Strepta\ndln

«— Biotin
Phycoerythrin- / . Detektions-
Fluoreszenz- Antikérper
Reporter / \
gesuchter __.

Biomarker \

Fangantikbrper —

A

Magnetkugel —

Abbildung 10: Sandwich - ELISA als Grundlage des Bio-Plex™ Immunoassays.

Die Plasmaspiegel folgender Zytokine sowie Adhasionsmolekule wurden gemessen: IL-
1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 p70, IL-13, IL-17A, IFN- y, TNF-a, P-Selectin und ICAM-
1.

Die Kalibrierung und Eichung des Luminex-Systems, sowie die Durchfihrung der

Analysen erfolgte gemall den Herstellerangaben. Samtliche Plasmaproben wurden
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doppelt gemessen und Standardkurven aufgenommen. Die Analyte wurden mit Hilfe der

Bio-Plex™ Verdinnung dreifach verdiinnt und aufbereitet.

Zu Beginn wurden 50 pl der Fangantikorper mit Magnetkugelbesatz in jede Vertiefung
der 96-Well Mikroplatte pipettiert, bevor anschlieRend die Platte unter Zuhilfenahme der
Bio-Plex™ Waschstation mit Pufferlésung gespult wurde. Im nachsten Schritt wurden
zuerst Referenzlésungen, anschliefend die dreifach verdiinnten Plasmaldsungen in die
Vertiefungen pipettiert. Die Mikroplatte wurde danach fir eine Stunde in einer
Dunkelkammer bei 300 rpm bewegt, um anschliefdend erneut dreimalig ausgewaschen
zu werden. Darauffolgend wurden die biotinylierten Detektionsantikérper in die
Vertiefungen hinzugefligt und erneut im Dunkelraum fir 30 Minuten inkubiert, ehe diese
dreifach mit Pufferldésung gespllt wurden. Im darauffolgenden Schritt wurde
Streptavidin-Phycoerythrin (Streptavidin-PE) in die Vertiefungen pipettiert und im
Dunklen unter kontinuierlicher Bewegung fur 10 Minuten inkubiert. Nach erneuter
dreifacher Spulung der Mikroplatte wurde diese in das Bio-Plex® 200 System (Bio-Rad

Laboratories Ltd., Mississauga, ON, Kanada) eingelegt und ausgewertet.

4.7 Statistische Analyse

Sowohl die statistische Auswertung als auch die graphische Darstellung der Daten
erfolgte mit der Statistiksoftware GraphPad Prism 7.0 fir Microsoft Windows (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA). Der notwendige Umfang der Stichproben wurde vor
den Versuchen mittels Power-Kalkulation fur den primaren Endpunkt der Studie (feste
Leukozytenadhasion) berechnet. Die Normalverteilung der erhobenen Daten wurde
mittels Shapiro-Wilk-Test nachgewiesen. Die Testung von Varianzhomogenitat erfolgte

mit Hilfe des Brown-Forsythe-Tests.

Waren alle Voraussetzungen gegeben, erfolgte eine einfaktorielle Varianzanalyse (one-
way ANOVA). Lagen Signifikanzen vor, erfolgte post-hoc ein nach Bonferroni korrigierter
t-Test. Konnte keine Normalverteilung der Daten festgestellt werden, wurde eine
nichtparametrische Varianzanalyse (Kruskal-Wallis) mit post-hoc Vergleich nach Dunn

vorgenommen.

Das Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05 festgelegt. Die Daten wurden als Mittelwert +
Standardfehler (SEM) dargestellt.
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5 Ergebnisse

5.1 Leukozyten-Endothel-Interaktion

5.1.1 Feste Leukozyten-Adharenz

Versuchstiere mit IC und anschlieRender Therapie mit DIBI (LPS + DIBI) zeigten eine
signifikant geringere Zahl an fest adharierenden Leukozyten im Vergleich zu Tieren der
unbehandelten IC-Gruppe (LPS; p = 0,003). Tiere der LPS-Gruppe hatten einen
signifikanten Anstieg der Anzahl an adharierenden Leukozyten um die 3,24-fache
Zellzahl gegenuiber der Kontrollgruppe. Es konnte kein Unterschied zwischen Tieren der

Behandlungsgruppe (DIBI) und der Kontrollgruppe gezeigt werden (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Adhédrente Leukozyten in submukosalen Blasenvenolen von weiblichen BALB/c Médusen mit
folgenden Gruppen: Kontrollgruppe (CON; n=5); Endotoxingruppe ohne Therapie (LPS; n=5) [0,375mg/kg];
Therapiegruppe (LPS+DIBI; n=5) [80mg/kg]; Behandlungsgruppe (DIBI; n=5). Mittelwerte + Standardfehler
(SEM). *p < 0,05 versus CON, #p < 0,05 versus LPS.
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5.1.2 Temporidr interagierende Leukozyten

Bei temporar interagierenden Leukozyten konnten keine signifikanten Unterschiede
gefunden werden (Abbildung 12). Tiere der Kontrollgruppe zeigten hier einen mittleren
Fluss von etwa 96 Zellen/min wo hingegen erkrankte Tiere der LPS-Gruppe einen Fluss
von 54 Zellen/min aufzeigen. Kranke Tiere nach intravesikaler Therapie mit DIBI hatten
einen Roller-Fluss von 76 Zellen/min; gesunde Tiere in der Behandlungsgruppe 89

Zellen/min.
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Abbildung 12: Temporér interagierende Leukozyten in submukosalen Blasenvenolen von weiblichen
BALB/c Méusen mit folgenden Gruppen: Kontrollgruppe (CON; n=5); Endotoxingruppe ohne Therapie (LPS;
n=5) [0,375mg/kg]; Therapiegruppe (LPS+DIBI; n=5) [80mg/kg]; Behandlungsgruppe (DIBI; n=5).
Mittelwerte + Standardfehler (SEM).
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5.2 Funktionelle Kapillardichte

Die Auswertung der FCD konnte keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen zeigen. Im Mittel waren bei Tieren der Kontrollgruppe 0,023 + 0,003 mm/mm?
perfundiert, bei Tieren der Endotoxingruppe (LPS) 0,015 + 0,008 mm/mm?. Kranke Tiere
mit DIBI Therapie zeigten eine Kapillarperfusion von 0,023 + 0,003 mm/mm? und

gesunde Tiere der Behandlungsgruppe 0,023 + 0,002 mm/mm? (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Kapilldre Perfusion quantifiziert als funktionelle Kapillardichte (FCD) in M&useblasen von
weiblichen BALB/c Mé&usen mit folgenden Gruppen: Kontrollgruppe (CON; n=5); Endotoxingruppe ohne
Therapie (LPS; n=5) [0,375mg/kg]; Therapiegruppe (LPS+DIBI; n=5) [80mg/kg]; Behandlungsgruppe (DIBI;
n=5). Mittelwerte + Standardfehler (SEM).

5.3 Mediatoranalyse

Fir die Mediatoranalyse wurden die Plasmaspiegel folgender Zytokine: IL-1B, IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10, IL-12 p70, IL-13, IL-17A, IFN- y, TNF-a, und der Adhasionsmolekile P-
Selectin und ICAM-1 analysiert.

Es konnten lediglich Plasmaspiegel fir die Zytokine IL-4, IL-6 sowie der
Adhasionsmolekule P-Selectin und ICAM-1 gemessen werden. Die Spiegel der anderen
Mediatoren lagen unterhalb der Nachweisgrenze und konnten nicht zur Auswertung

herangezogen werden.
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5.3.1 Interleukin-4

Bei den Plasmaspiegeln des Zytokins IL-4 konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen beobachtet werden (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Plasmalevel des Zytokins IL-4 weiblicher BALB/c Mé&usen mit folgenden Gruppen:
Kontrollgruppe (CON; n=5); Endotoxingruppe ohne Therapie (LPS; n=4) [0,376mg/kg]; Therapiegruppe
(LPS+DIBI; n=5) [80mg/kg]; Behandlungsgruppe (DIBI; n=4). Mittelwerte + Standardfehler (SEM).

5.3.2 Interleukin-6

Der Vergleich der IL-6 Plasmalevel konnte keine signifikanten Unterschiede innerhalb
der Gruppen zeigen (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Plasmalevel des Zytokins IL-6 weiblicher BALB/c Mé&usen mit folgenden Gruppen
Kontrollgruppe (CON; n=5); Endotoxingruppe ohne Therapie (LPS; n=4) [0,376mg/kg]; Therapiegruppe
(LPS+DIBI; n=5) [80mg/kg]; Behandlungsgruppe (DIBI; n=4). Mittelwerte + Standardfehler (SEM).
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5.3.3 P-Selectin

5Fir die P-Selectinspiegel in Plasma konnten innerhalb der Gruppen die
Signifikanzgrenze nicht erreicht werden (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Plasmalevel des Adhésionsmolekiils P-Selectin weiblicher BALB/c Mausen mit folgenden

Gruppen: Kontrollgruppe (CON; n=5); Endotoxingruppe ohne Therapie (LPS; n=4) [0,375mg/kg];
Therapiegruppe (LPS+DIBI; n=5) [80mg/kg]; Behandlungsgruppe (DIBI; n=4). Mittelwerte + Standardfehler
(SEM).

5.3.4 ICAM-1

Abbildung 17 zeigt die Plasmaspiegel von ICAM-1. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen gefunden werden.
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Abbildung 17: Plasmalevel des Adhé&sionsmoleklils ICAM-1 weiblicher BALB/c Méusen mit folgenden
Gruppen: Kontrollgruppe (CON; n=5); Endotoxingruppe ohne Therapie (LPS; n=4) [0,3756mg/kg];
Therapiegruppe (LPS+DIBI; n=5) [80mg/kg]; Behandlungsgruppe (DIBI; n=4). Mittelwerte + Standardfehler
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6 Diskussion

Im Zuge dieser Dissertationsarbeit wurde erstmals ein moglicher Therapieeffekt von
DIBI, einem neuartigen Eisenchelator, bei der Behandlung von LPS-induzierter IC in
Bezug auf Leukozyten-Endothel-Interaktionen, Kapillarperfusion sowie Spiegel
inflammatorischer Mediatoren untersucht. Die Evaluierung erfolgte mittels
Intravitalmikroskopie  (IVM) fir die Leukozyten-Endothel-Interaktionen  und
Kapillarperfusion; die Messung der Mediatorspiegel erfolgte mittels 12-plex Bio-Plex

Pro™ Immunoassay.

Nach Induktion der experimentellen IC mittels LPS konnte bei der Zahl der fest
adharierenden Leukozyten ein signifikanter Anstieg im Vergleich zur Kontrollgruppe
beobachtet werden. Des Weiteren konnte bei Tieren mit DIBI-Therapie eine signifikante
Abnahme der fest adharierenden Leukozyten im Vergleich zu unbehandelten Tieren mit
IC gezeigt werden. Sowohl der Fluss der temporar interagierenden Leukozyten sowie
der FCD konnten diesen Effekt nicht replizieren. Bei der Messung von 12
inflammatorischen Mediatoren im Blutplasma lagen lediglich vier (IL-4, IL-6, P-Selectin,
ICAM-1) oberhalb der Nachweisgrenze und konnten fir die weiteren Analysen
herangezogen werden. Keiner der Mediatoren zeigte einen signifikanten Unterschied

nach einer Therapie mit DIBI im Vergleich zu unbehandelten Tieren mit IC.

6.1 Diskussion der Methoden

6.1.1 Versuchsmodell

Fur die Untersuchung der therapeutischen Wirksamkeit von DIBlI wurde auf ein
experimentelles, LPS-induziertes IC-Mausmodell zurlickgegriffen.?®! Die Verwendung
von Mausen gilt als eine der uUblichen Modell-Spezies, jedoch werden in der Literatur
auch oft Ratten oder Katzen, aufgrund ihrer natirlich erhéhten Inzidenz fir IC, als

Alternativen herangezogen.’8118.133

Da der genaue Pathomechanismus der Entstehung von IC aktuell unbekannt ist,
kommen mehrere Methoden zur Induktion einer experimentellen IC in Frage. Das
Einbringen von spezifischen Zellwandbestandteilen von gramnegativen Bakterien (LPS)
zur Induktion stellt eine etablierte Methode in der Literatur dar.2% Jerde et. al konnte
zeigen, dass eine intravesikale Instillation eines LPS von E. coli im murinen Modell zu
einer Inflammation der Blase fiihrt.” Vergleicht man die vorhandene Literatur, kommen
jedoch auch andere Substanzen wie Cyclophosphamid oder Wasserstoffperoxid zum
Einsatz.5288147 Andere Forschungsgruppen wiederum verwendeten Endotoxine des

Bakteriums P. aeruginosa.'* Eine Cystitis-Induktion mit Hilfe dieser Substanzen kénnte
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zu anderen Ergebnissen dieser Arbeit flihren. Nachdem LPS an TLR4 bindet, kommt es
zu einer Aktivierung von NF-kB, was wiederum zu einer erhéhten Synthese
proinflammatorischer Zytokine, einer Aktivierung von Entziindungszellen sowie einer
Hochregulation von Adhasionsmolekilen fuhrt und, in weiterer Folge, eine
Entziindungsreaktion hervorruft.??®> Entsprechend den einheitlichen Empfehlungen zu
intavesikaler Induktion einer IC wurde in dieser Studie mit einer LPS Konzentration von
5 mg/kg/KG gearbeitet. Vorrangegangene Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe
konnten bereits wichtige Ruckschlisse auf die zu wahlende LPS-Konzentration zur

Induktion der experimentellen Cystitis liefern.”*230

Die intravesikale Instillation stellt eine gangige Methode der Induktion der
experimentellen IC dar.”'® Da auch die IC-Therapie beim Patienten intravesikale
Wirkstoffinstillationen mit beispielsweise DMSO vorsieht, erscheint dies bei der
Testsubstanz DIBI ebenfalls als realistisch.’*' Bei der Verwendung eines Eisenchelators
sollen so systemische Nebeneffekte der Eisenchelation vermieden werden und hohe

Wirkstoffkonzentrationen am Ort der Inflammation erreicht werden.

In der Vergangenheit konnten Studien die antiinflammatorische Wirksamkeit von
Eisenchelatoren belegen. So konnten Li & Frei zeigen, dass der Eisenchelator
Deferoxamin antiinflammatorische Wirksamkeit hat und zu einer Inhibition von LPS-
induziertem oxidativem Stress sowie Aktivierung von NF-kB in einem murinen Modell
fuhrt.'? Zu ahnlichen Ergebnissen gelangten auch Lin et al., die zeigen konnten, dass
eine Therapie mit dem lipophilen Eisenchelator 1,2-dimethyl-3-hydroxypyrid-4-one eine
LPS-induzierte Aktivierung von NF-kB (und somit Produktion von IL-6 und TNF-a) in

Leber-Makrophagen unterdriickt.'?®

6.1.2 Intravitalmikroskopie

Die Intravitalmikroskopie (IVM) stellt ein Mikroskopieverfahren dar, bei der mit Hilfe von
Fluoreszenzfarbstoffen (Fluorochrome) vitale Strukturen wie Leukozyten gefarbt und
anschlieflend beim lebenden Organismus dargestellt werden kdnnen. Im Allgemeinen
findet die IVM nur bei wenigen Arbeitsgruppen Verwendung, da diese Methodik mit
hohen Kosten verbunden ist.”*¢2° Sje bietet allerdings den Vorteil, mit Hilfe von
Videosequenzen unterschiedliche Aktivierungsstadien vitaler Zellen beobachten und
quantifizieren zu koénnen. Darauf basierend kann eine Unterscheidung zwischen
rollenden und bereits fest adharierenden Leukozyten an dem Gefal3endothel getroffen
werden und stellt so eine optimale Methode zur Evaluation der bearbeiteten

Fragestellungen dar. Obwohl gut beschriebene Maus-Modelle, die mittels VM
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untersucht wurden, zur Verfligung stehen, liefert die aktuelle Datenlage nur bedingt

Informationen zur Mikroskopie der murinen Blase.'4 860

Die IVM nach intravendser Injektion der Fluorochrome in eine der beiden Schwanzvenen
erfolgte zwei Stunden nach IC Induktion bzw. 90 Min. nach Therapiebeginn. Diese
Zeitintervalle stellten unsere Standardwerte dar, die auf Erfahrungswerten
vorangegangener Versuchsaufbauten eines LPS-induzierten Mausmodells unter
Anwendung der IVM basierten.?"2'® Ein Vergleich mit anderen Arbeitsgruppen konnte
ebenfalls dhnliche Zeitintervalle zwischen der LPS Gabe und Beginn der IVM zeigen.51°
Kowalewska et al. konnten positive Studienergebnisse flir Leukozyten-Endothel-
Interaktionen bei einer LPS-Instillation der Blase mit anschlieRender Evaluierung mittels

IVM bei Mausen zeigen."*

6.1.3 Mediatoranalyse

Die Analyse proinflammatorischer Zytokine sowie von Adhasionsmolekulen erfolgte mit
Hilfe eines Multiplex-Assays der Firma Bio-Rad. Diese Methode stellt ein
Standardverfahren in der Analyse von Zytokine dar.'® Die Bestimmung der Analyten
erfolgte aus Blutplasma, das im Anschluss an die IVM gewonnen und bis zur

Durchfiihrung des Assays bei -80 °C gelagert wurden.

Der verwendete 12-plex Bio-Plex Pro™ Immunoassay diente zur Messung
unterschiedlicher inflammatorischer Zytokine und Adhasionsmolekile, die eine
bedeutende Rolle in Leukozyten-Endothel-Interaktionen spielten. Zu diesen zahlten: IL-
1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 p70, IL-13, IL-17A, IFN- y, TNF-qa, P-Selectin und ICAM-
1. Bei lediglich vier der genannten Analyten (IL-4, IL-6, P-Selectin und ICAM-1) konnten
Werte oberhalb der Nachweisgrenze gemessen werden, sodass diese fir eine
Ergebnisauswertung herangezogen werden konnten. Diese Tatsache sei dem zeitlichen
Versuchsablauf der Studie geschuldet, bei der etwa 2,5 Stunden nach LPS-Gabe die
Probengewinnung stattfand. Kritisch sei zu erwahnen, dass die Cystitis-Stimulation
mittels LPS flr einen Zeitraum von lediglich 30 Minuten erfolgte, ehe dieses gegen DIBI
oder eine Kochsalzlésung ausgetauscht wurde. Untersuchungen von Saban et al. zum
zeitlichen Ablauf von Zytokin-Expression bei LPS-induzierter genitourealer
Entzindungen konnten zeigen, dass die Expression bestimmter Zytokine erst nach
einem bestimmten Zeitintervall auftrat.'® Die Erkenntnisse der Arbeit von Saban et al.
zeigten einen zeitabhangigen ein- bis zweigipfligen Anstieg der Blasengenexpression
bestimmter Zytokine. Die direkte LPS-Wirkung in einem Zeitraum von 30 Minuten bis
vier Stunden sorgt hier fur eine erste Erhdhung der Plasmaspiegel. Ein erneuter Anstieg

ist, je nach Zytokin, erst nach 24 Stunden zu erwarten. Hier konnte in weiterer Folge von
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Saban et al. beobachtet werden, dass die untersuchten Interleukine 183, 4, 6, 10 und 12
ihr Expressionsmaximum nach einer Stunde zeigen, im Anschluss jedoch wieder sinken.
Sowohl IFN-y, TNF-a als auch ICAM-1 zeigen ihren Expressionsgipfel nach vier
Stunden, das Adhasionsmolekil P-Selectin nach 30 Minuten sowie 24 Stunden nach
LPS-Stimulation. So scheint es wenig verwunderlich, dass eine Vielzahl der hier
getesteten Mediatoren 2,5 Stunden nach LPS-Stimulation ihr Expressionsmaximum
bereits erreicht hatten bzw. dieses noch bevorstand. Trotz dieser Tatsache konnten die
Interleukine 4 und 6 sowie P-Selectin und ICAM-1 die Nachweisgrenze erreichen. Dies
kdénnte darauf zurtickzuflihren sein, dass inflammatorische Mediatoren in der Studie von
Saban et al. in Clustern analysiert wurden und keine Analyse der einzelnen Sub-Zytokine
vorgenommen wurde. Um préazisere Ergebnisse aller getesteten inflammatorischer
Mediatoren zu erhalten, sollte in zuklnftigen Studien eine zeitlich gestaffelte
Bestimmung der einzelnen Analyten vorgenommen werden bzw. die Kontaktzeit des

LPS oder deren Konzentration erhoht werden.

6.2 Diskussion der Ergebnisse

6.2.1 Leukozyten-Endothel-Interaktionen

Im Rahmen einer Entzindung kommt es zu einer primaren, Zytokin-vermittelten
Abwehrreaktion, die mit einer Aktivierung von Leukozyten einhergeht. Nach einer
Annaherung aus der Blutstrommitte kommt es zunachst zu einer temporaren Interaktion
der Leukozyten mit dem GefalRendothel, in weiterer Folge zu einer festen Adhasion und

schlieBlich zur Migration der Zellen aus den GefaRen hin zur Entziindungsquelle.?3?

6.2.1.1 Feste Leukozyten-Adhdrenz

Feste Leukozyten-Adharenz beschreibt eine Integrin-vermittelte, feste Bindung der
Leukozyten an das GefalRendothel vor der Migration in das umliegende Gewebe. Eine
erhdhte Zahl an adharierenden Leukozyten deutet auf einer Inflammationsreaktion hin.
Dieser Parameter stellte den primaren Endpunkt der Studie dar. Es konnte gezeigt
werden, dass die Verwendung von Endotoxinen (LPS) zu einer signifikanten Zunahme

an adharenten Leukozyten an das GefaRendothel fiihrt.4"114

In der Kontrollgruppe ohne IC bzw. Therapie konnte eine Baseline-Leukozyten-Adhasion
von durchschnittlich 344 Zellen pro mm?2 gezahlt werden. Dieser erhohte Wert Iasst sich
mit einer leichten Inflammationsreaktion infolge von Gewebstrauma durch chirurgische

Préaparation und Manipulation der Blase begrinden. Exogene Einschleppungen von
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Verunreinigungen und Induktoren wurden durch Reinigung und Desinfektion der
Instrumente zu jeder Zeit vermieden. Durch Verwendung unterschiedlicher Chargen
konnte eine Infektion inklusive subklinischer Entziindung der Blase minimiert werden.
Die Tiere aller Gruppe zeigen zudem vergleichbare Standardabweichungen von 134,8
bis 187,2 Zellen/mm?. Vergleicht man die vorhandene Literatur, so zeigte eine Studie
von Berger et al. ahnliche Werte flr die Baseline-Leukozytenadhasion nach LPS-
induzierter IC mit IVM, sodass der gemessene Wert durchwegs plausibel erscheint.?’ Im
Gegensatz dazu, konnten Kowalewska et al. eine Basis-Adhasion von 15 — 20 fest
adharierenden Zellen pro Sichtfenster, bei einer LPS Konzentration von 5 mg/kg/KG
beschreiben.* Dieser enorme Unterschied kdnnte, trotz Verwendung unterschiedlicher
Chargen und HygienemalRnahmen, auf das Vorliegen einer subklinischen Cystitis
hinweisen. Kowalewska et al. therapierte alle Versuchstiere vor der
Versuchsdurchfuhrung (Applikation von LPS mittels Katheter) antibiotisch mit
Enrofloxacin, um das Vorliegen von Blasenentziindungen vor Beginn der Studie
auszuschlieRen. Eine antibiotische Vortherapie der Versuchstiere kdnnte bei zukunftigen
Studien angedacht werden, um eine bessere Vergleichbarkeit mit der Literatur zu

gewabhrleisten.

Nach der Induktion einer experimentellen IC mittels intravesikaler LPS-Instillation konnte
ein signifikanter Anstieg von etwa 70 % der adharierenden Leukozyten im Vergleich zu
der Kontrollgruppe gezeigt werden. Dies lasst auf eine ausreichende Konzentration von
LPS (5 mg/kg/KG) zur Induktion der IC schlieRen. Ein Literaturvergleich zeigt dhnliche

Werte bei intraperitoneal-induzierter LPS-Cystitis.?'

Es konnte gezeigt werden, dass, verglichen mit kranken Tieren ohne Therapie, eine
intravesikale Therapie mit DIBI eine signifikante Reduktion der Anzahl der fest
adharierenden Leukozyten bewirken kann. Hier konnte eine Abnahme der Leukozyten-
Zahl um etwa 50 % im Vergleich zu kranken Tieren ohne Therapie beobachtet werden.
DIBI fuhrt hier offensichtlich durch die Inhibition der extrazelluldaren Generierung von
ROS zu einer Unterdrickung der Inflammationskaskaden und Reduktion der Expression

von Zytokinen zur festen Zelladhasion.'®

Die Behandlungsgruppe (DIBI) konnte, im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe,
keinen signifikanten Unterschied in der festen Leukozytenadhasion aufzeigen. Bei einer
intravesikalen Instillation von DIBI kann somit ein negativer Einfluss der Testsubstanz

auf die Versuchstiere ausgeschlossen werden.
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6.2.1.2 Tempordr interagierende Leukozyten

Die temporare Adhasion von Leukozyten (Roller-Fluss) an das Gefalkendothel stellt den
ersten Schritt der Kaskade der Leukozytenaktivierung dar. Hier kommt es zu einer
Adhasionsmolekil-vermittelten temporaren Bindung der Zellen an Rezeptoren
(Selectine), die, aufgrund des Blutflusses und der daraus resultierenden Scherkrafte, die
Leukozyten in eine rollende Bewegung entlang der GefaBwand versetzen.'?? Dieser

Parameter stellt eine sekundaren Endpunkt der Studie dar.

Die Betrachtung der Ergebnisse des Roller-Flusses konnte keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen zeigen.

In der Kontrollgruppe konnte ein Basis-Roller-Fluss von etwa 96 Zellen/min beobachtet
werden. Aktuelle Studien zeigen im Vergleich dazu ahnliche Werte von etwa 80
Zellen/min auf.'* Generell kann es unter physiologischen Bedingungen zu einem Basis-
Roller-Fluss von bis zu 40 % der gesamten Leukozyten im Organismus kommen.'’
Dieser Basiswert kann als Bereitschaft zur raschen Aktivierung gewertet werden und

unterstitzt den in dieser Studie gemessenen Wert.

Im Gegensatz zur Arbeit von Kowalewska et al. konnte in dieser Studie kein signifikanter
Unterschied zwischen kranken Tieren der LPS-Gruppe und kranken Tieren nach DIBI-
Therapie gezeigt werden. Ein nicht-signifikanter Trend einer erneuten Zunahme der
rollenden Leukozyten von 54 Zellen/min auf 76 Zellen/min war zwar sichtbar, jedoch
lassen diese Ergebnisse aufgrund der mangelnden Signifikanz wenig Rickschlisse auf
die therapeutische Wirkung von DIBI zu. Kritisch zu betrachten sei, dass in der oben
genannten Studie die Evaluationen mittels IVM erst nach einem Zeitintervall von 4
Stunden, 4,5 Stunden und 5 Stunden nach einer Induktion von 5 mg/kg/KG bzw. 7
mg/kg/KG erfolgten.'™ Diese Beobachtungen stehen im Kontrast zur zeitabhangigen
Expression von Zytokinen, die eine temporare Leukozyten Interaktion mit dem
Gefalendothel induzieren. So tritt das Expressionsmaximum des Adhasionsmolekiils P-
Selectin nach 30 Minuten sowie 24 Stunden nach LPS-Applikation auf. Die
Studienergebnisse von Saban et al. kdnnten die vorliegenden Ergebnisse erklaren, da 2
Stunden nach LPS Instillation in diesem Modell wieder eine Abnahme des Zytokins zu
einem geringeren Roller-Fluss fuhren. Eine zukinftige Wiederholung der durchgefuhrten
Studie mit einem langeren Zeitintervall zwischen LPS-Induktion und IVM kdnnte hier zu

anderen Ergebnissen in Bezug auf den Roller-Fluss flihren.

Die niedrigen Werte des Roller-Fluss bei kranken Tieren lasst sich mit einer erhohten

Anzahl an bereits fest adharierenden Leukozyten erklaren. So kommt es in
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fortgeschrittenen Stadien der Inflammation zu einer vermehrten festen Adhasion, die zu

einem Mangel an temporar interagierenden Leukozyten flhrt.

6.2.2 Funktionelle Kapillardichte (FCD)

Die Kapillarperfusion der Mikrozirkulation stellt einen wichtigen Parameter in der
Beurteilung der Organvitalitat dar. Die FCD beschreibt das Verhaltnis der vitalen,

perfundierten Kapillaren im Verhaltnis zur betrachteten Flache.

Die gewonnenen Daten im Zuge dieser Arbeit konnten keine statistisch signifikante
Abnahme der FCD bei kranken Tieren ohne Therapie feststellen. Thorburn et al. konnten
eine Reduktion der FCD bei einem murinen Sepsis Modell zwei Stunden nach der
Induktion festestellen.?'® In der zuvor beschriebenen Studie von Thorburn et al. wurde
das Endotoxin intravends appliziert, welches, bei einer Konzentration von 5 mg/kg/KG,
zu einer Stoérung der Mikrozirkulation in der Darm-Mukosa fiihrte. Um vergleichbare
Veranderungen an der Blase zeigen zu kénnen, ware eine Erhéhung der Endotoxin-

Konzentration bei lokaler, intravesikaler Instillation eventuell von Vorteil.

Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen kranken Tieren ohne Therapie und
erkrankten Tieren mit DIBI-Therapie festgestellt werden. Hier kénnte eine Erhéhung der

Gruppengrole bei Wiederholung dieses Studienmodells prazisere Ergebnisse liefern.

Des Weiteren konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der
Behandlungsgruppe (DIBI) beobachtet werden. Somit hat, im Vergleich zu gesunden
Tieren, eine intravesikale Instillation von DIBI keinen negativen Effekt auf die

Mikrozirkulation.

6.2.3 Mediatorenanalyse

Die Analyse dieser sekundaren Studienendpunkte erfolgte mittels Bio-Plex Pro™
Immunoassay aus kardial gewonnenem Blutplasma. Lediglich vier Mediatoren konnten

die Nachweisgrenze erreichen und wurden zur Auswertung herangezogen.

Die Verwendung des Eisenchelators DFO konnte durch Inhibition der NF-kB-Aktivierung
zu einer Reduktion von LPS-induzierter ROS-Produktion fiihren.'?3 Der hier verwendete
Eisenchelator, DIBI, besitzt aufgrund seines hohen Molekulargewichts nicht die
Madglichkeit Zellmembranen zu passieren, um intrazellulare Eiseninonen zu binden. Hier
wird lediglich eine extrazellulare Reduktion der eisenabhangigen ROS-Produktion durch
DIBI erwartet, ohne direkten Einfluss auf die Inhibition einer NF-kB-Aktivierung zu haben.
Dies birgt den Vorteil das Risiko eines zytotoxischen Potentials durch intrazellulare

Eisensequestration minimieren zu kénnen.
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Die folgenden Kapitel sollen die Ergebnisse der vier nachgewiesenen inflammatorischen

Mediatoren kritisch diskutieren.

6.2.3.1 Interleukin-4 (IL-4)

IL-4 beschreibt ein antiinflammatorisch wirksames Zytokin, welches unter
physiologischen Bedingungen immunmodulatorische Eigenschaften besitzt. Hier kommt
es zu einer reduzierten Produktion von T-Helferzellen-1 und Makrophagen sowie einer
verstarkten Differenzierung von naiven T-Helferzellen zu T-Helferzellen-2, die wiederum
antiinflammatorisches Potenzial besitzen.'®® Zusatzlich stimuliert IL-4 die Proliferation
von B- Lymphozyten und kann in weiterer Folge einen Klassenwechsel (,class switch®)

zu IgE und IgG begtinstigen.®®

Die Ergebnisse dieser Studie konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen zeigen. In der Analyse unterschiedlicher Zytokine bei intravesikaler
LPS-Applikation im murinen Modell konnten Saban et al. beobachten, dass das
Expressionsmaximum von |L-4 nach einer Stunde erreicht ist und im Anschluss wieder
sinkt.'® Die Probenentnahme in der hier durchgefiihrten Studie erfolgte 2,5 Stunden
nach der LPS-Induktion und ware, in Konkordanz mit der oben genannten Studie, bereits
in einer abfallenden Periode. Hier kénnten in Zukunft, durch Anpassung des
Versuchsablaufs durch sequentielle Abnahme von Blut zu verschiedenen

Versuchszeitpunkten, andere Ergebnisse beobachtet werden.

Obwohl im Zuge dieser Studie keine signifikanten Unterschiede in der IL-4 Konzentration
mit einem Anstieg nach DIBI Therapie beobachtet werden konnten, kdnnte eine

Erweiterung der Gruppengrdfie eindeutigere Ergebnisse liefern.

Sugaya et al. konnte zeigen, dass Patienten mit IC gehauft Polymorphismen des IL-4
Gens aufwiesen. Diese Beobachtungen wiesen auf eine erhéhte Pradisposition fur die
Entstehung der IC hin. 21°

6.2.3.2 Interleukin-6 (IL-6)

Beim IL-6 handelt es sich um ein inflammatorisches Zytokin welches eine Schlisselrolle
in der Regulation von Entzundungsreaktionen spielt. Das in der Leber und Niere
gebildete Zytokin fuhrt nach Aktivierung des Glykoproteins 130 durch die Rezeptoren IL-
6R und sIL-6R zu einer vermehrten Expression von Akute-Phase-Proteinen und tragt
zur Stimulation von Lymphozyten bei.”®'%° Nach durchqueren der Blut-Hirn-Schranke
kann IL-6 zu einer vermehrten Ausschittung von Prostaglandin E> und zu einem Anstieg

der Korpertemperatur fiihren."”
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Keine der Gruppen konnte das Signifikanzniveau erreichen. Dies ist, wie bei IL-4
beschrieben, auf ein Expressionsmaximum des IL-6 von einer Stunde nach der Cystitis-
Induktion zuriickzufiihren.'® Auch hier kénnte eine zeitliche Adaptation bei kinftigen

Studien zu eindeutigeren Ergebnissen flihren.

Die mit DIBI behandelte Kontrollgruppe (DIBI) konnte keine Erhéhung der IL-6 Spiegel
im Vergleich zur Kontrollgruppe aufzeigen, sodass von keinem negativen Effekt der
intravesikalen Instillation des Wirkstoffs auf das Versuchstier ausgegangen werden

kann.

Studien konnten zeigen, dass Patienten, die an IC erkrankt sind, eine erhdhte IL-6
Konzentration aufwiesen.’®'??! Aus diesem Grund ist es wenig verwunderlich, dass
mehrere Forschungsgruppen IL-6 als laborchemischen Marker in der Diagnostik der IC
heranziehen wollen.*®''® Aufgrund der besonderen Stellung des Zytokins IL-6 in der
proinflammatorischen Mediation sollte, bei Wiederholung der Versuche, eine zeitlich
angepasste Abnahme des Blutes sowie eine Erhéhung der Gruppengrofie angedacht

werden.
6.2.3.3 P-Selectin

Wie bereits im Kapitel 2.4.1.1 beschrieben, handelt es sich bei dem P-Selectin um ein
Oberflachen-Adhasionsmolekil, das malfdgeblich bei der temporaren
Leukozytenadhasion einer Immunreaktion beteiligt ist. Durch Bindung von Sialyl-Lewis*
an P-Selectin kommt es zur Adhasion von Leukozyten an das Gefaliendothel bzw.

Thrombozyten.'32

Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen. Saban et al.
konnten einen Maximalspiegel von P-Selectin nach 30 Minuten und erneut 24 Stunden
nach intravesikaler LPS-Applikation messen.'® Auch in der hier durchgeflihrten Arbeit
kann es, aufgrund der Blutabnahme 2,5 Stunden nach LPS-Instillation, zu weniger
aussagekraftigen Ergebnissen kommen. Das zusatzliche Ausbleiben signifikanter
Unterschiede beim P-Selectin-vermittelten Roller-Fluss unterstutzt die These einer

zeitlich inadaquaten Probengewinnung.

Green et al. konnten zeigen, dass Patienten, die an IC erkrankt sind eine erhdhte
Expression von P-Selectin im Vergleich zu gesunden Probanden aufweisen.®® Ahnliche
Beobachtungen waren bei einer zeitlich alterierten Blutabnahme sowie Vergroferung

der Gruppengroéf3e bei Replikation dieser Studie mdglich.
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6.2.3.4 ICAM-1

Das Intrazellulare Adhasionsmolekil-1 (ICAM-1) stellt eines von zwei wichtigen
endothelialen Adhasionsmolekulen in der festen Leukozyten-Adhasion dar. Die Bindung
von ICAM-1 an die Integrine LFA-1 sowie Mac-1 stellt den zweiten Schritt nach der
temporaren Adharenz dar, bevor die Leukozyten in das Gewebe zur Entziindungsquelle
migrieren konnen.'?%18 Es konnte in der Literatur eine vermehrte Expression von ICAM-
1 bei Entzindungsreaktionen beobachtet werden.?*” Des Weiteren zeigten Studien eine

signifikant hohere Bildung von ICAM-1 bei IC-Patienten im Vergleich zu Gesunden.%°

In der hier durchgefuhrten Studie konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen beobachtet werden. Da ICAM-1 ein Expressionsmaximum erst vier
Stunden nach LPS-Instillation aufweist, konnte die fehlende Signifikanz durch die noch
bevorstehende maximale Expression von ICAM-1 erklart werden.'® Im Kontrast dazu,
konnte ein signifikanter Unterschied in der festen, ICAM-1 vermittelten, Leukozyten-
Adharenz gezeigt werden. Obwohl in der Expression von ICAM-1 keine eindeutigen
Aussagen zu biochemischen Markern getroffen werden konnten, zeigte die IVM
signifikante Unterschiede in der festen Adhasion von Leukozyten in der Blasenwand.
Diese kontroversen Ergebnisse lassen sich einerseits auf eine zu geringe Gruppengrolle
der Mediatoranalysen zurlickfihren, andererseits koénnte eine adaptierte
Plasmagewinnung vier Stunden nach Endotoxin-Applikation zu eindeutigeren

Ergebnissen fuhren.

6.3 Limitationen und Ausblick

In diesem Kapitel werden die Limitationen und Kritikpunkte dieser Studie betrachtet. Die
gefundenen Ergebnisse sollen Rickschlisse auf das therapeutische Potenzial des

Eisenchelators DIBI bei experimenteller, Endotoxin-induzierter IC geben.

In der pharmakologischen in vivo-Forschung stellt die Verwendung von Versuchstieren
eine wichtige Komponente in der Evaluation von Pharmakokinetik und -dynamik dar. In
dieser Studie konnten, unter reproduzierbaren Versuchsbedingungen, wichtige Hinweise
auf die Wirkung von DIBI im gesamten Organismus beobachtet werden. Ein Mausmodell
kann allerdings, durch unterschiedliche Physiologie und spezies-spezifischer
metabolischer Prozesse, nur bedingt Rickschlisse auf den menschlichen Organismus

geben.
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Das Fehlen einer konkreten Pathogenese der IC gestaltet die Wahl eines passenden
Tiermodells schwierig. Im Literaturvergleich erwies sich, neben einer Vielzahl an
Induktionsvarianten, die intravesikale Endotoxin-Instillation als etabliertestes Tiermodell
in der IC-Forschung. Hier kommt es zu einer abakteriellen Entziindungsstimulation der
Blase, ohne eine Auswirkung auf den Gesamtorganismus zu haben. Aufgrund eines
ganzlich unbekannten Pathomechanismus bei der Entstehung der IC kann auch,
aufgrund der kurzen Dauer der experimentellen Cystitis mit darauffolgender kurzzeitiger
Behandlung, nur limitiert eine Aussage Uber die gewonnenen Ergebnisse getroffen
werden. Das Zusammenspiel von pradisponierenden Faktoren sowie bestimmte
langjahrige Erndhrung- und Lebensweisen der Patienten, zeigen weiters die Grenzen

des verwendeten Tiermodells auf.

In Konkordanz mit den von Saban et al. gewonnen Daten'® sollte in zukiinftigen Studien
eine sequenzielle Abnahme von Blut zur Mediatoranalyse erfolgen. Bei der Analyse von
12 inflammatorischen Mediatoren konnten lediglich vier die Nachweisgrenze erreichen.
Dies konnte auf eine zu geringe Auswirkung des Wirkstoffs auf die systemische
Mediatorexpression zurtuckzuflhren sein. Da keines der analysierten inflammatorischen
Mediatoren signifikante Unterschiede aufwies, sollte hier in weiterer Folge eine Analyse
von DIBI in Bezug auf die Penetration der Blasenwand bis hin zur systemischen
Verstarkung bzw. Unterdrickung von Zytokinen sowie Adhasionsmolekulen evaluiert
werden. Aus Grunden des Tierschutzes musste auf einen zeitlich begrenzten
Versuchsablauf von 2,5 Stunden zurickgegriffen werden. Langere Prozedere und
Therapieregime koénnten hier deutlichere Ergebnisse fur die Mediatorexpression

aufzeigen.

Die Versuchsdurchfuhrung sowie Auswertung der Daten wurden vom Autor selbst
vorgenommen, womit ein Bias nicht ganzlich ausgeschlossen werden kann. In
zuklnftigen Studien sollten die Versuchsdurchfihrung sowie Datenanalyse von

mehreren Personen (verblindet) durchgeflhrt werden.

Zur Uberpriifung der beobachteten Ergebnisse sollte in zukiinftige Studien eine
histologische Aufarbeitung der murinen Blasen erfolgen. Des Weiteren konnen
Urinanalysen zu Eisengehalt und potenziellen Markern vor und nach der DIBI-Therapie
wichtige Erkenntnisse Uber Eisen-abhangige Prozesse geben. Ein Vergleich zu anderen
Eisenchelatoren unterschiedlicher Molekulargré3e, sowie unterschiedliche Dosierungen
kénnen Hinweise Uber die potenzielle Wirkung von DIBI bei der IC-Therapie sowie
Rickschlusse auf die Pharmakokinetik liefern. Bei der hier durchgefuihrten Studie wurde

mit einer DIBI Konzentration von 80 mg/kg/KG gearbeitet. Im Vergleich zu Studien der

50



Sepsis-Forschung, bei denen ahnliche Dosierungen zum Einsatz kamen, kdnnten
weiterflihrende Studien zu unterschiedlichen Behandlungsintervallen und Dosierungen

weitere Erkenntnisse dieses neuartigen Wirkstoffs aufzeigen.
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7 Schlussfolgerungen

Eine intravesikale Instillation von DIBI, einem neuartigen Eisenchelator, flhrt, bei einer
Testdosis von 80 mg/kg/KG, zu einer Abnahme der Anzahl fest adharierender
Leukozyten an das GefalRendothel in einem experimentellen Mausmodell mit Endotoxin-
induzierter Cystitis. Dieser Effekt steht im wahrscheinlichen Zusammenhang mit der
Bindung von extrazellularem Eisen, welches zur Generierung von ROS und oxidativem
Stress im Rahmen der LPS-induzierten Entziindungsreaktion entzogen wird. Diese
Beobachtungen lassen auf einen antiinflammatorischen Effekt der Testsubstanz
schlielen. Es konnten keine signifikanten Unterschiede auf temporar adharierende
Leukozyten (Roller-Fluss) sowie auf die funktionelle Kapillardichte (FCD) der
Blasenwand beobachtet werden. Ebenso konnte keine Wirkung von DIBI in Bezug auf
die Plasmaspiegel von IL-4, IL-6, P-Selectin und ICAM-1 festgestellt werden. Die hier
gewonnen Ergebnisse kdnnen erste wichtige Hinweise auf die antiinflammatorischen
Eigenschaffen von DIBI geben, allerdings bedarf es weiterfihrender Studien mit

abgeandertem Studiendesign zur weiteren Evaluation dieses Wirkstoffes.
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8 Zusammenfassung

8.1 Deutsche Zusammenfassung

HINTERGRUND: Die Interstitielle Cystitis (IC) beschreibt eine chronische Entziindung

der Blase, fir die, aufgrund des ungeklarten Pathomechanismus, aktuell keine kausalen

Therapieoptionen bestehen. Das Spurenelement Eisen stellt einen wichtigen Faktor in
der Produktion von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) dar. In den Fenton- und Haber-
Weiss-Reaktionen dient Eisen als Oxidations- bzw. Reduktionsmittel fir die Bildung von
potentiell schadlichen Radikalen, die bei pathologischen Konzentrationen zu oxidativem
Stress und damit Entzindungsreaktionen fuhren. Dieser Effekt kann durch Bindung von

freiem Eisen durch Eisenchelatoren potenziell vermindert werden.

ZIELE: Das Ziel dieser Studie war die Evaluation der Auswirkung von DIBI, einem
neuartigen Eisenchelator, auf Leukozytenadhasion, funktionelle Kapillardichte und

Expression inflammatorischer Mediatoren in einem murinen Modell der IC.

METHODEN: Es wurden 20 weibliche BALB/c-Mause in vier Gruppen (n = 5/ Gruppe)
randomisiert:  Kontrollgruppe, IC-Gruppe (IC induziert durch intravesikale
Endotoxingabe) ohne Therapie, IC-Gruppe + DIBI-Therapie und Kontrollgruppe + DIBI-
Gabe. Mit Hilfe der Intravitalmikroskopie (IVM) wurden die Versuchsgruppen auf
Leukozyten-Endothel-Interaktionen (fest adharente und temporéar interagierende
Leukozyten) sowie die funktionelle Kapillardichte (FCD) untersucht. Anschlielend
erfolgte die Messung von inflammatorischen Mediatoren im Plasma mittels 12-plex Bio-

Plex Pro™ Immunoassay.

ERGEBNISSE: Die experimentelle intravesikale IC-Therapie mit DIBI zeigte fur den

primdren Parameter der Leukozyten-Adharenz eine signifikante Abnahme der Anzahl
fest adharierender Leukozyten im Vergleich zu kranken Tieren ohne Therapie. Die DIBI-

Therapie erreichte bei den anderen Parametern das Signifikanzniveau nicht.

SCHLUSSFOLGERUNG: Eine intravesikale Therapie der IC mittels DIBI fiihrt zu einer

Abnahme der Anzahl fest adharierender Leukozyten an das Gefal3endothel im Vergleich

zu unbehandelten Tieren mit [IC. Dies deutet auf einen potentiellen

antiinflammatorischen Effekt einer Eisenchelatortherapie hin.
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8.2 Abstract

BACKGROUND: Interstitial cystitis (IC) describes a chronic inflammatory condition of the

urinary bladder. Due to the unexplained pathomechanism, there are currently no causal
therapy options. Iron is an important factor in the formation of reactive oxygen species
(ROS). In the Fenton and Haber-Weiss reactions, iron serves as an oxidizing or reducing
agent in the generation of potentially harmful radicals which, at pathological
concentrations, lead to oxidative stress and thus cause inflammatory reactions. This
effect can be potentially reduced by the sequestration of free plasma-iron by iron

chelators.

OBJECTIVE: The objective of this study was to evaluate the effect of DIBI, a novel iron
chelator, on leukocyte adhesion, functional capillary density and cytokine expression in

a murine model of IC.

METHODS: Female BALB/c mice were randomized into four groups (n = 5 / group):
control group, IC group (IC induced by intravesical endotoxin administration) without
therapy, IC group + DIBI therapy and control group + DIBI therapy. The groups were
examined using intravital microscopy (IVM) for leukocyte-endothelial interactions
(adherent leukocytes, temporarily interacting leukocytes) and functional capillary density
(FCD). Subsequently, inflammatory mediators were measured in plasma using a 12-plex

Bio-Plex Pro™ immunoassay.

RESULTS: Intravesical therapy of mice with endotoxin-induced IC with DIBI showed a
significant decrease in the number of firmly adherent leukocytes compared to IC animals
without treatment (p = < 0.0001). Changes in secondary parameters due to DIBI

treatment did not reach statistical significance.

CONCLUSIONS: Intravesical therapy of IC using DIBI leads to a decrease in the number

of firmly adherent leukocytes to vascular endothelium compared to IC animals without
therapy. This indicates potential anti-inflammatory effects of iron chelator treamtment for
IC.
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9 Abkirzungsverzeichnis

%

°C

i

pm
APF
BMP 6
BPS
BTXa
bzw.
CA
CCAC
CD

Cl
CON
CUA
DFO
DFP
DFX
DMSO
DMT 1
DNA
E. coli
ELISA
ESSIC
etal.
FCD
FDA
Fe
FITC
FPN

GAG

Prozent

Grad Celsius

Mikroliter

Mikrometer

Antiproliferativer Faktor
Bone-morphogenic Protein 6
Bladder Pain Syndrome
Botulinumtoxin A

beziehungsweise

Kalifornien

Canadian Council of Animal Care
Cluster of Differentiation
Chlorid-lon

Kontrollgruppe

Canadian Urological Association
Deferrioxamin

Deferipron

Deferasirox

Dimethyl-Sulfoxid

Divalenter Metallionen Transporter 1
Desoxyribonukleinsaure
Escherichia coli

Enzyme-linked Immunosorbent Assay
European Society for the Study of Interstitial Cystitis
et alii/ae

Funktionelle Kapillardichte

U.S. Food and Drug Administration
Eisenion

Fluorescein Isothiocyanat Albumin
Ferroportin

Gauge

Gramm

Glykosaminoglykan
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GmbH

h
H1-Rezeptor
H202
HB-EGF

HIF

HOCI

HPO

IC

ICAM-1

LFA-1
LPS

MA
Mac-1
mg
Min.
Mio.
mi
mm
mm?
MPO

NaCl

Gesellschaft mit beschrankter Haftung
Stunde

Histamin-1-Rezeptor
Wasserstoffperoxid
Heparin-bindender Epidermaler Wachstumsfaktor
Hypoxie-induzierter Faktor
Hypochlorige Saure
Hydroxypyridinon

Interstitielle Cystitis

Intracellular adhesion molecule 1
Interferon-y

Immunglobulin G

Interleukin

Incorporation

Iron Regulatory Protein
International Unit
Intravitalmikroskopie
Janus-Kinase

Kaliumchlorid

Kilogramm

Korpergewicht

Lymphozyte Funcion-associated Antigen 1
Lipopolysaccharid

Musculus

Massachusetts
Macrophage-1-Antigen
Milligramm

Minuten

Millionen

Milliliter

Millimeter

Quadratmillimeter
Myeloperoxidase

Anzanhl

Natriumchlorid
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NF-«xB
NO

Nr.

NS
NTBI

02

OH
OH-Radikal
ON

OR

p

PE
PECAM-1
P9

PPS
PVP
QC
ROS
rpm

s

SEM
SOD
spp.
SUFU
Syn.
TFR 1
THP
TLR
Tumornekrosefaktor-a
UCLA
USA
VCAM-1
VLA-4
VS.

z.B.

Nuklearer Faktor kB
Stickstoffmonoxid

Nummer

Nova Scotia
Non-Transferrin-bound Iron
Sauerstoff

Ohio

Hydroxyl-Radikal

Ontario

Odds Ratio

Signifikanzwert

Phycoerythrin

Platelet-endothelial cell adhesion molecule 1
Pikogramm

Pentosanpolysulfat
Polyvinylpyrrolidon

Quebec

Reaktive Sauerstoffradikale
Rotationen pro Minute

Sekunde

Standardfehler
Superoxiddismutase

Species pluralis

Society for Urodynamics and Female Urology
Synonym

Transferrinrezeptor 1
Tamm-Horsfall-Protein

Toll-like Rezeptor

TNF-a

University Committee of Laboratory Animals
United States of America
Vascular Cell Adhesion Molecule 1
Very Late Antigen 4

versus

zum Beispiel
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