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I. Einleitung 1

l. EINLEITUNG

Die feline idiopathische Zystitis (FIC) ist eine ogpan auftretende, sterile
Entziindung der unteren Harnwege bei Katzen (BUFHIQN et al., 1996b). Sie
zahlt zum Symptomkomplex der unteren Harnwegsekknagen bei Katzen
(feline lower urinary tract disease, FLUTD) und igie am haufigsten
vorkommende Ursache, gefolgt von Urolithiasis, baktlen
Harnwegsinfektionen und Neoplasien der Harnwege HBNGTON et al.,
1997a; LEKCHAROENSUK et al., 2001; GERBER et abD02; SAEVIK et al.,
2011). Die Atiologie der FIC ist bislang ungeklams existieren jedoch
verschiedene Hypothesen Uber atiologische Einflisge zum Beispiel Defekte
in der Glykosaminoglykanschicht (BUFFINGTON et 4096a), eine hyperaktive
Stressantwort (WESTROPP et al., 2006), und einerogene Entzindung
(BUFFINGTON et al.,, 1996b). Die FIC &hnelt aufgrumnidres klinischen
Erscheinungsbildes, ihres rezidivierenden Charaktend ihrer ungeklarten
Atiologie der interstitiellen Zystitis (IC) beim Meachen (BUTRICK, 2003;
DASGUPTA & TINCELLO, 2009) und kann daher als wigstes Tiermodell fur
die IC beim Menschen angesehen werden (WESTROPPU&FBNGTON,
2002). Aufgrund der noch ungeklarten Atiologie &g derzeit keine kausal
wirksame Therapie (KRUGER et al., 2009). Der haufigzidivierende
Krankheitsverlauf stellt fir die Katzen und die Be=r eine grol3e Belastung dar
und fuhrt sogar dazu, dass junge Katzen letzteamdBathanasiert werden
(PATRONEK et al.,, 1996). Deswegen ist es von groBedeutung, die
atiologischen Hintergriinde und beteiligten Pathdraacsmen zu erforschen. Bei
der Beurteilung charakteristischer Proteine im Wham Katzen mit FIC wies das
hochmolekulare Glykoprotein Fibronektin bei Katzemt FIC im Urin und
Blasengewebe eine unterschiedliche KonzentratioWengleich zu den gesunden
Kontrollen auf (LEMBERGER et al., 2011a). Das Zdeser Arbeit war die
Identifizierung und Charakterisierung eines poteltemn Interaktionsnetzwerks
von Fibronektin. Dafur wurden Methoden aus dem €telder Proteomik
eingesetzt, um auf Protein-Ebene eine neue Basis fdaktionelle und
systembiologische Analysen zu schaffen und um daarstéindnis der

zugrundeliegenden Mechanismen sowohl der FIC,ualk der IC zu verbessern.
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. L ITERATURUBERSICHT

1. Die feline idiopathische Zystitis

Bei 51 — 69 % der Katzen mit Erkrankungen der @mdiarnwege (FLUTD) ist
die feline idiopathische Zystitis (FIC) fur die kischen Symptome
verantwortlich.  Sie ist damit die haufigste  Ursacheunterer
Harnwegserkrankungen der domestizierten Katze (BNEGFON et al., 1997a;
LEKCHAROENSUK et al., 2001; GERBER et al., 2005;BAK et al., 2011).
Die FIC ist eine spontan auftretende, sterile Emdizing der unteren Harnwege,
deren atiologischer Hintergrund trotz intensiverni8@ungen bis heute nicht
aufgeklart werden konnte (BUFFINGTON et al., 199KRUGER et al., 2009).
Die Diagnose wird haufig nur als Ausschlussdiagrmpestellt, und es ist bislang
nicht gelungen, eine effektive Therapie zu entwickKRUGER et al., 2009).

1.1 Klinisches Erscheinungsbild

Das klinische Bild der FIC ist gekennzeichnet dueaie Entziindung der unteren
Harnwege, die typischerweise einhergeht mit Dysusigangurie, Pollakisurie,
Periurie oder Hamaturie. Diese Symptome konnen edinzoder in
unterschiedlichen Kombinationen auftreten. Des @eit zeigen die betroffenen
Katzen aufgrund der starken Schmerzen beim Urinallgaufig Lautaul3erungen
und Aggressionsverhalten (GUNN-MOORE, 2003). Manerstheidet eine
nicht-obstruktive von einer obstruktiven Form, wobestere in 92 % der Falle
innerhalb von funf bis sieben Tagen selbstliminereverlauft (KRUGER &
OSBORNE, 1993; OSBORNE et al., 1996a; KRAIJER ¢gt20103). Bei 39 — 65
% der Katzen treten innerhalb von ein bis zweidalm Anschluss an die initiale
akute Episode Rezidive auf (KRUGER et al.,, 2003; NBLMOORE &
SHENOQY, 2004). Persistieren die klinischen Symptobee den betroffenen
Katzen fur Wochen bis Monate, spricht man von ecteonischen FIC (CHEW
et al., 1998; KRUGER et al., 2009).

Von der obstruktiven Form der FIC sind aufgrund tergeren und engeren
Urethra vor allem mannliche Tiere betroffen (WESTHHOet al., 2005). Die
Ursache der Obstruktion bei der FIC ist nicht wélslig geklart. Es wird jedoch

vermutet, dass Urethritiden und Spasmen des utethrdMuskels bei der
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Entstehung eine Rolle spielen (GERBER et al., 200ESTROPP et al., 2005;
DEFAUW et al., 2011). Infolge der fehlenden Aussdheg von harnpflichtigen
Substanzen uber den Urin bei der obstruktiven Fdem FIC, entwickeln die
Katzen in vielen Fallen eine Azotdmie und Elektredyschiebungen, die je nach
Dauer der Obstruktion mild bis hochgradig ausfallemd zu einem
lebensbedrohlichen Zustand fiihren konnen (GERBER ,&2008).

Typische labordiagnostische Befunde bei der Urietsuichung von Katzen mit
FIC sind Hamaturie, Pyurie und Proteinurie, dieimierschiedlicher Auspragung
gefunden werden (WESTROPP et al., 2005). Das wmfgche Gewicht ist in
den meisten Fallen erhoht, im Urinsediment sindhéed(ristalle zu sehen und
bakteriologische Harnkulturen sind negativ (WESTRGR al., 2005).

1.2. Diagnostisches Vorgehen

Die intensiven Bemiuhungen der Wissenschaft, einereeiggeten

Krankheitsmarker fir die untere HarnwegssymptoniagikMenschen und Katzen
zu finden, schlugen bislang fehl (KRUGER et al.020 Aus diesem Grund wird
die Diagnose der FIC haufig nur mittels Ausschlasslerer Erkrankungen der
unteren Harnwege gestellt (BUFFINGTON et al.,, 1999ierbei sind eine

vollstéandige Urinanalyse mit mikroskopischer Belutey des Urinsediments und
bakteriologischer Urinkultur notwendig, um eine taalelle Harnwegsinfektion

auszuschlieBen. Rontgenbilder des Abdomens unélmieminale Sonographie
dienen dem Ausschluss von Harnsteinen und strdldaor&/eranderungen des
Harntraktes (WESTROPP et al., 2005). Als letzte hébgeit kann eine

Zystoskopie durch den Nachweis typischer Schleitiisionen sowie

Einblutungen die definitive Diagnose erbringen (WER®PP et al., 2005).

1.3. Epidemiologie

Erkrankungen der unteren Harnwege sind bei donedén Katzen weltweit
verbreitet. In einer Studie in den Vereinigten &aavon Amerika (USA)
machten die Erkrankungen der unteren Harnwege énézil von ungeféhr 1,3 —
1,7 % aller Katzen aus, die beim Tierarzt vorgésteirden (LUND et al., 1999).
Eine Studie an der Medizinischen Kleintierklinik rdeudwig-Maximilians-
Universitdt Munchen in Deutschland ergab eine Refwavon 5,7 % der in der
Klinik vorgestellten Katzen (SCHMID et al., 200®)ie FIC ist mit 55 — 69 % die
haufigste Ursache der unteren HarnwegserkrankuriBei-FINGTON et al.,
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1997a; LEKCHAROENSUK et al., 2001; GERBER et abDp3; SAEVIK et al.,
2011). FLUTD tritt in jedem Alter auf, wird aber uféiger bei Katzen im Alter
von zwei bis sechs Jahren beobachtet (WESTROPR, &085). Eine erhdhte
Pravalenz fur bestimmte Rassen wurde bisher nedtgéstellt, ebenso wenig ein
Unterschied in der Geschlechterverteilung (DEFAUVEIg 2011).

1.4. Histologie und Pathophysiologie

Die Harnblase ist ein muskulares Hohlorgan, darinmon Ubergangsepithel
(Urothel) ausgekleidet ist und je nach Fullungsadtnur zwei bis drei oder bis
zu 14 Zellschichten aufweist. Das Epithel, bestdheaus den apikalen
Schirmzellen (umbrella cells), den darunterliegenttgermediarzellen und den
tiefen Basalzellen, dient dem darunterliegenden ébenals Schutzschicht gegen
den hypertonen Harn (LIEBICH, 2004). Besondere iBegmechanismen der
Oberflachenmembran spielen dabei eine bedeutendie. Rfie erhdhen den
transepithelialen Widerstand und verhindern damih eJbertreten der
Harnkomponenten in die Blasenwand und das peripBerie(LAVELLE et al.,
2000). Die Barriere wird aus der Apikalmembran weh tight junctions der
obersten Zellschicht, den Schirmzellen, gebilddCtkE, 1966; NEGRETE et al.,
1996; LAVELLE et al., 1998). Auf den Schirmzelleefinden sich sogenannte
Uroplakine, subapikale Vesikel, die bei zunehmertda@mblasendehnung in die
Zellmembran eingebaut werden und damit die enormehnbarkeit der
Blasenwand erklaren (HICKS, 1966; CHANG et al.,4099

Bei der FIC kommt es zu histologischen Veranderangke im Allgemeinen

unspezifisch sind und sowohl ein intaktes als aah beschadigtes Urothel
beinhalten kdnnen (WESTROPP et al., 2005). Einéd@ighing des Urothels geht
mit subepithelialen Odemen und dilatierten Blut§efs, intramukosen
petechialen Blutungen (Glomerulationen) und eingsweilen verstarkten

Mastzellinfiltration in der Submukosa einher (WESJFRP et al.,, 2005).
Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigteereigrof3flachigen Verlust
von Schirmzellen, Risse im Urothel und eine verraime Integritat der tight
junctions, die zu einem Freiliegen der unteren tigdgichichten fihrt (LAVELLE

et al., 2000) (Abb. 1).

Sowohl bei der humanen IC als auch bei der FICradbeidet man die nicht

ulzerative von der ulzerativen Form (Hunner's w¢eObwohl bei Katzen mit
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FIC in den meisten Fallen die nicht ulzerative Faonliegt, ist dennoch ein Fall
beschrieben, bei dem tiefe Ulzerationen im Epitiehtbar waren (CLASPER,
1990) (Abb. 2). Diese Ulzerationen konnen so weitlie Tiefe reichen, dass das
darunterliegende Binde- und Stutzgewebe freillidgAMELLE et al., 2000).
Aufgrund der L&sionen in der Blasenwand, kommtwe®iner Verringerung des
transepithelialen Widerstandes und demzufolge auch einer erhdhten
Permeabilitat fur Harnstoff und Elektrolyte (LAVEBR et al., 2000). Dieser
Ubertritt der reizenden Harnsubstanzen in das sthietiple Gewebe fiihrt in der
Folge wiederum zu einer verstarkten Entzindungsmalkund einer weiteren
Schadigung des Blasengewebes (LAVELLE et al., 2000)

100 pm

Abb. 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme ein@ndalHarnblase im physiologischen
Zustand und mit idiopathischer Zystitis

Elektronenmikroskopischen Aufnahme einer Harnb&ser gesunden Katze (A, B) und
einer Harnblase einer Katze mit idiopathischer Higst(FIC) (C, D) (modifizierte
Abbildung nach LAVELLE et al., 2000). A) Ubersiafsiahme des physiologischen
felinen Urothels mit VergroRerungskastchen (sieheBB VergroRerung des markierten
Bereiches in A mit Darstellung der physiologisci&tnuktur des Urothels mit seinen
Schirmzellen. C) Ubersichtsaufnahme des verlettiesthels von einer Katze mit
idiopathischer Zystitis mit VergroRerungskastchsielle D). Die Pfeile weisen auf
fehlende Zell-Zell-Interaktionen zwischen benactdraiSchirmzellen. D) Vergrél3erung

des markierten Bereiches in C mit Darstellung @élénden Schirmzelle.
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Abb. 2: Hunner's ulcer beim
Menschen

Endoskopische  Aufnahme der
Harnblase eines Patienten mit
ulzerativer interstitieller Zystitis.
In der Mitte ist das
charakteristische  Bild  eines
Hunner's ulcer zu sehen (nach
PERSU et al., 2010).

1.5. Atiologie

Trotz eines erheblichen Wissenszuwachses in Bezludi@ Pathogenese der FIC
konnte bis heute keine der aufgestellten Hypotheseteutig bewiesen werden.
Im Laufe der Jahre haben wissenschaftliche Studigréchst die atiologischen
Hintergrinde der FLUTD n&her charakterisiert undlie@lich Hypothesen zu

maoglichen Ursachen der FIC aufgestellt, die nagaiotl naher erlautert werden
(BUFFINGTON et al., 1996a; BUFFINGTON et al., 19984ESTROPP et al.,

2006; BUFFINGTON, 2009).

1.5.1. Frahe Hypothesen zur Atiologie der unteren
Harnwegserkrankungen

Zu Beginn der Forschung uber Zystitiden bei derzKatlienten die Begriffe
FLUTD und ,feline urologic syndrom* (FUS) als ger&ge Bezeichnung fur die
untere Harnwegssymptomatik bei Katzen, ermoglichtggdoch keine
Unterscheidung auf atiologischer Ebene (WESTROP&.eR005). Der Begriff
der idiopathischen Zystitis war noch nicht etabliend die Suche nach dem
Ursprung fur das klinische Erscheinungsbild filmteverschiedenen Hypothesen
(KRUGER et al., 2009).

1.5.1.1. Bakterielle Erreger

Die Tatsache, dass bakterielle Harnwegsinfektiogienhaufigste Ursache von
Erkrankungen des unteren Harntrakts bei Hundernealiées, und dass Katzen mit
klinischer Symptomatik haufig im Verlauf einer Thpre mit Antibiotika eine
klinische Besserung zeigten, machte die Infektiont rBakterien zur

vorherrschenden Theorie als Ursache fir FLUTD in @8er und 70er Jahren
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(KRUGER et al., 2009). Zusatzlich wurde diese Thealurch die falschliche
Identifizierung und Interpretation von Strukturehe Bakterien morphologisch
ahnelten, sogenannten ,Pseudobakterien”, als belkter Pathogene im
ungefarbten Urinsediment gestitzt (KRUGER et al09. In einer spateren
Studie stellte sich jedoch ein mikroskopisch ,pusi” Ergebnis bei mehr als 40
% der ungefarbten Urinsedimente in der bakterieKettur als negativ heraus
(SWENSON et al., 2004). Zusatzlich fuhrte die Betltang, dass die
Abwehrmechanismen der Harnblase bei Katzen eineclamgne Resistenz
gegenuber bakteriellen Infektionen ermdéglichen, dar Annahme, dass die
betroffenen Katzen statt der angenommenen bakesriélarnwegsinfektion an
der selbstlimitierenden Form der FIC litten (LEES84; KRUGER et al., 2009).
Mit diesen Erkenntnissen wurde die Theorie einétdozellen Atiologie zunéchst

in den Hintergrund gedrangt.

Epidemiologische Studien der vergangenen Jahrdefiihzu unterschiedlichen
Angaben bezuglich des Anteils der Katzen mit baglen Harnwegsinfektionen
an den Katzen mit FLUTD. Der Anteil an bakteriellanfektionen wird mit
weniger als 3 % (KRUGER et al., 1991), 8 % (GERB&#Rl., 2005) und 11,8 %
(SAEVIK et al., 2011) bis hin zu 28 % (LEKCHAROENS&Uet al., 2001)

angegeben.

1.5.1.2. Virale Erreger

Die Isolierung von Viren aus dem Urin und Blasengle® von Katzen mit
FLUTD warf die Moglichkeit einer viralen UrsachefaiFABRICANT, 1977,
1984; KRUGER & OSBORNE, 1990). So wurde das feldaicivirus (FCV) im
Urin einer Katze mit Harnrbhrenobstruktion entde(RICH & FABRICANT,
1969). Die Inokulation dieses Virus in die Harnkldghrte bei einer von zwei
Katzen zu einer obstruktiven Uropathie (RICH et 4B71). Dabei gelang es
jedoch nicht, das Virus zu reisolieren (FABRICANI984). Auch waren keine
neutralisierenden  Antikbrper im Serum dieser Katzemachweisbar
(FABRICANT, 1984). Die Isolierung eines weiterenrd8, dem felinen foamy-
(syncytium-forming) Retrovirus (FFV), bei allen expmentell obstruierten
Katzen legte den Verdacht nahe, dass FCV nichtpdiendr verantwortliche
Erreger ist (FABRICANT, 1984). Aber auch FFV ists auslosende Ursache
umstritten, da Antikorper gegen FFV auch bei einémol3teil der gesunden
Katzen gefunden wurden (PEDERSEN et al., 1980)e Bi@uere Studie konnte
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bei 6 % der Katzen mit FIC FCV im Harn nachweiseARSON et al., 2011).

Katzen mit FIC hatten ebenso wie Katzen mit Katzknapfensymptomatik
signifikant hohere Antikorpertiter gegen FCV im Ykich zu gesunden Katzen
(LARSON et al., 2011). Dies deutet auf eine verneHfCV-Exposition bei

Katzen mit FIC hin (LARSON et al.,, 2011). Ein atigilscher Zusammenhang
zwischen einer FCV Infektion und der FIC bleibt ged weiterhin als

unwahrscheinlich anzusehen (LARSON et al., 2011).

Ein weiteres Virus, dag-Herpesvirus (bovines Herpesvirus 4), konnte ireein
experimentellen Studie eine Harnwegsobstruktion Be&tern hervorrufen
(FABRICANT, 1977, 1984). Allerdings konnten KRUGEBRNd Mitarbeiter
(1990) diese Ergebnisse nicht reproduzieren. Beilmtkulation von BHV-4 in
die Harnblasen von spezifisch pathogenfreien Kat@pecific-pathogen-free,
SPF) und Kontrollkatzen, entwickelte lediglich eiBélV-4 exponierte Katze
klinische Symptome einer unteren HarnwegserkranKKijJJGER et al., 1990).
KRUGER und Mitarbeiter (1991) untersuchten weitertie Seren von Katzen
mit FLUTD und die Seren gesunder Katzen auf Anpledtiter gegen BHV-4. Ein
signifikanter Unterschied der Antikorpertiter zwhen den beiden Gruppen war
nicht erkennbar (KRUGER et al., 1991). Ebenso ergiah keine Korrelation
zwischen positiven Testergebnissen und einer kl@s Symptomatik (KRUGER
et al.,, 1991). Dies fuhrte zu dem Schluss, dassekeder Viren ein primares
Pathogen darstellt (KRUGER et al., 2009).

1.5.1.3. Vesikourachales Divertikulum

Eine weitere Hypothese war, dass vesikourachalerbkula, eine kongenitale
Anomalie der Harnblase, eine atiopathogenetischiée Pei Katzen mit unterer

Harnwegssymptomatik spielen konnten (HANSEN, 19Dig@se entstehen durch
den unvollstandigen Verschluss des am Harnblaseiisth gelegenen

Urachusanteiles (OSBORNE et al., 1989). In dendniBOer Jahren wurde die
chirurgische Exzision dieser Divertikel vorgescielag OSBORNE et al., 1989).
Ergebnisse klinischer Studien machten jedoch dadutllass sich die Divertikel
typischerweise spontan innerhalb von zwei bis @Wechen nach dem Sistieren
von Krankheitssymptomen der unteren Harnwege zuiltten und nicht

wieder in Erscheinung traten, weshalb eine Diveléktomie demnach fir nicht
notig empfunden wurde (OSBORNE et al., 1989). Aieseim Grund ging man
davon aus, dass mit klinischer Symptomatik assaeisesikourachale Divertikel
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nicht die Ursache, sondern eher die Folge felingstiiden darstellen
(OSBORNE et al., 1987; OSBORNE et al., 1989).

1.5.1.4. Struvitkristalle und -steine

In den 80er und 90er Jahren, nachdem Bakterien \tireh als postulierte
Ursache der FLUTD an Popularitat verloren hattear der generelle Konsens
vieler Forscher und Kliniker, dass Struvitkristallend Struvitsteine eine
Hauptursache fur die Entstehung der FLUTD sind (OBBIE et al., 1999).
Dabei ergaben Studien, dass Trockenfutter mit holagnesiumgehalt und
solche, die zu einem alkalisierenden Urin-pH fumyteu einer Bildung der
Kristalle und Steine beitrugen (FINCO et al., 1985SBORNE et al., 1990;
OSBORNE et al., 1996b). Daraufhin entwickelte digt&mittelindustrie Diaten,
die der Bildung von Struvitsteinen vorbeugen splltas letztendlich dazu fihrte,
dass Katzen vermehrt Kalziumoxalatsteine entwieke(KRUGER et al., 2009).
Die Tatsache, dass nach wie vor bei mehr als 5@ dtzen mit FLUTD keine
Kristallurie beobachtet werden kann, lasst jedoahadf schlieRen, dass andere
Faktoren an der Entstehung beteiligt sein misseRUBER et al., 1991;
BUFFINGTON et al., 1997a; KRUGER et al., 2003; GEHBet al., 2005).

1.5.2. Neuere Hypothesen zur Atiologie der felinen idiopdtischen Zystitis

Da bei der Mehrheit der Katzen mit unterer Harnwgggptomatik keine
zugrundeliegende Ursache gefunden werden konnterdewufiir dieses
Krankheitsbild ohne erkennbare Atiologie der Bdgtir ,felinen idiopathischen
Zystitis* eingefuhrt (WESTROPP et al.,, 2005). Seithwurden weltweit
zahlreiche Studien durchgefiihrt, um die Pathomasheen dieser Form der

sterilen Zystitis zu erforschen.

1.5.2.1. Defekte in der protektiven Glykosaminoglykanschicht

Die Iluminale Oberflache des unteren Harntrakts wirdon der
Glykosaminoglykanschicht (GAG-Schicht) ausgekleideEWIS, 2000). Sie
verhindert die Adharenz von Mikroorganismen undst&lien an das Urothel und
den Ubertritt von Harnsubstanzen in das umgebenadseBgewebe (HURST et
al., 2007; PARSONS, 2007). Eine Vielfalt an Verauoagen in der Quantitat und
Qualitat dieser Schicht wurde in humanmediziniscBardien als Ursache fir die
Entstehung der IC postuliert (HURST et al., 199EIWt al., 2000; HAUSER et
al., 2008). Auch bei der FIC konnten eine erhdhdenfeabilitat fur bestimmte
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Harnsubstanzen, eine verminderte Konzentration/a@ @n Urin von Katzen mit
FIC im Vergleich zu gesunden Kontrollkatzen undeearniedrigte Expression
von GAG an der Oberflache nachgewiesen werden (BNGFON et al., 1996a;
LAVELLE et al., 2000; PEREIRA et al., 2004). Die isten Studien zu GAG im
Urin sind allerdings limitiert durch die nicht I&it durchfiihrbaren analytischen
Tests und die Vielfalt der verwendeten Methodengdass die Rolle der GAG-
Schicht in der Entstehung der Krankheit nach wie woklar ist (LIEBERT,
2009). Eine kurzlich erschienene Studie konnte ghdsignifikant niedrigere
GAG-Konzentrationen im Plasma von Katzen mit FICVergleich zu gesunden
Kontrolltieren nachweisen (PANCHAPHANPONG et aD]12).

1.5.2.2. Stress und psycho-neuroendokrine Abnormalitaten

Eine weitere wichtige Hypothese postuliert multipderanderungen im
autonomen Nervensystem und im endokrinen Systerith&overanderungen
wurden in mehreren Studien nachgewiesen (BUFFINGEORECHE JUNIOR,
1998; BUFFINGTON & PACAK, 2001; BUFFINGTON, 2002; 6 TROPP et
al., 2003). Dabei wird angenommen, dass der Eisfues Stress auf den Korper
als Stimulus fur die Entstehung dieser Verandemndent (BUFFINGTON,
2011). Des Weiteren wurde festgestellt, dass Kal#arfiger an FIC erkranken,
wenn sie Stress ausgesetzt sind, wie zum Beispieé \Wohnungskatzen oder
Katzen in Mehrkatzenhaushalten mit sozialen Kotdhk(JONES et al., 1997;
CAMERON et al., 2004; BUFFINGTON et al., 2006).

Bei an FIC erkrankten Katzen konnte eine erhOhte tivklit der
Tyrosinhydroxylase im Locus coeruleus und im panéideularen Nukleus des
Hypothalamus festgestellt werden (BUFFINGTON & REEHUNIOR, 1998).
Ebenso wurde im Blasengewebe von Patienten mitdthCerhohter Gehalt an
Neuronen mit Tyrosinhydroxylaseaktivitdit im Muskalgebe und Urothel
gefunden (BUFFINGTON et al., 2002). Dieses Enzymtalgiert die
Katecholaminsynthese (BUFFINGTON et al.,, 2002). Bamner gesteigerten
Aktivitat des Enzyms werden die Katecholamine Adienund Noradrenalin
vermehrt exprimiert (BUFFINGTON et al., 2002). Wtliin wurde eine erhéhte
Katecholaminkonzentration im Plasma bei Katzen FIC im Vergleich zu
gesunden Kontrollkatzen nachgewiesen (BUFFINGTON P&CAK, 2001;
WESTROPP et al., 2006). Eine weitere Beobachtundgiesem Zusammenhang

war die verminderte funktionelle Sensitivitdt ven2-adrenergen Rezeptoren
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sowohlin vitro als auchin vivo bei an FIC erkrankten Katzen (BUFFINGTON et
al., 2002; WESTROPP et al., 2007). Die Neurone iocus coeruleus sind in
Ruhephasen wenig aktiv; bei Aufregung kommt es ghdau einer starken
Reizung dieser Neurone und zur Freisetzung von dderalin (WESTROPP et
al., 2007). In diesem Szenario sine2-adrenerge Rezeptoren wichtig fur eine
Modulation dieser zentralen NoradrenalinfreisetzQWgESTROPP et al., 2007).

Im Rickenmark bewirkt eine Aktivierung dieser Repepn eine verminderte
Weiterleitung nozizeptiver Signale an das GehirE@VROPP et al., 2007). Man
nimmt an, dass es uber die erhdhten Plasma-Kateohdtonzentrationen zu
einer Uberstimulation der a-2-adrenergen Rezeptoren und zu einer
Downregulation derselben kommt, wodurch der modetide Einfluss auf die
zentrale Katecholaminsynthese beeintrachtigt WWIWESTROPP et al., 2007).
Betroffene Tiere stehen demnach unter dem standigéluss des sympathischen
Nervensystems und leiden somit an einer hyperaktivBtressantwort
(BUFFINGTON & RECHE JUNIOR, 1998).

Eine andere Studie ergab eine signifikant erni¢elrigdonzentration an
Nebennierenrindenhormonen als Antwort auf die Stmmn mit dem Adreno-
corticotropen Hormon (ACTH) und verkleinerte Nebienan bei Katzen mit FIC
im Vergleich zu gesunden Kontrollen (WESTROPP et, &003). Die
zugrundeliegenden Mechanismen sind bislang unkan geht davon aus, dass
die Antwort des sympathischen Nervensystems awsStvon der Antwort der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse koepelt ist
(WESTROPP et al., 2003; BUFFINGTON, 2004; WESTRG#®RI., 2006). So
wird vermutet, dass die erhdhte Aktivitdt des sythigghen Nervensystems und
die inadédquate Nebennierenrindenantwort bei derhdpatsiologie der
Erkrankung eine Rolle spielen. Eine kirzlich veedffichte Studie geht auf den
Vergleich von sogenannten ,Sickness behaviours” Aatéwort auf ,unusual
external events“ (UEE), also ungewoOhnlichen Ereigmiin der Umwelt bei
Katzen mit FIC und gesunden Kontrollkatzen ein (BOA& et al., 2011).
.olckness behaviours® sind bestimmte Reaktionen deéérpers, den
Gastrointestinaltrakt (GIT), den Urogenitaltrakt GU), die Haut und das
Verhalten betreffend, wie zum Beispiel Vomitus, iiée, Anorexie, Dysurie,
oder Periurie, die durch den Einfluss von Stresfgrand ungewohnlicher
Ereignisse in der Umwelt hervorgerufen werden (SOAlet al., 2011). Dabei
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zeigte sich ein erhohtes Risiko fur das Auftreteon vVRFLUTD durch die
Exposition der Katzen mit UEE, weswegen die Autodesm Moglichkeit einer
Exposition mit UEE bei Katzen mit Symptomen deseveh Harntrakts in
Betracht ziehen (STELLA et al., 2011). Es gibt @rStudien zur Identifizierung
von Signaltransduktionswegen, durch die Uber SthessKdrper zellulare
Dysfunktionen ausgelost werden (BUFFINGTON, 201f)einer Studie wurde
eine Induktion des Transkriptionsfaktors Nucleactda-kappa B (NFe<B) in
peripheren mononukledren Blutzellen nachgewiesdBRBAUS et al., 2003).
Es wird vermutet, dass die Aktivierung dieses Tkapsionsfaktors ein weiteres
Glied in der Kette darstellt, mit der die AntworesdKdrpers auf Stress auf die
zellulare Ebene Ubertragen wird (BIERHAUS et a003).

1.5.2.3. Ereignisse in der fetalen Entwicklung

Das Wissen Uber eine verstarkte Aktivitat des sympehen Nervensystems im
Zusammenhang mit einer verminderten Stimulierbéardler Nebennierenrinden
und morphologisch kleineren Nebennieren lassen gametische oder familiare
Pradisposition, Entwicklungsfehler oder eine Konaltion dieser Faktoren bei der
Entstehung der FIC vermuten (BUFFINGTON, 2004, 20@&bei wird davon
ausgegangen, dass widrige Lebensumstande desigeichtuttertieres den
Verlauf der fetalen Entwicklung beeinflussen (MATEWS, 2002). Diese
Hypothese geht davon aus, dass es bei den bewoffadividuen bereits wahrend
der fetalen Entwicklung zu einer epigenetischen Matibn der Genexpression
und nach der Geburt zu einer intensivierten Strégsat kommt
(BUFFINGTON, 2009). Sie wird unterstitzt von melreiStudien an Ratten und
Mausen, bei denen ebenfalls ein Einfluss von Erségm in der frihen
Entwicklung auf das spatere Leben nachgewiesenenekdnnte (CARD et al.,
2005; HOLMES et al., 2005; WEAVER et al., 2005; RBILH et al., 2006;
BARREAU et al., 2007)

1.5.2.4. Neurogene Entziindung

Die Zellen des Urothels besitzen, &hnlich wie negiee und mechanosensitive
Neurone, spezielle sensorische und Signal-gebergkngthaften, die es ihnen
erlauben, auf ihre Umwelt zu reagieren und mit bbbarten Urothel- und
Nervenzellen zu kommunizieren (BIRDER et al., 20IDas Urothel agiert also

durch die Expression von Rezeptoren und lonenkandie eine Reaktion auf
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thermale, mechanische und chemische Stimuli erwldgh, sowohl als ,Sensor*,
als auch als ,Transducer”, in dem es Substanzeschuget und damit die
Informationen auf benachbarte Strukturen Gbertf@aRDER et al., 2010). Durch
einen pathologischen Stimulus kommt es nun zu emeemehrten Freisetzung
von Neurotransmittern aus dem Urothel, wie zum @elsStickstoffmonoxid
(NO) und Adenosintriphosphat (ATP), die in der Feotlie Integritat des Urothels
beeinflussen und zusatzlich lokale sensorischereaffe Neurone, sogenannte
nozizeptive C-Fasern aktivieren (BIRDER et al., 20BIRDER et al., 2005).
Diese C-Fasern ubertragen zum einen Aktionspotentan das zentrale
Nervensystem, die vom Gehirn als Schmerz wahrgeramwerden und l6sen
zum anderen einen lokalen Reflex aus, der zu eiReFisetzung von
Neuropeptiden, zum Beispiel der Substanz P, Nemmokind anderen, fihrt
(WESTROPP et al., 2005; BIRDER et al., 2010). Dinseiropeptide bewirken
eine Vasodilatation, eine erhohte GefaR- und Gepezhseabilitat, Odeme der
Submukosa, Spasmen der glatten Muskulatur und Miastzelldegranulierung
und damit das Bild der neurogenen Entziindung (GUINDORE, 2003) (Abb.
3). Als Folge davon erlauben diese strukturellearddnktionellen Defekte in der
Harnblasenwand den Ubertritt von Hydrogen-, Magmasj Kalzium- und
Kaliumionen oder anderen Urinkomponenten, die wiaahe die sensorischen
afferenten Neurone stimulieren (ROPPOLO et al. 526RUGER et al., 2009).
Bislang ist jedoch unklar, inwieweit die neurogdf@zindung ein spezifisches
Ereignis der FIC darstellt. Es kénnte sich hiedo®i einen primaren Faktor in der
Entstehung der FIC oder lediglich um eine Folgdeswng aufgrund einer
primaren Noxe handeln (GUNN-MOORE, 2003).
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Freisetzung von Substanz P verursacht
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- Reduzierte / veranderte GAG-Schicht
= Neurogene Entziindung

Abb. 3: Hypothese der neurogenen Entziindung
Schematische Darstellung der neurogenen Entzindwmgkatzen mit idiopathischer
Zystitis (nach GUNN-MOORE, 2003). GAG = Glykosargiypkan

1.5.2.5. Infiltration der Harnblasenwand mit Mastzellen

Bei einigen Katzen mit FIC konnte ein erhdhter Antn Mastzellen in der
Submukosa der Harnblasenwand festgestellt werdddFFENGTON et al.,
1997b; GUNN-MOORE, 2003). Mastzellen sind verantiiar fur die Sekretion
verschiedener Entzindungsmediatoren (z. B. Hist@amlideparin, Serotonin,
Zytokine, Interleukine und Prostaglandine) und msdamit Entztindung,
Vasodilatation, Odeme, Muskelspasmen und eine &arktst Aktivierung
nozizeptiver C-Fasern aus (GUNN-MOORE, 2003). Instdiogischen
Untersuchungen von Blasenbiopsien konnte allerdke@s Unterschied im Grad
der Mastzellinfiltration in Blasen von Katzen milF; verglichen mit den Blasen
von Katzen mit Urolithiasis, festgestellt werde®PECHT et al., 2004). Die Rolle
der Mastzellen in der Entstehung der FIC ist biglanklar, und es wird vermutet,
dass die Mastozytose im Blasengewebe von KatzerFi@itnicht spezifisch fur
diese Erkrankung ist (KRUGER et al., 2009).
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1.6. Die feline idiopathische Zystitis als Tiermodell de humanen
interstitiellen Zystitis

Die FIC gilt als Tiermodell fir die humane IC, audis schmerzhaftes
Harnblasensyndrom (Painful bladder syndrom, PBShamet, da sie viele
Eigenschaften der humanen IC widerspiegelt (WESTR@PBUFFINGTON,
2002; BJORLING et al., 2011). Aus diesem Grundesoih den nachfolgenden
Abschnitten die wichtigsten Charakteristika deru@ die Gemeinsamkeiten mit
der FIC n&her erlautert werden.

1.6.1. Charakterisierung

Die IC wird definiert als eine schmerzhafte Erkrangg der Harnblase, die mit
vermehrter Harnabsatzfrequenz und gesteigertemdriarg sowie Nokturie und
Schmerzen beim Harnabsatz einhergeht (BUTRICK .e2809; CAMERON &
GAJEWSKI, 2009; FLORES-CARRERAS et al., 2010). Bterile Entziindung
betrifft vorwiegend Frauen mit einem durchschrattén Alter von 42 Jahren, tritt
aber auch vereinzelt bei Mannern und Kindern alfH]@ENS et al., 2007). Die
Pravalenz der IC bei Frauen in den USA liegt b8BMis 2,71 % (CLEMENS et
al., 2007). Eine kurzlich veroffentlichte Studiegab allerdings eine deutlich
hohere Pravalenz mit 1,00 bis 11,00 % an FraueleimUSA, die an IC erkrankt
waren (BERRY et al., 2010). Die Atiologie der Enkkang ist trotz intensiver
Forschung nach wie vor unklar, und eine Diagnos® kaur anhand der typischen
Symptomatik und dem Ausschluss anderer Erkrankudgerunteren Harnwege,
wie zum Beispiel bakterieller Zystitis, Neoplasieter chronische Schmerzen im
Beckenbereich anderer Genese (z. B. Endometrios®ble bowel syndrome,
Prostatitis) gestellt werden (VERCELLINI et al.,@). Eine kausale Therapie ist

derzeit nicht vorhanden.

1.6.2. Tiermodelle

Die bislang ungeklarte Atiologie und die damit vemtdene fehlende kausale
Therapie machen die IC fir die betroffenen Patremzie einer von unablassigen
Schmerzen gepragten ,stillen Qual“ (PERSU et &11. Aus diesem Grund ist
die heutige Forschung intensiv darum bemuht, dieiligen Pathomechanismen
der IC zu ergrinden. Allerdings ist die Gewinnumg Blasengewebe aufwandig.
(BJORLING et al., 2011). Fur die grundlegende Etbung der Mechanismen,
die zur Auslésung der IC fuhren, ist daher der &nsvon Tiermodellen



Il. Literaturiibersicht 16

notwendig (BJORLING et al., 2011). Die experimeleteZystitis ist eine
induzierte Entziindung der Harnblase bei Tieren,atieModell fur die humane
natirlich vorkommende Zystitis dient (BJORLING et., a2011). Eine
experimentelle Zystitis wird zum Beispiel ausgeldstrch die intravesikulére
Instillation von Chemikalien bei M&usen, Ratten umdeerschweinchen.
(BARANIUK et al., 1990; WESTROPP & BUFFINGTON, 200RHULL et al.,
2007; LIN et al., 2008; KRHUT & ZVARA, 2011; PALMAt al., 2011). Eine
sogenannte autoimmune Zystitis kann zum Beispiethdulie Injektion von
homogenisiertem Blasengewebe, das von gen-idestisdRatten gewonnen
wurde, bei Mausen oder Ratten induziert werden (EBBNAROD et al., 1996;
PHULL et al., 2007; LIN et al., 2008). Des Weitetaann eine Zystitis durch die
intraperitoneale Injektion von Milz- und Lymphknateemogenaten, die zuvor
von Mausen und Ratten mit Harnblasenveranderungsvommnen wurden, in
naiven Mausen induziert werden (BULLOCK et al., 292UBER-NAROD et
al.,, 1996). Die Tiere entwickelten &hnliche Sympeomnd histologische
Veranderungen in der Blase wie Menschen mit ICs®igtudien, zusammen mit
den klinischen Beobachtungen, unterstitzten dieodhgse der Autoimmunitat
als moglicher atiologischer Hintergrund fur die (BJORLING et al.,, 2011).
Allerdings konnten weder Antigene identifiziert \ten, noch fuihrte die Therapie
mit Immunsuppressiva zu einem Verschwinden oderereiReduktion der
Symptome (BJORLING et al.,, 2011). Die Bedeutung wiel Anwendbarkeit
einiger dieser Modelle fir die Erforschung der Aigie und der beteiligten
Pathomechanismen, ist nach wie vor unklar (BJORLBY@I., 2011).

Zum jetzigen Zeitpunkt existiert kein Tiermodelgsdder humanen IC mit seinen
Charakteristika so ahnelt wie die FIC (WESTROPP RHBINGTON, 2002).
Katzen mit FIC leiden h&ufig ebenso wie Menschenl@®ian einem chronischen
rezidivierenden Verlauf der Erkrankung, der durchmwegltstressoren
verschlimmert werden kann (WHITMORE, 1994; BUFFINGY et al., 1997b;
JONES et al.,, 1997). Obwohl die FIC normalerweise Klassischen nicht-
ulzerativen Form der IC ahnelt, wurde dennoch viorera Fall der ulzerativen
Form der FIC (Hunner's ulcers) mit typischen ulteen Verdnderungen
berichtet (CLASPER, 1990). Histologische Verandgam wie petechiale
subepitheliale Blutungen (Glomerulationen), OdeRietose, und der Verlust von

oberflachlichen Schirmzellen (umbrella cells) ssmvohl bei der felinen als auch
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bei der humanen Form der Zystitis beschrieben (LAME et al., 2000) (Abb. 4,
Abb. 5). Betrachtet man die Abnormalitdten der lekaFaktoren (z. B. die
verminderte Konzentration an Glykosaminoglykanenjer sensorischen
(afferenten) Neurone, des zentralen Nervensystens; sympathischen
(efferenten) Neurone, so kdnnen diese sowohl bézdfamit FIC als auch bei
Menschen mit IC gefunden werden (LOWE et al., 199ARCHAND et al.,
1998; BUFFINGTON, 2001; SUN & CHAI, 2006; SUN et.,aR009). Die
Parallelen zwischen der felinen und humanen Zgstiie Erkenntnisse, die bisher
durch die Erforschung der FIC gewonnen werden l@mnind der Zugang zu
felinem intravesikularem Probenmaterial machen Fli@ zu einem wertvollen
und spontanen Tiermodell fir die humane IC, mitsdasHilfe weitere wichtige
Einblicke in die beteiligten Pathomechanismen d& LuLnd mdgliche

therapeutische Ansatze gewonnen werden konnten TWEEP &
BUFFINGTON, 2002).

Abb. 4: Endoskopische Aufnahme einer humanen Haseliim physiologischen Zustand
und mit interstitieller Zystitis

Endoskopische Aufnahme einer Harnblase eines gesuiMenschen (A) und einer
Harnblase eines Patienten mit nicht-ulzerativer emtitieller Zystitis (IC) (B)
(modifizierte Abbildung nach Onuma, 2008 und Tyetgal., 2012). A) Physiologische
Harnblase eines gesunden Menschen nach Hydrodister®) Pathologische Harnblase
eines Patienten mit IC nach Hydrodistension mitsigipen Glomerulationen und erhohter

Vaskularitat.
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Abb. 5: Endoskopische Aufnahme einer felinen Has®lim physiologischen Zustand
und mit idiopathischer Zystitis

Endoskopische Aufnahme einer Harnblase einer gesukdtze (A) und einer Harnblase
einer Katze mit idiopathischer Zystitis (FIC) (B)nddifizierte Abbildung nach
BUFFINGTON et al., 1996). A) Physiologische Harrdglaeiner gesunden Katze nach
Hydrodistension. B) Pathologische Harnblase einata¢ mit FIC nach Hydrodistension

mit typischen Glomerulationen und erhéhter Vasktiar

1.7. Proteinmarker im Urin

Die genauen é&tiologischen Hintergriinde der FIC dedIC sind nach wie vor
unbekannt (KELADA & JONES, 2007; KRUGER et al., 200Bei beiden
Erkrankungen kann die Diagnose nur tber den Aussstdnderer Erkrankungen
oder den endoskopischen Nachweis typischer Blagah@sionen gestellt werden
(ADAMS & DENMAN, 2011; BUFFINGTON, 2011). Aus dieseGrund ist die
aktuelle Forschung intensiv darum bemiht, Protembirker zu etablieren, mit
deren Hilfe die verschiedenen Ursachen untererwageerkrankungen einfacher
differenziert und Fehldiagnosen vermieden werdemkd (ERICKSON, 2012).
Biomarker sind zudem hilfreich fur die Aufklarungerd atiologischen
Hintergrinde der Erkrankung und tragen in Verbirgdumit einer definitiven
Diagnose zu einer optimalen Therapie der Erkranbhe@iERICKSON, 2012).

In der Humanmedizin sind zahlreiche Studien Gbetdrtbiomarker im Urin von
Patienten mit IC erschienen (KEAY et al., 1997; KEAt al., 1998; CHAI et al.,
2000; KEAY et al., 2000; KEAY et al., 2001b; ERICRS et al., 2002; KEAY et
al., 2003a; KEAY et al., 2004; ZHANG et al., 2005RICKSON et al., 2007;
KEAY et al.,, 2007; CANTER et al., 2008; DIMITRAKO\2008; KIM et al.,

2009). In diesem Zusammenhang konnten drei beddeitBnoteine identifiziert
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werden: der Antiproliferative factor (APF), der Bprmal growth factor (EGF)
und der Heparin-binding epidermal growth factoeligrowth factor (HB-EGF)
(ERICKSON, 2001; KEAY et al., 2001a; KEAY et alQ@Lb). Fur APF und EGF
konnte eine signifikant hohere Konzentration imrlJvion Patienten mit IC im
Vergleich zu den gesunden Kontrollen gezeigt werdeyhingegen HB-EGF bei
Patienten mit IC in signifikant niedrigerer Konzextion vorhanden war als bei
den gesunden Kontrollen (KEAY et al.,, 1997; KEAY at, 2001b). Alle drei
Biomarker unterscheiden mit hoher Sensitivitdt Spkzifitat gemeinsam oder
alleine zwischen Patienten mit IC und gesunden kdleh sowie Patienten mit
bakterieller Zystitis (KEAY et al., 1997; KEAY etl.a2001a; KEAY et al.,
2001b). Daher wird allen drei Markern eine gro3#éRio der Pathogenese der IC
und als mogliche Parameter fur die Diagnose dezugesprochen (KEAY et al.,
1997; KEAY et al., 2001a; KEAY et al., 2001b).

In der Veterinarmedizin steht die Forschung nadiermmellen Proteinbiomarkern
fur die FIC bislang noch am Anfang (BUFFINGTON, 20LEMBERGER et al.,

2011a; LEMBERGER et al., 2011b). Bei der Suche npotenziellen Urin-

Proteinbiomarkern konnten in den letzten zwei Jalmeei vielversprechende
Proteine, Trefoil factor 2 (TFF2) und Fibronektinjetektiert werden
(LEMBERGER et al., 2011a; LEMBERGER et al., 201Ibipse werden im Urin
und im Blasengewebe von Katzen mit FIC und gesurilmen in signifikant

unterschiedlichen Mengen exprimiert (LEMBERGER etl.,, a2011a;

LEMBERGER et al.,, 2011b). Bei den bisher bei Mewrschund Katzen
identifizierten Proteinen handelt es sich jeweils Wachstumsfaktoren, die in
unterschiedlicher Weise Einfluss auf die Differemang und Proliferation des
Epithels nehmen (BUFFINGTON, 2011).

1.7.1. Wachstumsfaktoren

Im Jahr 1996 inkubierten KEAY und Mitarbeiter auérdSuche nach einer
zytotoxischen Substanz im Urin von Patienten mit di@ fir den Schaden im
Blasenepithel verantwortlich sein konnte, Blasetmgzellen mit Urin von

Patienten mit IC. Dabei wurde eine verminderte iRn@tionsfahigkeit der

inkubierten Epithelzellen festgestellt, weswegea Horscher den Einfluss von
antiproliferativen Substanzen im Urin von Patienteit IC auf die Pathogenese
der Erkrankung vermuteten (KEAY et al., 1996). Ddredeutendste
Wachstumsfaktor, APF, wurde erstmals in einer r@gkhden Studie ein Jahr
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spater erwahnt (KEAY et al.,, 1997). Hierbei konmti® Unterschied in der
Produktion von Wachstumsfaktoren zwischen Patientent IC und
asymptomatischen Kontrollen festgestellt werdend es wurde ebenfalls der
Verdacht auf die Existenz eines antiproliferativeaktors im Urin geéulRert
(KEAY et al., 1997). APF ist ein niedrig molekular@eptid mit hitzestabilen
Eigenschaften, dass als negativ autokriner Waclsgtakior von epithelialen
Zellen des Urothels bei der IC vermehrt produzieird und mithilfe des’H-
Thymidin-Inkorporations-Assays an Zellkulturen gesen werden kann (KEAY
et al., 2000). Im Urin von Patienten mit IC konnta,Vergleich zu Patienten mit
bakterieller Zystitis ebenso wie bei gesunden Kallgn, eine hohere
Konzentration an APF festgestellt werden (KEAY let2001b). Dabei ergab sich
kein Unterschied in der Konzentration bei Patiemtender ulzerativen Form und
Patienten mit der klassischen nicht-ulzerativenntater IC (ZHANG et al.,
2005a). Des Weiteren wurde in Studien deutlich, sdader APF die
Zellproliferation unterdrtickt und durch die reduigeExpression von Proteinen,
die an der Bildung des interzellularen Haftkompkexbeteiligt sind, den
transepithelialen Widerstand vermindert (KEAY et, @003a; ZHANG et al.,
2005b). APF fuhrt zudenin vitro zu einer verminderten Produktion des
Wachstumsfaktor HB-EGF in primaren Blasenepithé&dreund verhindert damit
eine physiologische Regeneration und ReparationUteshels (KEAY et al.,
2003b).

HB-EGF wird hauptsachlich von Harnblasenepithetzeljebildet und ist wichtig
fur die Zellproliferation und Wundheilung (KEAY etl., 1997; ZHANG et al.,
2005a). In einer Studie konnte gezeigt werden, dalssmbinanter HB-EGF die
antiproliferativen Effekte des APF in Blasenepitedlen sowohl von Patienten
mit IC als auch von gesunden Probanden in eineisaasangigen Beziehung
hemmt (KEAY et al.,, 2000; ZHANG et al., 2005a). Déteiteren fuhrt eine
Hydrodistension der Blase von Patienten mit IC mereAbnahme der APF-
Konzentration, wahrend sich die HB-EGF-Werte demgmsunder Probanden
annahert (CHAI et al., 2000). Aus diesem Grund wigdnutet, dass die meisten
Effekte des APF auf die Zellen von Patienten mit l&us einer
Herunterregulierung der HB-EGF-mediierten Signalevegsultieren (KEAY,
2008). AuBerdem wurde gezeigt, dass APF sowohl &loekade des G2-
und/oder M-Phase-Zellzyklus induziert, als aucle@rhdhte Produktion von p53
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und p21 in normalen Blasenepithelzellen bewirkt GRAD et al., 2004; KIM et
al., 2007). Erhohte Konzentrationen dieser zwen3kapitionsfaktoren, p53 und
p21, bewirken einen Stillstand des Zellzyklus undrnvehrt stattfindende
Apoptose (KIM et al., 2007). Dies fuhrte zu der Metung, dass APF seine
antiproliferativen Effekte Uber Signaltransduktioiegie mediiert, die in die
Regulation dieser Wachstumssupressorproteine irerolgind (RASHID et al.,
2004; KIM et al., 2007). Die spezifischen Signalegedie von APF beeinflusst
werden, sind bislang unbekannt (KEAY, 2008). Ein@zkch verd6ffentlichte
Studie kam jedoch zu dem Schluss, dass APF und @&B-Eunktionell
antagonistisch zueinander arbeiten und Uber Mitageivierte-Proteinkinase-
(MAPK-) Transduktionswege Signale austauschen (tMl., 2009).

Ein weiterer von APF beeinflusster WachstumsfaksorEGF (KEAY et al.,
2000). EGF wird von vielen epithelialen Zellen puagkrt und ist der zuerst
entdeckte Ligand des EGF-Rezeptors (KEAY & WARRHEN98; SCHNEIDER
& WOLF, 2009). Er wird mithilfe eines Enzyme-linkdchmunosorbent Assays
(ELISA) gemessen (ZHANG et al., 2005b). EGF zeigeenso wie APF, eine
signifikant erhdhte Konzentration im Urin von Paten mit IC verglichen mit
Patienten mit bakterieller Zystitis und gesundemtalen (KEAY et al., 2001b;
ERICKSON et al., 2002). Die Bedeutung des EGF inRithogenese der IC ist
noch unklar, jedoch konnte in Studien ein negatieinfluss auf das
Zellwachstum durch EGF festgestellt werden (BROMBE® al., 1998; KEAY
et al., 2000).

Die zahlreichen Studien der letzten Jahre, habedern Ergebnis gefihrt, dass
alle drei Wachstumsfaktoren APF, HB-EGF und EGFBitsmarker fiur die IC
von herausragender Bedeutung sind und das Versgandrer verdnderten
Konzentrationen bei der Aufklarung der beteiligteathomechanismen der IC
ebenso wie bei der Diagnose einen wesentlicherrdgeleisten (KEAY et al.,
2001b; KIM & FREEMAN, 2011) .

1.7.2.  Trefoil factor 2

Die Suche nach Proteinen im Urin von Katzen mit F@ proteomischen
Methoden flihrte zur Entdeckung eines interessakiandidaten, dem TFF2
(LEMBERGER et al., 2011b). TFF2 gehort zu einer gpei von kleinen (12-22

kD) Peptiden, von denen bei Saugetieren bisher Bligglieder beschrieben
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worden sind, TFF 1, 2 und 3 (WRIGHT et al., 1991M3F2 wurde erstmals im
Pankreas von Schweinen entdeckt, und die charsksehe kleeblattahnliche
Struktur verlieh dem Protein seinen Namen (JORGBWS®Eal., 1982; THIM,
1989). TFF2 wird vereinzelt im OberflachenepithesdViagens und in grof3en
Mengen in Zellen der Magen-, Pylorus- und Brunngesc Drisen exprimiert
(TOMASETTO et al., 1990; JEFFREY et al., 1994). Wes Expressionsorte
konnten bislang in verschiedenen Organen gefundgdem, wie zum Beispiel im
Darm, im Pankreas, im Hypothalamus, in der Hypophyand im
Respirationstrakt (REGALO et al., 2005). Die abnalenExpression der TFF-
Familie in chronisch entziindlichem Gewebe des Gilb ginen ersten Hinweis
auf den Einfluss der TFF auf die Schleimhautregeioar (WONG et al., 1999).
Alle drei TFF werden bei Schleimhautschdden undrletmingen vermehrt
exprimiert und tragen zur epithelialen Regeneraben indem sie die Motilitat
und Migration der Zellen fordern und gleichzeitig die Apoptosehemmung
involviert sind (ALISON et al., 1995; TAUPIN et aR000; KJELLEV, 2009).

Des Weiteren spielt TFF2 eine Rolle in der Immunalwdes GIT (BAUS-
LONCAR et al., 2005a; BAUS-LONCAR et al., 2005h).diner Studie wurde die
Verteilung aller drei TFF im Urogenitaltrakt untectit (RINNERT et al., 2010).
Dabei liel3 sich vor allem die Synthese von TFF3plgevon TFF1, im Epithel
des gesamten UGT nachweisen, wohingegen TFF2 mamgelt im Epithel zu
finden war (RINNERT et al., 2010). Es wurde aul3erdestgestellt, dass TFF2
jedoch das vorherrschende TFF-Peptid ist, das m dan sezerniert wird
(RINNERT et al.,, 2010). Mithilfe von proteomischémtersuchungsmethoden
konnte in einer kirzlich erschienenen Studie eirpré&ssion von TFF2 im Urin
und Blasengewebe sowohl von gesunden Katzen als st Katzen mit FIC
nachgewiesen werden (LEMBERGER et al., 2011b). Diatwvente erstmals eine
physiologische TFF2-Expression im Ubergangsepittiddy Lamina propria
mucosae und der Tunica muscularis des Blasengevgelsesider Katzen gezeigt
werden (LEMBERGER et al., 2011b). Des Weiteren feshe signifikant
niedrigere Konzentration von TFF2 im Urin von Katzait FIC im Vergleich zu
den gesunden Kontrollkatzen auf (LEMBERGER et @011b). Auch im
Blasengewebe konnte eine signifikant niedrigerer&sgion von TFF2 bei Katzen
mit FIC, verglichen mit den gesunden Kontrollkatzesufgezeigt werden
(LEMBERGER et al., 2011b).
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Eine erhéhte Anfalligkeit fur gastrointestinale Eimidung und die Entwicklung
von Ulzera und malignen Tumoren im GIT, der Lebad wer Prostata im
Zusammenhang mit einem Mangel an TFF2 wurde berigitsmehreren

humanmedizinischen Studien gezeigt (ALISON et B95; FARRELL et al.,

2002; LEUNG et al., 2002; GARRAWAY et al.,, 2004; RU-JONES et al.,

2007; MICHELIS et al., 2009). Aus diesem Grund wiidl TFF2 auch in der
Schleimhaut des UGT eine schitzende Rolle vermiieMBERGER et al.,

2011b). Ein Mangel an TFF2 bei Katzen mit FIC k&at einer vermehrten
Anfalligkeit fur schwere Defekte und verminderte widhrmechanismen in der
Blasenwand filhren und damit zu einer reduziertenpaRaions- und

Regenerationsfahigkeit (LEMBERGER et al.,, 2011blrFZ spielt vermutlich

eine wichtige Rolle in der Pathogenese der FIC,evabch wie vor unklar ist, ob
der Mangel an TFF2 hierbei die Ursache ist odeigleth eine Folge der
Erkrankung darstellt (LEMBERGER et al., 2011b).

1.7.3.  Fibronektin

Fibronektin wird seit Uber mehr als zwei Jahrzehnie physiologischen und
pathologischen Vorgédngen untersucht und ist nacke wor Gegenstand
zahlreicher interessanter Studien (PANKOV & YAMAD2002). Fibronektin ist
ein hochmolekulares Glykoprotein, das als Dimerstxit, dessen Monomere
durch ein Paar Disulfidbriicken miteinander verbundand (MOSHER, 1984).
Durch alternatives Splicing einer einzigen messemiBonukleinsdure (MRNA)
kommt es dazu, dass mehr als 20 verschiedene Wamiades humanen
Fibronektins existieren (FFRENCH-CONSTANT, 1995; 8@EHL et al.,
1996). Fibronektin ist ein freier I6slicher Bestaidvon Plasma und anderen
Korperflissigkeiten und ebenfalls ein Teil der whiéhen Extrazellularmatrix
(EZM). Deshalb werden zwei Formen unterschieders Hsliche Plasma-
Fibronektin, das vor allem in der Leber gebildetdyund das unldsliche zellulare
Fibronektin (MOSHER, 1984). Fibronektin werden ag@ohnlich viele
verschiedene Funktionen zugesprochen, wie zum Reisiee Interaktion mit
einer Reihe an wichtigen biologischen Molekulerg Wieparin, Fibrin, Kollagene
und Integrine (YAMADA & KENNEDY, 1979; HYNES & YAMAA, 1982;
MOSHER, 1984; COUCHMAN et al., 1990; PANKOV & YAMARD, 2002).
Weitere wichtige Funktionen sind die Zelladh&sidfigration, Wachstum und
Differenzierung sowie Wundheilung (YAMADA & KENNED)Y1979; HYNES
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& YAMADA, 1982; MOSHER, 1984; PANKOV & YAMADA, 2002.

Fibronektin  wurde bereits in mehreren humanmedizimn und
veterindrmedizinischen  Studien im  Zusammenhang nfibrotischen

Erkrankungen beschrieben (BRAY et al., 1986; STAM®SKI & SORIN,

1991; ZHANG et al.,, 1994; EISMANN et al., 2002).nEBeispiel ist die
interstitielle Nierenfiborose beim Menschen, die eeifdauptursache fur ein
progressives Nierenversagen darstellt (BOHLE etl8l79; BOHLE et al., 1990).
Hierbei wurde in Tiermodellen eine Erh6hung derriitektin-Konzentration im
Nierengewebe nachgewiesen (KUNCIO et al., 1991; @HRI et al., 1996).
Studien deuten darauf hin, dass zwei Splice-Vagianton Fibronektin eine
zentrale Rolle in der Entwicklung der Organfibragselen (EISMANN et al.,
2002). Damit konnen sie sich zusatzlich als proggedse Marker fur das

jeweilige Stadium des Nierenschadens eignen (EISMANal., 2002).

Fibronektin ist auf3erdem beteiligt an entztindlickekrankungen des Darms. So
konnte im Tiermodell mit Mausen zu intestinalentigischaden bei Kolitis eine

erhohte Expression von Fibronektin im Kolonepitfestgestellt werden, und die
Autoren vermuten, dass das Fibronektin eine gestieigZelladhasion und

Wundheilung bewirkt (KOLACHALA et al., 2007).

Im Urin sind physiologischer Weise geringe MengenFibronektin vorhanden,
die vermutlich im Rahmen physiologischer Prozesse Erneuerung des
Blasenepithels in den Urin gelangen (GWINNER et &B93). Eine erhdhte
Konzentration dieses Proteins im Urin wurde jedachhumanmedizinischen
Studien bei Neoplasien der Harnblase festgestBIRNISMAN et al., 2000;
EISSA et al., 2002; HEGELE et al., 2003; MUTLU &t @a003; MENENDEZ et
al., 2005). Man geht hierbei davon aus, dass dimptmenten der EZM durch die
Proteasen, die aus der Metastasierung und Invasguitieren, zersetzt werden
und dadurch vermehrt im Urin ausgeschieden wer&TAYAMA et al., 1989;
KATAYAMA et al.,, 1990; WEISS et al., 1990; KATAYAMAet al., 1991;
REDWOOD et al.,, 1992). Aus diesem Grund fungierbréinektin beim
Menschen als Tumormarker im Urin und kann mit Hilfen automatischen
Assays gemessen werden (HEGELE et al.,, 2003; MUT&Ual.,, 2003;
MENENDEZ et al., 2005). Bis heute existieren we8ardien Uber den Einfluss
noch die Beteiligung von Fibronektin an der Entviicig der humanen IC. In

einer kurzlich erschienenen Studie konnte Fibranekh Urin von Katzen mit
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FIC und gesunden Katzen mithilfe proteomischer Me#m nachgewiesen
werden (LEMBERGER et al., 2011a). Dabei zeigte stte signifikant hhere
Konzentration von Fibronektin im Urin von Katzentr&iC verglichen mit den
gesunden Kontrollkatzen (LEMBERGER et al., 2011&ne physiologische
Expression im Blasengewebe von gesunden Katzemsoslere im Bereich der
EZM der Lamina propria mucosae und der Tunica mlassukonnte dargestellt
werden (LEMBERGER et al.,, 2011a). Katzen mit FIQgien eine deutlich
schwachere Signalintensitat fur Fibronektin in dgmannten Schichten als die
gesunden Kontrollen (LEMBERGER et al., 2011a). Breemehrt stattfindende
Fibrose im Blasengewebe von Katzen mit FIC und eieehdhte
Blasenwandpermeabilitéat infolge der hochgradigetzimdung und des Verlustes
der Schirmzellen und tight junctions (LAVELLE et,&£000) werden als Ursache
fur die reduzierte Konzentration im Gewebe vermtédEMBERGER et al.,
2011a). Ob diese Beobachtungen Ursache oder Fagdémkrankung sind, ist
zum jetzigen Zeitpunkt noch unklar (LEMBERGER et 2011a).

2. Proteomik

Die Proteomik umfasst die Erforschung des Proteamis biochemischen
Methoden (WILKINS et al., 1996a). Das Proteom besith die Gesamtheit aller
in einer Korperflissigkeit, einer Zelle, einem Géweoder einem Organismus
unter definierten Bedingungen und zu einem defiereZeitpunkt vorliegenden
Proteine (WILKINS et al., 1996a; WILKINS et al., 98b). Dabei unterliegt das
Proteom, im Gegensatz zum statischen Genom, eimeimdignamischen Prozess
und erfahrt unmittelbare und charakteristische Neefungen als Antwort auf
Krankheitszustdnde und externe Stimuli (APWEILERaket 2009). Wesentliche
Teilgebiete der Proteomik befassen sich mit demtjiadiven und qualitativen
Analyse der Proteinexpression, mit der Erforschwian Protein-Protein-
Interaktionen sowie mit der Untersuchung von pasglationalen Modifikationen
(ROTILIO et al, 2012). Aufgrund der Tatsache, dassich
Proteinexpressionsmuster unter bestimmten Bedirgqumngrandern, ist es fur die
Erforschung von Krankheitsmechanismen von Bedeutdiggeinzelnen Proteine
bei unterschiedlichen Bedingungen, also sowohla@sugden als auch im kranken
Zustand, zu untersuchen und zu vergleichen (diffaedle Proteomanalyse)
(WILKINS et al., 1996b; BECK et al., 2011). Die witgyste Analysemethode ist
hierbei die Massenspektrometrie (PETSCHNIGG et 2011). Sie stellt eine
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aulBerst  effektive  Methode zur Analyse von Expressiwustern,
posttranslationalen Modifikationen und der verdieieden und absoluten
quantitativen Proteinanalyse dar (ROTILIO et a12).

2.1. Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie wurde seit ihrer Entdeckung tber 100 Jahren
weltweit als Analysemethode eingesetzt (CANAS et 2006). Sie stellt die
Methode der Wahl zur Identifikation, Charakterigigg und Quantifizierung von
Proteinen und zur Identifikation von posttranslasilen Modifikationen dar und
leistet somit einen entscheidenden Beitrag zum tiedsnis der Dynamik, der
Interaktionen und der Rolle von Proteinen und Repti (DOMON &

AEBERSOLD, 2006; ANGEL et al., 2012). Des Weiteght sie Einblicke in

veranderte Signaltransduktionswege und ermdogligat Identifikation der fur
Diagnostik und Therapie von Erkrankungen wichtig@omarker (PHAM et al.,
2012).

Das Prinzip des Massenspektrometers besteht ifirdanung ionisierter Proteine
oder Peptide in Abhéangigkeit von ihrem Masse-zutlrays-Verhaltnis(m/z).
Dies geschieht mithilfe von elektrischen oder maigoken Feldern, die zu einer
Veranderung der raumlichen Flugbahn, der Geschgheiti und der Ladung der
lonen fuhren. AnschlieRend lassen sich die det&tie Massenspektiren der
ionisierten Peptide mittels Proteinsequenzdaterdraniad Softwareprogrammen
wie zum Beispiel MASCOT (http://www.matrixsciencens) identifizieren. Das
Massenspektrometer besteht aus einer lonenquetleEmeugung von lonen,
einem Analysator zur Auftrennung der lonen und mindetektor zur
Umwandlung der analogen in digitale Signale und ZAwfzeichnung der
Massenspektren (CANAS et al.,, 2006). Als lonenguddann entweder die
Elektrospray-lonisation (FENN et al., 1989) odee dilatrix-assoziierte-Laser-
Desorption/lonisation (MALDI) (KARAS & HILLENKAMP,1988) dienen. Die
Analyse erfolgt mittels Flugzeit- (time-of-flight,TOF), Quadrupol- oder
lonenfallen-Massenspektrometer. lonenfallen- und adpupol-
Massenspektrometer sind haufig mit einer Elekt@agponisation gekoppelt,
wahrend Flugzeit-Massenspektrometer meist in Vedoig mit MALDI
lonenquellen genutzt werden. Massenspektrometenekbrmul3erdem aus einem
oder mehreren Analysatoren hintereinander gesc¢hestgehen. Zwei oder mehr
Massenanalysatoren werden als Tandem-Massenspeftiom (MS/MS)
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bezeichnet (CANAS et al., 2006; ROTILIO et al., 2Dlwie zum Beispiel die
Kopplung von zwei Flugzeit-Massenspektrometern (@#F) oder die
Hintereinanderschaltung von einem Quadrupol- undnerai Flugzeit-
Massenspektrometer (Q/Q/TOF) (DOMON & AEBERSOLDQ&D

2.1.1. LC-MS/MS

Bei der LC-MS/MS wird der Massenspektrometrie eine
Flissigkeitschromatographie (LC) vorangeschaltethiNe der Chromatographie
werden die Proteine zuerst aufgetrennt, um dannchéaBend im
Massenspektormeter analysiert zu werden. Somit kdienAnalyse von sehr
komplexen proteomischen Proben erleichtert wer@&CK et al., 2011). Dabei
werden die komplexen Proteinmischungen zuerst eatigaln verdaut, um kleine
Peptidfragmente Zu gewinnen. Nach der Auftrennungm i
Flussigkeitschromatographen werden die Peptide Eexktronenspray-lonisator
zugefuhrt, um dann anschlielend im Massenspektevnvetiter analysiert zu
werden (ROTILIO et al., 2012).

2.1.2. LTQ Orbitrap

Die Forschung im Bereich der Proteomik treibt drgvizcklung von neuartigen
Massenspektrometern mit hoher Effizienz und germ@ergieaufwand an. Ein
derartiges Massenspektormeter, die LTQ Orbitragde/2005 von MAKAROV
entwickelt und stellt heute aufgrund seiner hoherens8ivitat und
Massenauflosung ein wichtiges Werkzeug der Proteatar (HU et al., 2005;
OLSEN & MACEK, 2009). Das LTQ Orbitrap besteht aaser linearen
lonenfalle (LTQ), die mit einen neuartigen Masseagsator, der Orbitrap,
gekoppelt ist (MAKAROV, 2000; HARDMAN & MAKAROV, 203; HU et al.,
2005). In der Orbitrap kreisen die lonen zwischeweiz konzentrischen
Elektroden, wobei die axiale Bewegung detektied anhand ihrer Spiegelstrome
in ein Massenspektrum transferiert wird. LTQ undi®ap sind tber eine C-Trap
miteinander verbunden, in der die lonen voribergelgelagert werden (OLSEN
et al., 2005).

2.2. Systembiologie
Um Biologie auf systemischer Ebene verstehen zuné&bdnmuissen die Struktur
und die Dynamik der zellularen Funktionen sowie [lenktionen des Organismus

und nicht die Eigenschaften isolierter Teile eidedle oder eines Organismus
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untersucht werden (KITANO, 2002). Seit etwas mdiregnem Jahrzehnt ist die
Systembiologie von einer Idee zu einem bedeuten#®@nschungszweig
herangewachsen (KOHL et al, 2010). Sie wird defini als eine
wissenschaftliche Disziplin, die danach strebte aiolekularen Elemente eines
biologischen Systems zu erfassen und zu quantéizieHOOD et al., 2004). Auf
diese Weise kdnnen die Interaktionen der einzelBlemente beurteilt und in
graphische Netzwerkmodelle integriert werden, diederum als Basis fur neue
Hypothesen dienen, um neu auftretende Mechanismérbiologische Prozesse
erklaren zu kénnen (HOOD et al., 2004). Wahrenduarstandnis fur Gene und
Proteine weiterhin von Bedeutung sein wird, liegt &okus der Systembiologie
auf dem Verstandnis der Struktur und Dynamik dewega Systems (KITANO,
2002). Der systembiologische Ansatz hat bereitsvielen pathologischen
Zustdnden Einzug gehalten und neue Aspekte derngatlkse vielschichtiger
Krankheiten, wie neurodegenerativer Erkrankunges, lacht gebracht (LIU et
al., 2010). In der Tumorforschung wurde die Systeiobie bereits verwendet
und hat zum Beispiel bei Prostatatumoren zu deertirtnis gefuhrt, dass die
unterschiedlichen Stadien sich in der dynamischerréaMderung der
Expressionsmuster von Genen und Proteinen in ddaardten Zellen
widerspiegeln (HOOD et al., 2004).

Auch in der Erforschung der humanen IC hat diesgguWissenschaftsdisziplin
bereits Verwendung gefunden (VAN et al., 2003; kKébal., 2011; YANG et al.,
2012). In einer Studie wurde der Gebrauch von pratschen und
metabonomischen Mustern im Urin zur Diagnose der d€testet und
gegenubergestellt (VAN et al., 2003). Dabei wurdetiels Massenspektrometrie
und Kernspinmagnetresonanzspektroskopie gewonnemermiationen mit
fortgeschrittener Bioinformatik genauestens untmswnd die Spektralmuster
mit einer 84%igen Spezifitdt von Patienten mit Ratienten mit bakterieller
Zystitis und gesunden Individuen unterschieden (VANal., 2003). In einer
kirzlich erschienenen Studie wurde mithilfe von mjuativer Proteomik und
Transkriptomik versucht, potenzielle Proteine ureh& die durch APF reguliert
sein konnten, zu identifizieren und gleichzeitigs dsPF-regulierte Netzwerk zu
untersuchen (YANG et al., 2012). 4140 verschied8eae wurden identifiziert,
von denen zehn potenziell durch APF reguliert uind hach der Erstellung eines

Netzwerks von besonderer Bedeutung sein konnterchDdie Verwendung der
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Systembiologie konnten in dieser Studie méglichevbsiream-Mediatoren des
APF-Signaltransduktionswegs identifiziert werdeANG et al., 2012).

Nach wie vor ist die Medizin von heute reaktiv, niem Fokus auf die

Entwicklung von Therapien fur bereits existiererti@nkheiten, tblicherweise
spat in deren Verlauf. Mithilfe der systembiolodien Herangehensweise wird in
Zukunft der Weg zu einer pradiktiven und letzteddlipraventiven Medizin

geebnet (HOOD et al., 2004).
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Abstract

Feline idiopathic cystitis (FIC) is the only spontaneous animal model for human interstitial cystitis (IC), as both possess
a distinctive chronical and relapsing character, Underlying pathomechanisms of both diseases are not clearly established
yet. We recently detected increased urine fibronectin levels in FIC cases. The purpose of this study was to gain further
insight into the pathogenesis by assessing interacting partners of fibronectin in urine of FIC affected cats. Several candidate
proteins were identified via immunoprecipitation and mass spectrometry. Considerable changes in FIC conditions
compared to physiclogical expression of co-purified proteins were detected by Western blot and immunohistochemistry.
Compared to controls, complement C4a and thioredoxin were present in higher levels in urine of FIC patients whereas loss
of signal intensity was detected in FIC affected tissue. Galectin-7 was exclusively detected in urine of FIC cats, pointing to an
important role of this molecule in FIC pathogenesis. Moderate physiological signal intensity of galectin-7 in transitional
epithelium shifted to distinct expression in transitional epithelium under pathophysiological conditions. |-FABP expression
was reduced in urine and urinary bladder tissue of FIC cats. Additionally, transduction molecules of thioredoxin, NF-xB p65
and p38 MAPK, were examined. In FIC affected tissue, colocalization of thioredoxin and NF-xB p65 could be demonstrated
compared to absent coexpression of thioredoxin and p38 MAPK, These considerable changes in expression level and
pattem point to an important role for co-purified proteins of fibronectin and thioredoxin-regulated signal transduction
pathways in FIC pathogenesis, These results could provide a promising starting point for novel therapeutic approaches in
the future.
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Introduction environmental factors as triggers for  psychoneurcendocrine
dysfunction |7]. There is ako evidence that viruses, especially
feline Calicivirus (FOV), may play a role ar least in some cases
of FIC [8]. Regarding human IC different theories for the
underlying pathomechanism were hypothesized among which
were chronic or subcdinical infection, autcimmunity, neurogenic
mflammation or bladder vrothelial defecrs affecting  bladder
permeability [9-10]. One field of 1C research engaged the
protein contents i urine in order to find potental diagnostic
markers and to gain new insight into the pathophysiology of this
disease [11-13]. BRecentdy, we identified rwo differentially
expressed proteins in disease, wefoil factor 2 and fibronectin
by comparing the protein profiles in urine of healthy and FIC
diseased cats using proteomic approaches [14-15]. Fibronectin,
a widely expressed high-molecular weight glycoprotein, plays an
imporram rode in cell adhesion, migration, growth, differentia-
tion and wound healing and takes part in a wide variety of
interactions with numerous proteins, such as heparin, collagen
and fibrin [16-17]. It is significantly upregulated in urine of cats
with FIC, indicating a more impnrmm role of fibrosis in the
pathogenesis of this disease than previously thought [15].

Feline idiopathic cystitis (FIC), a common disease ocourmnng
in 55-69% of cats with lower urinary tract signs, is the best
spontaneous animal model for human interstitial cysuts {1C),
alo known as painful bladder syndrome [1-2]. FIC represents
most of its features such as bladder pain, urgency and nocturia
in the absence of any other identifiable pathology such as
wrinary tract infection or bladder carcnoma [1.3]. The
diagnosis of both 1C and FIC can only be made by exclusion
of other diseases and confirmed in cystoscopy by characteristic
mucosal lesions and hemorrhages [+-5]. To the patents’
distress, a causative therapy could not be established so far.
Moreover, both diseases are characterized by their chronical
and relapsing character [1,6].

Despite extensive research the etiology of FIC and 10 is sl
unknown. In veterinary as well as human medidne there i
a econsensus that FIC and IC are mublifacoorial  disease
syndromes involving the urinary bladder. FIC i curremtdly
considered a disease syndrome of several and possibly in-
terrelated mechanisms involving local bladder abnormalities,
abnormalities of the nervous and endocrine system as well as
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The goal of this stady was to closely characterize the fibronectin
interaction network in urine and urinary bladder tissue of cats with
FIC with the aim to gain further insight into the pathophysinlogy
of this disease.

Materials and Methods

Collection and Preparation of Urine of Healthy and FIC
Cats

All samp]es were  collected  from prival:el‘y owned cats
examined at the Clinic of Small Animal Medicine, LML
Munich, Germany. A twotal of 46 urine specimens were collecred
and processed. This study included two groups: the FIC group
{n=26) and the healthy conmrol group (n= 2, Inclusion criteria
for the FIC group were clinical lower urinary tract sigms, such
as hematuria, stranguria, pollakisuria and periuria and exclusion
of other diseases of the lower urinary tract such as urolithiasis,
bacterial wrinary tract infection and structural abmormalities
|anomalies and neoplasia) [153]. To determine eligibility for
inclusion i this sdy group, abdominal ulrasonography and
abdominal radiographs, urinalysis including detemination of the
urine specific gravity, wurine dipstick and urine sediment and
aerobic urine culture were performed. Cats were excluded if
they showed any sign for crystalluria, bacreriuria, urolithiasis,
evidence of seoctural urinary tract abnormality, or if results of
bacterial culture of the urine sample were positive. Only FIC
cases with concurrent obstruction of the urethra were included
in the smdy. Healthy control cats were evaluated for health care
at the Clinic of Small Animal Medicine, Inclusion criteria for
the healthy group were no clinical signs of urinary tract disease,
no abnormalities on physical examination and an unremarkable
urinalysis, including specific graviry, dipstick and sediment on
the day of inclusion. Any history of prior urinary tract disease
led o exdusion from the healthy control group. All procedures
performed on any of the cats participating in the study were
medically indicated. No experimental animals were involved.
Urine samples were originally collected for pumpeses of clinical
work-up and used in scientific research with permission from
the Small Animal Clinic of IMU Munich, Munich, Germany.
Owmers gave their consent to use the samples.

A rotal of 26 urine szl.mpLes from FIC cars and 20 urine sampbes
from healthy control cats collected by means of cystocentesis (F10
n=21, controls n=20) or catheterization (FIC n=35) were
included. Cats with FIC were sampled within 24 h after the onset
of clinical sipns. Immediately after sampling, native urine was
subjected to urine analysis (see below). Subsequently, urine
samples were centrifuged at 2000 rpm at room temperamre
(RT) for 5 min) and the protein content of supernatants as well as
sediments was quantiﬁed see below). Finally, SUPEIMALATIES Were
divided into aliquots and immediarely stored ar —80°C undil forther
processing.

Collection and Preparation of Urinary Bladder Tissue of
Healthy and FIC Cats

Urinary bladders from three cats with obstructive FIC and four
cats with a healthy urinary tract were obtained freshly post
mortem. Cases with FIC were priv:ttdy owned and presentcd a5
patients at the Clinic of Small Animal Medicine, LMU Munich,
Germany. The reason for euthanasia of the cats was unrelated to
our study. Conirol cats with healthy urinary tract were euthanized
due to diseases unrelated to our study and withour pathologic
alteration of the urinary tract. Ovwners gave permission for the
clinical samples to be used scientifically. No experimental animals
were involved.

PLOS ONE | www.plosone.org

Fibronectin Interactors in Urine of Cats

Urinary bladders were extracted in their entirety within 30 min
after euthanasia and sections of various regions were prepared.
Sections were fixed by immersion in Bouin’s solution (Sigma-
Aldrich, Deisenhofen, Germany), dehydrated in a series of
alcchols and subsequently embedded n paraffin (Microm In-
ternational, Walldorf, Germany).

Urinalysis and Protein Quantification

Prior to centrifugation of urine samples, a hand refractometer
was used to determine urine specific pravity. Additionally,
urinalysis was performed by means of the semi-juantitative
urinalysis sticks (Combur-9 Roche Diagnostics, Grenzach-Wyhlen,
Germany| for determination of pH, total protein content as well as
concentration of glucose, ketones, bilirubin, urobilinogen, nitrite
and blood/erythrocytes. After centrifugation of urine samples
(2000 rpm, KT, 5 min) within 30 min afier collection, urine
sediments were examined microscopically. Protein content in
urine supernatants of each cat induded in the smdy was
determined by Bradford analysis (Sigma-Aldrich, Deizenhofen,
Germany).

Immunopredipitation of Protein Complexes in
Representative FIC Diseased Urine

For immunoprecipitation of fibronectin containing  protein
complexes, the urine sample (50 pg) of one FIO cat was
mcubated with a polydonal rabbit antihuman  fibronectin
antibody (5 pg IgG) (ThermoFisher, Bonn, Germany), which
according to the manufacturer’s declaration alo detects feline
ﬁhmnﬂczin, in immunoprecipitation buffer (0,05 M Tris, 0.15 M
NaCl, 0.2% NP40; pH 74) at RT for 1 h. As negative control,
the same amount of urine was moubated with purified rabbi
serum IgG (3 pg) (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany) using
identical conditions to detect any unspecific amtibody binding.
Antibody-bound protein complexes were recovered via binding
o protein  G-Sepharose beads (GE  Healthcare, Freiburg,
Germany) in illustra MicroSpin G-30 Columns (GE Healtheare).
Therefore, 40 pl protein  G-Sepharose beads were  washed
several times with immunoprecipitation buffer on the columns
and subsequenty incubared with the urine-antbody-, respee-
tively urine-serum-lgG mixture at 4°C for 1 h with gende
agitation, Afierwards, the Sepharose-bound Immunopredpitates
were centrifuged at 0.8 rpm for 2 s followed by several washing
steps with immunoprecipitation  buffer. Immune complexes of
hoth appendages were eluted from beads into 50 pl of Laemmli
buffer (4% SDS, 20% glyeerol, 10% Z2-mercaptoethanal,
0.004% bromphenol blue, 0,125 M Tris; pH 6.8) by agitation
on a bench top shaker {1400 rpm) for 10 min and subsequent
heating o 70°C for 10 min. After centrifugarion, the superna-
tant containing the immunoprecipitated proteins was separated
by SDS-PAGE (8%) and bloted onw  polyvinyldifluoride
membranes (PVDF; GE Healtheare, Freiburg, Germany). After
blocking for | h in 1% polyvinylpyrrolidone m PBS-T (PVP-T;
PBS containing 0.05% Tween 20) blots were meunbated
a 1:1000 diluton of polyclonal rabbit ant-human fibronectin
antibody (ThermoFisher) overnight at 4°C followed by detection
of binding by a 1:1500 dilation of HRP-conjugated goat anti-
rabbit 1gG antibody (Serotec, Dusseldorf, Germany) for 1 h ar
RT. Proteins were then visualized with enhanced chemilumi-
nescence (ECL) reagent on X-ray films (Euromed; Christiansen,
Planegg, Germany). Remaining supernatant of immunoprecdp-
itation was stoved at —20°C for further pmcessin;f.
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Identification of Co-purified Proteins by Liquid-
chromatography Mass Spectrometry/mass Spectrometry
(LC-MS/MS)

Directly prior to LO-MS/MS analysis, immunoprecipitated
proteins were digested in oypsin and resulting peptides were
separated on a reversed phase chromatography column (PepMap,
15 anx 735 pm 1D, 3 pm/100A pore size, LC Packings) operated
on a nano-HPLC apparates (Ultimate 3000, Dionex GmbH,
Idstein, Germany). The nano-HPLC was connected to a linear
quadrupole jon rap-Orbitrap (LTQ Orbitrap X1} mass spec-
rometer (ThermoFisher, Bremen, Germany). The mass spec-
trometer was operated in the data-dependent mode to automat-
ically switch between Orbimap-MS  and LTOQ-MS/MS
acquisition. Survey full scan MS specira (from mJ/z 300 o 1500)
were acquired in the Orbitrap resolution B =60,000 at m/z 400,
Up to ten most intense ions were in parallel selected for
fragmentadon on the linear ion trap using collision mduced
dissociation at a target value of 100,000 ions and subsequently
dynamically excluded for 30 s. General mass spectrometry seftings
were: electrospray voltage, 1.25-1.4 kV; no sheath and auxiliary
gas flow; ion selecion threshold for MS/MS, 500 counts;
activation Q-value for MS/MS, 0.25 and activation time for
MS/MS, 30 ms. MS/MS spectra were exported from  the
Progenesis software as Mascot Generic file (mgf) and vsed for
peptide idendfication using Mascot (Matrix Science, London, UK;
htp:/ fwww.matrivscience.com), the Uniprot database [herp://
www.uniprot.org) restricted to mammalian entries and the
Ensembl cat database (h rrp:.-l’,l"\.nvw.emmnl’)l.ﬂrgj in partic ular. A
protein was considered as identified i the confidence score was
higher than 30 and if the significance threshold was p=0.01. For
quantification, all peptides allocated o a protein were included
and the total cumulative abundance of the protein was calculated
by summing the abundances of all peprides. Multiple interaction
candidates of fibronectin were discovered of which peptide
identifications are listec in table 1.

Verification and Quantification of Co-purified Proteins
SDS-PAGE. blotting and signal
gquantification. For protein separation, SDS-PAGE was per-
formed loading equal amounts of total protein from all urine
supernatants followed by semidry blotting ento PVDF membranes
(GGE Healtheare). Unspecific binding was then blocked with 1%

western

Fibronectin Interactors in Urine of Cats

PVP-T for | h ar RT. Blots were incubated overnight at 4°C with
the according primary antbody, For detection of candidate
proteins, polyclonal rabbit anti-human complement C4-A (C4da)
antibody {Abcam, Berlin, Germany) was used ar a working dilution
of 1:500. Rabbit polyclonal antibody against human galectin-7
(Abcam) was used ar a dilugon of 1:3004, Polyclonal goat ant-
human farry acid-binding protein 2 (I-FABP) antibody (Abcam)
was used art a dilution of 1:1000 and rabbit polyclonal anti-human
thioredoxin antibody (Abcam) was urilized at a working dilution of
1:400. Paolyclonal mbbit ant-human NF-kB antibody against
subunit pii5 was purchased from Cell Signaling, { Frankfurt (Main),
Grermany| and was wsed at a diluton of 1:1000. Working dilution
for polyclonal anti-human p38 MAPK antibody (Cell Signaling)
was L300, After three washing steps in PBS-T, blots were
incubated in respective horseradish peroxidase-conjugated sec-
ondary antibody for 1 h at RT w detect binding of primary
antibody. As secondary antibodies, goat anti-rabbit gl (Serotec,
Duisseldort, Germany, diluton 1:5000) or rabbit anti-goat lgG
(Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany; dilution 1:1000) were
utilized., MNegative conwols for all Western blot experiments
included omission of the primary antibody as well as incubation
with isotype-matched primary antibody of irrelevant specificity.

After twelve further washing steps in PBS-T, signals were
detected by ECL on a radiographic film (Euromed ). Western blows
were imaged on a transmision scanner operated by LAB SCAN
5.0 software and Western blot signals were quantified by means of
densitometry using ImageChantTl. software 2005 (all GE
Healthecare).

Immunofluorescent labelling of target tissue. Urinary
bladder tssue blocks were sectioned and subsequently mounted on
coared slides {Superfrost: Menzel, Braunschweig, Germany). Hear
antigen retricval was processed at 99°C for 15mmm m 0.1 M
EDTA-MaOH buffer (pH 5.0). Tissue sections were blocked with
1% BSA in TBS-T and appropriate serum for 40 min at R'T prior
to incubation with primary antbody. Blocking serum was selected
according to the species the secondary antibody was obtamed
from. In the case of labelling with multiple antibodies, blocking
steps (ProteinBlock: Dako, Hamburg, Germany) were inserted
berween each andbody incubadon. Tissue sections were fluores-
cently labelled by incubation with primary antbodies against
fibronectin {monodonal mowse anti-human fibronecin-antbody.
1:100), C4a (1:530), galectin-7 (1:300, I-FARP (1:2000), thioredoxin
(1:100), NF-kB p65 (1:50), p38 MAPK (1:50) (all anribodies from

Table 1. Urine fibronectin co-purified proteins identified by mass spectrometry.

| Protein name Accession no.” Peptide count” Confidence score® Maximum fold change
Fibronectin ENSFCAPODDODDOES 44 1 575 1081

lg kappa chain V' region 3315 PO1683 2 76 5016698

lg gamma chain C region PO1BTO0 1 1489 6325

Alpha-51-casein PO2662 2 82 1303

Caspase-14 F31944 1 51 T4

Complemant C4-A POCOLS 2 78 1014

Galectin-7 P47929 2 104 2395

Fatty add-binding protein, intestinal P12104 1 63 1487

Thioredoxin P10599 1 62 1498

[progensesis values).
doiz10.1371fjoumal pone 005 13911001

PLOS OME | www.plosone.org

Multiple co-purified preteins of fibronectin could be identified in urine of FIC cases by LC-MS/MS of which eight are listad. a) Accession number as listed on Uniprot
[htt peffwww.uniprotorg) or Ensembl (hitpewww.ensemblorg) databases, b) Number of peptides the protein was identified with, o Confidence score as given in
Mascot were considered as significant if the value was higher than 30 {(*p=0.01), d} Ratic of control IP and FIC IP cumulated peptide intensity signal strengths
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Abcam) and mouse anti-human CD117 (1:50; Serotec); at 4°C
overnight followed by incubation with the respective secondary
antibody for 30 min at RT. Secondary antibodies were Alexa
Fluor dye-labelled and purchased from Invirrogen (Karlsruhe,
Germany]. All antibodies were used at a working dilution of 1:500
(goat anti-rabbit Ig(; Alexa 647, donkey anti-goat gl Alexa 546
and goat ant-mouse IgGc Alexa 488). Isotype controls were
incladed as negative controls in all immunchistochemical stain-
ings. Cell nudei were stained with —I—’Ij-d.iamidino-2~phﬂﬂ).'1il1rbl
(Invitrogen; dilution 1:1000). Finally, sections were mounted using
fluorescence mounting medium, Fluorescent images were re-
corded with the Axio Imager M1 (Zeiss, Gittingen, Germany) and
examined with Axio Vision 4.6 software [Zeiss).

Statistical amalysis. Calculation of statistical significance
was performed using the Paleontological Staristics (PAST) software
(hetp:/ ffolk nio no/ohammer/past/mdex. himl). Variance of pro-
tein expression quantified by means of densitometry using the
ImageQuantTL software was analysed by a Kolmogorov-Smirnov
test. Since the data were not diseributed normally, the Mann-
Whitney test was used to calculate smistical sipnificance. The
differences in the protein expression were considered as significant
if the p-value was =0.05.

Results

Novel Potential Interacting Partners of Fibronectin
Identified

For identification of the proteins that coprecipitated with
fibronectin in the immunoprecipitation assay, LE-MS/MS anal-
vais was used. Multiple co-purified proteins could be dearly
identified as well as fibronectin itself, emphasising the affinirty of
the used antibody artually directed against a human target protein
to the feline one (table 1). Peptides with a maximum fold change of
maore than 5.5 are listed i table 1. These identified proteins were
Ig kappa chain region V 3315, Ig gamma chain C region, alpha-
Sl-casein, caspase-14, C4a, galectin-7, I-FABP and thioredoxin.
Next, we decided to verify changed expression patterns of the
lLatter four candidates inurine of a cohort of healthy and FIC cases.

Expression of Candidates in Urine of FIC Diseased Cases
and Healthy Controls

Complement Cda and galectin-7 levels are increased in
Quantification of C4a signal intensities in
urine of FIO cases compared tw healthy controls showed
a significant (p=0L001) increase of C4a levels in the majority of
tested urine samples of FIO cases (Fig. 1A, black column) with an
almost 5-fold higher concentration in FIC urines compared to
healthy control urines (Fig. 1A, white column),

In urine of FIC cases, (Fig. 1B, black column) we found an
extraordinary upregulation of galectin-7 with a 45-fold higher
expression in urine of FIC compared to healthy control urine
{Fig. 1B, white column) with a p-value of =0,05. Interestingly, only
some urine samples of FIC affected cases revealed a higher
expression, whereas the signal mtensity of galectin-7 in some FIC
and all healthy cases was negative (Fig. 1B),

I-FABP level is decreased in urine of FIC cases.  Famy
acid-binding protein 2 (I-FABF), belongs to the farty acid-binding
protein family and & genemlly expressed in the entrety of the
intestine [18]. -FABP is physiologically expressed in urine of
healthy cats as well (Fig. 10, white column). In contrast, we found
a significant decrease of -FABP levels to only one half of the
physiological amount in urine of FIC diseased cases, indicating
a less of I-FABP in FIC (Fig. 1C, black column),

urine of FIC cases.

PLOS ONE | www.plosone.org
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Thioredoxin and the signal oransdoction molecules NF-kB
pb5 and p38 MAPK are upregulated in FIC discased
Thioredoxin is a small redox-regulating protein that
belongs to the thioredoxin family and plays a role in a wide variety
of biological functions e.g. in oxidative stress [19]. We quantified
the signal intensity of thioredoxin in urine of healthy (Fig. 11D,
white column) and FIC diseased cases (Fig. 1D, black columnj. An
average increase by a factor of 7.5 in the majority of FIC samples
compared to healthy control samples could be observed. Since
thioredoxin was significantly upregulated in urine of FIC affected
cases, we next were interested which signal rransducdon pathways
were changed in disease. Therefore, we examined the downstream
molecules NF-kB p65 (NF-kB pathway) and p38 MAPK [MAPK
pathway) [20-21]. Interestingly, we found a 5fold increased
concentration of NF-kB pb5 in almost every urine sample of FIC
affected cases (Fig. 1E, black column| compared to healthy control
urines (Fig. 1E, white column). Moreover, quantification of p38
MAPK expression showed an average upregulation by factar 6.5
in FIC wrine (Fig. 1F, black column) in contrast to physiological
p3f MAPK concentration in healthy control urine (Fig. 1F, white
columnj.

urine.

Expression of Fibronectin and its Potential Interacting
Partners in Target Tissue of FIC Cases and Healthy
Controls

To examine the physiological expression of identified co-
purified proteins of fibronectin, we investigated candidate expres-
sion patterns with immunohistochemical methods (Fig. 2A, H&E
staining, Fig. 3, luorescent double staining and Fig. 4, left panel),
Then, we analyzed appearance of 'pm:ein partners under FIC
condition (Fig. 2B, H&E staining, Fig. 4 right panel). Represen-
tative staining of FIC affected bladder tissue with H&EE showed
marked destruction of normal bladder wall physioinm' .fh;; DA
compared © the characteristic architecture of healthy bladder
mssue (Fig. 28).

I-FABP and thioredoxin co-localize with the interstitial
cell marker CD117 in the lamina propria mucosae. In
order to define the specific localizaton of all candidates under
normal condition and to demonstrate the association o certain
structures of the bladder tissue (Fig. 3A), we performed immuno-
histochemical double staining of co-purified proteins with in-
terstitial cell marker CDV17, which was markedly expressed in the
umbrella and epithelial cells of the transitional cell epithelium as
well as in the mterstitial cells of the lamina propra muccsae
(Fig. 3B). C4a and CDI117 overlay could be observed in the
urothelial cells as well as a scattered expression in the interstirial
cells of the subepithelial laver (Fig. 3C). Galectin-7 only showed an
overlay with CD117 in the umbrella cells of the ransiional cell
epithelium of the healthy bladder and corlocalized in the urothelial
ecells (Fig. 3D). Besides a clear overlay of I-FABP and CD117 in the
rransitional cell epithelivm, an additonal co-localization in the
interstitial cells of the lamina propria and a separate expression of
1-FABFP extracellularly could be seen (Fig. 3E). Thioredoxin
expression overlapped with GD117 in the epithelial cells of the
urothel as well as in the interstitial cells of the lamina propria
{Fig. 3F).

C4a expression decreases whereas galectin-7  shows
a distinet increase of sl.gnal Enl.l:nsil)' in the transitional
cell epithelium of FIC cases.  In comparison o physiological
fibronectin expression in healthy bladder dssues (Fig. +A) and loss
of fibronectin in FIC diseased tissues (Fig. 4B), C4a was primarily
associated to the apical transitional cell epithelium in physiological
condition (Fig. 4C), whereas, similar to fibronectin, an absence of
C4a expression from bladders of FIC cases was detected (Fig. 4D).
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Figure 1. Quantification of signal intensities of co-purified candidate proteins of healthy and FIC diseased cases. Western blot signal
intensity of heakthy controls (white columns, left, n=20) and diseased urine samples (grey columns, right, n = 16) were compared for the following co-
purified proteins: Complement component 4a (C4a) (A), galectin-7 (B), fatty acid-binding protein, intestinal (I-FABP) (C), thioredoxin (D), NF-kB p65 (E)
and p38 MAPK (FL. The according Western blot strips visualize the quantitative difference of signal intensities. The left strips show representative
control blots, the right ones blots with FIC urine. The coresponding band sizes are displayed in black boxes. Signals were quantified by densitometry
and statistical significance was calculated using the Mann-Whitney test. Data are represented in @ column bar graph as means with SEM. Expression
level of C4a (A) shows a significant (***p=0.001) increase in urine of FIC diseased cases with an almost 5-fold higher concentration compared to urine
of healthy controls. Galectin-7 (B) is significantly (*p=0.05) upregulated in FIC diseased samples compared to healthy control samples with a 45-fold
higher expression in FIC affected cases. Quantification of I-FABP expression (C) results in a significant (*p=0.05) decrease in urine of FIC cases
compared to urine of healthy controks. Thioredoxin (D) s significantly (***p=0.001) increased by a factor of 7.5 in FIC compared to urine of controls.
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Abundances of NF-kB p65 (E) significantly (***p=0.001) increase in diseased specimens compared to healthy specimens with a 5-fold higher
ion just as p38 MAPK (F) showing an 6.5-fold higher expression (*p=0.05) in FIC diseased urines in comparison to healthy control urines,

expressio
doi10.1371/journal pone 051391 g0

Galectin-7 showed a considerable change in the expression of
healthy bladder tissues (Fig. 4E) compared o FIC affected tsues
(Fig. 4F): a slight signal intensity in the transitional cell epithelium
and around blood vessels in the subepithelial munic of healthy
urinary hladders (Fig. 4E), with an obvious increase of galectin-7
expression in FIC diseased bladder tissues in the cytoplasm of cells
of the rransitional epithelium (Fig. 4F).

L-FABP and thioredoxin are both expressed in the urinary
bladder tissue of healthy controls whercas thioredosxin
shows a distinet loss of sigu.nl i:utl:nsity in FIC diseased
bladders. I-FABP was expressed throughout all layers of
healthy urinary bladder tissues with a clear reactivity in the
mransiional cell epithelium (Fig 4G). In FIC affected dssues
(Fig. 4H), loss of signal intensity was visible in all tunices of the
urinary bladders.

Thioredoxin was derected i even amounts in all tunices of
healthy bladders (Fig. 41). In FIC cases (Fig. 4]}, all omices of the
urinary bladders showed a decrease of reactivity of thioredoxin
with a marked leakage into the bladder lumen.

Fibroneciin and its interacior ihhoredoxin are colocalized
in the subepithelinl and muscular tunices of healthy
bladder tissues. A coexpression for fibronectin and thiore-
doxin could be demonsirated in the lamina propria mucosae and
the muscle mnic in healthy urinary bladders (Fig. 5A). Addition-
ally, fibronectin was mainly present in the extracellular matrix
(ECM), whereas thioredoxin could be found in the cytoplasm of
cells. We also observed a distinct leakage of signal intensity of both
molecules in all layers of FIC diseased rissues (Fig. 5B) with a loss
of oexpression in the subepithelial and muscular munices.

NE-kB p65 and p38 MAPK clearly appear in FIC affected
dssues,  Quantficarion of Western blot analyses showed a dis-
tinct upregulation of thioredoxin as well as the signal transduction
molecules NF-kB p65 and p38 MAPK in urine of FIC cases
(Fig. 1E and 1F). We performed immunohistochemical double
labelling of thioredoxin and either NF-xB ph5 or p38 MAPK w
investigate the connection between thioredoxin and relared signal
transduction cascades u.rinar,' bladder tizssues of heah'hy and

diseased cases. Although thioredoxin was expressed in all mnices
of the healthy urinary bladders (Fig. 5C), NF-kB p65 was not
detectable i any layer of healthy bladder. Interestingly,
thioredoxin was almest ahsent in FIC diseased sections (Fig. 51)
except for a weak signal in the mansitional cell epithelinm and the
lamina propria of the bladder tissues. In contrast, NF-xB p6i3 was
dea.rly e:qwessed in the subq‘)it}miiz] tunic of FIC hladders.
Interestingly, a focal colocalization of NF-xB p63 and thioredoxin
could be seen in the lamina propria of FIC diseased bladder issues
at NF-kB phi5 expression sites, P38 MAPK showed a slighr
expression in healthy bladder rissues in the transitional cell
epithelium and the lamina propria mocosae (Fig. 5E). In FIO
affected tissues, p38 MAPK was clearly expressed in the cytoplasm
of the umbrella cells of the transitional cell epithelivm as well as in
a scattered pattem around cell nuclei in the subepithelial and
muscular tunices, without a co-localization (Fig. 5F).

Discussion

1C/ painfirl bladder syndrome s a common human disease with
a burdensome character that leads to an adverse impact on quality
of life for affected people [22]. The only spontaneous animal
maodel for 16 in humans is currently the feline type of urinary tract
disorder. Besides similarities in the clinical appearance and the
spontanecus occurrence of both  diseases, there are many
comparable pathological alterations thar indicate the high rans-
ferability and relevant input of FIC and IC research [23].
Regarding this, we focussed our study on the protein interaction
network of fibronectin in FIC diseased cases 1o elucidate possible
pathomechanisms in the development of this disorder.

To idendfy potential interacting parmers of fibronectin in
discased urine, we performed co-immunoprecipitation followed by
mass spectrometry analysis. This approach was successful and
numerous co-purified proteins of fibronectin could be discovered
(Table 1). We closely examined four candidates of the co-purified
proteins and verified their expression patterns in urine of a cohort
of healthy and FIC cases (Fig. 1). Furthermore, we investigated

Figure 2. H&E staining of normal feline bladder (A) and FIC diseased bladder (B). Histological sections stained with Haematoxylin and
Eosin. Healthy urinary bladder section (A) shows characteristic architecture compared with FIC diseased bladder tissue (B), where a loss of normal
bladder wall physiology can be seen. Notice the marked loss of transitional cell epithelium, the intramucosal bleeding and oedema in the FIC section
(B). a=Tmnsitional cell epithelium, b=Lamina propria mucosag, c=Loss of transitional cell epithelium, d = Intramucosal bleeding and oedema.
doi:10.1371/journal pone 0051391 g002
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Figure 3. Expression of co-purified proteins in heaithy bladder tissue. Immunohistochemical double labeling of CD117 and co-purified
proteins in a representative healthy bladder tissue. DIC image of healthy bladder tissue (A). C0117 (green) shows a marked reactivity in the epithelial
cells of the urothel and in the interstitial cells of the lamina propria of the healthy bladder (B). Overlay image of C4a (red) and CD117 (green) reveals
conziderable codocalization (overlapping results in yellow colour) at the cell nudlei of the urothelial cells and a scattered expression in the interstitial
cells of the lamina propria (C). Galectin-7 (red) and CD117 {green) show a codocalization in the umbrella cells (marked with an asterisk) of the
transitional cell epithelium, whereas reactivity of both proteins in the epithelial cells of the urcthel indicate a co-expression. Cells of the lamina
propria are only CD117 positive (D). [-FABP (red) and CD117 (green) overlay is visible only in the interstitial cells of the lamina propria. Additionally, |-
FABP reactivity is seen extracellularly and is distinctly expressed in the basal membrane (E). Thioredoxin (red) and CD117 (green) co-localize distinctly
at all cell nuclei of the transitional epithelial cells and in the interstitial cells of the subepithelial tunic (F). The blue colour reveals staining of cell nuclei
(DAPI), a=Transitional cell epithelium, b=Lamina propria mucosae, c=Inserted box shows magnification of respective cells in the lamina propria

mucosae.
doi:10.1371/journal.pone.0051391 9003

their physiological expression and specific localization in relation
to interstitial cell markers in heakthy bladder tissues and their
expression patterns under FIC condition with immunchistochem-
ical methods (Fig. 3 and 4).

A candidate closely examined was C4a, a member of the
complement cascade |24]. Several studies previously investigated

PLOS ONE | www.plosone.org

the involvement of complement in the pathogenesis of human 1C
125-27]. A significant depletion of C4 i serum of 10 patients
could be found suggesting an involvement of a chronic local
immunological process in the pathogenesis of this disease [23].
Higher amounts of urinary C4a in FIC cases could be the result of
a significant increase of serum levels in FIC. However, fibronectin
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Figure 4. Expression pattern of fibronectin and its co-purified
proteins in healthy and diseased bladder tissue. Urinary bladder
expression of fibronectin (green) and its co-purified proteins (red) in
a representative healthy (left panels) and FIC diseased bladder (right
panels), Physiological distribution of fibronectin (green) in healthy
bladder (A). Extracellular matric of the lamina propria mucosae and the
muscle tunic show a distinct immunoreactivity for fibronectin, whereas
a loss in FIC affected bladder tissue (B), espedally in the subepithelial

PLOS ONE | www.plosone.org
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and muscular tunices, is evident. C4a (red) is moderately expressed in
the apical transitional cell epithelium of the physiological bladder (C)
and disappears in the FIC affected bladder tissue (D). Galectin-7 (red) is
expressed especially in umbrella cells of the transitional epithelium and
around blood vessels in the lamina propria under normal condition (E).
In contrast, expression changes profoundly in FIC affected bladders to
distinct expression in the transitional cell epithelium (F). Reactivity of |-
FABP (red) throughout all tunices in healthy bladder (G) almost
disappears in FIC diseased tissue (H). Thioredoxin (red) reveals
a predominant signal in the entire healthy bladder tissue (I} compared
to a leakage of thioredoxin into the lumen (amow) of FIC affected
bladder tissue resulting in a slight immunoreactivity of the diseased
bladder tissue (J). The blue colour reveals staining of cell nuclei (DAP).
a=Transitional cell epithelium, b=Lamina propria mucosae, ¢ = Muscle
tunic, d =Mormal vessel.

doi10.137 1/journal.pone.0051391.g004

was recently reported to be increased in the urine of FIC cars due
to leakage from damaged urinary bladder tissue [15]. Therefore,
the ohserved decreased abundance of C4a in FIU affected bladder
mssue (Fig 4C and D), but increased abundance in wrine of
diseased cases (Fig. 1A) could both be resulting from cell death and
tissue damage, Helin et al. elucidated the impact of complement o
the development of tissue injury and the chronic self-perpetuating
inflammation typical for 1C |. Under physiological conditions
complement activation is wellcontrolled, whereas pathological

alteration accelerates its activation due w stimuli such as tssoe

injury [28]. For this reason, we presume that in the case of FIC,

mssue damage of affected bladders cause an augmented activarion
of the complement system and an increased abundance of pepride
mediators like C4a in the inflammarory process, which in return
leak into the urine through the damaged, hyper-permeable urinary
bladder wall. Furthermore, intense C4a activation could generate
a more excessive mfammarory
eliminate underlving damage and therefore play a role in the

response than necessary to

chromic and relapsing character of the disease,

A very il‘l[l‘:'l.\[[tlu. l'l'l-|‘.'l|l'[ﬁl'|'| }'rt‘l'll’l‘ih of fibronectin identified in
this study i galectin-7, which was only present in urine of FIC
Fig. 1B). Galectin-7 is mainly
distributed in stratified squamous epithelinm in various tissues and
its functions include cell-to-cell adhesion, cell-marrix inte
growth regulaton and apoptosis [29]. In this study, a physiological
presence of galectin-7 in the transitional epithelium and around
hlood vessels in the subepithelial tuinic could be demonstrated in
hes r'n'_. h ues where it co-localizes with G117, a |.n'|l[|"m
expressed by interstitial cells of il in the transitional cell
epithelivm of the lower wrinary wract (Fig. 3D and 4E) [30].
Interesringly, FIC sues showed
nal epithelium (Fig. 4F).
eal [31],
of polarized kidney

cases but oot in control urine

raction,

increase of

sedl bladder t

galectin~7 signal intensity in the rans

n of cor

Gralectin-7 plays a crucial role in reepitheliali
epidermal wounds [

and in wound rep:

cells |33]. An increased abundance in the transiional cell
epithelium of FIC diseased bladders indicates an upregulation of
this protein due to loss of physiological structure of the bladder
|15]. We believe that galectin-7 play:
healing and reepithelialisation of the impaired tissue in FIC cases

an important role n wound

as well. Furthermore, the extent of acceleration of the reepithe-
lialisation of
growth factors [31]. Moreover, the clinical potential of galectin-7

ilectin-7 in corneal wounds was greater than that of

seems t0 be more attractive than that of growth factors due to
absent cell mitosis m epithelial cells [34]. On this account,
galectin=7 could be of greatest interest for developing novel
therapeutic strategies for weamment of FIC and thus also 1.
Fibrosis has recently been proposed to play an imp
the pathogenesis of FIC [15]. Furthermore, the primary cause of
fibrotic ease has been suppested o be an uncontolled
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Figure 5. Immunohistochemical double labelling of candidates in healthy (left panels) and diseased bladder tissue (right panels).
Immunohistochemical double staining of a healthy urinary bladder (A) shows considerable colocalization of fibronectin (green) and its interactor
thioredoxin (red) in the subepithelial and muscular tunices. In contrast, lack of green and red colour is evident in FIC (B), indicating a loss of both
fibronectin and thioredoxin from its normal distribution in healthy bladder tissue. Overlay image of thioredoxin (red) and NF-xB p&5 (green) in
a healthy bladder tissue (C) shows a predominant signal of thioredoxin in all tunices of the bladder, whereas NF-xB p65 is not detectable in any tunic
of the healthy bladder. In contrast, thioredoxin and NF-xB p65 colocalize (overlapping resuls in yellow colour) in the lamina propria mucosae with
the highest expression in the extracellular matrix of FIC diseased bladder tissue (D). P38 MAPK signal is of moderate intensity localized in transitional
epithelium cells and around few blood vessels in the healthy bladder tissue (E). Mote that the signal is exdusively of yellow colour indicating
a colocalization with thioredoxin, whereas a green colour signal is not visible at all. In contrast, p38 MAPK (green) was highly expressed in the
cytoplasm of umbrella cells of the transitional cell epithelium as well as a scattered expression around cell nudlei in the subepithelial and muscular
tunices of FIC diseased bladder sections without distinct colocalization (F). The blue colour reveals staining of cell nudei (DAPL). a= Transitional cell

epithelium, b=Lamina propria mucosag, c=Musde tunic.
doi:10.1371/journal pone.0051391 .g005

differentiation of fibroblasts mto myofibroblasts [35]. A novel
study investigated the impact of galecting on the formation of the
ECM drlmnm:rariug a galertin-? de’pendenr stimulation  of
myacfibroblast formation and a marked production of a three-
dimensional network of fibers containing fibronectin [36]. These
findings provide an interesting insight into the pathogenesis of
disorders engraved by their fibrotic character such as FIC and is
consirent with the ﬁnd.ings: of our study. In this context, gaiectin-?
could serve as a positive regulator of tissue fibrosis prevendng
uncontrolled ECM formation as a result of chronically relapsing
inflammation in FIC affected tissue.

A further pmrein that we identified as a pmsi ble binding partner
of fibronedin is I-FABP. Several studies described the beneficial
use of I-FABP as a urinary marker for intestinal injuries such as
during or after acute schemic diseases [37-38] as well as urothelial
carcinomas of the upper urinary tract [39]. We found a reduction
of I-FABF in urine of FIC diseased cases by 50% compared to the
physiological amount in healthy (Fig. 1C). We furthermore
demonstrated a high abundance of I-FABP in all layers of the
bladders, especially in the transitional epithelium (Fig. 4G) and
a lack of I-FABP in FIC tissues (Fig. 4H) as well as a correlation of
I-FABP to interstitial cells of the lamina propria (Fig. 31 A loss of
I-FABP in transitional epithelium of diseased tissues might be the
result of an  ahsence of cellular tissue. However, -FABP
concentration was also decreased in urine of FIC cases. In-
terestingly, Halldén et al. reported that [-FABP expression in
intestinal epithelial cells is regulated by factors present in the
extracellular matrix such as fibronectin [40]. The decreased
concentration of fibronectin in the bladder tdssue due w an
increased bladder permeability [15] could thus be the trigger for
downregulation of I-FABF expression. Since the exact pathways
are still unclear, further studies are necessary to elucidate -FABP
function in urinary bladder tissue as well.

Another candidate protein identified by mass spectrometry that
seems 10 be of grear significance i thioredoxin. Thicredoxin i
important for many biological functions, such as defense against
oxidative stress and regulation of apoptosis [41]. In this study,
a significandy higher concentration of thioredoxin in urine of F1C
affecred cats compared to urine of healthy controls could be
demonstrated (Fig. 11, We also verified thioredoxin expression in
the transitional cell epithelium, especially in umbrella cells, of
healthy urinary bladder tissue (Fig. 3F). Increased abundance of
thioredoxin in response to oxidative stress and a protective role of
thioredoxin were already reported in renal ischemia/reperfusion
injury inducing secretion of thioredoxin into the urine [42]. The
authors suggested an excretion that & not due o leakage from
dead cells since total protein levels were unchanged m the urine
after reperfusion [42]. Thus, higher amounts of thioredoxin n
urine of FIC cases could be caused by hypoxia in the kidneys as
a result of obstruction of the lower urnary tract. However, distinct
immunohistochemical staining of thioredoxin in control tissues

PLOS ONE | www.plosone.org

(Fig., 41) and a loss of signal intensity in all wnices of diseased
bladders (Fig. 4]) argue against this hypothesis. Thioredoxin was
shown to be over-expressed in bladders of urinary outlet
obstructed rats [43]. Furthermore, a recent study experimentally
induced 1C in rats subsequent to exposure to oXidative stress using
bladder nstillation of a nitric oxide donor gel [4#4]. We therefore
assume that the urinary bladder of FIC diseased cases is subject to
apopiosis. As a consequence, injured tissue cells could secrete
evioplasmic thioredoxin into the urine where It operates as
protector ag:nim‘: oxidarive stress. In accordance o pm\'im:s
reports, these findings are suggesting a protective role of
extracellularly injected recombinant human thioredoxin on injury,
for example in the case of neuronal cells induced by ischemia/
reperfusion [43]. Thioredoxin may therefore be a promising
candidare for thempeun'cs o impmve the pmgno.v.iq and de-
velopment of FIC as well as of s human counterpart, 1C.

To understand the ref.al:inn_sh.ip between fibronectin and its
pntm:izl interacting pmteina, Wi p(rrfr.u‘med mmunohitochemi-
cal double labelling to determine the expression patterns of
fibronectin in association with thioredoxin. We could demonstrare
a colocalization of fibronectin and thioredoxin in the subepithelial
and musecular mnices of the healthy bladder (Fig. 5A), whereas
colocalization disappeared in FIC tssues (Fig. 5B). Interestingly,
a previous study investigating the effect of thioredoxin reductase |
[TrxR1) silencing on gene expression in HepG2 cells identified
a regulation of fibronectin | gene [46]. However, to which extent
the interaction of fibronectin and thioredoxin takes place is sill
unclear.

Regarding biological functions of thioredotin, a further impor-
tant role is the redox regulation of transcription factors such as
NF-xB [41]. Immunchistochemical localization experiments of
NF-xB in bladder biopsies from patients with IC showed
a predominant activation in bladder urothelial cells and cells of
the submucesal laver in biopsies from patients with IC compared
to a diffuse and faint staining in control samples |47]. These
findings are consistent with our colocalization results of thior-
edoxin and NF-kB in bladder fissue of healthy (Fig. 5C) and FI1O
cases (Fig. 51). In addition, we found a significantly higher
concentration of NF-xB in urine of FIC cases (Fig. 1E). Research
on NF-kB-dependent processes in the pathogenesis of 16 revealed
an interesting  NF-xB-regulared increase of proinflammatory
cytokine gene products in the urine of [G patents in comparison
to controls suggesting a perpetuaton of NF-kB activation via
a positive regulatory loop [48]. We could demonstrate an
meeraction of thioredoxin and NF-xB m FIC tssues which is
supposed to play a crucial role i the pathogenesis of this disease.
NF-kB activation could reinforce promflammatory  cyiokine
expression in the development of FIC. In urn, NF-xB-regulated
circulation of promflammatory factors i combination with an
increased concentration of thioredoxin could therefore reinforce
NF-kB stimulation. This pathway could pose a vicious circle in the
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pathogenesis of the disease and could lead w a chronic in-
flammatory response underlying the relapsing nature of FIC.

Another signal rransduction pathway we were interested in is
the p38 MAPK pathway. Previous studies identified thioredoxin as
a negative regulator of the p38 MAPK pathway, which plays a role
in apopiosis regulation [2149]. Moreover, p38 MAPK i well
known to be upregulated in urinary bladder cancer cells playing
a crucial role in amour growth and progression [50]. In our study,
comparison of the concentration of urinary p38 MAPK in healthy
and FIC diseased specimens revealed a 6.5-fold higher concen-
tration in diseased wrine (Fig. 1¥). Furthermore, we could
demonstrate that in contrast to the low expression of p38 MAPK
in healthy tissues in transitional epithelivm and subepithelial
mnices (Fig. 5E), p38 MAPK showed considerably higher
expression in FIO tissues (Fig. 5F). Interestingly, immunohisio-
chemical double staining of thioredoxin and p38 MAPK revealed
almost no colocalization in FIC affected bladder tissues. This could
be msulting from an inhibitory effect of thioredoxin expression on
p38 MAPK under FIC conditions interfering with cytokine- and
stress-induced apopeosis, However, loss of thioredoxin into the
urine could exhibit a negative factor in the progression of the
disease.
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In conclusion, we identified different co-purified proteins of
fibronectin that are present in urine and urinary bladder tissue of
healthy controls and FIC cases. We could demonstrate a significant
alteration in diseased condigons compared o healthy controls
indicating an important role of these possible inferacting partners
in the pa:home&mj.iﬂn of the disease. As FIC serves as
spontaneous animal maodel for human 1C, our findings could also
provide an interesting insight into the pathogenesis of 10,
Additiomally, our stody revealed an altered regulation of signal
transduction pathways such as NF-kB and p38 MAPK in FIC.
These pathways should be of major interest for future studies and
might provide the basis for a novel approach in FIC therapy.
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V. DISKUSSION

Die FIC ist die haufigste Ursache fir Symptomeutdgeren Harnwege bei Katzen
(LEKCHAROENSUK et al., 2001; GERBER et al., 200 EBAUW et al., 2011).
Aufgrund des chronisch rezidivierenden Charaktersl wer hochgradigen
Schmerzhaftigkeit akuter Entziindungsschibe ist ldedensdruck erkrankter
Tiere hoch, was nicht zuletzt dazu fuhrt, dass tdiefig noch jungen Katzen
euthanasiert werden (PATRONEK et al.,, 1996). Auwtzeungen Uber diese
idiopathische Form der unteren Harnwegserkrankungerstieren in der
Veterinarmedizin seit fast zwei Jahrzehnten, jedkchnten bisher weder die
atiologischen Hintergriinde noch die beteiligten hBatechanismen dieser
Erkrankung vollstandig aufgeklart werden (BUFFINGYG CHEW, 1995;
BUFFINGTON et al., 1996b; KRUGER et al., 2009). Audie Diagnose der
idiopathischen Zystitis der Katzen gestaltet sichvgerig, da sie lediglich durch
den Ausschluss anderer Ursachen unterer Harnwegssyratik und durch
charakteristische zystoskopische Befunde gestaidan kann (BUFFINGTON
et al., 1999a).

Die FIC ist nicht nur fur die Veterindrmedizin v@edeutung, sondern leistet
auch einen Beitrag zu der humanmedizinischen Zsfstischung. Die Katze ist
bislang die einzige bekannte Spezies, bei der d@@nédhumanen IC vergleichbare
Erkrankung natirlich vorkommt und die somit als r#gpaes Tiermodell fir die
humane Zystitisforschung von Bedeutung ist (BUFFINOBI et al., 1997b;
BJORLING et al., 2011). Die zugrundeliegende Ursader IC konnte bisher
ebenso wenig wie die beteiligten Pathomechanisniedeetig geklart werden
(NEUHAUS et al., 2011). Da auch in der Humanmeddi@ Diagnosestellung
schwierig ist, wird vermutet, dass es sich um &rlgankung handelt, die haufig
nicht oder erst sehr spat in ihrem Verlauf fesig#stvird (NEUHAUS et al.,
2011). Mechanistische  Studien am  Menschen  zur  Aufkig
pathophysiologischer Prozesse sind ethisch nidtitetkbar, weshalb Tiermodelle
bei der Identifizierung Pathogenese-assoziierterchideismen einen hohen
Stellenwert haben (BJORLING et al., 2011). Eineesipentelle Zystitis wurde
vor allem in Inzuchtlinien von Nagetieren, wie zBaispiel Mausen oder Ratten,
als Tiermodell fiur die IC etabliert (BJORLING et .,al2011). Diese

experimentellen Tiermodelle haben Uber die Jahreizem besseren Verstandnis
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der an der Entstehung der IC beteiligten Pathonmesimen gefuhrt und die
Entwicklung von neuen therapeutischen Strategieger@yt. Jedes dieser
Tiermodelle hat jedoch einen entscheidenden Ndchtém einen der IC
vergleichbaren Zustand zu erreichen, missen exo§ebstanzen in die Blase
instilliert werden, was die Ubertragbarkeit der @&gisse auf die natirlich
vorkommende Zystitis beim Menschen limitiert (BJORG et al., 2011). Hier
bietet die sich spontan entwickelnde FIC bei Kati@ndie Wissenschaft einen
gro3en Vorteil und reproduziert zudem, wie keineard Tiermodell, in grol3em
Umfang die Charakteristika der humanen IC (WESTR@PBUFFINGTON,
2002). Die FIC weist zudem einen ahnlichen chrdréscund rezidivierenden
Charakter auf wie die IC des Menschen und liefemis ein wesentlich grol3eres
Potential, den Effekt von Stressoren auf den Vérdiu Erkrankung ebenso wie
neue Therapiestrategien zu erforschen als andemenddelle (WESTROPP &
BUFFINGTON, 2002).

Die bis heute erschienenen wissenschaftlichen &tudiur Atiologie und
Pathogenese der idiopathischen Zystitis bei Katzemen allesamt zu dem
Schluss, dass die FIC ein multifaktorielles Gesehebarstellt, welches unter
anderem das Zielorgan Harnblase betrifft. Aus dre§&rund ist die Forschung
bemdiht, die in der Harnblase auftretenden pathabgischen Abnormalitaten zu
untersuchen und zu beurteilen (LAVELLE et al., 2000Neben dem
Harnblasengewebe stellt insbesondere der Urin figr BErforschung von
Pathogenese-assoziierten Veranderungen ebenso Uwidid Etablierung von
neuen diagnostischen Hilfsmitteln eine wichtige Sabz dar, da er in grof3en
Mengen leicht zu gewinnen und sehr stabil ist (DBEB®ER et al., 2008). Nicht
nur fur Erkrankungen der Niere und des Urogendhts spielt Urin fur die
Wissenschaft eine wichtige informative Rolle, sander ist haufig auch bei der
Untersuchung von pathologischen Zustdnden aul3ertiatb Urogenitaltrakts
verandert (DECRAMER et al., 2008). Die massenspehkitrische Analyse von
Proteinen und Peptiden im Urin ist dabei von Bedlegt(DECRAMER et al.,
2008). In jungster Zeit wird vor allem aber auche dvalidierung von
Proteinbiomarkern im Urin in grofRen prospektiverudi#n vorangetrieben
(DECRAMER et al., 2008). Dabei gewinnt der systestdgische Ansatz fir die
Forschung immer mehr an Bedeutung. Dieser zielt daef Erforschung aller

molekularen Elemente eines biologischen Systems died Erfassung von
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Interaktionen und Netzwerken dieser Elemente (KCGailLal., 2010). Proteine
kénnen in verschiedenen funktionalen Gruppen umditsbei unterschiedlichen
biologischen Mechanismen eine Rolle spielen (MONTIal.,, 2009). Fur das
Verstandnis der physiologischen und pathologiscMechanismen und des
Einflusses einzelner Proteine auf diese ist einfassende Kenntnis der Protein-
Protein-Interaktionen von Bedeutung (VON MERING at, 2007). Die
vorliegende Studie befasste sich daher mit derrida¢bung von Protein-Protein-
Interaktionen und neuer potenzieller Proteinbioraarkn Urin von Katzen mit
FIC im Vergleich zu gesunden Kontrollenkatzen mitlfed proteomischer

Analysemethoden.

In der humanmedizinischen Forschung hat die Suelh Rroteinbiomarkern im
Urin von Menschen mit IC in den letzten Jahrenkstargenommen. Bereits 1997
konnten Veranderungen in der Konzentration von Waghsfaktoren im Urin
von Patienten mit IC im Vergleich zu gesunden Kaolign festgestellt werden
(KEAY et al., 1997). Eine Bedeutung dieser Protdimadie Pathophysiologie der
Erkrankung konnte seither in verschiedenen Stubestatigt werden (KEAY et
al.,, 1997; KEAY et al.,, 2001a; KEAY, 2008; KIM etl.,a2009; KIM &
FREEMAN, 2011). Mittlerweile kennt man viele weieProteine im Urin von
Patienten mit IC, die im Vergleich zu dem Urin geder Menschen veranderte
Konzentrationen aufweisen, wie zum Beispiel dasrieghile kationische Protein
(LOSE et al., 1983), das Glykoprotein-51 (MOSKOWI&#al., 1994; BYRNE et
al.,, 1999) sowie verschiedene Entzindungsmediat§k€»irZ et al., 1994;
LUNDBERG et al, 1996; SMITH et al, 1996). Auch ider
veterinarmedizinischen Wissenschaft hat die Su@wh riProteinen im Urin von
Katzen mit FIC Einzug gehalten. In einer vorherigdndie wurde mithilfe von
SDS-PAGE, 2D-Gelelektrophorese und Massenspektramedrstmalig das
Schleimhautschutz-Protein TFF2 im Urin und im Brag@vebe von Katzen
identifiziert (LEMBERGER et al., 2011b). Katzen nilC zeigten im Vergleich
zu gesunden Katzen eine deutlich geringere Konagor im Urin, weswegen
eine verringerte Regenerations- und Reparatiorgatii des Blasenepithels bei
den erkrankten Katzen vermutet wird (LEMBERGER Ekt 2011b). In einer
weiteren Studie wurde ein weiteres Protein im Uuimd Blasengewebe von
Katzen mit FIC naher beleuchtet, das hochmolekuBy&oprotein Fibronektin,

das bei den betroffenen Katzen eine signifikantenéhkKonzentration im Urin
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aufwies als bei den gesunden, jedoch im Blasengeweb Patienten mit FIC
deutlich weniger vorhanden war als bei den Kortisskn (LEMBERGER et al.,

2011a). Diese Veranderungen weisen auf eine imeB@gmvebe stattfindende
Fibrose hin und eine Erhéhung der Blasenwandperfit@gbdie zu einem

Verlust von Fibronektin in den Urin fuhrt. Beideo®ine liefern einen neuen und
interessanten Einblick in die PathomechanismenFiérund kénnten ferner als
maogliche Proteinmarker im Urin von Katzen mit FIGnz Einsatz kommen. Die
Suche nach moglichen an der Entstehung der FIGligete Proteinen steht in
der Veterinarmedizin noch am Anfang, und es bedefterer Studien zur
Aufklarung der bisher éatiologisch noch ungeklartejedoch haufig

vorkommenden FIC.

In der vorliegenden Studie wurde zunéchst mithitb@ Immunprazipitation und
Massenspektrometrie nach mdglichen co-prazipit#an Proteinen des
ubiquitaren Fibronektins gesucht. Dieser Versuch evéolgreich, weswegen im
Folgenden Verdnderungen im Proteinexpressionsmusten vier der
identifizierten Kandidaten im Urin und Blasengewetsen erkrankten und
gesunden Katzen untersucht wurden. Es wurden digtmiale verschiedene
potenzielle Interaktionspartner von Fibronektin Wmin von Katzen mit FIC
nachgewiesen (Tab. 1, Publikation), darunter dismimglobuline Ig kappa chain
V region 3315 und Ig gamma chain C region. WeitBr@teine, die mit
Fibronektin co-prazipitierten, waren das milchdrnigeezifische Protein Alpha-
S1-Casein (KUNZ & LONNERDAL, 1990) und Caspase-®Bin 1998 neu
identifiziertes Mitglied der Caspase-Familie vons@mnproteasen, das eine Rolle

beim apoptotischen Zelltod spielt (HU et al., 1998)

Ein Kandidat, der in der vorliegenden Studie nahealysiert wurde, ist die
Komplement-Komponente 4a (C4a). Sie gehért zu ei@uppe von

niedermolekularen Entzindungsmediatoren, den sogégra Anaphylatoxinen

(HUGLI, 1984). Im Verlauf der Komplementaktivierurmgerden diese Peptide
freigesetzt und nehmen Einfluss auf die Aktivierungd Regulierung des
Entzindungsprozesses (HUGLI, 1984). Ein Mangel a#-K@mponenten,

bestehend aus den zwei Allotypen 4a und 4b, kommteumanmedizinischen
Studien bereits mit unterschiedlichen Krankheit&mgen assoziiert werden, wie
zum Beispiel dem Erytema nodosum, der systemisShk&rose, der kongenitalen
adrenalen Hyperplasie, dem Diabetes mellitus Typnd der Immunkomplex-
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mediierten Glomerulonephritis (DESCHAMPS et al. 929 PARLATO et al.,
1992; DE MESSIAS et al., 1993; MOULDS et al., 199&IMELA et al., 1996;
TAKEUCHI et al., 1998). Auch bei Harnwegsinfektionenit Chlamydien beim
Menschen wurde ein Mangel an Komplement C4 gefut@G&RA et al., 2011).

C4a konnte in der vorliegenden Studie erstmalig Wnn von Katzen
nachgewiesen werden (Abb. 1A, Publikation). Daleggte sich eine fast funffach
hohere Konzentration im Urin von Katzen mit FIC abei gesunden
Kontrollkatzen (Abb. 1A Publikation). Es existiereraktuell keine
veterinarmedizinischen Studien Uber den Einfluss emplementsystems auf
die idiopathische untere Harnwegserkrankung derzéfat Die Komplement-
Komponente C4a und ihr Einfluss auf den Pathomeashars der humanen IC
war jedoch bereits Gegenstand mehrerer humanmestizer Studien
(MATTILA et al., 1983; HELIN et al., 1987; STEINER®@t al., 1994). C4a wird
physiologischerweise Uber die Nieren in den Urirsgaschieden, wobei die
taglich ausgeschiedene Menge 0,1 % der totalenmRlaanzentration betragt
(GORSKI, 1981). Eine erhthte Konzentration im Wtdmnte bei Katzen mit FIC
auf einen erhdhten Serumspiegel zurtickzufihren s Komplementsystem
spielt eine wichtige Rolle bei der Modulation desw&bes nach Ischamie- und
Reperfusionsschaden in verschiedenen Organen, wm Beispiel dem
Gastrointestinaltrakt und der Leber (STAHL et 2aDP3; HEIJNEN et al., 2006).
In diesen Fallen wirkt sich die Komplementaktivieguim Serum allerdings
negativ auf die Reperfusionsschaden aus (STAHL.eP@03; HEIJNEN et al.,
2006). Eine Obstruktion der unteren Harnwege futurch den Ruckstau
unweigerlich zu einer Ischamie in den Nieren. Dabukdnnte es zu einer
erhohten Komplementkonzentration im Serum kommeRL(&AN et al., 2012).
Bei Patienten mit IC konnten jedoch signifikantdrigere Konzentrationen an C4
im Serum festgestellt werden. Die Autoren schlosaeh einen chronischen
lokalen immunologischen Prozess in der Harnblas&TTMLA et al., 1983). Ein
erhohter C4a-Level im Urin kdnnte deswegen auchemer erhdohten Expression
im Harnblasengewebe selbst und dem Verlust dieseseiRs in den Urin
aufgrund der erhohten Blasenwandpermeabilitat tieseh, vergleichbar mit der
erhohten Fibronektin-Expression im Blasengewebe Batzen mit FIC
(LEMBERGER et al., 2011a). Demnach konnte die bebtede erniedrigte
Menge an C4a in Blasengewebe von Katzen mit FICb(A8C und D,
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Publikation) und die Erh6hung im Urin von erkranmki€atzen durch die gleiche
Atiologie bedingt sein. Der Verlust der C4a-Signtdnsitat ist also vermutlich
das Ergebnis von im Blasengewebe stattfindendertodalind Gewebsschaden.
Im gesunden Blasengewebe zeigte C4a eine deuticpeession im Urothel und
auch vereinzelt die Bindung an Interstitialzelleer damina propria mucosae
(Abb. 3C, Publikation). HELIN und Mitarbeiter (198Dheobachteten in einer
Studie zur IC des Menschen die Bindung von Komplgman elastische
Strukturen der GefalBwande in der geschadigten Him®b Die Autoren

vermuteten einen Einfluss des Komplements auf dietwieklung des

Gewebeschadens als Folge der Bindung von Autoapekd an Antigene in der
Harnblasenschleimhaut (HELIN et al., 1987). Das Igtament tragt somit
hochstwahrscheinlich an dem fur die IC typischeroeischen und sich selbst
erhaltenden Entziindungsprozess bei. Unter physsalogn Bedingungen kommt
es zu einer spontanen und Kkontrollierten Aktivigrudes Komplements,
wohingegen im Falle einer pathologischen Veradndgruaufgrund einer

Stimulation, zum Beispiel durch Infektionserregedten Gewebsschaden, die
Aktivierung forciert ist (ZHOU, 2012). Der Gewebbasaden in den Harnblasen
von Katzen mit FIC verursacht mdglicherweise eipstgigerte Aktivierung des
Komplementsystems und damit auch eine erh6hte Kdarateon der

Peptidmediatoren, wie zum Beispiel der Komponente4a,C im

Entziindungsprozess. Diese konnten als Folge eyparpermeablen Blasenwand
in den Urin gelangen und dort in héheren Konzeiunah vorhanden sein.
Zusatzlich ist denkbar, dass C4a zu einer exzassiientzindungsreaktion fuhrt,
als fur die Beseitigung des zugrundeliegenden Saismcdhotwendig wére und
daher zu dem chronischen und rezidivierenden Claraler Erkrankung FIC

beitragt.

Galektin-7 ist ein niedermolekulares Protein auskdamilie der Lektine, die eine
besondere Affinitat zu beta-Galaktosiden besitZAUSSEZ & KISS, 2006). Es
wird nicht ausschliel3lich, aber insbesondere imtéHapithel verschiedenster
Gewebe exprimiert und spielt eine wichtige Rolledir Zellentwicklung und -
differenzierung, Zell-zu-Zell-Adhasion, Zell-Matrixteraktion,
Wachstumsregulierung und Apoptose (SAUSSEZ & KISB06). In der
massenspektrometrischen Untersuchung des UringédinnGalektin-7 eine Co-

Préazipitation von Galektin-7 mit Fibronektin fessgglt werden (Tab. 1,
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Publikation). AnschlieRend wurde der Galektin-7-&elm Urin von gesunden
und kranken Katzen mittels Western Blot quantifizigdAbb. 1B, Publikation).

Dabei zeigten ausschlie3lich die Katzen mit FICeaieutliche Signalintensitat
fur dieses Protein. Im Urin der Kontrollgruppe kbtankein Galektin-7

nachgewiesen werden, wohingegen im Blasengewebegdsunden Katzen
erstmalig eine physiologische Expression dieseseP® im Ubergangsepithel,
insbesondere in den Schirmzellen, dargestellt weidsnte (Abb. 3D und 4E,
Publikation). Vereinzelt zeigte sich auch eine kad um die Blutgefal3e der
Lamina propria mucosae (Abb. 4E, Publikation). nessanterweise liel3 die
immunbhistologische Betrachtung des BlasengewebesKaizen mit FIC eine

deutlich gesteigerte Expression von Galektin-7 ifekgangsepithel erkennen
(Abb. 4F, Publikation). Bisher gibt es keine Infatmonen zum Vorkommen und
zur Funktion von Galektin-7 im Urin und Blasengewelbn gesunden Katzen
und Katzen mit FIC. Allerdings wurde schon in mearehumanmedizinischen
Studien ein positiver Effekt dieses Proteins aw WWundheilung in anderen
Organen nachgewiesen (CAO et al., 2003; KLIMA et2009; RONDANINO et

al.,, 2011). So zeigte Galektin-7 zum Beispiel beori€adefekten eine
stimulierende Wirkung auf die Migration der Epitbellen, ebenso wie auf die
Reepithelialisierung, weswegen die Autoren als legnenz sogar einen
therapeutischen Einsatz von Galektin-7 vorschlggaxO et al., 2003). Auch in
der Haut von Schweinen wurde ein entscheidendeffussmvon Galektin-7 auf
die Wundheilung und Differenzierung des Epithelshggewiesen (KLIMA et al.,

2009). Des Weiteren untersuchte eine kirzlich eeseime Studie die Funktion
von Galektin-7 in polarisierten Nierenepithelzell@ONDANINO et al., 2011).

Dabei wurde festgestellt, dass dieses Protein eunghtige Funktion als

Modulator der Kinozilienlange hat (RONDANINO et,a2011). Deswegen wird
angenommen, dass dieses Proteins ebenfalls einatigeic Rolle in der

Wundheilung von Zellen einnimmt (RONDANINO et al.2011). In

Harnblasenkarzinomen bei Menschen konnte, je natfier@nzierungsgrad der
Tumore, eine vermehrte oder aber eine vermindexmrdssion von Galektin-7
festgestellt werden (OSTERGAARD et al., 1997; LANER et al., 2007). Die

in der vorliegenden Studie gefundene erhohte Abmmndta Ubergangsepithel der
geschadigten Harnblasen von Katzen mit FIC konmbe éleraufregulierung
dieses Proteins aufgrund eines Verlustes der plogsschen Harnblasenstruktur

anzeigen. In diesem Zusammenhang konnte Galek#neh bei der FIC eine
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Rolle in der Wundheilung und Reepithelialisierungesd geschadigten
Blasengewebes spielen. Als Folge der Schadigundidasblasenepithels kommt
es zu einem Ubergang von Galectin-7 aus den Zailgen Urin. Dort I4sst sich
das Protein bei Katzen mit FIC, im Gegensatz zwmgsn Katzen nachweisen
(Abb. 1B, Publikation). Interessant in diesem Zussnhang ist auch die
Erkenntnis, dass das Ausmal} einer beschleunigtedéfierstellung des Epithels
bei Hornhautdefekten durch Galektin-7 gro3er istdas von Wachstumsfaktoren
(CAO et al, 2003). Aus diesem Grund konnte dieseue potenzielle
Bindungspartner von Fibronektin méglicherweise redsier Therapieansatz auch

bei der FIC von Nutzen sein.

Eine erhthte Fibronektin-Konzentration wurde ineeirorangegangenen Studie
im Urin von Katzen mit FIC beschrieben (LEMBERGER a&., 2011la).
Fibronektin tritt vor allem bei fibrotischen und teandlichen Erkrankungen
vermehrt auf (MOSHER, 1984). AulRerdem stellte sichhumanmedizinischen
Studien heraus, dass das hochmolekulare GlykoprateiTumormarker geeignet
ist, da es aufgrund der Tumorinvasion aus dem Gewelbmehrt in den Urin
Ubertritt und dort somit messbar ist (HEGELE et 2003; MUTLU et al., 2003;
MENENDEZ et al., 2005). Bei verschiedenen Erkrargam die mit einer
Gewebsfibrose einhergehen, zeigte sich ebenfalls ethohte Konzentration an
Fibronektin im Urin, wie zum Beispiel der interalten Nierenfibrose bei Ratten,
der Lungenfibrose bei Hunden sowie der zystischdwroBe bei Menschen
(BRAY et al., 1986; STANISLAWSKI & SORIN, 1991; EMANN et al., 2002).
Als primare Ursache der Fibrose bei diesen Erkragko wird eine
unkontrollierte  Differenzierung von  Fibroblasten inMyofibroblasten
angenommen (ZHANG et al., 1994). Eine kirzlich kisgene Studie untersuchte
den Einfluss von Galektinen auf die Ausbildung eiBgtrazellularmatrix (EZM)
(DVORANKOVA et al., 2011). Dabei stellten die Auéor fest, dass Galektin-7 in
der Lage ist, Fibroblasten in Myofibroblasten umandeln und ein drei-
dimensionales Netzwerk aus Fibronektin enthaltendeasern zu bilden
(DVORANKOVA et al., 2011). Diese Befunde gehen den Ergebnissen dieser
Studie konform und liefern aufRerdem interessantenbliEke in die
Pathomechanismen von Krankheiten, die durch ihibrotischen Charakter
gepragt sind. Galektin-7 konnte somit positiv innd&echanismus der

Fibrosebildung im Gewebe eingreifen, indem es adwountrollierten Entwicklung
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der EZM bei Katzen mit FIC vorbeugt. Diese pathiobe Differenzierung der
EZM ist vermutlich das Resultat einer chronischdezerenden Entzindung im
Harnblasengewebe bei an FIC erkrankten Katzen.

Ein weiterer massenspektrometrisch identifiziert&ndungspartner von
Fibronektin ist das Intestinale Fettsaure-bindemietein (I-FABP) (Tab. 1,
Publikation). Dieses kleine zytoplasmatische urglidgbe Protein (OCKNER &
MANNING, 1974) zeigte im Urin bei den an FIC erkkten Katzen eine
Reduktion der Konzentration um die Halfte verglichenit der gesunder
Kontrolltiere (Abb. 1C, Publikation). I-FABP ist bptsachlich in die Pufferung
und den Transport von langkettigen Fettsduren wedl (OCKNER &
MANNING, 1974). Es wird vor allem in der Darmmukosad anderen Organen,
die Fettsduren aufnehmen und metabolisieren, wi¢elger, dem Myokard, dem
Fettgewebe und der Niere, exprimiert (OCKNER etl#72). Im Zusammenhang
mit intestinalen Schaden wurde I-FABP als Urinmarereits beschrieben, wie
zum Beispiel wahrend oder nach akuten ischamisghstinden (GOLLIN et al.,
1993; EVENNETT et al., 2010; THUIJLS et al., 201Rjsher ist jedoch Uber die
Verteilung und Funktion von I-FABP weder im physigischen Urogenitaltrakt,
noch bei pathologischen Zustanden viel bekannt. d®i Suche nach einem
Markerprofil flr urotheliale Karzinome des oberearitrakts wurde I-FABP mit
hoher Spezifitdt als Urinmarker etabliert (HO et @008). In der vorliegenden
Studie zeigte I-FABP immunhistologisch eine detb#icReaktivitat in allen
Schichten des Harnblasengewebes bei den gesundatnolatzen (Abb. 4G,
Publikation), wobei I-FABP vor allem in den Epithellen des Ubergangsepithels
sowie vereinzelt in den Interstitialzellen der Lamipropria exprimiert wird. In
geringen Mengen ist dieses Protein auch extrazellubrhanden (Abb. 3E,
Publikation). Im Vergleich dazu war bei den Katzent FIC eine deutlich
geringere I-FABP-Reaktivitat im Blasengewebe siaht@Abb. 4H, Publikation).
Eine verminderte Signalintensitat dieses co-préeiginden Proteins kénnte aus
der Zerstorung des Harnblasengewebes, das infagesuitziindlichen Prozesses
die physiologische Struktur verliert, resultierélerdings zeigte sich auch im
Urin eine verminderte Konzentration bei den erktank Katzen.
Interessanterweise wurde in einer Studie Uber diprdssion von I-FABP in
Darmepithelzellen wahrend der Zelldifferenzierungdudie Modulation der

Expression durch extrazellulare Faktoren ein deuthi Einfluss von Fibronektin
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auf die Expression von I-FABP beobachtet (HALLDENa&, 1994). Aufgrund
dessen konnte die verminderte Konzentration vomoR#ktin im Blasengewebe
durch den Verlust tiber die Blasenwand zu einer ktertegulierung der I-FABP-
Expression im Blasengewebe und ebenso auch imfulmmen. Die Funktion von
I-FABP sowohl im gesunden, als auch im kranken Hiasengewebe ist unklar

und sollte durch weitere Studien naher untersuehnten.

Ein aul3erst interessantes und komplexes Proteidafiin dieser Studie eine Co-
Préazipitation mit Fibronektin aufgezeigt werden kten(Tab. 1, Publikation), ist
das kleine ubiquitare Protein Thioredoxin (HOLMGREN.U, 2010). Es besitzt
als charakteristisches Merkmal eine Disulfidbrickés aktives Zentrum
(HOLMGREN & LU, 2010). Thioredoxin ist einer der efitigsten Regulatoren
der zellularen Redox-Reaktionen und kommt in allnganismen vor, von den
Archaea bis zum Menschen (ARNER & HOLMGREN, 20@)y.wurde erstmals
vor 40 Jahren ifescherichia colientdeckt. Die Vielzahl und Vielfalt der Ablaufe,
in die Thioredoxin in der menschlichen Zelle invielt ist, wurden jedoch erst in
jungster Zeit deutlich (LAURENT et al., 1964; BURKEAFFNEY et al., 2005).
Es gehort zum klassischen Thioredoxin-System, das &er Thioredoxin-
Reduktase und seinem charakteristischen Substeat, Redox-aktiven Protein
Thioredoxin, gebildet wird (GROMER et al.,, 2004)hidredoxin wird dabei
durch den Verbrauch von Nikotinamid-Adenin-DinukidePhosphat-Oxid
(NADPH) reduziert; dies gibt der Reaktion den Nan@@ROMER et al., 2004;
STEFANKOVA et al., 2005). AnschlielBend wird es ogitl wobei es seinen
Zielmolekulen, wie zum Beispiel Wachstumsfaktorl@aezeptoren, Proteinkinasen
und  Transkriptionsfaktoren, die reduzierende Adqeinte  Ubertragt
(HOLMGREN & BJORNSTEDT, 1995; ARNER & HOLMGREN, 200
GROMER et al., 2004). Thioredoxin spielt insbesaoadals Antioxidans in der
Abwehr gegen oxidativen Stress und in der Untetkdriig des natirlichen
Zelltods eine wichtige Rolle (STEFANKOVA et al., @&). Weitere durch
Thioredoxin regulierte biologische Funktionen seRkn die Unterstitzung des
Zellwachstums sowie die Modulation von EntziindungeKorper ein (BURKE-
GAFFENEY et al., 2005). Aus diesem Grund war Thioved bereits Gegenstand
intensiver Forschung (BURKE-GAFFNEY et al., 200S). ist beispielsweise bei
unterschiedlichen Tumorerkrankungen eine Heraufregung von Thioredoxin

und ein anfanglich antioxidativer Effekt, der sidpater zu einem das
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Tumorwachstum fordernden Einfluss entwickelt, bekafOWIS et al., 2000).
Des Weiteren wurde in mehreren Studien von einéeiBung bei viralen oder
kardialen Erkrankungen und beim Alterungsprozesgiuet (NAKAMURA et
al., 2002; YAMAMOTO et al., 2003; YOSHIDA et al.0@3; LIU et al., 2004;
MIYAMOTO et al., 2004). Auch bei der Entwicklung wo Frih- und
Neugeborenen leistet Thioredoxin einen entscheelerigkitrag, indem es beide
Entwicklungsstadien vor Sché&den durch die sich kstarerdandernden
Sauerstoffbedingungen schitzt (KOBAYASHI-MIURA ét 2002; DAS, 2004).
In diesen Studien stellte sich heraus, dass Thiowedoft eine dichotome Rolle
einnimmt, das heil3t, sowohl eine protektive, alshawaestruktive Funktion
bekleidet (BURKE-GAFFNEY et al., 2005). Ein weitepathologischer Zustand,
der im Zusammenhang mit Thioredoxin intensiv unteins wurde, ist der renale
Ischamie- und Reperfusionsschaden, der zu einebhtah Sekretion des
Thioredoxins in den Urin fuhrt (KASUNO et al., 200®Die Autoren gehen
hierbei nicht von einem Verlust tber die geschadggllwand der abgestorbenen
Zellen als Ursache fir die erhthte Thioredoxin-Kemteation aus, da die
Proteinkonzentration im Urin nach der Reperfusiamarandert bleibt (KASUNO
et al., 2003). Nichtsdestotrotz ist die Funktiom vihioredoxin im Urin bislang
unklar. In einer nachfolgenden Studie Uber renatdidmie konnte eine erhdhte
Konzentration aufgrund der Sekretion von Thioredoxdurch tubulare
Nierenepithelzellen nachgewiesen werden, jedochnekeDe-novomRNA-
Synthese (KASUNO et al., 2011).

Thioredoxin zeigte in der vorliegenden Studie -eis@nifikant erhohte

Konzentration im Urin von Katzen mit FIC im Vergibi zu den gesunden
Kontrollen (Abb. 1D, Publikation). Im Hinblick auflie oben geschilderten
Befunde der kurzlich erschienenen humanmediziniscBéudien konnte die
erhohte Thioredoxin-Konzentration im Urin der krank Katzen aus einer
Hypoxie im Nierengewebe resultieren, die sich aeis @bstruktion der unteren
Harnwege und einem Ruckstau des Urins in das Noexken entwickelt. Jedoch
zeigte die immunhistologische Farbung der gesun&amsengewebe eine
deutliche Signalintensitat fir Thioredoxin in desllZn des Ubergangsepithels,
ebenso wie in den Zellen der Lamina propria muco@sgb. 3F und 4l,

Publikation). Dahingegen stellte sich ein Verluser dFarbintensitat fur

Thioredoxin in allen Schichten der Harnblasen vorFiC erkrankten Katzen dar
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(Abb. 4J, Publikation). Dies lasst auf einen insiekere in der Harnblase
stattfindenden Prozess bei der FIC schliel3en. mislaxistieren keine
Untersuchungen zu Thioredoxin bei Katzen mit FICiedereits in friheren
Studien wurde kurzlich, bei der Suche nach Markérnoxidativen Stress, ein
erhohter Thioredoxin-Level in HarnblasenkarzinonmenVergleich zu gesunden
Harnblasengeweben gefunden (SOINI et al., 2011)or&doxin wird in der
Harnblase von Ratten mit Ausflusstraktobstrukti@mnvehrt exprimiert (KIM et
al., 2005). Durch den Entzindungsprozess im Blaselge von Katzen mit FIC,
ebenso wie bei der humanen IC, finden apoptotiSdrgange statt (SHIE et al.,
2012). AulRerdem ist die Harnblase oxidativem Steesgesetzt, was durch die
Instillation eines Stickoxid-haltigen Gels in die atdblase und der
darauffolgenden Auslésung einer experimentelle K& Ratten nachgewiesen
werden konnte (PALMA et al., 2011). Als Konsequeezernieren die Zellen der
Harnblase bei den Katzen mit FIC vermutlich verméFmioredoxin aus dem
Zytoplasma in den Urin. Dadurch sind die Konzerdregn signifikant héher als
die gesunder Tiere. Zusatzlich tUbernimmt Thioredokibchstwahrscheinlich
antioxidative Funktionen und agiert gegen den aief fellen einwirkenden
oxidativen Stress. Diese Befunde stehen im Einkiaitgfriheren Berichten, in
denen extrazellular injiziertes rekombinantes hussanThioredoxin bei
Gewebsschaden, wie zum Beispiel Ischdmie- und Repensschaden in
Gliazellen, eine schitzende Wirkung zeigte (HORIlakt 1994). Thioredoxin
konnte demnach auch bei der FIC von therapeutiscNetmen sein und eine
Verbesserung des Krankheitsverlaufes bewirken weidis der Folge positiv auf
die Prognose fur die betroffenen Katzen auswirken.

Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist nichts tUber einestaktion zwischen Fibronektin
und Thioredoxin bekannt. Die immunhistologische peafarbung von
Fibronektin und Thioredoxin zeigte jedoch eine Qikdlisation beider Proteine
in der Lamina propria mucosae und in der Tunicaaulasis des physiologischen
Harnblasengewebes (Abb. 5A, Publikation). Jedochnte die Co-Expression
von Fibronektin und Thioredoxin im Harnblasengewdbekranken Katzen nicht
mehr nachgewiesen werden (Abb. 5B, Publikationgskonnte mit dem Verlust
beider Proteine Uber die zerstorte Blasenwand rerkierden. Eine
humanmedizinische Studie untersuchte den Effekt @e-Silencing der

Thioredoxin-Reduktase 1 (TrxR1) auf die Genexpoessn HepG2-Zellen, einer
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menschlichen hepatozellularen Tumorzelllinie, nhighi von siRNA- und
Mikroarray-Technik (GORRETA et al.,, 2005). Interasterweise konnten
verschiedene TrxR1-abhéngige Gene identifizieroeer darunter auch Gene mit
Einfluss auf die Organisation des Zytoskeletts dad EZM, wie Keratin 19 und
Fibronektin (GORRETA et al., 2005). Demnach kénhtéoredoxin nicht nur als
Antioxidans bei der FIC eine Rolle spielen, sondauoh, ahnlich wie Galektin-7,
die Formierung der EZM beeinflussen.

Thioredoxin leistet einen entscheidenden Beitragen Redox-Regulierung von
Transkripitionsfaktoren und somit auch von zellatéiSignaltransduktionswegen
(HOLMGREN & LU, 2010). Dazu zahlt auch der Trangkionsfaktor NF«B,
der in seiner aktiven Form aus zwei Untereinheip&® und p50, besteht und ein
wichtiger und intensiv erforschter Regulationsfaktier Zelle ist (BALDWIN,
1996). NF«xB kontrolliert eine Vielzahl an Genen, die in dientdort auf
oxidativen Stress und die zellularen Abwehrmechmars involviert sind, spielt
eine Rolle bei immunologischen und entzindlicheozBssen und greift in den
Pathomechanismus verschiedenster Erkrankungem@AIl{WIN, 1996). NF«B
liegt im Zytoplasma als inaktiver Komplex mit demhibitor of kappa B «B)
vor (WORONICZ et al., 1997). Sobald ein Aktivierwsggnal den Komplex
erreicht, wird das ProteirkB durch kB-Kinasen phosphoryliert und dissoziiert
von NF«B, das im Folgenden vom Zytoplasma in den Zellkeamsloziert
(STANCOVSKI & BALTIMORE, 1997). In den 90er Jahrarurde erstmalig ein
Zusammenhang zwischen MB- und Thioredoxin erkannt. In weiteren
wissenschatftlichen Studien stellte sich herauss ddsoredoxin eine duale und
entgegengesetzte Rolle in der Regulierung descBlfspielt (HIROTA et al.,
1999). Im Zytoplasma beeintrachtigt es das Signdl die IkB-Kinasen und
blockiert damit indirekt die Degradierung vatBl wohingegen es im Zellkern die
NF-kB-Transkriptionsaktivitaten férdert, indem es sehiedungsfahigkeit an die
DNA steigert (HIROTA et al., 1999). Des Weiteremhkte gezeigt werden, dass
unter dem Einfluss von oxidativem Stress auf dikeZehioredoxin, ebenso wie
NF-«xB, vom Zytoplasma in den Zellkern wandert (HIROTAa, 1999). Aus
diesem Grund kam man zu dem Schluss, dass Thiaredox Falle von
oxidativem Stress als positiver Regulator desdBFFranskriptionsmechanismus
fungiert (HIROTA et al., 1999). Auch in der humardiznischen IC-Forschung
wurde dieser Transkriptionsfaktor bereits untersuhBDEL-MAGEED &
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GHONIEM, 1998; ABDEL-MAGEED et al.,, 2003). Immunhkiogische
Experimente zur Untersuchung der Lokalisation vda«B in Blasenbiopsien
von Patienten mit IC zeigten dabei eine dominarkeviat in den Epithelzellen
und Zellen der Submukosa, wohingegen Harnblasetdimgesunder Probanden
eine diffuse und vor allem nur schwache Farbungvi@sen (ABDEL-MAGEED
& GHONIEM, 1998). In der vorliegenden Studie konaieses Ergebnis sowohl
bei den kranken als auch den gesunden Katzen igéestatden (Abb. 5C und D,
Publikation). Bei der Untersuchung der NB-p65-Konzentration im Urin der
Katzen mit FIC zeigte sich eine signifikant hoh&anzentration verglichen mit
den gesunden Kontrollkatzen (Abb. 1E, Publikatiom). der Humanmedizin
wurde eine  Studie zur NEB-abhangigen  Genexpression  von
proinflammatorischen Zytokinen und die mdgliche IRoh der Pathogenese der
IC des Menschen durchgefiihrt (ABDEL-MAGEED et 2003). Dabei wurde im
Urin der Patienten mit IC im Vergleich zu den gesem Kontrollen eine
signifikante hohere Menge an NdB-regulierten proinflammatorischen zytokinen
Genprodukten gefunden (ABDEL-MAGEED et al., 200Bje Tatsache, dass
einige dieser Faktoren, wie zum Beispiel Interledkibeta (IL-1/3) und
Tumornekrosefaktor-alpha (TN&); den Trankriptionsfaktor NkB aktivieren
und durch diesen Uber einen positiven Feedback-&esmus wiederum
vermehrt exprimiert werden, indiziert, dass dier8e&n dieser Faktoren in den
Urin die Aktivierung von NFR<B weiter anregt (ABDEL-MAGEED et al., 2003).
Aus diesem Grund vermuten die Autoren, dass digvedirende Stimulation von
NF-xB im Blasenepithel durch die Aktivierung proinflaratarischer Zytokine
und chemokiner Gene den IC-spezifischen entzurehicRrozess aufbauschen
konnte (ABDEL-MAGEED et al., 2003). Des Weiterenedipauch bei der IC die
Hypoxie im Gewebe eine mogliche Rolle in der Atgi der Erkrankung,
weswegen die Hypothese der NB-Aktivierung eine potenzielle Schlisselrolle
in der Pathogenese einnimmt (ABDEL-MAGEED et a0032). Als Konsequenz
konnten zum einenkB-abhangige Genprodukte im Urin als nichtinvasive
Biomarker Einsatz finden, zum anderen konnten laksiillierte Antioxidantien
bei Patienten mit IC eine wirksame Therapie ddestd/ABDEL-MAGEED et al.,
2003). Auch bei der FIC verstarkt die MB-Aktivierung moglicherweise die
Zytokinexpression im Verlauf der FIC, und die Zikkion dieser
proinflammatorischen Faktoren treibt wiederum diE-®B-Stimulation voran.

Aufgrund des oxidativen Stresses im Harnblasengewddr kranken Katzen



IV. Diskussion 57

kommt es zu einer vermehrten Expression des Amtams Thioredoxin im
Gewebe, das in Folge der Gewebsschadigung und terhoh
Blasenwandpermeabilitdt in den Urin Ubertritt. Ei@o-Expression beider
Proteine im Blasengewebe der Katzen mit FIC kommtedieser Studie gezeigt
werden (Abb. 5C und D, Publikation). Im Anfangsatad der FIC kénnte der
Interaktionspartner Thioredoxin madglicherweise daks die Sekretion und
Aktivierung von NF«B anregen. Dieser Signaltransduktionsweg spielt
demzufolge mdglicherweise eine entscheidende Rolieer Pathogenese der FIC
und stellt einen potenziellen Teufelskreislauf ar &ntwicklung der Erkrankung
dar. Er kdnnte auch eine Erklarung fur den chrdnigzidivierenden Charakter
der FIC sein. Thioredoxin stellt ein neues wichdigeProtein im
Pathomechanismus der FIC dar, dessen Signaltratsasikeg dartber hinaus
einen maglichen Angriffspunkt fir neue Therapidstyéen darstellen kénnte, und

sollte aus diesem Grund Gegenstand weiterer Fangchein.

Zu den wichtigsten biologischen Aktivitdten von dit@doxin zahlen, neben der
antioxidativen Funktion, die Wachstumsregulierungid u antiapoptotische
Eigenschaften (STEFANKOVA et al., 2005). Mechanismebei denen
Thioredoxin das Zellwachstum reguliert, schliel3ene dBindung von
Signaltransduktionsmolekilen, wie dem Thioredoxitefacting protein (Txnip)
und der Apoptosis signal-regulating kinase-1 (ASKein (YOSHIOKA et al.,
2006). SAITOH und Mitarbeiter (1998) konnten inairStudie einen negativen
Einfluss von Thioredoxin auf die endogene ASK-1litik#it belegen und
postulierten Thioredoxin als ihren physiologischérhibitor. Diese ASK-1
aktiviert  bekanntermal3en  den  p38-MAPK-Signalweg clur eine
Phosphorylierung, was zu einer Aktivierung ihremgeliGrigen Proteinkinasen
fuhrt (TAKEDA et al.,, 2007). Im Jahr 1999 konntenvéiASHIMOTO und
Kollegen nachgewiesen werden, dass Thioredoxin aumtlirekt einen
hemmenden Einfluss auf die p38-MAPK ausiibt und €&lherexpression dieses
Proteins eine verminderte Aktivierung der p38-MARMewirkt, wobei die
Mechanismen dieser Hemmung bisher noch unklar Sireker Signalweg wurde
1994 erstmals identifiziert und z&hlt zusammen zwiei weiteren Kinasen zum
MAPK-Signalweg, welcher eine Fille an zellularemZ&ssen kontrolliert (HAN
et al.,, 1994; KOSTENKO et al.,, 2011). Die Aktiviegy des p38-MAPK-
Signaltransduktionswegs ist bei einer Vielzahl vbiologischen Vorgangen
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beteiligt, wie zum Beispiel der natirlichen Entwigky und Funktion der Zellen
des Immunsystems, der Zytokinsynthese und insbesender Regulierung der
Apoptose (HAN et al., 1994; CUENDA et al., 1995;AMHRO & DINARELLO,
1995; BEYAERT et al., 1996; FOLTZ et al., 1997; HASOTO et al., 1999a;
HASHIMOTO et al., 1999b). Aul3erdem ist bekannt,sdas Tumorzellen der
Harnblase eine vermehrte Expression der p38-MAP&itfstdet, was ein
verstarktes Tumorwachstum und eine Metastasiereng dmorzellen zur Folge
hat (SWIATKOWSKI et al., 2003; KUMAR et al., 2009piese Erkenntnisse
machen diese Kinase als Target fir therapeutiscta8nghmen zu einem
interessanten Ansatzpunkt fur klinische Studien AR et al., 2009). Um die
Interaktion von Thioredoxin und p38-MAPK und mogkcVeranderungen in der
Signalkaskade bei der FIC naher zu beleuchten,ewarder vorliegenden Studie
eine immunhistologische Doppelfarbung beider Pnetadurchgefihrt (Abb. 5E
und F, Publikation). Dabei wurde die p38-MAPK, al®Rlich als Co-
Expression mit Thioredoxin, im Ubergangsepithel wedeinzelt in der Lamina
propria mucosae des gesunden Harnblasengewebdarbngen Gegensatz dazu
konnte keine Co-Lokalisation im Harnblasengewebe Hatzen mit FIC
dargestellt werden; hier zeigte die p38-MAPK eieettiche solitare Farbung im
Ubergangsepithel und in der Lamina propria mucosaeUrin war die p38-
MAPK-Konzentration bei Katzen mit FIC um das 6,6fa erh6ht im Vergleich
zu der Konzentration bei den gesunden Kontrollkat@sbb. 1F, Publikation).
Wenn man die Ergebnisse friherer Studien betraclki@ginte die erhohte
Intensitat des p38-MAPK-Signals im Harnblasengewebke Katzen mit FIC
aufgrund einer vermehrten Apoptose durch die zudgugehenden Zellen des
entzundlichen Prozesses entstehen. Durch den YeduasThioredoxin Uber die
defekte Harnblasenwand konnte die hemmende Wirklieses Proteins fehlen,
so dass es zu einer vermehrten Expression der gg8kvkommt. Eine daraus
resultierende vermehrte Ausschittung von Zytokingimnte, ahnlich den
Vorgangen im NFReB-Signalweg, den Entzindungsprozess in der Harablas
weiter vorantreiben. Es ware denkbar, dass alseFdigser Pathomechanismen
das in der gesunden Harnblase vorherrschende @Géictht aus Apoptose und
Apoptosehemmung verloren geht.

Signaltransduktionskaskaden sind eine interessenterforschte Disziplin in der

medizinischen Wissenschaft. lhr Verstandnis hildibei, zuvor unbekannte
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Pathomechanismen bei Krankheiten aufzuklaren uvedpeutische Angriffsziele
zu etablieren. Die von Thioredoxin regulierten Sigransduktionswege NkB
und p38-MAPK stellen eine wichtige Komponente im &athogenese der FIC

dar.

Eine Limitation der vorliegenden Studie konnte irer dausschliel3lichen
Einbeziehung von Katzen mit obstruktiver FIC geselverden. Die Mehrzahl der
Katzen, die an FIC erkranken, sind mannliche Katzemnd die
Harnréhrenobstruktion ist eine haufige Komplikatio&i mannlichen Katzen mit
FIC (GERBER et al., 2005; DEFAUW et al., 2011; ZE&Z£&t al., 2012). Als
Ursache dafur wird eine gleichzeitig stattfinderiel@ztindung der Urethra und
ein  Urethraspasmus angenommen, ebenso wie die rigildueines
Entzindungspropfes, der aus einer Prazipitation v8erumproteinen,
Entziindungszellen und Struvitkristallen besteht smah an der Engstelle der
Urethra der mannlichen Katzen festsetzt. Von alldfatzen mit
Harnréhrenbstruktion leiden 53 % der Tiere an eki€ (GERBER et al., 2005).
Darlber hinaus zeigte ein Vergleich von Katzenunid ohne Obstruktion einen
signifikant hoheren Grad an Pyurie, Hamaturie uimere hdheren Urin/Protein-
Quotienten bei den Katzen mit Obstruktion, vernehtliaufgrund einer
schwerwiegenderen Entziindung in den obstruiertéar=EGERBER et al., 2005;
DEFAUW et al., 2011). Da mannliche Katzen mit Hahmenobstruktion haufiger
im Notdienst vorgestellt werden und Katzen mit tighstruktiver FIC meist von
Tierarzten in der Praxis behandelt werden, Ubemviegm Klientel der
Medizinischen Kleintierklinik Katzen mit Obstruktio In einer vorangegangenen
Studie wurde kein signifikanter Unterschied im Bieektingehalt des Urins
zwischen Katzen mit obstruktiver und nicht-obstivdit FIC festgestellt.
Aufgrund der deutlich groReren Anzahl an Patiemtehobstruktiver FIC in der
Klinikpopulation wurden ausschliel3lich diese Pagenin die vorliegende Studie
eingeschlossen. Weitere Studien, die auch Probenigaton Katzen mit nicht-
obstruktiver FIC einschlieRen, waren winschenswert. Hinblick auf die
Bedeutung der felinen idiopathischen Zystitis alsdell fur die IC des Menschen
ware die Untersuchung von humanem Probenmaterralgvol3em Interesse. Die
bei der Katze identifizierten Veranderungen der téin@ und
Signaltransduktionswege koénnten auch fur die Hunehpnm neue

therapeutische Aspekte darstellen.



IV. Diskussion 60

In der vorliegenden Studie konnten unterschiedlichpotenzielle
Interaktionspartner von Fibronektin im Urin und Hialasengewebe von Katzen
mit FIC und gesunden Katzen identifiziert werdenabBi zeigte sich ein
deutlicher Unterschied der Interaktionspartner irnWind Blasengewebe bei den
an FIC erkrankten Katzen im Vergleich zu den gesundontrollkatzen. Diese
Veranderungen lassen auf eine wichtige Rolle dieseotenziellen
Interaktionspartner von Fibronektin in der Pathagender FIC schliel3en und
sollten mithilfe weiterfihrender Studien néher usiieht werden. Des Weiteren
konnte eine verdnderte Aktivitat der Signaltrangiduismolekile NFReB und
p38-MAPK bei Katzen mit FIC im Vergleich zu den geden Kontrollen
nachgewiesen werden. Da die FIC als spontanes ddsinfir die humane IC
von Bedeutung ist, konnten die in dieser Studie ay@enen Ergebnisse auch

einen interessanten Einblick in die Pathogeneséikefern.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Die Bedeutung von Fibronektin und potenzieller Inteaktionspartner im Urin

und Blasengewebe von Katzen mit idiopathischer Zy#is
G. Treutlein

Die feline idiopathische Zystitis ist weltweit nib — 69 % die haufigste Ursache
fur untere Harnwegserkrankungen bei der domestizieKatze. Diese spontan
auftretende Zystitis stellt, aufgrund des haufigrodisch rezidivierenden
Charakters und der akuten hochgradig schmerzh&teniindungsschtibe, ein
hohes Leidenspotenzial fur die betroffenen Katzemr. dAufRerdem ist die
idiopathische Zystitis das einzige spontane Tiemtodlir die humane
interstitielle Zystitis. Trotz umfangreicher Forseigstatigkeit konnten bisher die
atiologischen Hintergrinde und pathophysiologisciengénge nicht eindeutig
geklart werden, und zum jetzigen Zeitpunkt gibt kesne kausal wirksame
Therapie fur diese Erkrankung bei Katze und MenBas Ziel dieser Studie war
die Charakterisierung potenzieller Interaktionspert des Glykoproteins
Fibronektin im Urin und Blasengewebe von Katzen mibpathischer Zystitis,
um ein besseres Verstandnis der Pathogenese-assrzNVorgange im Zielorgan
bei der idiopathischen Zystitis zu ermoglichen. Hfe proteomischer
Analysemethoden wurden unterschiedliche Interakpartner von Fibronektin
identifiziert und anschlieBend vier Kandidaten, Kidement C4a, Galektin-7,
Intestinales Fettsdure-bindendes Protein und Téoxie, im Urin und
Blasengewebe von Katzen mit idiopathischer Zystitisl Kontrolltieren weiter
untersucht. Komplement C4a ist ein wichtiges Andgioxin, das bei der
Aktivierung und Regulierung von Entziindungsprozessiee grof3e Rolle spielt.
Katzen mit idiopathischer Zystitis zeigten im Veigh zu gesunden
Kontrolltieren eine signifikant hohere Konzentration Urin, wohingegen die
Gewebsexpression im Harnblasengewebe der Katzediopgthischer Zystitis in
allen Gewebsschichten vermindert war. Galektin-finte ausschlief3lich im Urin
der Katzen mit idiopathischer Zystitis nachgewiesgerden und zeigte im
Blasengewebe dieser Katzen im Vergleich zu den ngksu Kontrollen ein
verandertes Expressionsmuster hin zu einer vetstirkExpression im

Ubergangsepithel. Dieser Kandidat konnte bei diamefie idiopathischen Zystitis
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eine wichtige Rolle in der Reepithelialisierung wAtlindheilung des zerstorten
Blasengewebes spielen. Des Weiteren konnte in rdieSeudie das
Verteilungsmuster des Intestinalen Fettsaure-bidelenProteins im Urin und
Blasengewebe aufgezeigt werden. Bei den an idicgudér Zystitis erkrankten
Katzen zeigte sich eine um die Halfte reduziertezémtration im Urin verglichen
mit den gesunden Kontrolltieren und ebenfalls eieeminderte Expression im
Blasengewebe. Thioredoxin, eines der wichtigsteloxeegulierenden Proteine
der Zelle, wies, ahnlich seinem Interaktionspartiigronektin, eine signifikant
erhdhte Konzentration im Urin und eine verringeétig@ression im Blasengewebe
der Katzen mit idiopathischer Zystitis im Vergleigtit den gesunden Tieren auf.
Zum ersten Mal wurde aul3erdem die Bedeutung derairignsduktionwege NF-
kB und p38-MAPK am Pathomechanismus der idiopateischzZystitis
verdeutlicht. Die in der vorliegenden Studie gewemen Ergebnisse lassen eine
Beteiligung dieser neuen potenziellen Interakti@nsger von Fibronektin an der
Pathogenese der Erkrankung vermuten. Weitere faméile Untersuchungen sind
notwendig, um ein besseres Verstdndnis der Patkegemssoziierten Vorgange

bei der felinen idiopathischen Zystitis zu erlangen
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VI. SUMMARY

Fibronectin and its novel potential interacting patners in urine and urinary

bladder tissue of cats with feline idiopathic cystis
G. Treutlein

Feline idiopathic cystitis is the most common caofsl®wer urinary tract signs of
the domestic cat worldwide, accounting for 55 —%®f cases. Its chronic and
relapsing character in combination with acute aaifpl inflammatory episodes
leads to suffering of affected cats. Moreover, pdithic cystitis is the only
spontaneous animal model of interstitial cystitishumans. Despite extensive
research, underlying aetiology failed to be elu@dan both the feline and the
human disease. Therefore, causative therapy camneistablished. The aim of
this study was the characterization and verificatbh potential novel interacting
partners of fibronectin in urine and urinary bladtissue of cats with idiopathic
cystitis to gain a better understanding of the pgémesis-related mechanisms
occurring in the target tissue of the disease tlkisrpurpose, extensive techniques
from the field of proteomics were applied. Differa-precipitating proteins of
fibronectin were identified, including complemenda&; galectin-7, fatty acid-
binding protein intestinal and thioredoxin that evéurther analyzed in urine and
urinary bladder tissue of cats with idiopathic @ystompared to healthy controls.
Complement C4a, a member of the complement caspéales an important role
in activation and modulation of inflammatory proses. Cats with idiopathic
cystitis showed significantly higher amounts of Gaathe urine compared to
controls, whereas urinary bladder expression wasedsed in all tunices of cats
with FIC. Galectin-7 was solely detectable in urgiecats with idiopathic cystitis
and showed an altered expression pattern in blaikkere of affected cats with
increased expression in transitional cell epithelidt is very likely that this
protein plays an important role in reepithelialisatand wound healing of the
destructed bladder tissue. In the present studyexipression pattern of fatty acid-
binding protein intestinal was investigated for flret time in urine and urinary
bladder tissue of cats. A 50% reduction of thistgagrowas found in urine of cats
with idiopathic cystitis compared to control cats well as decreased tissue

reactivity. Thioredoxin, one of the most importacellular redox-regulating
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proteins, revealed significantly higher amountsiime and decreased expression
in urinary bladder tissue of cats with idiopathystitis compared to controls. For
the first time, signal transduction pathways of fB-and p38 MAPK were
examined in feline idiopathic cystitis conditionsdashowed considerable changes
compared to controls pointing to an involvementtle pathomechanism of
idiopathic cystitis. The results of this study icale a contributing role of novel
potential interacting partners of fibronectin tee tpathogenesis of the disease.
Further functional investigations are warrantedy&in a better understanding of

involved pathomechanism in feline idiopathic cystit
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VIII.  ANHANG

Tab. 1: Patientendaten
FIC = Feline idiopathische Zystitis, EKH = Europélse Kurzhaarkatze, BKH =
Britische Kurzhaarkatze, MC = Maine Coon, RB = Rsi&ls Blau, w = weiblich,

wk = weiblich kastriert, m = mannlich, mk = manlickastriert, Z

Zystozenteseurin, K = Katheterurin

Gruppe Patient Nr. Rasse Alter (Jahre) Geschlecht tihentnahme FIC-Episode

FIC 1 EKH 5 mk Z [
2 EKH 9 mk Z 1
3 EKH 4 mk K [
4 EKH 6 mk Z I
5 EKH 5 mk K 1
6 EKH 4 mk Z [
7 MC 4 mk Z [
8 EKH 3 mk Z [
9 EKH 4 mk K [
10 EKH 3 mk Z [
11 EKH 5 mk Z 1
12 EKH 5 mk Z 1]
13 EKH 8 mk K > Il
14 EKH 3 mk K I
15 EKH 2 mk Z I
16 EKH 4 mk Z [
17 EKH 7 mk Z [
18 EKH 3 mk Z 1]
19 EKH 9 mk Z [
20 EKH 10 mk 4 I
21 EKH 6 mk y4 [
22 EKH 5 mk Z 1]
23 EKH 10 mk Z [
24 EKH 4 mk Z [
25 EKH 4 mk Z Il
26 EKH 4 mk Z [

Gesund 1 MC 3 mk Z 0
2 EKH 10 mk Z 0
3 BKH 11 wk y4 0
4 BKH 2 wk Z 0
5 RB 2 wk y4 0
6 EKH 6 w 4 0
7 EKH 9 mk Z 0
8 MC 8 w Z 0
9 MC 13 W Z 0
10 MC 11 mk Z 0
11 MC 12 mk Z 0
12 MC 11 wk Z 0
13 MC 7 W y4 0
14 EKH 4 mk Z 0
15 EKH 12 wk y4 0
16 EKH 11 mk Z 0
17 EKH 6 wk y4 0
18 EKH 4 mk Z 0
19 EKH 4 wk Z 0
20 EKH 4 mk Z 0
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Tab. 2: Urin- und Proteinanalyse

USG = Urinspezifisches Gewicht, HPF = High poweeldi Einteilung der
Erythrozyten: zahlreich = 50 — 100/HPF, masseniaf 100/HPF, Einteilung
der Leukozyten: zahlreich =5 — 12/HPF, massenhaftl2/HPF

Gruppe Patient Nr. Protein (mg/ml) USG Erythrozyten (/HPF) Leukozyten (/HPF)

FIC 1 0,21 1037 massenhaft 0-3
2 1,43 1042 zahlreich 1-4
3 3,55 1043 massenhaft 0-2
4 4,29 1035 zahlreich 0-3
5 0,61 1049 massenhaft 2-6
6 4,3 1019 massenhaft zahlreich
7 5,16 1038 massenhaft 0-4
8 1,83 1025 massenhaft zahlreich
9 9,19 1040 massenhaft zahlreich
10 0,41 1050 massenhaft 0-3
11 4,99 1017 massenhaft 0
12 1,46 1042 massenhaft 3-7
13 1,3 1032 massenhaft zahlreich
14 2,98 1042 massenhaft 0
15 1,27 1035 zahlreich zahlreich
16 1,35 1048 0-2 0-1
17 1,89 1046 massenhaft 0-4
18 13,9 1030 massenhaft 5-6
19 0,61 1045 massenhaft 0-4
20 1,74 1046 zahlreich 0-2
21 1,66 1060 zahlreich 0-4
22 8,85 1043 massenhaft 4-9
23 1,03 1060 O0-3 0-2
24 0,45 1024 zahlreich 0-1
25 0,64 1045 1-8 0-2
26 1,91 1030 zahlreich 0-4
Gesund 1 0,6 1060 zahlreich 0-2
2 0,42 1035 O 0
3 0,63 1037 0-2 0-1
4 0,54 1029 0-3 0
5 1,69 1046 0-2 0-2
6 0,99 1034 zahlreich 0-6
7 0,62 1045 5-8 0-3
8 0,95 1060 zahlreich 0-1
9 0,63 1060 O0-1 0-1
10 0,89 1060 0-2 0-1
11 1,44 1035 zahlreich 0-1
12 0,65 1060 zahlreich 0-3
13 0,61 1060 2-10 0-2
14 0,54 1060 zahlreich 0-5
15 0,19 1060 O0-1 0-1
16 0,62 1060 2-6 0-1
17 0,35 1043 0-1 0-3
18 1,1 1040 zahlreich 0-2
19 0,26 1045 0-3 0-2
20 0,3 1050 0-1 0-2
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Tab. 3: Originalwerte der Quantifizierung der Sigingensitaten des Komplement
C4a im Western Blot

FIC = Feline idiopathische Zystitis, MW = Mittelwter SD =
Standardabweichung, k.A. = keine Angabe

FIC Gesund
8202 2817
29478 9406
11799 12177
5250 6495
10003 2228
39023 464
13530 1296
4553 5548
15269 279
5513 397
k.A. 1380
k.A. 2426
k.A. 731
MW 14262 3511
SD 10766 3646
Median 10901 2228

Tab. 4: Originalwerte der Quantifizierung der Sigingensitaten des Galektin-7
im Western Blot

FIC = Feline idiopathische Zystitis, MW = Mittelwter SD =
Standardabweichung, k.A. = keine Angabe

FIC Gesund
54657 1275
732 1335
1016 492
500 2484
177648 860
665 279
77507 1200
492 2089
3022 300
336888 1357
3284 1500
8971 1547
1579 1435
523 503
375 k.A.
625 k.A.
MW 41780 1190
SD 88820 627

Median 1298 1305
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Tab. 5: Originalwerte der Quantifizierung der Sidingensitaten des Intestinalen
Fettsaure-bindenden Proteins im Western Blot

FIC = Feline idiopathische Zystitis, MW = Mittelwter SD =
Standardabweichung, k.A. = keine Angabe

FIC Gesund
46454 3690
115 180707
1481 313
222 101922
2951 222
121 663951
1149677 537316
4150 49900
2532 144
409 539
345 6498
260 1160640
226 1386
801 3763
400 5949
k.A. 1155
k.A. 3862
k.A. 102533
k.A. 216
k.A. 7172
MW 80676 141594
SD 285928 294268
Median 409 4906

Tab. 6: Originalwerte der Quantifizierung der Sidgingensitdten des
Thioredoxins im Western Blot

FIC = Feline idiopathische Zystitis, MW = Mittelwter SD =
Standardabweichung, k.A. = keine Angabe

FIC Gesund
183368 5472
20265 6467
106530 4867
37347 55999
197268 28208
304260 24063
48771 5648
6358 6186
121778 90992
61162 45618
107919 8109
12873 4597
k.A. 29657
k.A. 56585
k.A. 24408
k.A. 23281
MW 100658 26260
SD 86354 24122

Median 83846 23672
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Tab. 7: Originalwerte der Quantifizierung der Sidingensitaten des Nuclear
factor-kappa B p65 im Western Blot

FIC = Feline idiopathische Zystitis, MW = Mittelwter SD =
Standardabweichung, k.A. = keine Angabe

FIC Gesund
91104 36977
97567 2658
64627 1999
92984 32918
191610 88007
67143 10997
91252 7107
119658 33986
k.A. 12275
k.A. 2498
MW 101993 22942
SD 37564 25352
Median 92118 11636

Tab. 8: Originalwerte der Quantifizierung der Sidinéensitaten der p38
Mitogen-aktivierten Proteinkinase im Western Blot

FIC = Feline idiopathische Zystitis, MW = Mittelwter SD =
Standardabweichung, k.A. = keine Angabe

FIC Gesund
10716 1588
36715 2610
8228 1379
0 747
294 700
13003 892
9624 8138
13175 1317
4117 2717
50677 248
636 266
2218 2510
k.A. 329
k.A. 1895
k.A. 1143
MW 12450 1765
SD 14989 1882

Median 8926 1317
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