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| Zusammenfassung

Entzindungen des Nebenhodens gehéren zu den haufigen Konsultationsgriinden der
Urologie und stellen weltweit eine der fihrenden Ursachen fir mannliche Infertilitat dar.
Der Nebenhoden bildet einen Teil der abfiihrenden Samenwege, in dem die Spermien
durch intensive Interaktion mit dessen Sekretionsprodukten ihre Moatilitat erlangen.
Dartber hinaus kommt dem Nebenhoden eine duale Rolle zur Wahrung des
immunologischen Gleichgewichts zu. Gegeniuber aus dem immunprivilegierten Testis
stammenden immunogenen Spermatozoen muss eine Immuntoleranz gewahrleistet
werden, wahrend in distalen Regionen uber die Urethra aufsteigende Keime effektiv
bekampft werden miissen.

Bisherige in vivo Modelle demonstrieren eine fundamental divergierende Immunreaktion
der verschiedenen Regionen und zeigen histologisch massive Gewebeschéden in der
Cauda, wahrend der Caput kaum betroffen ist. Die Frage, ob diese auf der
unterschiedlichen Expositionsdauer mit Erregern beruhen oder ob das jeweilige Gewebe
abweichend auf Infektionen reagiert, wurde in bisherigen Studien nicht ausreichend
beantwortet. Zunachst wurde mithilfe eines ex vivo Modells empirisch die geeignete
LPS-Dosis zur Inkubation der separierten Organregionen fur nachfolgende gPCR
Experimente ermittelt, wobei mit einer Gesamtdosis von 50 ng LPS gute Ergebnisse
erzielt wurden. In der Cauda wurde die mRNA inflammatorischer Zytokine (Tnf, Il1a, 116
und 1110) erhéht exprimiert, eine Beobachtung die mit erhéhten Proteinkonzentrationen
inflammatorischer Zytokine (TNF, IL1A, IL6, 1110, IFNB und MCP1) einherging. Neben
der Inkubation mit LPS wurden die zuvor mechanisch separierten Organregionen auch
mit UPEC/NPEC inkubiert. Wahrend NPEC eine Immunantwort ausldsten, resultierten
UPEC-Infektionen in einer partiellen Immunsuppression. In einem weiteren Experiment
wurde der Anteil intrazellularer UPEC nach simultaner Inkubation der separierten
Organregionen mit UPEC und Gentamicin untersucht, wobei in proximalen Regionen
eine groRere Menge CFU detektiert wurde.

In  Zusammenschau der einzelnen Experimente wurde bestatigt, dass die
Immunreaktionen in den verschiedenen Regionen stark voneinander divergieren. Da ex
vivo, im Gegensatz zu in vivo, eine exakt gleiche Expositionsdauer gegentiber Erregern
erzeugt werden kann, wird postuliert, dass die Unterschiede in der Immunantwort aus
den grofRen Differenzen der im Verlauf des Ganges strategisch gruppierten Immunzellen

resultieren.



Summary

Acute Inflammation of the epididymis is one of the major consulting reasons in urology
and, in a global perspective, one of the leading causes of male infertility, affecting men
in all ages. Spermatozoa, originating from the immune-privileged testis, pass through the
epididymis and achieve motility through intensive interaction with its secretion products.
Due to these circumstances, the epididymis plays a dual role in maintaining an
immunological balance. On one hand, immunological tolerance must be ensured
towards immunogenic spermatozoa migrating through the male reproductive tract. At the
same time, immune responses against microorganisms ascending from the urethra must
be stimulated effectively.

Previous in vivo models show a clearly different immune response between the
epididymal regions. While the caput remains mostly unaffected, inflammation in the
cauda leads to high cytokine levels, fibrosis und duct obstruction.

Yet whether these observations result from the different duration of exposure to
pathogens or whether the tissues react differently remains elusive.

As a first approach, the dose of 50 ng LPS was established for further ex vivo gPCR
experiments. The next step was to quantify mRNA expression and protein levels in LPS-
infected organ pieces. In the cauda, the mRNA of inflammatory cytokines (Tnf, ll1a, II6,
[110) and the protein concentration of inflammatory cytokines (TNF, IL1A, IL6, 1110, IFNB,
MCP1) were significantly increased. In addition to LPS, the organ regions were also
incubated with UPEC/NPEC. While NPEC lead to a massive pro-inflammatory immune
response, UPEC infections resulted in a partial immunosuppression. In a further
experiment the separated organ regions were simultaneously incubated with UPEC and
gentamicin to differentiate the intracellular UPEC load. Hereby, higher numbers of CFU
were detected in proximal regions.

This study clearly confirmed, that the immune responses in the different regions diverge
distinctly from each other. Via ex vivo organ culture model simultaneous inflammatory
stimulation could be established. Overall, these data indicate the existence of distinct
well-organized immune cell populations along the epididymal duct with contrasting

expression profiles.
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ll. Einleitung

1. Mannliche Infertilitat

Infertilitat wird klinisch als eine Stérung des reproduktiven Systems definiert, welche sich
durch das fehlende Eintreten einer Schwangerschaft nach mindestens 12 Monaten
ungeschitzten Geschlechtsverkehrs auszeichnet (Zegers-Hochschild et al., 2009).
Global bestehen deutliche Unterschiede in Pravalenz und Kausalitat (Agarwal et al.
2015). In Industrienationen wie Deutschland betragt die Pravalenz bei Paaren 10-15 %
(Evers 2002). Aktuelle Daten beschreiben, dass in ca. 20-30 % der Féalle die Infertilitat
bei Paaren alleinig durch den Mann verursacht werde. In etwa 50 % der Falle von
Infertilitat wird mindestens eine teilweise Ursachlichkeit beim Mann beschrieben
(Agarwal et al. 2015).

Neben genetischen Ursachen, wie beispielsweise einer Mutation im CFTR-Gen
(assoziiert mit Mukoviszidose/ zystischer Fibrose) oder dem Klinefelter Syndrom
(Chromosomenanomalie 47, XXY) (Elia et al. 2014; van Saen et al. 2018), kann auch
der Lebensstil Einfluss auf die Spermienqualitat haben. Hoher Alkohol- oder
Drogenkonsum sowie Ubergewicht haben einen negativen Einfluss auf die
Samenqualitat (Niederberger 2012; Gundersen et al. 2015; Ricci et al. 2017; Schuppe
und Kéhn 2022) Des Weiteren stellen Infektionen im méannlichen Reproduktionstrakt,
insbesondere im Nebenhoden, und damit verbundene inflammatorische Prozesse im
Gewebe eine haufige Ursache persistierender Sub- oder Infertilitdt dar. Durch die
Urethra aufsteigende Keime, u.a. Escherichia coli, stellen dabei eine besonders haufige
Variante dar. Nach Infektion mit sexuell lbertragbaren oder anderen uropathogenen
Keimen persistieren bei bis zu 80 % der Manner veranderte Samenparameter in den
ersten drei Monaten. Bei bis zu 50 % der Manner kommt es zu dauerhaften negativen

Veranderungen (Rusz et al. 2012).

2. Das méannliche Reproduktionssystem

Der méannliche Reproduktionstrakt besteht aus &uf3eren (Penis mit Urethra, Scrotum mit
Hodenhtllen) und inneren Geschlechtsorganen (Hoden [Testis], Nebenhoden
[Epididymis], Samenleiter [Ductus deferens] und akzessorischen Geschlechtsdrisen
[Prostata, Vesicula seminalis, Gll. bulbourethrales]) (Pask 2016).

Die Spermienproduktion (Spermatogenese) findet im intraskrotal gelegenen Hoden statt.
In den Hodenkanalchen (Tubuli seminiferi contorti) befinden sich Keimzellen, die sich im
Keimepithel zu Spermien differenzieren und anschlieRend uber das Rete testis und
Ductuli efferentes in den Nebenhoden abgegeben werden (Neto et al. 2021). Der

Nebenhoden liegt dem Hoden am hinteren Rand und oberen Pol (dorsomedial) an.
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Neben der vollstandigen Ausreifung noch immotiler Spermatozoen durch biochemische
Prozesse dient der Nebenhoden als Speicherort der Spermien. Im Rahmen der
Ejakulation werden die Spermien pulsatil in den Samenleiter weitergegeben. Wahrend
ihrer Passage durch den Ductus deferens und die Urethra vermischen sich die Spermien
mit den Sekreten der akzessorischen Geschlechtsdrisen (Blaschendrise, Prostata
sowie Bulbourethraldriise). Angetrieben durch Kontraktionen der glatten Muskulatur
passieren die Spermien den Ductus deferens sowie die Samenleiterampulle und
verlassen den Penis Gber den Meatus urethrae externus (Clavert et al. 1990; Older und
Watson 1996; Elfgen et al. 2018). Die verschiedenen sekretorischen Komponenten der
Geschlechtsdrisen wirken synergistisch und ermdglichen die erfolgreiche Reifung der
Spermien sowie Fertilisation der weiblichen Eizelle (Okamura et al. 1986). Besteht eine
Einschrankung der Nebenhodenpassage, resultiert eine reduzierte Fruchtbarkeit des
Mannes (Kirchhoff 1995).

3. Struktur der Epididymis

Die paarig angelegten Nebenhoden (Epididymides) stellen ein segmentiertes langliches
Organ dar, welches aus einem einzelnen stark gewundenen Gang (Ductus epididymis)
besteht und sich strukturell in die Regionen Kopf (Caput epididymidis), Kérper (Corpus
epididymidis) und Schwanz (Cauda epididymidis) einteilen I&sst. Aus dem Rete testis
bilden sich die Ductuli efferentes testis, die in einen einzelnen Nebenhodengang
konfluieren. Bei Nagetieren miinden die Ductuli efferentes in das initiale Segment (IS),
den proximalen Teil des Nebenhodenkopfes. Dieses unterscheidet sich morphologisch
deutlich vom restlichen Nebenhodengewebe. Beim Menschen gibt es diese deutliche
Gliederung des Caput nicht, da die Ductuli efferentes an mehreren Stellen in das Caput
miinden. Durch bindegewebige Septen wird das Parenchym in mehrere Segmente
unterteilt (10 Segmente in Mausen, 19 Segmente in Ratten). Beim Menschen sind diese

Septen zwar vorhanden, erlauben jedoch keine klare Gliederung (Sullivan et al. 2019).

4. Histologie der Epididymis

Die Nebenhodenregionen weisen deutliche histologische Unterschiede auf (Abb. 1). Das
kontinuierliche zweireihige, hochprismatische Zylinderepithel besteht aus hohen Haupt-
sowie niedrigen Basalzellen und besitzt apikal lange Stereozilienfortsatze. Hauptzellen
weisen einen stark ausgepragten Golgi-Apparat sowie reichlich raues ER und
Mitochondrien auf, was auf eine hohe Proteinbiosynthese schlie3en lasst. Besonders
charakteristisch ist diese Auspragung in proximalen Regionen des Ganges, in denen ein
stetiger Austausch zwischen Spermatozoen und Epithelzellen via Epididymosomen

stattfindet (Cornwall et al.,, 2002). Durch endosomalen membrangebundenen

4
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Vesikeltransport werden beispielsweise Glykoproteine sezerniert (u.a. Cystatin 11)
(Hamil et al. 2002). Des Weiteren werden nicht-codierende RNA, Aminosauren und
Stoffwechselmetabolite transportiert, die fur die Spermienreifung notwendig sind (Paul
et al. 2021). Durch Bindung an die Spermienoberflache verandert sich deren Membran,
sodass die Spermien im weiblichen Geschlechtstrakt tiberlebens- und kapazitationsfahig
werden. Nach der Spermiation verbleiben zytoplasmatische Droplets an den Spermien.
Durch den Kontakt mit Epithelzellen der Epididymis wandern diese zytoplasmatischen
Droplets vom Kopf des Spermiums kaudal zum Ende des Mittelstlicks. Im Rahmen der
Ejakulation verandert sich die Osmolalitat der Umgebungsfliissigkeit der Spermien
rasant. Als Reaktion auf die abnehmende Osmolalitéat kdme es durch Wassereinfluss zu
einem Anschwellen der Spermien. Durch Abschnlirung der zytoplasmatischen Droplets
wird einer Volumenzunahme der Spermien entgegengewirkt. Unzureichende
Abschniirung der Droplets fuhrt zu unzureichender Spermienmotilitdt und Infertilitat
(Cooper 2011). Durch die Nebenhodenpassage erwerben Spermien die Fahigkeit zur
Hypermotilitat im weiblichen Reproduktionstrakt, die fir das Erreichen der Eizelle
notwendig ist. Neben einer besseren Flagellenbewegung und —koordination verandert
sich zudem die Morphologie des Spermienkopfes.

Die HOhe des Epithels nimmt distal kontinuierlich ab. Dies resultiert aus der
Reservoirfunktion der Cauda, in der die Spermien gelagert werden und kaum mehr
Reifungsprozesse stattfinden (Sullivan et al. 2019). Im gesamten Nebenhodengang sind
des Weiteren schmale (englisch: narrow cells, im initialen Segment) und helle Zellen
(englisch: clear cells, von Caput bis Cauda) im Epithel eingebettet. Diese Zellen
sezernieren stetig Protonen durch V-ATPasen sowie durch niedrige Natrium- und hohe
Kaliumwerte, sodass der pH-Wert im Lumen niedrig gehalten wird. Dieses saure Milieu
resultiert in einer ,,Saurestarre” der Spermien, um eine vorzeitige Aktivierung der
Hypermotilitat zu verhindern (Brown et al. 1992).

Der Ductus epididymidis wird in seinem kompletten Verlauf von einer glatten
Muskelschicht umgeben, welche von cranial nach caudal zunehmend an Dicke gewinnt.
Zu der inneren, zirkularen Schicht im Caput kommt im Bereich des Corpus eine weitere
aul3ere, longitudinale Schicht hinzu. In den Abschnitten der Cauda ist schlief3lich eine
weitere, dicke Muskelschicht in den aul3eren Schichten auffindbar, die eine starkere
Differenzierung aufweist (Baumgarten et al. 1971). Die Muskelschichten l6sen in allen
Regionen durch kontinuierliche Kontraktion eine Peristaltik im Lumen der Epididymis
aus. Wahrend dies in proximalen Regionen vor allem dem Weitertransport der Spermien
im Nebenhodengang dient, ermdglicht die kréaftige Muskelschicht in der Cauda eine

spontane, pulsatile Ejakulation (Mietens et al. 2014; Elfgen et al. 2018). Die Cauda wird
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in hoher Dichte von Nervenfasern umgeben, welche insbesondere adrenerge Signale im
Rahmen der Ejakulation weiterleiten (Baumgarten et al. 1971).

Auf der Hohe des initialen Segments tritt einer der Aste der Arteria testicularis in den
Nebenhoden und formt dort ein dichtes Netzwerk an Kapillaren (Hirai et al. 2010). Analog
dazu bilden peritubuléare, hochpermeable lymphatische Gefale ein dichtes Netzwerk auf
der HOhe des initialen Segments. Ein zweiter Ast der Arteria testicularis tritt auf der Héhe
des Corpus in den Nebenhoden ein. Distale Organregionen der Epididymis werden von
einem Ast der Arteria ductus deferentis, die der Arteria umbilicalis entspringt, versorgt.
Im restlichen Nebenhoden findet man vor allem interstitiell lokalisierte konventionelle
lymphatische GefaRe. Das initiale Segment stellt dabei den am dichtesten
vaskularisierten Bereich der Epididymis dar und besitzt damit in vivo das grofite
Potenzial einwandernde Immunzellen zu mobilisieren. Weiter caudal nimmt die Anzahl
der Kapillaren ab (Suzuki 1982; Damon-Soubeyrand et al. 2023).
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Masson Goldner Trichromfarbung eines in Paraffin eingebetteten Nebenhodenlangsschnittes.
Links: Ubersichtsaufnahme gesamter Nebenhoden. Rechts: Detailaufnanmen von 1S, Caput,
Corpus und Cauda (20-fach vergrof3ert). Farbeergebnis: Kollagenes Bindegewebe (grin),
Zellkerne (schwarz), Zytoplasma (rot), Muskulatur (hellrot), Erythrozyten (orange-rot).
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5. Angeborene und adaptive Immunitat

Das Immunsystem besteht grundlegend aus zwei eng miteinander interagierenden
Kompartimenten, dem angeborenen und dem adaptiven Immunsystem (Kaur und
Secord 2019). Die angeborene Immunantwort hat die Aufgabe Pathogene am
Eindringen in den Kdrper zu hindern, diese unmittelbar nach deren Eindringen in den
Korper zu identifizieren, weitere Immunzellen zu rekrutieren und kaskadenformig die
adaptive Immunantwort zu aktivieren. Zellkontakte der Epithelzellen oder Spileffekte
korpereigener Sekrete auf Schleimhéauten (z.B. Speichel- und Tranenflissigkeit) bilden
eine Barriere gegeniber eindringenden Krankheitserregern. Humorale Komponenten,
z.B. Proteine des Komplementsystems, tragen zur Lyse von Pathogenen bei (Riera
Romo et al. 2016; Kaur und Secord 2019). Des Weiteren umfasst das angeborene
Immunsystem verschiedene lymphoide Zellen (z.B. innate lymphoid cells [ILC1, ILC2,
ILC3] und natirliche Killer-Zellen [NK-Zellen]) und myeloide antigenprasentierende
Zellen (z.B. Granulozyten, Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen und
Mastzellen) (Kawamoto und Minato 2004; Eberl et al. 2015).

Die antigenpréasentierenden Zellen erkennen mittels spezifischer Rezeptoren (Pattern
Recognition Receptors (PRRs)) bestimmte konservierte Bestandteile der bakteriellen
Zellwand (Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs)). Die Familie der Toll Like
Rezeptoren (TLR) gehdrt zu den PRR (Akira et al. 2006). TLR4 erkennt spezifisch das
Endotoxin LPS (PAMP), welches den Hauptbestandteil der auf3eren Zellmembran von
Gram-negativen Bakterien bildet. Durch spezifische Bindung an den TLR4 und dem fur
die Bindung essentiellen Myeloid Differentiation Factor 2 (MD2) bildet es den aktivierten
(TLR4/MD2)-Komplex (Cochet und Peri 2017). Mithilfe der Co-Rezeptoren LPS Binding
Protein (LBP) und Cluster Of Differentiation 14 Rezeptor (CD14) wird die intrazellulare
Signalkaskade fortgesetzt, die entweder Uber den Myeloid Differentiation Primary
Response 88 (MYD88)-abhangigen oder MYD88-unabhangigen Weg weiterlauft. Die
MYD88-abhéngige Signalkaskade resultiert in einer Freisetzung von ,nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer  of activated B-cells® (NFKB) und weiteren
Transkriptionsfaktoren (z.B. Aktivatorprotein 1 (AP1)) sowie deren Translokation in den
Zellkern, wodurch es zur Synthese einer Vielzahl von pro- und anti-inflammatorischen
Zytokinen und Chemokinen (wie z.B. TNF, IL1B, IL6) kommt (Palm und Medzhitov
2009). Die MYD88-unabhéngige Signalkaskade resultiert ebenfalls in der Freisetzung
von NFKB, zusétzlich wird jedoch der Transkriptionsfaktor “Interferon regulatory factor
3“ (IRF3) aktiviert, der zur Hochregulierung von Interferon beta (Ifnb) und damit
assoziierten Genen fuhrt (Hacker und Karin 2006). Eine Aktivierung der Signalkaskade
fuhrt zur Ausschittung von Zytokinen und Chemokinen (z.B. TNF und IL1), die eine

Entzindungsreaktion induzieren, die Phagozytose- und Migrationsaktivitat erhéhen und
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somit weitere Zellen des angeborenen Immunsystems und adaptiven Immunsystems
aktivieren und rekrutieren (Riera Romo et al. 2016).

Die adaptive Immunantwort besteht aus der humoralen und der Zell-vermittelten
Immunantwort und zeichnet sich durch eine hochspezifische Reaktion aus. Die humorale
und die Zell-vermittelte Immunantwort laufen parallel ab, wirken jedoch dabei stark
synergistisch und ergénzen sich in ihrer apathogenen Wirkung. Antigenprasentierende
Immunzellen des angeborenen Immunsystems (vor allem dendritische Zellen) wandern
in die lymphatischen Organe und prasentieren die gebundenen Antigene an die Zellen
der adaptiven Immunabwehr (Bonilla und Oettgen, 2010). Im Rahmen der humoralen
Immunantwort binden die Antigene an B-Zell-Rezeptoren (BCRs) der B-Lymphozyten,
wodurch sich diese zu B-Plasmazellen weiterentwickeln. Aul3erdem partizipieren B-
Zellen an der T-Zell-vermittelten Immunantwort. Plasmazellen sezernieren Antikorper,
welche spezifisch an das Antigen binden, durch das die B-Zelle aktiviert wurde und
machen dieses unschéadlich (LeBien und Tedder 2008).

Im Rahmen der zellularen Immunantwort binden die Antigene an T-Zell-Rezeptoren
(TCRs) der T-Lymphozyten. TCRs entstehen durch eine Aneinanderlagerung der
verschiedenen Kettenpaare mit dem CD3-Komplex. Der aB-TCR besteht aus einer a-
und einer 3-Kette und wird in den meisten T-Zellen exprimiert. af-T-Zellen sind in zwei
Gruppen unterteilt, die sich durch verschiedene CD-Oberflachenmolekiile auszeichnen.
CD4" T-Zellen entwickeln sich zu T-Helfer-Lymphozyten (Tx-Zellen). Entscheidend fur
die Herausbildung des Subtypes ist, welches Zytokin durch die antigenpréasentierende
Zelle freigesetzt wird. Monozyten und Makrophagen sezernieren 1L12, wodurch sich
naive T-Zellen zu Twi-Zellen differenzieren. Twi-Zellen sezernieren Interferon-gamma
(IFNG), wodurch  Makrophagen aktiviert, B-Zellen zur Teilung sowie
Immunglobulinproduktion (IgG) angeregt und CD8* zytotoxische T-Zellen (T.-Zellen)
aktiviert werden. T¢-Zellen induzieren die Apoptose der/ lysieren die Zielzellen (Bonilla
und Oettgen 2010). Diese Twi-vermittelten Mechanismen sind ein wichtiger Bestandteil
in der Immunitdt gegen intrazellulare Mikroben. Sezernieren Mastzellen L4,
differenzieren sich naive T-Zellen zu einer Twe-Zelle. Thz-Zellen sekretieren 1L4, wodurch
B-Zellen zur Produktion von Immunglobulinen (IgE) angeregt werden. Dartber hinaus
wird via IL5 das Wachstum und die Differenzierung eosinophiler Granulozyten angeregt.
Durch Sekretion von IL13 differenzieren sich B-Zellen. Diese Tuo-vermittelten
Mechanismen sind ein wichtiger Bestandteil in der Bekdmpfung von Parasiten sowie der
Entstehung von Allergien. Sezernieren antigenprasentierende Zellen (v.a.
Makrophagen) IL6 und TGFB differenzieren sich T-Zellen zu Twi7-Zellen, welche IL17
zur Rekrutierung phagozytischer Zellen (neutrophile Granulozyten und Makrophagen)

produzieren. Diese Tui7-vermittelten Mechanismen sind ein wichtiger Bestandteil in der
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Immunitat gegen extrazellulare Mikroben und nehmen zudem eine Schlisselrolle in der
Entstehung chronischer Autoimmunerkrankungen ein (Wik und Skalhegg 2022).

yd T-Zellen exprimieren einen TCR, der aus y- und d-Untereinheiten besteht. Diese
Subpopulation kommt sowohl in lymphatischen Organen als auch in peripherem
Gewebe vor (Hayday 2009). Insbesondere in der Peripherie sind die Subpopulationen
Vy4 und Vy6 zahlreich vertreten. Durch die Produktion und Sekretion von
inflammatorischen Zytokinen, insbesondere IFNG oder IL17A Uben sie eine wichtige
Funktion in der Initiierung von Immunantworten aus (Romagnoli et al. 2016). Zudem sind
yd T-Zellen an der Homdostase verschiedener Gewebetypen beteiligt. Im Testis wird
ihnen eine antimikrobielle Screeningfunktion zugeschrieben. Durch die Rekrutierung
anderer Immunzellen sind sie direkt an der Heilung von Hautverletzungen beteiligt
(Wilharm et al. 2021). Nach erfolgreicher Stimulierung und Antigenkontakt differenzieren
sich die hochspezifischen B- und T-Lymphozyten zu langlebigen Gedachtniszellen, die
im Falle eines erneuten Antigenkontaktes eine deutlich schnellere und effektivere

Immunantwort auslésen (Bonilla und Oettgen 2010).

6. Regionale Verteilung der Immunzellen im Nebenhoden

Die einzelnen Regionen der Epididymis unterscheiden sich nicht nur morphologisch,
sondern auch immunologisch grundlegend. Dabei korrelieren die Anatomie und das
Immunmilieu eng mit den gegensétzlichen Funktionen, welche die Regionen erfillen.
Insbesondere innerhalb der proximalen Regionen (Initial Segment und Caput), in denen
Spermien vom Hoden in das Organ eintreten, muss eine ausreichende Immuntoleranz
gegenlber immunogenen Spermien gewahrleistet werden. Gleichzeitig missen
abnormale Spermien rechtzeitig erkannt und die epitheliale Integritat aufrechterhalten
werden (Smith et al. 2014; Pierucci-Alves et al. 2018). Distale Regionen hingegen
fungieren als Wachter gegen aufsteigende Keime und muissen eine effektive
Immunantwort gegen aszendierende Pathogene auslésen (Fijak et al. 2018; Pleuger et
al. 2020). Zur Wahrung eines immunologischen Gleichgewichtes sorgen strategisch
positionierte residente Immunzellen (Pleuger et al. 2022).

Gegen Bestandteile von Spermien gerichtete Autoimmunitat kann klinisch zu Infertilitat
fuhren (Lotti et al. 2018). Aufgrund dessen gibt es eine Reihe von molekularen und
zellularen Mechanismen, die in extralymphatischen Geweben wie dem Nebenhoden
durch ein komplexes Zusammenspiel fir eine Anergie gegenlber den exprimierten
Spermienantigenen sorgen und zur Wahrung der peripheren Toleranz beitragen. Im
Gegensatz zur Blut-Hoden-Schranke stellt die Blut-Nebenhoden-Schranke eine weniger
strikte Barriere - hauptsachlich gebildet durch den epithelialen Haftkomplex - dar, der

ahnlich wie andere mukosale Oberflachen aufgebaut ist (Gregory und Cyr 2014). Sie
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wird durch die apikalen Zell-Zell-Kontakte (insbesondere tight junctions) zwischen den
Epithelzellen gebildet und sorgt fiir die Aufrechterhaltung des luminalen Milieus. Die Blut-
Nebenhoden-Schranke ermdglicht selektiv parazellulare Transporte von lonen, anderen
Molekilen und Wasser, wodurch gewahrleistet wird, dass einerseits eine besondere
Mikroumgebung fur die Spermienreifung und der Speicherung dieser geschaffen wird;
auf der anderen Seite aber auch ein relativer Schutz gegeniiber autoimmunologischen
Prozessen gegeben ist (Hinton und Howards 1981).

Mononukleare Phagozyten bilden ein dichtes Netz in und um den Nebenhodengang und
besitzen als Immunzellen des angeborenen Immunsystems eine charakteristische
Plastizitat, wodurch sie organspezifische Funktionen in Homoéostase und Immunitat
austben. Unter physiologischen Bedingungen stellen Makrophagen die zahlenmafig
am haufigsten anzutreffende Immunzellpopulation des Mausenebenhodens dar
(Battistone et al. 2020; Pleuger et al. 2022). Verschiedene Subpopulationen von
Makrophagen liegen im Epithel und im Interstitium des Nebenhodens vor und Uiben eine
Vielzahl an homdostatischen, regenerativen und inflammatorischen Funktionen aus
(Pleuger et al. 2022). Makrophagen mit hoher Expression des C-X3-C Motif Chemokine
Rezeptors 1 (CX3CR1" Makrophagen) sind anhand des Transkriptionsprofils sowie der
Phagozytoseaktivitat an der Gewebehomdéostase sowie der Antigenerkennung beteiligt
(Smith et al., 2014, Battistone et al., 2020; Pleuger et al., 2022). Diese Subpopulation
bildet ein dichtes Netzwerk in und um das Epithel des Nebenhodenganges und kommt
verstarkt im IS vor. Sie bilden dendritische Fortsatze aus, welche bis in das Lumen
hineinragen. Das dichte Netzwerk antigenerkennender Makrophagen, in Verbindung mit
dem engen Gangabschnitt im IS, ermdglicht ein engmaschiges Monitoring und eine
intensive Interaktion mit den luminalen Komponenten (Da Silva et al. 2011). Dies lasst
eine duale Wachterrolle des IS vermuten, welches vor allem immuntolerant gegentiber
von Spermien exprimierten Neoantigenen agiert. Andererseits wird der luminale Inhalt
auch kontinuierlich auf aszendierende Pathogene Uberprift, um diese effizient zu
eliminieren (Barrachina et al. 2022; Pleuger et al. 2022). Distale Regionen weisen
hingegen ein heterogeneres Spektrum an Makrophagensubpopulationen auf. Neben
einem geringeren Anteil von CX3CR1* Makrophagen kommen hier insbesondere pro-
inflammatorische CCR2*MHC-II*, TLF" sowie CX3CR1TLFCCR2 Makrophagen vor.
Analog zum Nebenhodenschwanz wurden diese Makrophagenpopulationen auch in
anderen Organen wie z.B. der Niere oder der Bauchspeicheldriise beschrieben (Dick et
al. 2022).

Neben den verschiedenenen Makrophagen-Subpopulationen sind  weitere
antigenprasentierende myeloide Zellen im Nebenhoden beschrieben. Insbesondere

dendritische Zellen sind vermehrt in distalen Nebenhodenregionen anzutreffen.

11



[I. Einleitung

Grundlegend konnen drei verschiedene Typen dendritischer Zellen differenziert werden.
Konventionelle dendritische Zellen vom Typ 1 (cDC1) und 2 (cDC2) sind insbesondere
an der Antigenprasentation beteiligt. Dabei sind cDC1 eher an CD8-vermittelten
Immunantworten beteiligt, wahrend cDC2 eher an CD4-vermittelten Immunantworten
beteiligt sind (Durai und Murphy 2016). Vermutlich migrieren diese nach der
Antigenprasentation zur T-Zell Aktivierung in lokale Lymphknoten. Das vermehrte
Vorkommen von ¢DC in distalen Regionen kénnte durch die verstarkte Antigenprasenz
aufgrund urethral aufsteigender Keime begriindet werden. Weitere Experimente missen
dies jedoch belegen (Pleuger et al. 2022). Darlber hinaus existieren plasmazytoide
dendritische Zellen (pDCs). Sie zirkulieren im Blut und kommen in peripheren
lymphatischen Organen vor. Unter inflammatorischen Bedingungen nimmt die Zahl der
pDCs massiv zu und sie haben einen gro3en Anteil an der Typ-I-Interferon Produktion
(Reizis et al. 2011; Duan et al. 2016) Neben den antigenprasentierenden Zellen
existieren in distalen Abschnitten der Epididymis vermehrt Subtypen von Lymphozyten
(NK-Zellen, T-Zellen, B-Zellen). Diese Zellen der angeborenen und erworbenen
Immunitat fungieren vermutlich je nach Lokalisierung im Nebenhoden als Regulatoren

als auch als Effektoren der Immunantwort (Pleuger et al. 2022).

7. Regionspezifische Expression immunregulatorischer Faktoren

Eine Vielzahl immunregulativer Faktoren wird in der Epididymis exprimiert. Zu diesen
gehodren Indolamin-2,3-Dioxygenase-1 (IDO1), die Transforming Growth Factor B-
Superfamilie (TGFB), und B-Defensine. IDO1 sowie das zu der TGFB-Superfamilie
gehodrende Zytokin Aktivin A werden am hdchsten im Caput exprimiert (Jrad-Lamine et
al. 2011). Gemeinsam sind diese immunregulatorischen Faktoren an der Etablierung
einer immuntoleranten Umgebung im proximalen Nebenhoden beteiligt (Michel et al.
2015). Isoformen von TGFB (TGFB1, TGFB2, TGFB3) werden am hdchsten in Corpus
und Cauda exprimiert. Analog zu Activin A aktivieren diese TGFB-Rezeptoren, welche
von besonderer Bedeutung in der Regulation von Autoimmunitat, Inflammation und der
Entwicklung von Immunzellen sind (Hedger 2011; Hedger und Kretser 2013).

Epithel- und Immunzellen der Epididymis exprimieren PRR’s wie TLR’s und PRR’s als
Bestandteile der angeborenen Immunitat. C-Type Lectin Domain Family 4 Member E
(CLECA4E) kodiert fur einen PRR. PRR’s I6sen nach Kontakt mit bakteriellen Antigenen
eine Signalkaskade aus und sind damit ein wesentlicher Bestandteil der Immunantwort.
Bakterielle Infektionen resultieren aufgrund dessen in einer vermehrten Expression von
PRR'S (Hedger 2011). Dariber hinaus ist das regulatorische Zytokin IL10
maglicherweise am Schutz der Spermien gegeniber autoimmunologischen Prozessen

beteiligt (Verajankorva et al. 2002).
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8. Klinische und mikrobiologische Aspekte der Epididymitis

Die akute Epididymitis stellt eine der haufigsten urologischen Krankheiten dar und betrifft
jahrlich ~250-650/100.000 Méanner in Grol3britannien, Kanada und den USA (Nicholson
et al. 2010; Cek et al. 2017). In 96 % der Falle liegt die Epididymitis unilateral vor (Michel
et al., 2015). Als Leitsymptom gilt ein lokal gerttetes und Uberwarmtes Skrotum mit
druckdolentem Anschwellen der Epididymis. Zuséatzlich kann sich das Krankheitsbild mit
dysurischen Beschwerden bis hin zu einer Urosepsis mit systemischer Fieberreaktion
prasentieren (Hongo et al. 2014). Gerade bei jungen Patienten ist aufgrund des
drohenden Fertilitatsverlustes eine differentialdiagnostische  Abgrenzung zur
Hodentorsion essentiell. Bei der Epididymitis vermindert sich beim Anheben des
Skrotums der betroffenen Seite der Schmerz, wahrend bei Vorliegen einer Hodentorsion
der Schmerz persistiert. Diese Untersuchungsmethode nennt sich Prehn-Zeichen und
dient als klinisches Zeichen zur Unterscheidung der beiden Differenzialdiagnosen
(Lorenzo et al. 2016). Unbehandelt und durch fortgeschrittene Expositionsdauer kénnen
Pathogene weiter in Richtung Testis aszendieren und eine Orchitis, haufig auch
kombiniert als Epididymo-Orchitis, auslosen (Desai et al. 1986, Schuppe et al. 2008).
Von den zahlreichen auslésenden Faktoren stellen aszendierende, bakterielle
Harnwegsinfekte die haufigste Ursache der akuten Epididymitis dar (Michel et al., 2015).
Neben generellen intestinalen Krankheitserregern, wie z.B. uropathogenen Escherichia
coli (UPEC), stehen bei jingeren Ménnern auch Keime im Zusammenhang mit sexuell
Ubertragbaren Krankheiten, wie z.B. einer Infektion mit Chlamydia trachomatis im
Vordergrund. Bei alteren M&nnern treten zusatzlich Harnwegsinfekte durch Anomalien
des Urogenitaltrakts mit assoziierter Restharnstauung auf (Redshaw et al. 2014).
Charakteristisch flir Gram-negative Bakterien wie E. coli ist die duRere Zellwandschicht,
die aus Phospholipiden und Lipopolysacchariden (LPS) besteht. Der Virulenzfaktor LPS
triggert im Rahmen einer Infektion das Immunsystem des Wirts (LUthje und Brauner
2014). UPEC und andere E. coli Stamme haben Mechanismen entwickelt, um einfacher
in Gewebe einzudringen, das Immunsystem des Wirtes zu supprimieren und eine
Infektion zu etablieren (Brzuszkiewicz et al., 2006). Mithilfe der Virulenzfaktoren Alpha-
Hamolysin, zytotoxisch-nekrotisierender Faktor und Siderophoren gelingt es den
Bakterien in den Wirt einzudringen, dessen Immunantwort zu unterdriicken und dem
Wirtsorganismus lebenswichtige Na&hrstoffe zu entziehen, was zu einer initialen
Vermehrung der Pathogene in der entscheidenden frihen Phase des
Infektionsgeschehens fuhrt (Davis et al., 2005; Bhushan et al., 2011).

E. coli sind die klinisch haufigsten Bakterien von aufsteigenden Harnwegsinfektion, die
bis zu 90 % der Infektionen des Urogenitaltraktes verursachen (Pilatz et al. 2015).

Innerhalb der E. coli I6sen unterschiedliche Serotypen unterschiedliche Reaktionen im
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mannlichen Urogenitalsystem aus. Der Serotyp UPEC CFTO073 ist ein Stamm, der aus
einer Pyelonephritis isoliert wurde (Mobley et al. 1990). UPEC CFTO073 supprimieren in
Rattenhoden den MYD88-abhangigen Signalweg und die daraus resultierende
Hochregulierung pro-inflammatorischer Zytokine. Stattdessen triggern UPEC den
MYD88-unabhangigen Signalweg und die daraus resultierende Hochregulierung von
IRF3 und damit assoziierten Genen (Bhushan et al. 2008). Ein weiterer E. coli Stamm,
der kommensale NPEC (Non-pathogene E. coli) 470, der aus dem menschlichen Darm
entnommen wurde, induziert in Milzzellen des Wirtes eine deutlich ausgepréagtere Thi-
assoziierte Zytokinproduktion mit daraus resultierender Aktivierung der adaptiven
Immunitat als UPEC CFT073 (Lang et al. 2014).

Experimentelle Mausmodelle haben gezeigt, dass UPEC-induzierte Entziindungen des
Nebenhodengewebes zu einer Degeneration der Epithelzellen, einer Fibrosierung des
Gewebes sowie zu einer Obstruktion des epididymalen Ganges fuhren. Dabei wurden
im Nebenhoden deutliche regionale Unterschiede der Immunantwort festgestellt (Michel
et al. 2016; Klein et al. 2020; Pleuger et al. 2022). Neben der antibiotischen Behandlung
der Erreger werfen diese Beobachtungen auch die Frage nach einer anti-
inflammatorischen bzw. immunmodulierenden Therapie auf (Michel et al. 2016). Eine
initiale Interventionsstudie, in der eine kombinierte Therapie mit Levofloxacin und
Dexamethason an UPEC-infizierten Mausen durchgefiihrt wurde, zeigte einen deutlich
milderen Infektionsverlauf mit besserem Erhalt des Fertilitdtsstatus (Klein et al. 2020).

9. Zielsetzung dieser Arbeit

Verschiedene experimentelle Modelle, u.a. unserer Arbeitsgruppe, haben gezeigt, dass
die epididymalen Regionen fundamental unterschiedlich auf einen inflammatorischen
Stimulus reagieren und die Immunantwort sich in ihrem jeweiligen Ausmafd deutlich
unterscheidet (Michel et al. 2016; Silva et al. 2018; Klein et al. 2019; Wang et al. 2019;
Klein et al. 2020; Wijayarathna et al. 2020; Pleuger et al. 2022). Im Caput werden
deutlich geringere pro-inflammatorische Zytokinlevel als im Corpus oder der Cauda
beschrieben, was auf unterschiedliche Ausmal3e der Immunantworten in den Regionen
schlieRen lasst. In vorherigen Experimenten wurden insbesondere in der Cauda
histologisch sowohl in vivo als auch in vitro deutliche epitheliale Sch&den sowie ein
ausgepragtes fibrotisches Remodelling beschrieben. Konsekutiv fihrt dies zu einer
Obstruktion des Nebenhodenganges. Infolgedessen kommt es zu deutlich reduzierten
Spermienzahlen im Ejakulat. Pradominante Erreger hierbei sind E. coli (Michel et al.
2016).

Erreger von Harnwegsinfekten steigen in vivo Uber die Harnréhre bis in den Samenleiter

und erreichen an dessen Ende die Cauda des Nebenhodens. Anatomisch bedingt ist die
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Cauda einer langeren Expositionsdauer gegenlber potenziellen Erregern ausgesetzt als
das Caput, der erst im spateren Infektionsverlauf erreicht wird. Bisherige in vivo Modelle
stellen das Inflammationsausmald dar, erlauben jedoch keine Ruckschlisse, ob die
abweichenden Immunantworten der Regionen auf der unterschiedlichen
Expositionsdauer mit Erregern beruhen oder ob das jeweilige Gewebe mit seinem
residenten Immunsystem fundamental anders auf Infektionen reagiert.

In dieser Arbeit soll deshalb ein ex vivo Modell etabliert werden, welches erlaubt, die
Mechanismen der Immunantwort zu untersuchen. Ziel dieser Studie ist es, in den
einzelnen Regionen simultane Inflammationsgeschehen unter exakt gleichen ex vivo
Bedingungen hervorzurufen. Die medikamentose Therapie der Epididymitis besteht
heutzutage lediglich aus antibiotischen und antiphlogistischen MalRBnahmen. Aus diesen
Studien gewonnene Erkenntnisse kdnnten perspektivisch zur klinischen Erforschung

erganzender Mal3nahmen, wie z.B. einer immunsupprimierenden Therapie, beitragen.
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1. Chemikalien

Materialien (Art)

Hersteller

Agarose Standard, Roti®garose

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Bacto Agar

Becton Dickinson and Company,
Franklin Lakes, USA

Chloroform EMSURE®

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

EDTA

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ethidiumbromidlésung 0,025 %

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Ethylalkohol Ethanol ROTIPURAN®
299,8 %, p.a.

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Hefeeextrakt

Sifin Diagnostics GmbH, Berlin,

Deutschland

Igepal CA-630

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Pepton aus Casein

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Phenylmethylsulfonylfluorid

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Protein Assay Dye Reagent Concentrate

BioRad Laboratories, Hercules, USA

Natriumchlorid

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

RNaseZap®

ThermoFisher, Waltham, USA

QIAzol Lyse Reagenz

Qiagen, Hilden, Deutschland

Triton X-100

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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2. Zellkultur: Medien und Antibiotika

Materialien (Art)

Hersteller

Bovines Serum Albumin (BSA)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

[DPBS(1x)]

Dulbecco's Phosphate Buffered Saline

gibco by Life Technologies, Darmstadt,

Deutschland

(DMEM/F12)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

gibco by Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland

RNase Zap

Invitrogen AG, Carlsbad, USA

Ultrapure Lipopolysaccharid (LPS),
E. coli 0111:B4

InvivoGen Europe, Toulouse, Frankreich

Gentamicin Lésung 10 mg/ml

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

3. Zellkultur: Reagenzien

Materialien (Art)

Hersteller

Petri Schalen

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht,
Deutschland

Precellys Stahl-Kit 2,8mm, verstarkt

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,

Deutschland

Zellkultur 6-Multiwell Platte

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht,

Deutschland

Zellkultur 12-Multiwell Platte

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht,

Deutschland

Zellkultur 24-Multiwell Platte

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht,

Deutschland

Zellkultur 96-Multiwell Platte

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht,

Deutschland
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4. Versuchstiere

Materialien (Art) Hersteller
Méannliche C57BL/6J Wildtyp Méause, Charles River Laboratorien Deutschland
adult, 10-12 Wochen alt GmbH, Sulzfeld, Deutschland

5. PCR und qRT-PCR

Materialien (Art) Hersteller

100 bp DNA Marker Promega GmbH, Walldorf, Deutschland
RNAse Free DNase Kit Qiagen, Hilden, Deutschland
Nukleotide (NTPs) Promega GmbH, Walldorf, Deutschland
Go Tag® G2 Flexi DNA Polymerase Promega GmbH, Walldorf, Deutschland
Go Tag® Flexi Green Puffer (5x) Promega GmbH, Walldorf, Deutschland
MgCl, (25mM) Promega GmbH, Walldorf, Deutschland

Moloney Murine Leukemia Virus Reverse

i Promega GmbH, Walldorf, Deutschland
Transkriptase (M-MLV RT)

M-MLV 5*RT Puffer Promega GmbH, Walldorf, Deutschland

. . Eurofins Genomics Germany GmbH,
Oligo(dT)15 Primer
Ebersberg, Deutschland

PCR Nucleotid Mix Promega GmbH, Walldorf, Deutschland
RDD Puffer Qiagen, Hilden, Deutschland
RNase freies H,O Qiagen, Hilden, Deutschland
RNase Inhibitor RNasin® Promega GmbH, Walldorf, Deutschland
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RNeasy Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

RW1 Puffer Qiagen, Hilden, Deutschland
RPE Puffer Qiagen, Hilden, Deutschland
Trizma-Base Sigma-Aldrich , St. Louis, USA

6. Gerate und Software

Materialien (Art)

Hersteller

Autoklav Systec VE-95

Systec GmbH, Linden, Deutschland

BioRad CFX96 qPCR Machine System

BioRad Laboratories; Hercules, USA

Durchflusszytometer MACS Quant
Analzyer 10

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutschland

Elektrophoreskammer und -kdmme
PerfectBlue™ Mini ExM

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,

Deutschland

Elektrophoresis Consort E832 Power
Supply

Consort bvba, Turnhout, Belgien

Elektronische Waage SPB50

Ohaus, Parsippany, USA

GraphPad Prism 5

GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA

Homogenisierer B. BRAUN Potter S
8533024

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland

PCMT Thermoshaker

Grant Instruments Ltd

Intas Gel Imaging UV System

Intas Science Imaging Instrument GmbH,

Gottingen, Deutschland

iQ 5 Optical System Software Version

BioRad Laboratories; Hercules, USA

Labor-pH-Meter 766 Calimatic

Knick Elektronische Messgerate GmbH &
Co. KG, Berlin, Deutschland
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Magnetruhrer Heidolph MR 3001 K

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

Microsoft Office 2010

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Mikrowelle

Samsung Electronics, Seoul, Sudkorea

Nano Drop ND 2000

ThermoFisher, Waltham, USA

Oligo Explorer 1.1.2

Gene Link, Orlando, USA

PCR Thermocycler Biometra TAdvanced

Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland

RM2255 Rotationsmikrotom

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Schwingmiihle MM400

Retsch GmbH, Haan, Deutschland

Spectrophotometer ULTROSPEC 2100

Harvard Bioscience, Holliston, USA

Zentrifuge PerfectSpin Mini

PQ Labs Fremont, USA

Zentrifuge Pico-21

Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland

Zentrifuge Biofuge® fresco

Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland

7. Primer
NGB Primer Sequenzen (5’ a 3’) Lange des
Gen F (Forward, vorwarts) Produkts
RefSeq.
R (Reverse, rickwarts) (Basenpaare)
NM_01369 | F: CCCTCCTGGCCAACGGCATG
Tnf B 108 bp
3.3 R: TCGGGGCAGCCTTGTCCCTT
" NM_01055 | F: CAGCCCGTGTTGCTGAAGGAGT 168 b
a
4.4 R: GTGCCAGGTGCACCCGACTT P
b NM_00836 | F: CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG n—_
1.4 R: GATCCACACTCTCCAGCTGCA P
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. NM_03116 | F: ATGGATGCTACCAAACTGGAT 1371
8.2 R: TGAAGGACTCTGGCTTTGTCT P

e NM_01054 | F: GCTCCTAGAGCTGCGGACTGC —-—
8.2 R: TTTCCGATAAGGCTTGGCAACCCA P
NM_01157 | F.GCGGACTACTATGCTAAAGAGGR:

Tgfbl 212 bp
7.2 GTAGAGTTCCACATGTTGCTCC
NM_00838 | F: AGAACGGGTATGTGGAGATAGA

Inhba 96 bp
0.2 R: GACTCGGCAAAGGTGATGAT
NM_00129 | F: TCCTCGTCTCTCTATTGGTG

Idol 89 bp
3690.1 R: CAGGTCTTGACGCTCTACTG
NM_03005 | F: CACCTGGAGTATCACATCAC

Cstl1 129 bp
9.2 R: AATGGCGTACACTGAGAAG

Lt NM_00852 | F: CTCTTGATGGTGGCACTATG 82 b
2.3 R: TTGGTCCCGTAGACTTCAG P
NM_01994 | F: GCCACCATAAGGGACTCTTC

Clec4de 89 bp
8.2 R: TCTGGCATCTCACAAATCC
NM_01119 | F:CACAGCCTACCAAAACAGCCA

Ptgs2 98 bp
8.4 R: GCTCAGTTGAACGCCTTTTGA
NR_00327 | F: TACCACATCCAAGGAAGGCAGCA

Rnal8s 180 bp
8.3 R: TGGAATTACCGCGGCTGCTGGCA
NM_00747 | F: CTGCACTCTCGCTTTCTGGA
5.5 R: ACGCGCTTGTACCCATTGAT
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8. Losungen und Puffer

a)

Weigerts Hamatoxylin Fur 200 ml
Stammldsung A

Hamatoxylin 19
Ethanol 96 % 100 ml
Stammldsung B

FeCI3 1,16 g
destilliertes Wasser 99 ml

HCL 25 % 1mi

Gebrauchslésung

Vor Gebrauch 1:1 Vermengung Stammldsung A+B

b)

Ponceau-Saurefuchsin Far 500 ml
destilliertes Wasser 500 ml
Xylidin-Ponceau 59
Saurefuchsin 259
Essigsaure 100 % 1mi

c)

Phosphorwolframsaure- Far 500 ml
Orange

destilliertes Wasser 500 ml
Phosphorwolframséure 204g
Orange G 10g
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d)

Lichtgrun Far 500 ml
destilliertes Wasser 500 ml
Lichtgrun 19
Essigsaure 100 % 2ml

e)

TAE-Puffer pH 8,0 Fir 1000 ml
Stammldsung (10x)

TRIZMA (Tris) Base 48,4 g
0,5M EDTA 20 ml
destilliertes Wasser 980 ml

Essigsaure

zum Einstellen des pH-Werts

Gebrauchslésung (10x)

Vor Gebrauch 1:1 Vermengung Stammldsung A+B

f)

RIPA-Puffer Far 10 ml
1 M Tris/HCL Puffer pH 7,4 | 100 pl
5M NacCl 300 ul
Triton X 100 100 pl
Nonidet P 40 25 ul
0,5M EDTA 40
100mM PMSF 100 pl
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V. Methoden

1. Umgang mit den Versuchstieren

Wildtypische, méannliche, 10-12 Wochen alte C57BL/6J-Mause wurden von Charles
River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) kommerziell bezogen und in der zentralen
Versuchstierhaltung der Justus-Liebig-Universitdt GieBen nach Richtlinien und
Empfehlungen der Federation of European Laboratory Animal Science Associations
(FELASA)-Richtlinien sowie der Society of Laboratory Animal Science (GV-SOLAS)
gehalten. Zur Organentnahme wurden die Versuchstiere gemaR 84 des
Tierschutzgesetzes mittels Inhalationsnarkose (5 % Isofluran im Exxikator) und nach
Ausbleiben des Zwischenzehreflexes durch zervikale Dislokation von einer autorisierten
Person getotet. Alle in dieser Doktorarbeit durchgefiihrten Versuche basieren auf der
JLU-internen Tétungsmeldung 684_M.

2.Masson-Goldner-Trichromfarbung

2.1. Organ Fixierung und Anfertigung von Paraffinschnitten

Die entnommenen Nebenhoden wurden fur sechs Stunden in Bouin Fixierlosung fixiert.
Das Gewebe wurde mehrfach mit 70 % Ethanol gewaschen, um Uberschissige
Bouin‘sche Lésung zu entfernen. Nach vier Stunden in 96 % Ethanol und zwei Stunden
in 100 % Ethanol wurde das Gewebe Uber Nacht in Methylbenzoat inkubiert. Am
darauffolgenden Tag folgte nach zweistiindiger Inkubationszeit in reinem Xylol eine
dreistiindige Inkubation in einem 1:2 Paraplast-Xylol Gemisch bei 60 °C. AnschlieRend
erfolgte eine Inkubation bei 60 °C in reinem Paraplast. Das Gewebe in flissigem Paraffin
Uber Nacht bei 4 °C gekuhlt. Mithilfe des RM2255 Rotationsmikrotoms wurden die
benotigten Gewebsschnitte mit einer Dicke von 5 pym angefertigt.

2.2. Masson-Goldner-Trichromfarbung der Paraffinschnitte

Initial wurden die angefertigten Paraffinschnitte dreimal fur jeweils zehn Minuten in Xylol
entparaffiniert. Daraufhin wurden die Schnitte mit einer absteigenden Ethanol-Reihe
rehydriert (jeweils zehn Minuten in 100 %, 90 %, 80 % und 70 % Ethanol). Im letzten
Schritt erfolgte die Rehydrierung in reinem destillierten Wasser flr zehn Minuten.
Zunéachst wurden die Zellkerne fur funf Minuten in Weigert’'s Hamatoxylin angeféarbt.
AnschlieBend wurden die Schnitte fur 15 Minuten unter laufendem handwarmem
Leitungswasser geblaut. Im n&chsten Schritt wurde der Gewebsschnitt fiir 5 Minuten in
Ponceau-Saurefuchsin inkubiert. Saurefuchsin farbt das Bindegewebe und das
Zytoplasma rot an. Ponceau bindet reversibel an Aminogruppen von Proteinen und farbt

Muskelgewebe hellrot ein. Der Schnitt wurde daraufhin fir 3 Minuten mit 1 % Essigsaure
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gewaschen. Die n&chste Farbung erfolgte fur 30 Minuten mit Phosphorwolframséaure-
Orange G. Erythrozyten werden von Orange G orange-rot gefarbt, wahrend der Beizstoff
Phosphorwolframséure das zuvor gefarbte Bindegewebe entfarbt. Anschlie3end wurden
die Schnitte fiir 3 Minuten mit 1 % Essigsaure gewaschen. Im letzten Farbeschritt wurde
der Schnitt fir 5 Minuten in Lichtgrin gegeben, welches das Bindegewebe griin einfarbt.
Der Schnitt wurde daraufhin fir 3 Minuten mit 1% Essigsaure gewaschen. Im Anschluss
an die Trichromfarbung wurde eine Dehydrierung mit einer aufsteigenden Alkoholreihe
(50 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 % fiur eine Minute) und Xylol (zweimal 10 Minuten)
durchgefihrt. Die Objekttrager wurden schlie3lich mit Eukitt eingedeckt.
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3. RT-qPCR

3.1. Inkubation epididymaler Regionen mit LPS, UPEC, NPEC

Aufgrund der hoheren Instabilitat von RNA im Vergleich zur DNA wurde in samtlichen
Schritten mit autoklaviertem Besteck, sterilen Handschuhen und Filterspitzen gearbeitet.
Um den Einfluss der ubiquitdren RNAsen zu minimieren, wurden alle Hilfsmittel und
Oberflachen mit RNAseZap vorbehandelt. Um Temperaturschocks zu vermeiden,
wurden die lebenden Bakterien [uropathogene E. coli (CFT 073) und nicht-pathogene E.
coli (NPEC 470)], bzw. Lipopolysaccharid (LPS)] (Ultrapure Lipopolysaccharid (LPS), E.
coli 0111:B4) langsam auf Eis aufgetaut und durch mehrfaches Pipettieren mit dem
Medium vermischt. Nach Tétung und Fixierung der Tiere wurde die Inguinalgegend mit
70 % Ethanol gereinigt und das Hypogastrium eroffnet. Beidseits konnte der Testis-/
Epididymisstrang mit einer Pinzette herausgezogen und in eine Petrischale mit 5 ml
phosphatgepufferter Saline (PBS) uUberfuhrt werden. Sorgféltig wurden die einzelnen
Epididymisregionen mit einem Skalpell getrennt und separat in eine, mit jeweils 1 ml
DMEM/F12-Medium beflllte, 6-Well Platte gegeben. Die Inkubationsdauer variierte
dabei je nach Experiment (1h, 3h, 6h), um eine Verlaufskurve der jeweiligen
Genexpression darzustellen. Die UPEC- und NPEC-Inkubation dauerte 4h, weil die
Bakterien, aufgrund des exponentiellen Wachstums, dartuber hinaus die Kultur
tberwachsen héatten. Dies hatte die Zytokinmessung erheblich beeinflusst. Nach Ablauf
der Zeit wurde das Gewebe aus dem Medium herausgenommen und unter sterilen und
RNase-freien Bedingungen zweimalig mit PBS gewaschen. Zuletzt wurden die
Gewebestticke in Mikroreaktionsgefal3e tberfuhrt und mit 500 pl QlAzol Lyse Reagenz

versetzt.

3.2. Homogenisierung

Zur mechanischen Homogenisierung wurde das in Trizol liegende Gewebe mit 3
Precellys Stahl Kit Kugeln (Durchmesser 2,8mm) pro Mikroreagenzgefal? versetzt und
die befiilliten GefaRe an der MM400 Schwingmuhle bei 30 Schwingungen pro Sekunde
fur drei Minuten homogenisiert und anschlie@end sofort auf Eis gesetzt. Das
entstandene Homogenat wurde durch mehrmaliges Pipettieren vermischt, in ein neues

Mikroreaktionsgefal Gberfuhrt und finf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

3.3. RNA-Isolation

Die Isolierung der RNA aus dem Gewebe wurde mit dem RNeasy® Mini Kit (Qiagen)
gemal Hersteller-Angaben mit zusatzlichen Modifikationen durchgefiihrt. Zu jeweils 500
ul Trizol-Homogenat wurden 100 pl des Homogenats hinzugegeben, vorsichtig gemischt

und fir zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proben wurden fur 20 Minuten
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bei 12.000 x g und 4°C zentrifugiert. Durch den Zentrifugationsschritt hatten sich drei
verschiedene Phasen gebildet. Die rote untere Phase beinhaltete hauptséchlich
Proteine und hatte sich aufgrund der hoheren Dichte des Chloroform-Phenol-Gemisches
an den Boden abgesetzt. Wéhrend die DNA sich in der dunnen wei3en Interphase
ansammelte, befand sich die RNA in der oberen aquatischen Phase, von welcher ca.
200 pl Gesamtvolumen in ein neues RNase-freies Reaktionsgefald tberfuhrt und mit
gleicher Menge 70 % Ethanol versetzt wurde. Das Gemisch wurde direkt auf eine
Zentrifugiersaule aufgetragen und bei 12.000 x g fur eine Minute zentrifugiert. Dadurch
wurde die RNA an der Silica Membran der Séule adsorbiert. Im ndchsten Schritt wurden
mithilfe des RW1-Puffers nicht spezifisch gebundene Biomolekiile ausgewaschen,
wahrend RNA Molekiile, welche gré3er als 200 Basenpaare waren, an der Membran
haften geblieben waren. Zum Verdau verbliebener genomischer DNA (gDNA) wurde das
RNase-free DNase Kit (Qiagen) unter Angaben des Herstellers verwendet. Dazu wurden
10 yl RNAse Free DNase |, welche aquivalent zu 30 Kunitz-Einheiten (Einheit zur
Charakterisierung der Aktivitdt von Ribonukleasen) sind, mit 70 pl RDD Puffer vermengt
und direkt auf die Membran gegeben. Nach einem erneuten RW1-Puffer-Waschschritt
wurde zweimal mit dem milderen RPE-Puffer gewaschen, um Salze vorheriger Puffer zu
entfernen. Daraufhin wurde die Trennsaule auf neue Sammelréhrchen transferiert und
fur eine Minute bei 14.000 x g trocken zentrifugiert. Aufgrund der geringen GroRRe der
Gewebestlickchen (insbesondere des Corpus epididymidis), wurde RNase-freies
Wasser zur Optimierung der Extraktionsqualitat auf 50 °C erhitzt und 30 ul direkt auf die
Membran aufgetragen. Nach 15-minutiger Inkubation bei 50 °C wurden die Saulen bei
13.000 x g zentrifugiert, wodurch die RNA von der Silica Membran eluiert wurde. Die
nachfolgende Lagerung fand bei -80 °C statt.

3.4. Messung der RNA-Konzentration und —Reinheit

Sowohl die Konzentration als auch die Reinheit der RNA wurden mit dem Nano Drop
ND2000 Spektralphotometer gemessen. Der NanoDrop misst die
Nukleinsdurenkonzentration (ng/ pl) der aufgeladenen Probe gemaRl dem Beer-
Lambert’'schen Gesetz anhand der Lichtextinktion bei einer Wellenlange von 260 nm
(Trumbo et al. 2013). Uber einen fur die jeweilige Nukleinsidure spezifischen
Umrechnungsfaktor wurde anschlieRend die Konzentration der gemessenen Probe
bestimmt. Die Messung bei der Wellenlange A = 260 nm war jedoch nur eine rein
guantitative Aussage. Um die Reinheit der Probe annaherungsweise bestimmen zu
kénnen, wird der Quotient der optischen Dichte (OD) OD260/0D280 fur eine

Kontamination durch Proteine und der Quotient OD260/0D230 fur eine potenzielle
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Kontamination mit Salzen oder Kohlenhydraten berechnet. Fir ersteren Quotienten gilt
ein Wert von 1,8 — 2,0 als “rein“, wahrend beim Zweiten ein Wert 2 2,0 als “rein” gilt.

3.5. Polymerase-Kettenreaktion

Reinheitsverhéaltnisse stellten zwar wichtige Anhaltspunkte fir die Qualitat der Proben
dar, um jedoch eine Verunreinigung mit genomischer DNA vollends auszuschliel3en,
wurde im Anschluss eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR, englisch: Polymerase Chain
Reaction) an der isolieten RNA Probe durchgefihrt. Die PCR diente zur in vitro
Amplifizierung von DNA. Durch das exponentielle Wachstum konnten innerhalb weniger
Zyklen Kleinstmengen amplifiziert werden. Ermdglicht wird dies durch das Enzym DNA-
Polymerase sowie durch den Einsatz spezifischer Oligonukleotid-Primer, die
komplementar zu ausgewahlten DNA-Abschnitten sind, an diese binden und somit eine
gezielte Amplifikation erméglichen. Als Primer wurde 18s rRNA, welche als struktureller
Bestandteil der kleinen ribosomalen Untereinheit in jeder eukaryotischen Zelle
vorkommt, verwendet. 1 pl der isolierten RNA wurde mit 5 pl 5-fachen Green Go Taq
Flexi Buffer, 2 pl MgCl, 25mM, 0,5 pul dNTP’s 10mM, 0,25 ul Go Taqg Polymerase Flexi,
15,25 pl H20, 1 pl Primer Reverse 10pM und 1 pl Primer Forward 10pM (s.Tab.1)
vermischt und gemal Schema des PCR Thermocyclers (Tab. 2) im Biometra
TAdvanced Thermocycler inkubiert. Als Kontrolle wurde bei jeder PCR eine
Positivkontrolle mit synthetisierter cDNA von WT-M&ausen durchgefiihrt. Vorbereitend
wurden Primersequenzen unter Verwendung der Oligo Explorer Software erstellt und
von der Firma Eurofins synthetisiert. Die Primer wurden auf 5 pM mit RNase-freiem

Wasser verdinnt.
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Tab. 1: Bestandteile und deren Volumen fiir den PCR Master Mix.

Master Mix pro Probe
5*Green Go Taq Flexi Buffer 5l
MgCl> 25 mM 2 ul
dNTP’s 10 mM 0.5 ul

Go Tag Polymerase Flexi 0,25 ul
H.O 15,25 pl
Primer Reverse 10 pM 1l
Primer Forward 10 pM 1u
Gesamtvolumen 25 ul

Tab. 2: Schema des PCR Thermocyclers.

Schritt Zyklen Temperatur PCR-Schritt Dauer

1 1x 95 °C Denaturierung 5 min

2 95 °C Denaturierung 40 s
25 x . .

3 55°C Primer-Annealing 40 s

4 72 °C Elongation 40s

5 1x 72 °C Finale Elongation 10 min

6 1x 4°C Abkuhlung o0
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3.6. Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung und Visualisierung amplifizierter DNA-Fragmente wurde eine
Gelelektrophorese durchgefuhrt. Zur Herstellung von 1,5 %-igen Agarosengelen, wurde
1,5 g Agarose in 100 ml 1x TRIS-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer in der Mikrowelle durch
Kochen aufgeldst. Tris/Acetat bewirkt ein leicht alkalisches Milieu, in welchem DNA die
beste Stabilitat besitzt, wahrend der Chelator EDTA zweiwertige lonen bindet und die
eingesetzte DNA vor Nukleasen schiitzt. Nach einem Abkihlvorgang wurde das
Gemisch mit 0,025 % Ethidiumbromidlésung versehen und in eine Agarose-Gelkammer
gegossen. Da der verwendete Taq Polymerase-Puffer, welcher fiir die PCR eingesetzt
wurde, bereits einen Farbstoff zur Visualisierung enthalt, mussten die PCR-Produkte
nicht mit einem Ladepuffer versetzt werden. Entsprechend der benétigten Taschen
wurde ein passender Kamm eingesetzt. Nach erfolgter Polymerisierung wurde der
Kamm herausgezogen und das Gel samt der Form in eine Elektrophoresekammer
platziert. Daraufhin wurde jeweils ein 100 bp DNA Marker sowie die PCR-Produkte in
die Taschen pipettiert und das Gel bei einer Spannung von 150 Volt fir 30 Minuten
laufen gelassen. Nach erfolgreicher Auftrennung wurde das Gel mit Hilfe des Intas Gel
Imaging UV System dokumentiert. Auf dem entstandenen Bild wurden die Proben mit
der Negativ- und der Positiv-Probe verglichen (Abb. 2). Aufgrund des vorher
stattgefundenen gDNA-Verdaus war die RNA kontaminationsfrei (keine Bande sichtbar).
Zum Ausschluss von Kontaminationen im Master Mix wurde eine Negativ-Kontrolle,
welche nur den Master Mix enthielt, durchgefuhrt (keine Bande sichtbar). In der Positiv-
Kontrolle, welche die bekannte cDNA enthielt, hatte eine Amplifizierung stattgefunden
(Bande sichtbar). Ethidiumbromid interkaliert zwischen die Basen der DNA, wodurch
sich die Fluoreszenz unter UV-Licht stark erhéht und damit eine DNA-Bande sichtbar
wird. Die Positiv-Probe enthielt Testis-cDNA von wildtypischen Mausen und zeigte eine
deutliche DNA-Bande.
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Abb. 2: Qualititative RT-PCR zur Uberpriifung der Reinheit der DNA-Proben mittels Rnal8s
Primer.

Nachweis des erfolgreichen Verdaus verbliebener genomischer DNA und der erfolgreichen
Aufreinigung. Eine sichtbare Bande bei 181 bp entsprach der PCR-ProduktgrofRe unter
Anwendung der Rnal8s Primer. - = Negativ-Kontrolle (Master Mix); + = Positiv-Kontrolle (Testis
cDNA und Master Mix); Spuren 1-11: untersuchte RNA und Master Mix.

3.7. Reverse Transkription

Da eine PCR nicht an RNA durchfiihrbar ist, sondern nur doppelstrangige DNA mit dieser
Methode amplifizert werden kann, wurde die dazu komplementare cDNA verwendet,
anhand welcher auf die RNA Expression zurtickgeschlossen werden konnte. 1 ug RNA
wurde zur cDNA-Synthese verwendet. Zur RNA wurden 2 ul Oligo dT (10 pM)
zugegeben, welche an den Poly-A-Schwanz der mRNA-Matrize binden und als Primer
fir die reverse Transkriptase dienen. AnschlieBend wurde mit H.O bis zu einem
Volumen von 22 pl aufgefullt und fir 10 Minuten bei 70 °C inkubiert. Fir den
Reaktionsmix der Reversen Transkription wurden pro Probe 8 pl M-MLV 5*RT Buffer, 2
pl dNTP 10 mM, 1 pl RNAsin sowie 6 pl H.O zugegeben (Tab. 3). Der Mix wurde fir 2
Minuten bei 42 °C inkubiert und daraufhin mit 1 pl Moloney Murine Leukemia Virus
Reverse Transkriptase 200 u/ul (M-MLV RT) vermischt. Der RNA Mix (22 ul) wurde mit
einem Volumen von 18 pl des Master Mix vermischt und dann fir 75 min bei 42 °C
inkubiert. AnschlieBend fand eine 15-minitige Inkubation bei 70 °C zur
Enzyminaktivierung statt. Die entstandene cDNA entspricht in ihrer Sequenz der mRNA

und enthalt deshalb (im Gegensatz zur gDNA) keine Introns mehr.
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Tab. 3: Pipettierschema fur den Reverse Transkription Master Mix.

Master Mix Volumen pro Probe
M-MLV 5*RT Buffer 8 ul

dNTP 10 mM 2 pl

RNAsin (RNase Inhibitor) 1ul

H-0 6 pl

M-MLV Reverse Transkriptase 200 u/pl 1l
Gesamtvolumen 18 pl

Wie in Punkt 4.6 und 4.7 beschrieben, wurde im Anschluss eine PCR durchgefihrt, bei
der das Referenzgen Rnal8s amplifiziert wurde, um die erfolgreiche Umschreibung in
cDNA zu Uberprufen. Beim Vergleich der Proben mit der Positiv-Probe war stets bei allen
Proben eine Bande bei einer Ladnge von 181 bp zu sehen, was eine erfolgreiche
Umschreibung in cDNA bedeutete (Abb. 3).
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Abb. 3: Qualitative RT-PCR an cDNA von Nebenhodenregionen mittels Rn18s Primer als
Kontrolle der Reversen Transkription.

Eine sichtbare Bande bei 181 bp entsprach der PCR-Produktgréf3e unter Anwendung der Rnal8s
Primer. - = Negativ-Kontrolle (Master Mix); + = Positiv-Kontrolle (Testis cDNA und Master Mix);

Spuren 1-16: untersuchte cDNA und Master Mix.
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3.8. Quantitative Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR)

Zur Detektion der Genexpression wurde eine quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)
durchgefuhrt, da hierbei, im Gegensatz zur standardmafigen qualitativen RT-PCR, eine
exakte Quantifizierung der synthetisierten DNA moglich ist. Realisiert wird dies durch
Echtzeit-Fluoreszenz-Messungen mithilfe von Fluoreszenzfarbstoffen, welche im
verwendeten iTaq Universal SYBR Green Supermix enthalten sind.

SYBR Green besitzt ohne Bindung eine geringe Hintergrundfluoreszenz. Wird SYBR
Green zu einer DNA-haltigen Probe hinzugefugt, bindet der Farbstoff an die kleine
Furche der DNA Doppelhelix. Nach erfolgreicher Bindung absorbiert SYBR-Green |
blaues Licht der Wellenlange A = 494 nm und emittiert griines Licht der Wellenlange A =
521 nm. Nimmt im Laufe der PCR die Anzahl der Amplikone zu, bindet der Farbstoff an
jede neue Kopie doppelstrangiger DNA und die Fluoreszenz nimmt proportional zur
Menge des hergestellten Produkts zu. Je gréRer die Menge der gesuchten, durch
spezifischen Primereinsatz gewahlten, DNA ist, desto geringer ist die Zyklusanzahl, bis
ein Fluoreszenzsignal sichtbar wird. Anhand der Zyklusanzahl kann deshalb die
Genexpression hergeleitet werden. Der Schwellenwert, an dem die Fluoreszenz der
gebundenen DNA erstmals merkbar tber die Hintergrundfluoreszenz leuchtet, markiert
den Beginn der exponentiellen Zunahme und wird als Crossing Point (Cp), bzw. Cycle
Quantification (Cq), Cycle Threshold (Ct) bezeichnet (Rasmussen 2001). Da hach jedem
PCR-Schritt eine Denaturierung der DNA stattfindet, wird der Farbstoff wieder freigesetzt
und kann so im n&chsten Zyklus erneut an doppelstrangige DNA binden.

Pro Reaktion wurden 3 pl der zuvor synthetisierten und 1:10 verdiinnten cDNA mit 12,5
pliTaq Universal SYBR Green Supermix unter Zugabe von 0,5 pl Forward Primer 10 pM
sowie 0,5 pl Reverse Primer 10 pM des zu untersuchenden Gens und 8,5 ul ddH>O
gemischt. Die Proben wurden je Primer in Triplikaten zur Ermittlung eines stabilen
Mittelwertes gemaR Tab.3 in eine 96-well Platte luftblasenfrei aufgetragen. Die
verwendeten Primersequenzen fur Tnf, ll1a, ll1b, 116, 1110, Tgfbl, Inhba, Idol1, Cst11, Ltf,
Clecd4e, Ptgs2, Rnal8s und Rplp0 kénnen der Primerliste enthommen werden.
AnschlieBend wurde die Platte mit einem Mikroseal verschlossen und im CFX96 Cycler

gemal Tab.4 inkubiert:
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Tab. 4: Schema des gPCR-Cyclers.

Schritt Zyklen | Temperatur PCR-Schritt Dauer

1 1x 95 °C Denaturierung 1 min

2 95 °C Denaturierung 15s
45 x . s

3 55°C Primerhybridisierung 30s

4 72 °C Elongation 30s

5 1x 50-95 °C Schmelzkurve 10 min

6 1x 20 °C Abklihlung 0

Zur Erstellung einer Schmelzpunktkurve wird nach Ablauf der einzelnen Zyklen die
Temperatur in 5 °C Schritten fir je 5 s von 50 °C auf 95 °C erhdht und die
Fluoreszenzintensitat gemessen. Je nach Zusammensetzung der vorliegenden DNA
nimmt die Intensitat spezifisch ab, da jede DNA bei einer individuellen Temperatur
denaturiert und sich somit der Farbstoff aus der Doppelhelix 16sen kann. Faktoren, die
zu den unterschiedlichen Schmelzpunkten beitragen, sind u.a. die Lange der Fragmente
sowie die Basenabfolge mit einhergehenden Wasserstoffbriickenbindungen. Wird die
Fluoreszenzintensitat gegeniber der Temperatur aufgetragen, entsteht die
Schmelzkurve der Probe.

Die Schmelzpunktkurve ist fur jede Probe spezifisch und lasst dabei Rickschlisse auf
die Qualitat der Probe schlieRen. Ein einzelner Peak spricht fiir eine hohe
Primerspezifitat und die alleinige Amplifikation des gewlnschten Genes, wahrend
mehrere Gipfelwerte auf eine unerwinsche Amplifikation von Verunreinigungen
hinweisen (Abb. 4). Die zuvor synthetisierte cDNA wurde 1:10 mit RNase freiem Wasser
verdinnt und mit dem Master Mix entsprechend dem Pipettierschema in Tab. 5
vermischt.

Fiur jedes untersuchte Gen wurden mindestens drei unabhangige Experimente mit

jeweils drei technischen Replikaten durchgefihrt.
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Schmelzkurve
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Abb. 4. Schmelzkurven des Primers llla von Tripletts der gleichen Probe.
Die gezeigten gPCR-Schmelzkurven (griine Kurven) weisen einen Schwellenwert (rote Linie) auf,

der den Beginn des exponentiellen Anstiegs markiert.

Tab. 5: Pipettierschema fur die quantitative Real Time PCR.

Bio-Rad gPCR Mix

Volumen Reagenzien

12,5 pl iTaq Universal SYBR Green Supermix
0,5 pl Forward Primer 10 pM

0,5 ul Reverse Primer 10 pM

8,5 ul RNase freies Wasser

3ul 1:10 verdinnte cDNA

25 ul Endvolumen
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3.9. Berechnung der relativen Expression von Zielgenen

Fur die Analysen dieser Experimente wurde die Berechnung der relativen
Genexpression gewahlt. Der Vergleich des Expressionsprofils zwischen den einzelnen
Zielgenen unterliegt teilweise starken Schwankungen, die leicht zu Missverstandnissen
fuhren konnen. Deshalb wird eine interne Referenz bendtigt, die in allen
Behandlungsgruppen gleich exprimiert wird und anhand derer die relative Expression
normiert werden kann. Da in dieser Studie mit Infektionsmodellen gearbeitet wurde, wird
ein Referenzgen bendtigt, welches von auleren Schwankungen, wie Pathologien, nicht
beeinflusst wird und im Zusammenhang mit dem Grundstoffwechsel der Zelle einer
konstanten Expression unterliegt. Im experimentellen Ansatz zeigt sich jedoch, dass
auch diese Referenzen Schwankungen unterliegen und es kein perfektes Referenzgen
gibt (Svingen et al. 2014). Vielmehr muss fir jedes geplante Experiment individuell eine
adagquate Losung gefunden werden. Aufgrund dieser Tatsachen empfiehlt es sich daher
auch, die interne Referenzkontrolle auf mehrere Referenzgene verschiedener
Signhalwege aufzuteilen, sodass die einzelnen Schwankungen sich gegenseitig
ausbalancieren konnen.

Fur die Auswertung der Ergebnisse wurden zusatzlich zu den untersuchten regulierten
Zielgenen alle Proben auf die Genexpression von Rnal8s (18S rRNA) und RplpO
(saures ribosomales 60S-Protein PO) untersucht und daraus der Mittelwert gebildet. Fir
die weitere Berechnung mit der AACt-Methode wurde im Anschluss der ACt berechnet,
welcher die Differenz der Cq Werte des Zielgens und der Cq Werte des Mittelwertes der
Referenzgene derselben Probe beschreibt. Als nachstes wurde der ACt des Zielgens
der unbehandelten Proben als Kalibrator festgelegt und der Mittelwert daraus gebildet.
Infolgedessen wurde dann die Differenz der ACt Werte der Zielgene aller, sowohl der
unbehandelten, als auch der behandelten Proben zu dem Kalibrator berechnet, was als
AACt Wert bezeichnet wird. Im letzten Schritt wurde die relative Genexpression anhand
des “fold changes” des AACt Wertes mithilfe der Formel 222t berechnet. Dabei steht

“2“ fur eine Amplifikationsrate von 100 % pro Zyklus.

3.10. Durchfiihrung einer Verdinnungsreihe zur Kalkulation der Primereffizienz

Zur genauen Ermittlung der Primereffizienz wurde eine lineare Regressionsanalyse fir
eine selbst angefertigte Verdinnungsreihe angefertigt. Hierzu wurde die cDNA
dekadisch verdiinnt (unverdiinnt, 1:10 [1,5 pl unverdiinnte cDNA + 13,5 pl ddH»0], 1:100
[1,5 pl 1:10 cDNA + 13,5 pl ddH20], 1:1000 [1,5 pl 1:100 cDNA + 13,5 pl ddH20]). Jede
Konzentration wurde je Primer in Triplikaten zur Ermittlung eines Mittelwertes in eine 96-
well Platte luftblasenfrei aufgetragen und mit dem oben beschriebenen Master Mix

vermischt. Zur Erstellung einer Standardkurve wurden die Cg-Werte der einzelnen
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Proben gegeniiber den korrespondierenden cDNA-Konzentrationen aufgetragen und
anschlieRend die Steigung (m) der entstehenden Regressionsgerade ermittelt. Proben
mit hohen Konzentrationen Uberschreiten frilher den Schwellenwert der exponentiellen
Zunahme und haben deshalb niedrigere Cg-Werte. Es konnte eine proportionale
Korrelation zwischen cDNA-Menge und Grol3e des amplifizierten Produkts festgestellt
werden.
Die Effizienz (E) wird anhand der folgenden Formel berechnet:

E=10Ym-1
Unter idealen Bedingungen sollte die rechnerische Effizienz dabei bei 100 % liegen. Dies
entsprdche einem Korrelationskoeffizienten von 1. Im realen Laboralltag sind
Schwankungen von * 20 % als gute Werte anzusehen.
Die Effizienzberechnungen der Primer Clec4e, 1110, ll1a, ll1b, 116, Ltf und Tnf sowie
Rnal8s, Ptgs2, Cstll, Idol, Inhba, RplpO und Tgfbl waren alle im verwendbaren
Bereich und wurden deshalb fir fortlaufende Experimente eingesetzt (Abb. 5 und
Abb. 6)
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Standardkurve

v ="
: : ; -
1 L Ll L |
-3,0 -25 -2,0 -15 -1,0 -0,5 0,0
Log;;(cDNA-Verdiinnungsfaktor)
()  Standard
X Unbekanat
———  Clecde E=79.3 %, R*2= 0997 m = -3.942 y-int= 24.703
—— 110 E= 20,3 %, R"2= 0,990 m = -3,907 y-int= 27,225
—_— la E=81,2%, R"2=0,994m = 3,875 y-int= 27.250
———  1lb E=81.4%, R"2= 0,994 m = -3,866 y-int= 24,775
—_— 16 E=102,5 %, R"2=0,982 m = -3,264 y-int= 22,618
Ltf E=84,0%, R"2=0,996 m = -3,778 y-int= 21,220
Tof E= 86,0 %, R"2= 0,983 m = -3,711 y-int= 27,758

Abb. 5: Standardkurve der Verdinnungsreihe unter Verwendung angezeigter Primer.
y-Achse : Cg-Wert= Anzahl der Zyklen bis zum Erreichen des Schwellenwertes
x-Achse : log10= Verdinnungsfaktor der cDNA

E = Effizienz, R"2= Bestimmtheitsmal3, m= Steigung, y-int= y-Achsenabschnitt

Standardkurve

35
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25
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15

Cq
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Log;o (cDNA-Verdiinnungsfaktor)

O  Standard

X Unbekannt
———  DPtgs2 E= 87.0 %, R"2= 0,996 m =-3,678 y-int= 25,395
— Cstll E=89.4 %, R"2=0,997 m = -3.604 y-int= 16431
——  Idol E= 83,6 %, R"2= 0,979 m = -3,788 y-int= 23,690
——  Inhba E=104.2 %, R"2= 0968 m = -3.224 y-int= 26 474
~——— Rnal8s E=87.2 %, R"2=0,999 m =-3,671 y-int= 15,127
Rplp0 E=87.4 %, R"2=0,997 m =-3,665 y-int= 18,544
Tefbl E= 89,5 %, R"2=0.987 m = -3,601 y-int= 26,059

Abb. 6: Standardkurve der Verdinnungsreihe unter Verwendung angezeigter Primer.
Cg-Wert= Anzahl der
x-Achse : log10= Verdiinnungsfaktor der cDNA

y-Achse Zyklen bis zum Erreichen des Schwellenwertes

E = Effizienz, R"2= Bestimmtheitsmalf3, m= Steigung, y-int= y-Achsenabschnitt
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4. Proteinanalyse mit dem LEGENDplex Mouse Inflammation Panel

4.1. Isolierung der Proteine

Die Quantifizierung der zu untersuchenden Zytokine auf Proteinlevel wurde mittels
LEGENDplex Mouse Inflammation Panel Multiplex Testsystem durchgefihrt. Fir den
Versuch bengtigtes Gewebe wurde gemall dem Protokoll aus 3.1 entnommen, in die
einzelnen Epididymisregionen geteilt und separiert voneinander in 50 ng/ml LPS fur 6 h
inkubiert. Der Uberstand mit dem Kulturmedium wurde im Anschluss abpipettiert und
separiert in einem frischen Mikroreaktionsgefal? bei -80 °C aufbewahrt. Im Kulturmedium
waren die sekretierten Proteine enthalten, welche zusatzliche Informationen Uber die
inflammatorische Aktivitat im Gewebe geben. Die Gewebestlickchen wurden mehrfach
mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 250 ul des Radioimmunprazipitations-Assay-
Puffer (RIPA-Puffer) versehen. Dieser setzte sich aus dem Puffersystem Tris/HCI Puffer
pH 7,4 sowie den Salzionen NaCl zusammen, welche die enthaltenen Proteine vor der
Ausfallung bewahren. Zusatzlich wurden die Detergentien Triton-X-100 und IgepalCA-
630 zugegeben, welche Membranen und Zellen fur die Extraktion lysieren. Zum Schutz
der Proteine vor der Aktivitat von ubiquitdren Proteasen wurde der Proteaseinhibitor
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) zugegeben. EDTA entzieht Proteasen divalente
Kationen wie Ca?*. Das Gewebe wurde anschlieRend gemaR dem Protokoll aus 1V.3.2.
homogenisiert. Das Homogenat wurde im Anschluss bei 12.000 x g fur 20 min
zentrifugiert und der Uberstand mit den enthaltenen loslichen Proteinen vom erhaltenen

Pellet abpipettiert.

4.2. Messung der Proteinkonzentration

Fur die fotometrische Ableitung der Proteinkonzentrationen der Proben wurde eine
Standardverdinnungsreihe mit bovinem Serum Albumin (BSA) angefertigt. Dazu wurde
Protein Assay Dye Reagent Concentrate 1:5 mit destilliertem Wasser verdinnt. 1 mg
BSA wurde in 1 ml Wasser aufgeltst und weiter in die Konzentrationen 0,8 mg/ml, 0,6
mg/ml, 0,4 mg/ml und 0,2 mg/ml verdinnt. 20 pl der verschiedenen BSA
Konzentrationen wurden mit 1 ml des verdinnten Protein Assay Dye Reagent
Concentrate versehen und far 5 min inkubiert.
AnschlieRend wurden die Wellenlangen der Proteine mit dem Spectrophotometer
ULTROSPEC 2100pro gemessen. Aus den gemessenen Werten wurde eine BSA-
Standardkurve angefertigt, die die verschiedenen Konzentrationen abdeckt (Abb. 7).
Das Prinzip beruht darauf, dass der im Protein Assay Dye Reagent Concentrate
enthaltene Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250 (CBBG) mit Proteinen in der zu
untersuchenden Probe Komplexe bildet. Diese Bindung verschiebt das

Absorptionsmaximum des Farbstoffs auf einen Wert von 595 nm, wobei eine Zunahme
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der Extinktion als Maf3 fir eine Zunahme der Proteinkonzentration gewertet werden
kann. Von den untersuchten Proben wurden ebenfalls 20 pl mit 1 ml des verdiinnten
Protein Assay Dye Reagent Concentrate vermengt und nach 5 min die Extinktion bei
595 nm gemessen. Der hier gemessene Wert wurde mit denen aus der BSA-
Standardkurve verglichen und daraus die Proteinkonzentration abgeleitet.

BSA Standardkurve

0,8

0,6

0,4

Absorption (595 nm)

0,2

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
BSA Konzentration (mg/ml)

Abb. 7: BSA Standardkurve.
Verdinnungsreihe von Bovinem Serum Albumin (BSA) zur fotometrischen Ableitung der
Proteinkonzentration der behandelten Proben.

4.3. Proteindetektion mithilfe der LEGENDplex™ Mouse Inflammation Panel
Detection Antibodies

Zur Detektion der verschiedenen Zytokin-Konzentrationen wurde das LEGENDplex Kit
der Firma BioLegend verwendet. Dieses Bead-basierte Verfahren funktioniert nach dem
Basisprinzip eines Immunassays, dem Nachweis eines Analyten unter Gebrauch eines
fluoreszierenden Antikodrpers oder Antigens (Hicks, 1984). Der Vorteil gegeniber eines
standardisierten ELISA-Verfahrens besteht darin, dass aufgrund der verschiedenen
Bead-Populationen, die an ihrer Oberflache Antikorper fur ein spezifisches Protein
besitzen, mit deutlich weniger Probevolumen eine Vielzahl verschiedener Messgrof3en
(absolute Zytokinkonzentrationen), gleichzeitig nachgewiesen werden kann. Das Mouse
Inflammation Panel weist klassische Zytokine der angeborenen Immunantwort sowie der
Aktivierung der adaptiven Immunantwort nach. Zu diesen zahlen: TNF, IL1A, IL1B, IL6,
IL10, IL12P70, IL17A, IL23, IL27, CCL2 (MCP1), IFNB, IFNG, und CSF2 (GMCSF).
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Initial wurden jeweils 1 ml der zu untersuchenden homogenisierten Proben der
Konzentration 1 ug/ml sowie jeweils 1 ml des Uberstandes mit den verschiedenen Bead-
Populationen vermischt. Die Beads sind durch spezifisch gebundene Antikérper mit
verschiedenen Konzentrationen des Fluoreszenzfarbstoffes Allophycocyanin (APC)
ausgestattet. Aufgrund dessen Dbesitzt jede Population ihr spezifisches
Fluoreszenzmuster auf dem Streudiagramm und kann somit von den anderen
unterschieden werden. Im Anschluss wurden biotinylierte Antikorper, die ebenfalls
spezifisch zum gesuchten Zytokin sind, eingesetzt. Daraufhin wurde Streptavidin-
Phycoerythrin (SA-PE) zugegeben, welches an die biotinylierten Antikdrper bindet und
aufgrund des Farbstoffes Phycoerythrin ein zur gebundenen Menge proportionales
Fluoreszenzsignal abgibt. Die Probe wurde damit in einen “Sandwich* genommen.
Zwischen den einzelnen Schritten fanden Wasch- und Inkubationsvorgange statt. Das
Mouse Inflammation Panel besitzt zwei verschiedene Bead-Sets (A und B), welche
anhand ihres Forward Scatter (FSC) und Side Scatter (SSC) mit einem
Durchflusszytometer detektiert werden. Jede Bead-Population kann einem bestimmten
Zytokin zugeordnet werden. Die finale Proteinkonzentration wurde durch die vom
Hersteller bereitgestellte Standardkurve ermittelt.

5. Anteil intrazellularer UPEC im Gewebe

5.1. Herstellung einer Agar-Agar Platte

Zur Herstellung eines Agar-Agar Nahrbodens wurde im ersten Schritt Luria Bertani (LB)-
Medium hergestellt. Dazu wurden 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Pepton und 10 g/l
Natriumchlorid (NaCl) in destilliertem Wasser mithilfe eines Magnetriihrers geldst. Der
leicht saure pH-Wert des Gemischs wurde mit einem pH-Meter durch trépfchenweise
Zugabe von Natriumhydroxid (1 M NaOH) bis zum Erreichen eines pH-Werts von 7
eingestellt. Zuletzt wurde 15 g/l Galactose-Polymer Bacto Agar hinzugegeben, damit ein
elastisches, aber ausreichend mechanisch stabiles Gel entstehen konnte. Zur
Sterilisation sowie Erhdhung der Loslichkeit des Gels wurde es fur 20 Minuten bei 121
°C im Autoklav Systec V-95 autoklaviert und anschliel3end langsam auf Raumtemperatur
abgekihlt, wodurch das Medium polymerisierte.

Fur die langfristige Aufbewahrung wurde das N&hrmedium bei 4 °C im Kuhlschrank
gelagert. Zum GielRen gebrauchsfertiger Platten wurde das hergestellte Medium in der
Mikrowelle erwarmt und in Petrischalen (10 cm Durchmesser) gegossen. Bis zur
vollstdndigen Abkuhlung und Aushéartung wurden die Platten unter der Sterilbank

gelagert.

41



IV. Methoden

5.2. Isolation, Inkubation und Homogenisierung des Gewebes sowie Auszahlung
der gewachsenen Kolonien

Fur den Versuch bendtigtes Gewebe wurde gemall dem Protokoll aus [V.2.1
entnommen, in die einzelnen Epididymisregionen geteilt und separiert voneinander in 6-
Well-Platten mit jeweils 0,8 x 108 UPEC Bakterien fiir 4 Stunden inkubiert. Nach dem
Waschvorgang wurde zum Gewebe der Untersuchungsgruppe 1 ml 200 pg/ml
Gentamicin (in Kulturmedium) zugegeben und fir 3 h inkubiert. AnschlieRend fanden
erneut zwei Waschvorgange mit PBS statt. Die Gewebssticke wurden im
Homogenisierer Potter S 8533024 in 200 ul PBS homogenisiert und in ein separates
Mikroreaktionsgefafd transferiert. Das Homogenat wurde 1:50 und 1:500 verdiinnt und
auf den Petrischalen ausgestrichen. Die Agar-Platten wurden 14 h im Inkubator bei 37
°C inkubiert. Im Anschluss wurden die koloniebildenden Einheiten (CFU, englisch:
Colony Forming Units) ausgezahlt. Zusatzlich zur Untersuchungsgruppe, die sowonhl
UPEC, als auch Gentamicin enthielt, wurde eine Kontrollgruppe, die nur UPEC, aber
kein Antibiotikum enthielt, untersucht, um zu Uberprifen, ob die Bakterien auf dem
hergestellten Agar tiberlebensfahig waren. Zur Uberpriifung, ob das Antibiotikum und
andere verwendete LOsungen (v.a. PBS) kontaminationsfrei waren, wurde eine

Kontrollgruppe, die keine Bakterien, aber Gentamicin enthielt, untersucht.

6. Statistische Auswertung

Fir jeden Versuch wurden mindestens drei unabhéngige Experimente mit jeweils drei
biologischen Replikaten durchgefiihrt. Aus den ermittelten Werten wurde der Mittelwert
gebildet und zusammen mit dem Standardfehler (SEM, englisch: Standard Error of the
Mean) in Balkendiagrammen dargestellt. Der statistische Vergleich der relativen basalen
MRNA-Expression von Tnf, Il1a, ll1b, 116 und 1110 sowie von Tgfbl, Inhba, Idol, Cstl1,
Ltf, Clecde und Ptgs2 aus Ergebnisteil V.1. wurde mit der einfachen Varianzanalyse
(One-Way ANOVA) durchgefuhrt. Ziel der Untersuchung war die Beantwortung der
Fragestellung, ob signifikante Unterschiede der Mittelwerte der mRNA Genexpression
(abhangige Variable) in den verschiedenen Organregionen (unabh&ngige Variable)
bestehen. Im Anschluss daran wurden die Mittelwerte aller verschiedenen Gruppen via
Tukey-Test verglichen. Mit Hilfe des Tukey Post-hoc-Tests wurde die Signifikanz der
Mittelwerte aller Gruppen jeweils paarweise verglichen. Der statistische Vergleich der
relativen mRNA-Expression von Tnf, ll1a, 111b, 116 und 110 sowie von Tgfbl, Inhba, Ido1,
Cstl1, Ltf, Clec4e und Ptgs2 aus Ergebnisteil V.2.2., V.2.4., V.3.1. und V.3.2. wurde mit
der zweifachen Varianzanalyse (Two-way ANOVA) durchgefiihrt. Ziel der Untersuchung
war die Beantwortung der Fragestellung, ob die Zeitdauer der Exposition und die

Inkubation ohne LPS oder Bakterien/ Inkubation mit LPS oder Bakterien (unabhangige
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Variablen) einen signifikanten Einfluss auf die Mittelwerte der mRNA Genexpression
(abhangige Variable) haben. Mit Hilfe des Bonferroni Post-hoc-Tests wurde der Alpha-
Fehler korrigiert und paarweise verglichen, ob die Gruppen Inkubation ohne LPS oder
Bakterien/ Inkubation mit LPS oder Bakterien signifikant sind. Der statistische Vergleich
der absoluten Zytokinkonzentrationen von TNF, IL1A, IL1B, IL6, IL10, IL12P70, IL17A,
IL23, IL27, CCL2 (MCP1), IFNB, IFNG, und CSF2 (GMCSF) aus Ergebnisteil V.2.3.
wurde ebenfalls mit der zweifachen Varianzanalyse (Two-way ANOVA), gefolgt vom
Bonferroni-Test, durchgefihrt.

Samtliche statistischen Tests wurden mit der Software GraphPad Prism 7.02 berechnet.

43



V. Ergebnisse

V. Ergebnisse

1. Immunregulation der Epididymis

1.1 Detektion der Basalexpression von Zytokinen

Zunachst wurde die basale mMRNA Expression der fur die Fragestellung selektierten pro-
und anti-inflammatorischen Zytokine in den verschiedenen epididymalen Regionen (IS,
Caput, Corpus und Cauda) quantitativ erfasst. Dabei diente der Corpus aufgrund seiner
anatomischen Lage und der mittleren Genexpression als Kalibrator, zu dem die
Expression in allen anderen Regionen in Relation gesetzt wurde.

Die untersuchten Zytokine waren Uberwiegend in der Cauda, insbesondere im Vergleich
zu Caput und Corpus, am hdchsten exprimiert. ll1b war ca. 3—fach erhéht, 116 war ca. 3—
fach erhoht und 1110 war ca. 6—fach erhoht. Lediglich Tnf (ca. 6-fach erhéht) und 116 (ca.
2,5—fach erhdht) waren zusatzlich im IS hoch exprimiert (Abb. 8).

1.2 Detektion der Basalexpression ausgewahlter immunmodulierender Gene
Basierend auf den RNA-Sequenzierungsergebnissen von UPEC-infizierten
wildtypischen Mausen (Pleuger et al. 2022) wurde die mRNA Expression unter
physiologischen Bedingungen (ohne inflammatorische Stimuli) von weiteren
immunmodulierenden Faktoren (Tgfbl, Inhba, Idol, Cstll, Ltf, Clecde, Ptgs2)
untersucht. Dabei diente der Corpus aufgrund seiner anatomischen Lage und der
mittleren Genexpression als Kalibrator, zu dem die Expression in allen anderen
Regionen in Relation gesetzt wurde. Alle untersuchten Faktoren zeigten deutliche
regionale Unterschiede in ihrer Expression. Tgfbl, Inhba, Idol und Cstll zeigten in
proximalen Nebenhodenregionen erhdhte Genexpressionswerte.Tgfbl und Inhba waren
im IS ca. 20-fach und im Caput ca. 10-fach erhéht. Ido1 war im Caput ca. 4-fach erhoht.
Cstll war im IS ca. 7-fach erhoht. Ltf und Clecd4e zeigten in distalen
Nebenhodenregionen erhohte Genexpressionswerte. In der Cauda war Ltf ca.10-fach
und Clec4e ca. 4-fach erhdht (Abb. 8 und Abb. 9).

44



V. Ergebnisse

A

Tnf
Relative Genexpression
'S

Tnf

2
L T
ol= . : .
S & & 2
) o”q\} o‘Qo c?b
5 )
E%  [3329] [32.28] [35.06] [32.21]
Q
o

4 5 —
57—
g ) :I:
2 i
g § 2
@
31 T &£
&
ol . : :
X & 2
B c,O‘Qo &
5
§_§ [27.20] [29,19] [27.97] [27.17]
-]
407 e
s . = '
2 —_
& 30
i I —
§2 20 —
[N I
@
210
& =
0 T T -
> & 2
o ® o‘”qo 00&0 o’°°b
- &
H
%5 [28.48] [30.25] [29,97] [|31,72]
a

Abb. 8: Relative Genexpression sowie durchschnittliche Ct-Werte selektierter Zytokine (A)

ll1a

8 4 —_
5 5
w [
g6 g3 :[
& &
L] )
22 214 I I
: & L 2 T
ol 5 . : : ol = . . .
& Ry & * Ny & Ll
- K <_,c:'“q & . o OO*Q Yl
] 5
2% [3197] [277] [33.26] [5a19] €% [29.6] [29.19] [e8562] [27,84]
Q Q
o 1]

1110

|

8 —
28
g
(=8
gi ® I
=9
© 4
H
E 2
& == - I
o= . : :
™ & 2
@ o N &
< < S
> N ka
£ ¥ 8 &
§§ |36,22] [36,01] [25.05| [34,15]
[
A L2 n
) *kk '
dkk
25 .
@ 20 I
g
5515 &
g 5 *k
=0 1p —
z I
5 5
& 0 . = z
& 3 R o
¥ & N c;o"

[27.59] |28,33] [31,32] [30.82]

inhba
@ Ct-Wert

ido1

Relative Genexpression

ido1

@ Ct-Wert

und immunmodulierender Gene (B) in epididymalen Regionen

MRNA Expressionslevel von unbehandelten (Inkubation in Medium ohne LPS) epididymalen
Regionen tber 1, 3 und 6 Stunden (24,5 % COz). Mittelwert +- SEM, One-way ANOVA mit Tukey

posthoc Test, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

45

6 .
—_
4
: I
o5 : S
& S & &
A P oo‘Q &
[26,31] [23.88] [25,04] |28,22]




V. Ergebnisse

Cst11 Ltf Clec4de

wx

=

w
]
o
*
<
*
x
¥

=Y
o

IS
=

[3,]
[N]

I

Cst11
Relative Genexpression
a
o
—
Ltf
Relative Genexpression
-
o
Clecde
Relative Genexpression

T
s e ¥ e & £ & e & £ .
v 00& & o & % 00&

o
o

0 T T T T
b‘b
&

[18,74] [2068] [3380] [35,88] (3724 |33.68] [27.44] [26.09] [33,87] [3467] [33,22] [31,83]

Clecde
@ Ct-Wert

Cst11
@ Ct-Wert

Lif
@ Ct-Wert

Ptgs2

Ptgs2
Relative Genexpression

o

[25,33] [2582] |26,27] |25557]

Ptgs2
@ Ct-Wert

Abb. 9: Relative Genexpression sowie durchschnittliche Ct-Werte immunmodulierender
Gene in epididymalen Regionen

mMRNA Expressionslevel von unbehandelten (Inkubation in Medium ohne LPS) epididymalen
Regionen dber 1, 3 und 6 Stunden (24,5 % CO3). Mittelwert +- SEM, One-way ANOVA mit Tukey
posthoc Test, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

46



V. Ergebnisse

2. Ergebnisse der Zytokinexpression/ -sekretion

2.1 Empirische Ermittlung der geeigneten LPS-Dosis fiir nachfolgende
Experimente

Zur Etablierung des LPS Modells wurden zunachst Zytokin-Expressionsprofile nach
erfolgter ex vivo Organkultur mit verschiedenen Konzentrationen LPS (10 ng, 50 ng, 100
ng) erstellt, um die geeignete Konzentration fir weiterfihrende Experimente empirisch
zu ermitteln. Dabei zeigte die Dosis 50 ng/ml konstante Ergebnisse in der
Zytokinexpression (Tnf, Il1a, 1l1b, 116, 1110 und Inhba) und wurde deshalb als Dosis fiir
die nachfolgenden Experimente ausgewahlt (Abb. 10, Abb. 11 und Abb. 12).

2.2 Relative Zytokinexpressionen nach einer ex vivo Inkubation mit LPS

Die ex vivo Behandlung mit LPS flihrte zu einem signifikanten Expressionsanstieg von
Tnf, ll1a, lI1b, 116 und 110 im Gegensatz zur Kontrollgruppe, die nur mit Medium inkubiert
wurde. Insbesondere distale Organregionen der Epididymis (Corpus und Cauda) zeigten
deutliche Hochregulierungen von Zytokinen (Abb. 13). Von den hier untersuchten
Zytokinen waren Tnf, l11a und 116 in distalen Regionen (Corpus und Cauda) im Vergleich
zu proximalen Regionen (IS und Caput) am stérksten exprimiert. 111b und 110 waren im
IS am hochsten exprimiert, zeigten jedoch insgesamt keine deutlichen Unterschiede
zwischen proximalen und distalen Regionen. Die deutlichsten relativen
Expressionsunterschiede zeigten sich bei den Zytokinen Tnf und Il1a (Abb. 13).

Tnf mMRNA wurde nach LPS Stimulation in allen Regionen vermehrt exprimiert. Im
Zeitverlauf Uber 6 h war Tnf im IS nach 6 h (10-fach), im Caput nach 6 h (10-fach), im
Corpus nach 6 h (25-fach) und in der Cauda nach 6 h (20-fach) am hdchsten exprimiert
(Abb. 13).

llla mRNA wurde nach LPS Stimulation in allen Regionen vermehrt exprimiert. Im
Zeitverlauf Gber 6 h war ll1a im IS nach 3 h (10-fach), im Caput nach 6 h (5-fach), im
Corpus nach 6 h (10-fach) und in der Cauda nach 3 h (25-fach) am héchsten exprimiert
(Abb. 13).

lI1b mRNA wurde nach LPS Stimulation im IS nach 3 h (5-fach) vermehrt exprimiert
(Abb. 13).

16 MRNA wurde nach LPS Stimulation in allen Regionen vermehrt exprimiert. Im
Zeitverlauf iber 6 h war 116 im IS nach 6 h (5-fach), im Caput nach 6 h (5-fach), im Corpus
nach 6 h (10-fach) und in der Cauda nach 3 h und 6 h (10-fach) am hdchsten exprimiert
(Abb. 13).

110 mRNA wurde nach LPS Stimulation in allen Regionen vermehrt exprimiert. Im
Zeitverlauf Gber 6 h war 1110 im IS nach 3 h (15-fach), im Caput nach 6 h (5-fach), im
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Corpus nach 6 h (10-fach) und in der Cauda nach 3 h (10-fach) am héchsten exprimiert
(Abb. 13).

2.3 Absolute Zytokinkonzentrationen nach ex vivo Inkubation mit LPS

Als Erganzung zur Detektion der relativen mRNA Zytokin Expressionslevel der einzelnen
Organsegmente wurden die absoluten Zytokin-Proteinkonzentrationen im Homogenat
des Gewebes und im Uberstand gemessen. Die ex vivo Behandlung mit LPS fiihrte in
Homogenat und Uberstand zu einem signifikanten Zytokinanstieg von TNF, II1A, IL6,
IFNB und MCP1 im Gegensatz zur Kontrollgruppe. Absolut wurden IFNB und IL6 am
starksten erhéht. Von den hier untersuchten Zytokinen waren IL1A, IL6, IL10, IFNB, und
MCPL1 in distalen Regionen (Corpus und Cauda) im Vergleich zu proximalen Regionen
(IS und Caput) deutlich erhéht. TNF war in allen Organregionen gleichmafig erhoht.
IL27, IFNG, CSF2, IL23, IL17A und IL12P70 zeigten durch Stimulation mit LPS keine
Veranderung (Abb. 14, Abb. 15 und Abb. 16).

TNF wurde nach LPS Stimulation in allen Regionen vermehrt synthetisiert. Im
Homogenat war TNF in IS, Caput, Corpus und Cauda 10-fach erhoht. Im Uberstand
zeigte sich in Corpus und Cauda eine 20-fache Erhéhung (Abb.14).

ILIA wurde nach LPS Stimulation in distalen Regionen vermehrt synthetisiert. Im
Homogenat war IL1A im Corpus ca. 20-fach erhoht. Im Uberstand war IL1A im Corpus
5-fach und der Cauda 10-fach erhoht (Abb. 14).

IL1B wurde nach LPS Stimulation nicht signifkant vermehrt exprimiert (Abb.14).

IL6 wurde nach LPS Stimulation in distalen Regionen vermehrt synthetisiert. Im
Homogenat war IL6 im Corpus 15-fach und in der Cauda 5-fach erhoht. Im Uberstand
war IL6 im Corpus 5-fach und in der Cauda 3-fach erhght (Abb.14).

IL10 wurde nach LPS Stimulation im Homogenat nicht statistisch signifkant vermehrt
exprimiert. IL10 wurde nach LPS Stimulation im Uberstand in distalen Regionen
vermehrt synthetisiert. IL10 war im Corpus 50-fach und in der Cauda 15-fach erhght
(Abb. 14).

IFNB wurde nach LPS Stimulation vor allem in distalen Regionen vermehrt synthetisiert.
Im Homogenat war IFNB im IS 5-fach und in Corpus und Cauda 10-fach erhoht. Im
Uberstand war IFNB im Corpus 60-fach und in der Cauda 40-fach erhoht (Abb.15).
MCP1 wurde nach LPS Stimulation in distalen Regionen vermehrt synthetisiert. Im
Homogenat war MCP1 im Corpus 10-fach und in der Cauda 5-fach erhoht. Im Uberstand
war MCP1 im Corpus 10-fach erhéht (Abb.15).

IL27 und IFNG zeigten in Homogenat und Uberstand keine signifikanten Veranderungen
(Abb. 15).
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CSF2, IL23 und IL17A zeigten im Homogenat keine signifikaten Veranderungen und
waren im Uberstand nicht detektierbar (Abb. 16).
IL12P70 wurde weder im Homogenat, noch im Uberstand detektiert (Abb. 16).

2.4 Relative Zytokinexpression nach ex vivo Inkubation mit UPEC/NPEC

Neben der gezielten immunogenen Aktivierung durch den bakteriellen Bestandteil LPS
gibt die Exposition gegeniber lebenden Bakterien wichtige Informationen Uber den
Verlauf der Epididymitis. Die relativen Genexpressionen der mit UPEC und NPEC
behandelten Proben wiesen sowohl regionenspezifische, als auch erregerspezifische
Unterschiede auf. Wahrend die Inkubation mit UPEC lediglich deutlich erhéhte Tnf
Expressionswerte zeigte, waren alle der hier untersuchten Zytokine durch NPEC-
Inkubation in mindestens einer Region deutlich erhéht. Andererseits zeigte UPEC-
Inkubation bei den Zytokinen Illa, Il1b, 116, und [I110 eine regional abhangige
Herunterregulation. Bei den hier untersuchten Zytokinen zeigten sich weder durch
UPEC-, noch durch NPEC-Inkubation deutliche Unterschiede zwischen proximalen und
distalen Regionen. Die deutlichsten relativen Expressionsunterschiede zeigten sich bei
beiden Behandlungsgruppen bei Tnf (Abb. 17).

Tnf mMRNA wurde durch Stimulation mit UPEC und NPEC nicht statistisch signifikant
erhoht (Abb. 17).

llla mRNA wurde durch Stimulation mit UPEC nicht statistisch signifikant erhéht. Il1a
MRNA wurde durch Stimulation mit NPEC in der Cauda (5-fach) erhéht (Abb. 17).

l1I1b mRNA wurde durch Stimulation mit UPEC im Corpus (5-fach) runterreguliert. Durch
Stimulation mit NPEC wurde ll11b im IS (2-fach) erhdht (Abb. 17).

16 MRNA wurde durch Stimulation mit UPEC und NPEC nicht statistisch signifikant
erhoht (Abb. 17).

110 mRNA wurde durch Stimulation mit UPEC nicht statistisch signifikant erhdht. Durch
Stimulation mit NPEC wurde 1110 im IS (15-fach) erhdht (Abb. 17).
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Abb. 10: Ermittlung der geeigneten LPS-Dosis fur weitere Experimente.

MRNA Expressionslevel von LPS-behandelten epididymalen Regionen (10, 50 und 100 ng/ml)
im Vergleich zu Kontrollgewebe (Inkubation in Medium ohne LPS) Uiber 1, 3 und 6 Stunden (24,5
% CO2). Mittelwert +- SEM, Two-way ANOVA mit Bonferroni posthoc Test, * p<0,05, ** p<0,01,
*** pn<0,001
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Abb. 11: Ermittlung der geeigneten LPS-Dosis fur weitere Experimente.

MRNA Expressionslevel von LPS-behandelten epididymalen Regionen (10, 50 und 100 ng/ml)
im Vergleich zu Kontrollgewebe (Inkubation in Medium ohne LPS) Uiber 1, 3 und 6 Stunden (24,5
% CO2). Mittelwert +- SEM, Two-way ANOVA mit Bonferroni posthoc Test, .* p<0,05, ** p<0,01,
*** pn<0,001
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Abb. 12: Ermittlung der geeigneten LPS-Dosis fir weitere Experimente.

MRNA Expressionslevel von LPS-behandelten epididymalen Regionen (10, 50 und 100 ng/ml)
im Vergleich zu Kontrollgewebe (Inkubation in Medium ohne LPS) tiber 1, 3 und 6 Stunden (24,5
% COz). Mittelwert +- SEM, Two-way ANOVA mit Bonferroni posthoc Test, * p<0,05, ** p<0,01,
*** n<0,001
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Abb. 13: Relative Expression inflammatorischer Zytokine nach einer ex vivo Inkubation
mit LPS.

MRNA Expressionslevel von LPS-behandelten epididymalen Regionen (50 ng/ml) im Vergleich
zu Kontrollgewebe (Inkubation in Medium ohne LPS) dber 1, 3 und 6 Stunden (24,5 % COy).
Mittelwert +- SEM, Two-way ANOVA mit Bonferroni posthoc Test, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
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Abb. 14: Absolute Zytokinkonzentrationen nach einer ex vivo Inkubation mit LPS.
Absolute Proteinkonzentrationen (pg/ml) von LPS-behandelten epididymalen Regionen (50
ng/ml) im Vergleich zu Kontrollgewebe (Inkubation in Medium ohne LPS) tber 6 Stunden (24,5
% COy). Mittelwert +- SEM, Two-way ANOVA mit Bonferroni posthoc Test, * p<0,05, ** p<0,01,
*** n<0,001, ND = Nicht detektierbar
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Abb. 15: Absolute Zytokinkonzentrationen nach einer ex vivo Inkubation mit LPS.
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% COy). Mittelwert +- SEM, Two-way ANOVA mit Bonferroni posthoc Test, * p<0,05, ** p<0,01,
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Abb. 17: Relative Expression inflammatorischer Zytokine nach einer ex vivo Inkubation
mit UPEC und NPEC.

MRNA Expressionslevel von UPEC-/NPEC-behandelten epididymalen Regionen (800.000
Bakterien/ml) im Vergleich zu Kontrollgewebe (Inkubation in Medium ohne UPEC/NPEC) uber 4
Stunden (24,5 % CO2). Mittelwert +- SEM, Two-way ANOVA mit Bonferroni posthoc Test, *
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
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3. Expression immunmodulierender Faktoren

3.1 Relative Expression immunmodulierender Faktoren nach ex vivo Inkubation
mit LPS

Anhand von RNA Sequenzierungen der Arbeitsgruppe wurden stark differenziell
exprimierte Gene in vorherigen ahnlichen UPEC-Modellen ausfindig gemacht und
daraufhin in dieser Studie untersucht. Zunachst wurde mRNA von Proteinen, welche in
die Signalkaskaden der TGFB-Superfamilie involviert sind, analysiert. Dabei zeigten sich
im untersuchten Zeitraum von 6 h bei keinem Gentranskript (Tgfbl, Inhba und ldol)

statistisch signifikante regionale Unterschiede nach LPS-Stimulation (Abb. 18).

Im Anschluss wurden weitere epididymale immunmodulierende Faktoren naher
analysiert. Von den hier untersuchten Faktoren waren Clec4e und Ptgs2 statistisch
signifikant vermehrt exprimiert. Cst11 und Ltf prasentierten keine statistisch signifikanten
Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe sowie zwischen proximalen und distalen
Regionen. (Abb. 19).

Clec4e mRNA wurde nach LPS Stimulation im Zeitverlauf Giber 6 h im Caput nach 1 h
(6-fach) sowie im Corpus nach 3 h (6-fach) vermehrt exprimiert (Abb. 19).

Ptgs2 mRNA wurde nach LPS Stimulation im Zeitverlauf Gber 6 h im Caput nach 6 h
(1,5-fach) vermehrt exprimiert (Abb. 19).
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3.2 Relative Expression immunmodulierender Faktoren nach ex vivo Inkubation
mit UPEC/ NPEC

Die relativen Genexpressionen der mit UPEC- und NPEC behandelten Proben wiesen
sowohl regionenspezifische, als auch erregerspezifische Unterschiede auf. Wahrend die
Inkubation mit UPEC in keiner statistisch signifikanten Erhoéhung der Expression
resultierte, wurden die Expressionswerte von Inhba, insbesondere in distalen Regionen,
deutlich vermindert. Tgfbl, Idol, Cstll, Ltf, Clec4e und Ptgs2 wurden statistisch nicht
signifikant verandert.

Stimulation durch NPEC resultierte in einer Verminderung der Inhba Genexpression.
Cst11 und Clec4e wurden nicht statistisch signifikant veréndert. Die restlichen Faktoren
zeigten, insbesondere  in  distalen  Organregionen, deutliche  erhohte
Genexpressionswerte. Die deutlichsten relativen Expressionsunterschiede zeigten sich
bei beiden Behandlungsgruppen bei Idol (Abb. 20).

Tgfbl mMRNA wurde durch Stimulation mit UPEC nicht signifikant verandert. Durch
Stimulation mit NPEC wurde Tgfbl im Caput (4-fach) und Corpus (3-fach) erhoht (Abb.
20).

Inhba mMRNA wurde durch Stimulation mit UPEC in Corpus (4-fach) und Cauda (3-fach)
runterreguliert. Durch Stimulation mit NPEC wurde Inhba im Corpus (3-fach) erniedrigt
(Abb. 20).

Idol mRNA wurde durch Stimulation mit UPEC nicht signifikant verandert. Durch
Stimulation mit NPEC wurde Idol in der Cauda (6-fach) erhoht (Abb. 21).

Cst11l mRNA wurde durch Stimulation mit UPEC und NPEC nicht statistisch signifikant
verandert (Abb. 20).

Ltf mRNA wurde durch Stimulation mit UPEC nicht statistisch signifikant verandert.
Durch Stimulation mit NPEC wurde Ltf im Caput (7-fach) und Corpus (5-fach) vermehrt
exprimiert (Abb. 21).

Clec4e mRNA wurde durch Stimulation mit UPEC und NPEC nicht statistisch signifikant
veréndert (Abb. 21).

Ptgs2 mRNA wurde durch Stimulation mit UPEC statistisch nicht signifikant verandert.
Durch Stimulation mit NPEC wurde Ptgs2 in Corpus (3-fach) und Cauda (4-fach)
hochreguliert. (Abb. 21).
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V. Ergebnisse
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Abb. 18: Relative Expression immunmodulierender Faktoren nach einer ex vivo Inkubation
mit LPS.

MRNA Expressionslevel von LPS-behandelten epididymalen Regionen (50 ng/ml) im Vergleich
zu Kontrollgewebe (Inkubation in Medium ohne LPS) dber 1, 3 und 6 Stunden (24,5 % COy).
Mittelwert +- SEM, Two-way ANOVA mit Bonferroni posthoc Test, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
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Abb. 19: Relative Expression immunmodulierender Faktoren nach einer ex vivo Inkubation

mit LPS.

MRNA Expressionslevel von LPS-behandelten epididymalen Regionen (50 ng/ml) im Vergleich
zu Kontrollgewebe (Inkubation in Medium ohne LPS) dber 1, 3 und 6 Stunden (24,5 % COy).
Mittelwert +- SEM, Two-way ANOVA mit Bonferroni posthoc Test, * p<0,05 , ** p<0,01, ***

p<0,001
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Abb. 20: Relative Expression immunmodulierender Faktoren nach einer ex vivo Inkubation

mit UPEC und NPEC.

mMRNA Expressionslevel von UPEC-/NPEC-behandelten epididymalen Regionen (800.000

Bakterien/ml) im Vergleich zu Kontrollgewebe (Inkubation in Medium ohne UPEC/NPEC) uiber 4
Stunden (24,5 % CO2). Mittelwert +- SEM, Two-way ANOVA mit Bonferroni posthoc Test, *
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
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Abb. 21: Relative Expression immunmodulierender Faktoren nach einer ex vivo Inkubation

mit UPEC und NPEC.

mMRNA Expressionslevel von UPEC-/NPEC-behandelten epididymalen Regionen (800.000

Bakterien/ml) im Vergleich zu Kontrollgewebe (Inkubation in Medium ohne UPEC/NPEC) uiber 4
Stunden (24,5 % CO2). Mittelwert +- SEM, Two-way ANOVA mit Bonferroni posthoc Test, *

p<0,05 , ** p<0,01, *** p<0,001
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V. Ergebnisse

4. Anteil intrazellularer UPEC im Gewebe

Um zu untersuchen, ob regionale Unterschiede in dem Phagozytosepotenzial nach
erfolgter bakterieller Infektion bestehen, wurde ein Gentamicin Assay durchgefuhrt.
Dazu wurden die einzelnen Nebenhoden mit UPEC inkubiert und anschlie3end mit
Gentamicin behandelt, wodurch extrazellulare Bakterien abgetttet, aber intrazellulare
Bakterien intakt blieben (Lortholary et al. 1995). Dies erlaubte eine Ermittlung der
kolonie-bildenden Einheiten aus dem Gewebehomogenat.
Die Agar-Platten der Kontrollgruppe, die nur UPEC, aber kein Antibiotikum enthielt,
bestatigte, dass die Bakterien auf dem Agar Uberlebensfahig waren, da diese Platten in
allen Verdinnungsstufen komplett iberwachsen und somit unzahlbar waren. Die Agar-
Platten der Kontrollgruppe, die nur das Antibiotikum, aber keine UPEC enthielt,
bestatigte, dass alle Reagenzien kontaminationsfrei waren und dass steril und sauber
gearbeitet wurde, da in allen Verdiinnungsstufen keine Kolonien zu finden waren.

Fur die untersuchte Gruppe, die sowohl UPEC, als auch Gentamicin enthielt, wurde die
unverdinnte  Probe fir den Ergebnisteil ausgewahlt und dargestellt.
In den Ausstrichen der proximalen Organregionen (IS und Caput) sind deutlich mehr
koloniebildende Einheiten/100 mg Gewebe detektiert worden, als in den distalen
Organregionen (Corpus und Cauda). Diese erhohte Menge deutet auf eine hohere
Kapazitat fur intrazellulares Vorkommen der Bakterien in proximalen Organregionen hin
(Abb. 22).
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Abb. 22: Anteil intrazellularer UPEC im Gewebe.

Colony Forming Units (CFU) nachl4-stiindiger Inkubation bei 37 °C (24,5 % CO2). Zuvor 4-
stiindige Inkubation der epididymalen Regionen mit UPEC (800.000 Bakterien/ml) und
anschlielender Inkubation mit Gentamicin (200 pg/ml) fir 3 h. Mittelwert +- SEM, One-way
ANOVA mit Tukey posthoc Test.
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VI. Diskussion

Obwohl bisherige Experimente bereits eindeutig gezeigt haben, dass die verschiedenen
Regionen der Epididymis unterschiedliche immunologische Reaktionen auf bakterielle
Infektionen zeigen, ist die ursachliche Pathophysiologie bisher nicht abschliel3end
geklart. Insbesondere die Frage, ob die divergierenden Immunantworten der Regionen
auf der unterschiedlichen Expositionsdauer mit Erregern beruhen oder ob das jeweilige
Gewebe fundamental anders auf Infektionen reagiert, bleibt unbeantwortet (Michel et al.,
2016; Klein et al., 2020). In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb ein ex vivo Modell
etabliert, welches unter exakt gleichen Bedingungen eine Inflammation in den vorher

mechanisch voneinander getrennten Nebenhodenregionen induzierte.

l.mmunregulation der Epididymis

Eine  Vielzahl von  Mechanismen garantiert in den  verschiedenen
Nebenhodenabschnitten ein einzigartiges immunologisches Milieu. Zentrale Bedeutung
in diesem Zusammenspiel hat die Wahrung des Gleichgewichts zwischen der
immunologischen Toleranz gegeniiber den Spermien bei gleichzeitigem Schutz vor
Inflammation und Infektion.

In dieser Studie konnte bestétigt werden, dass Idol im Caput hoher als in distalen
Regionen exprimiert ist. Aus dem Testis migrierende Spermatozoen miissten vom
korpereigenen Immunsystem als fremd erkannt werden. IDO1 bewirkt als Hauptmediator
der Immunmodulation, insbesondere im Caput, eine immuntolerante Umgebung fir die
Passage der Spermien durch den Nebenhodengang. Die Proteinlevel
proinflammatorischer Zytokine (z.B. IL1B, IL2, IL3, IL6, IL9, IL10, IL12p70, IL12p40p70,
IL13 und IL17) sind in IDO-defizienten M&ausen in deutlich hoherer Konzentration
messbar und resultieren in einer potenziell dysfunktionalen Umgebung fir die
Spermienmaturation (Britan et al. 2006; Jrad-Lamine et al. 2013). Ein &hnliches
Expressionsmuster konnte in dieser Studie auch fir die Tgfb-Superfamilie gezeigt
werden. Insbesondere im Caput sind Aktivine hoch exprimiert (Winnall et al. 2013). Far
eine adaquate Spermienreifung ist eine immuntolerante Umgebung gegentber
Spermien jedoch in allen Abschnitten der Epididymis erforderlich (Voisin et al. 2020).
TGFB1 reguliert, analog zu dem ebenfalls zur TGFB-Superfamilie zahlenden Aktivin A,
dendritische Zellen und bewirkt Uber den SMADZ2/3/4 Signalweg eine verstarkte
Expression von IDO1, wodurch die Aktivitat und Produktion von regulatorischen Zellen
erhoht wird und eine verstarkte Immunsuppression stattfindet (Pallotta et al. 2011).
Daruber hinaus ist Aktivin A direkt an der Entwicklung des Testis sowie der Reifung der

Spermien in den Samenkanélchen beteiligt (Mithraprabhu et al. 2010).

66


https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2022.06.13.495924v2.full#ref-36
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2022.06.13.495924v2.full#ref-36
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2022.06.13.495924v2.full#ref-28

Eine Suppression der TGFB1 Signalkaskade in transgenen Mausen (Tgfbr22°¢ Mause
mit FoxP3-GFP Knock-In Allel) fihrt sowohl zu einer Leukozytose und Ausbildung von
Spermienautoantikdrpern, als auch zur Hochregulierung proinflammatorischer
Signalwege (z.B. B-Zell-Entwicklung, Antigenprasentation, Reifung dendritischer Zellen)
(Pierucci-Alves et al. 2018). CX3CR1* Makrophagen kodnnten mithilfe weiterer
Immunzellen im Zusammenspiel eine immuntolerante Umgebung im proximalen
Nebenhoden (IS und Caput) etablieren und an der Supprimierung der Autoimmunitéat
gegeniuber Spermien beteiligt sein (Da Silva et al. 2011).

Darlber hinaus existiert eine Vielzahl antimikrobieller Peptide, die vorwiegend im
proximalen Nebenhoden vorkommen. Hierzu zéhlen u.a. Beta-Defensine und Lipocaline
(Klein et al. 2020). Beta-Defensine werden von Immun-/ bzw. Epithelzellen produziert
und wirken sowohl pro-, als auch antiinflammatorisch. Diese Wirkungen werden durch
direkte Bindung an Endotoxine (wie z.B. LPS) Gram-negativer Bakterien oder durch
Einwirkung in die weitere Signalkaskade (z.B. Bindung an TLR4) endotoxinvermittelter
Immunitat erreicht. Zusatzlich binden Beta-Defensine Spermatozoen wahrend ihrer
Passage durch den Nebenhodengang, weshalb ihnen eine direkte Beteiligung an der
Spermienreifung zugeschrieben wird (Ribeiro et al. 2016).

Die Basalexpression inflammatorischer Zytokine im Nebenhoden unter physiologischen
Bedingungen ist sehr niedrig (Wijayarathna et al. 2017; Wijayarathna et al. 2018). In
dieser Studie wurde die Basalexpression von distalen im Vergleich zu proximalen
Regionen der Epididymis verglichen. Il1b, 116, 1110, Ltf und Clec4e waren in der Cauda
relativ zum Caput statistisch signifikant und von Tnf, ll1a und Ptgs2 in der Cauda relativ
zum Caput statistisch nicht signifikant erhoht. Diese Unterschiede lassen sich durch die
besonderen anatomischen Gegebenheiten im Urogenitaltrakt erklaren. Die Cauda stellt
anatomisch den Ubergang zum Samenleiter und damit die Eintrittspforte retrograd
aufsteigender Keime dar und muss potenzielle Erreger schnell erkennen und eine
Immunantwort auslésen kénnen. Niedrige Expressionswerte immunmodulatorischer
Faktoren sowie die vermehrte Prasenz der inflammatorischen, NFKB-/AP1-assoziierten
CCR2*MHC-II*, vasculature-associated TLF* sowie CX3CR!-TLF-CCR2- Makrophagen
in der Cauda resultieren konsekutiv in einer erh6hten Basalexpression der 0.g. Zytokine.
Moglicherweise aktivieren diese residenten Makrophagen gemeinsam mit weiteren
antigenprasentierenden Zellen und Lymphozyten der angeborenen Immunitat
(Naturliche Killer-Zellen (NK-Zellen) und T-Zellen) durch Zytokinausschittung residente
Lymphozyten der adaptiven Immunabwehr und mobilisieren durch Inflammation die

Migration weiterer Immunzellen aus dem peripheren Blut.
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2. Inflammation im Nebenhoden

Die mRNA Expressionsraten nach LPS Inkubation von Tnf, Il1a, 116 und II10 zeigten
deutlich erhéhte Werte in der Cauda, wahrend das Inflammationsgeschehen im Caput
deutlich milder ausfiel. Die Proteinlevel inflammatorischer Zytokine (TNF, IL1A, IL6, IL10,
IFNB und MCP1) waren nach erfolgter Behandlung mit LPS deutlich erhoht. Die
Proteinlevel der pro-inflammatorischen Zytokine waren insbesondere in der Cauda
signifikant erhéht, was auf eine starkere Immunantwort in der Cauda im Vergleich zu den
anderen Regionen deutet. Die Ergebnisse dieser Studie unterstrichen die in friiheren in
vivo Studien festgestellte hdhere inflammatorische Suszeptibilitat der Cauda (Michel et
al., 2016; Silva et al., 2018; Klein et al., 2020).

In vivo fihren UPEC-Infektionen in der Cauda zu einer deutlichen Hochregulierung von
PRRs, insbesondere von TLR4 (Michel et al., 2016). Zusatzlich bringen UPEC-
Infektionen eine vermehrte Expression von Genen (TIr2, Tir4, TIr6, Cd1l4, Ticaml
undTraf6) in der Cauda hervor, welche an der TLR4- bzw. TLR2/TLR6-Signalkaskade
beteiligt sind. Kontrar hierzu, werden diese Gene in proximalen Regionen nicht vermehrt
exprimiert. (Andrade et al. 2024). TLR-Aktivierungen sind eine wichtige Komponente in
der Aktivierung pro-inflammatorischer Transkriptionsfaktoren wie NFKB und AP1 und
damit assoziierter Zytokine. Gleichzeitig wird die Immunantwort gegeniiber UPEC in Tir4
und MYD88 Knockout-M&ausen nicht ganzlich unterdriickt, weshalb dartber hinaus auch
TLR4-unabhangige Mechanismen in der Aktivierung pro-inflammatorischer
Transkriptionsfaktoren involviert sind (Michel et al. 2016; Andrade et al. 2024). Das fiir
einen PRR codierende Gen Clecd4e wird durch LPS induziert und mundet in der
Aktivierung des NFKB-/AP1-Signalwegs (Matsumoto et al. 1999), welcher in der
Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine als Teil der Entziindungsreaktion resultiert.
Durch ihre chemotaktische Wirkung werden Leukozyten sowohl lokal, als auch aus der
Zirkulation rekrutiert. Dartber hinaus wird die Apoptose vermehrt induziert. In vivo
Infektionen resultieren in erh6hten mRNA-Expressionsraten von Zytokinen (Tnf, Il1a,
lI1b, 116). Tnf und II1 wirken im Rahmen einer akuten Inflammation stark synergistisch
und sollten erwartungsgemafld simultan vermehrt synthetisiert werden. Bisherige
Tiermodelle der Epididymitis kénnen jedoch auf Proteinebene keine gleichzeitige
Zytokinerhohung nachweisen (Turner et al. 2011; Michel et al. 2016).

Ergebnisse der RNA-Sequenzierung (RNAseq) der Nebenhodenregionen zeigen 10
Tage p.i. eine umfassende Veradnderung des Transkriptionsprofils der Cauda nach
UPEC-Infektion. Dabei werden Signalwege, welche mit einer proinflammatorischen
Immunantwort, mit fibrotischem Remodelling sowie der T- und B-Zell-Aktivierung

assoziiert sind, hochreguliert. Hierbei werden u.a. die proinflammatorischen Zytokine

68


https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2022.06.13.495924v2.full#ref-36
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2022.06.13.495924v2.full#ref-36
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2022.06.13.495924v2.full#ref-28
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2022.06.13.495924v2.full#ref-36

ll1a, 116, 1117 und die Chemokine Ccl2, Ccl3, Ccl4, Cxcl2, Cxcl5 hochreguliert (Pleuger
et al., 2022). Folge der pro-inflammatorischen Prozesse im Rahmen der UPEC-Infektion
im Mausmodell sind der Verlust der epithelialen Integritat und ein massiver Zustrom von
neutrophilen Granulozyten und MHC-II" Makrophagen in der Cauda (Pleuger et al.,
2022). Beide Zelltypen als Teil der adaptiven Immunantwort sind an der
Aufrechterhaltung der Entziindungsreaktion sowie der Phagozytose von Pathogenen
beteiligt. Die Freisetzung von Immunmodulatoren durch Immunzellen fihrt in anderen
Organsystemen (z.B. im Rahmen einer Glomerulonephritis) konsekutiv zu einer
Schadigung des betroffenen Gewebes sowie zu einer Intensivierung der Immunantwort
(Segel et al. 2011; Kruger et al. 2015). CCR2 fungiert als Rezeptor des
Entzindungsmediators CCL2 (MCP1), welcher chemotaktisch auf Zellen der adaptiven
Immunantwort wirkt. CCR2-Knockout-Mause weisen, verglichen mit Wildtypmausen,
eine deutlich verminderte Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen auf (Wang et al. 2021).

Im Gegensatz zur starken pro-inflammatorischen Immunantwort der Cauda zeigt der
Caput eine schwachere Immunreaktion. In vivo Untersuchungen zeigen nur geringe
Unterschiede im Transkriptionsprofil zwischen unbehandelten und UPEC-infizierten
Mé&usen im Caput 10 Tage nach UPEC-Infektion (Pleuger et al. 2022). Die Zytokinlevel
(z.B. Tnf, 1l1b, 1I6) sind im Caput deutlich niedriger (Michel et al., 2016).

Aus dieser Tatsache erwéachst die Fragestellung, ob der Caput, relativ zur Cauda,
weniger empfanglich fur Inflammation ist, oder ob die geringe inflammatorische Antwort
durch eine kirzere Pathogenexposition im in vivo Modell begriindbar ist. Daher wurde
in diesem Versuchsvorhaben eine simultane Exposition der Nebenhodenregionen zu
den inflammatorischen Stimuli angestrebt. Jedoch wurde auch hierbei eine deutliche
regionenspezifische Intensitdt der Immunantwort nachgewiesen, wodurch eine
unterschiedliche Expositionsdauer im in vivo Modell als Ursache fir die divergierende
Immunantwort ausgeschlossen werden kann.

Die hoher gemessene intrazellulare Bakterienlast in IS und Caput deutet auf eine
vermehrte intrazellulare Aufnahmefahigkeit der Immunzellen der proximalen Anteile hin.
Analog zu den CX3CR1* Makrophagen bilden Basalzellen des Epithels, insbesondere
im 1S, transepitheliale Fortsétze in das Lumen des Nebenhodenganges aus (Shum et al.
2008; Shum et al. 2014).
Moglicherweise werden die Bakterien durch die Fortsatze der intraepithelialen
Makrophagen aus dem Lumen phagocytiert. Indikativ hierfiir ist der deutliche Gradient
zwischen proximalen und distalen Regionen, der sich in der zellularen Anatomie der

Regionen gegengesetzten widerspiegelt. Dennoch sollte hierbei diskutiert werden, dass
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UPEC haufig auch in anderen Regionen des Urogenitalsystems persistieren und eine
chronische Infektion ausldsen konnen. Im Rahmen einer Zystitis persistieren UPEC
sowohl extrazellular, als auch intrazellular in Urothelzellen. Hierbei gestaltet sich eine
vollsténdige bakterielle Eradikation h&ufig sehr schwierig, denn neben der Bildung eines
Biofilms treten UPEC mutmalflich in einen inaktiven Status in der Wirtzelle Giber (Blango
und Mulvey 2010).

Gemeinsam bestédtigen diese Daten erganzend die Ergebnisse bisheriger in vivo
Experimente und die Hypothese, dass die unterschiedliche Immunantwort auf
regionenspezifischen Unterschieden beruht. Dabei zeigt sich, dass die Immunreaktion
in ahnlicher Auspragung unabhangig vom Infektionsweg (aufsteigende in vivo Infektion
durch die Harnwege/simultane ex vivo Pathogen-Inkubation der separierten Organteile)
des Erregers auftritt.

Analog zu friiheren Studien (Bhushan et al. 2008; Bhushan et al. 2011; Lang et al. 2014)
zeigten sich durch UPEC, im Vergleich zur unbehandelten Gruppe, kaum erhéhte und
teilweise sogar erniedrigte MRNA-Genexpressionswerte von Zytokinen und
immunmodulierenden Faktoren. Wahrend die LPS- und NPEC-Inkubation eine deutliche
Reaktion des angeborenen Immunsystems zeigten, wurde die angeborene Twi-
vermittelte Immunitat durch UPEC unterdriickt (Lang et al. 2014). Wie in friheren
Studien beschrieben induzieren NPEC eine Hochregulierung von Akute Phase Reaktion-
assoziierten Zytokinen (Turner et al., 2011). Mithilfe von Virulenzfaktoren, wie z.B.
Alpha-Hamolysin, férdern UPEC die Sekretion anti-inflammatorischer Zytokine und
supprimieren dadurch die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine. Konsekutiv kommt
es zu einem verminderten Einstrom von Leukozyten, zur Supprimierung der T:-
vermittelten Immunantwort. Als Folge der ausbleibenden Immunantwort resultiert eine
rasante initiale Vermehrung der Bakterien. Uber besonders lange Zeitrdume sowie in
besonders groRRer Zahl persistieren dabei UPEC im Lumen der Cauda (Bruszkiewicz et
al., 2006, Bhushan et al., 2011, Duell et al., 2012).

In Zusammenschau der in der Studie erhobenen Daten bestétigt sich die Hypothese,
dass entlang des Nebenhodens immunologisch deutlich unterschiedliche Regionen
existieren. Diese Unterschiede begriinden sich in erster Linie durch die verschiedenen,
strategisch an die Funktion der einzelnen Organregionen angepassten,

Subpopulationen der residenten Leukozyten.
3. Klinische Auswirkungen der Epididymitis

Wahrend ejakulierte Spermien bzw. aus dem Nebenhodenschwanz gewonnene

Spermien in der Lage sind Eizellen zu befruchten, sind direkt aus dem Hoden

70



entnommene Spermien dazu nicht in der Lage. Je weiter distal die Spermien jedoch
gewonnen werden, desto héher ist die Chance, dass eine erfolgreiche Fertilisation der
Eizelle stattfindet. Analog hierzu belegen Daten von Refertilisierungsoperationen diese
These. Je langstreckiger die Nebenhodenpassage im Rahmen einer Operation erhalten
werden konnte, desto hoher war die Wahrscheinlichkeit, auf nattirlichem Wege eine
Schwangerschaft zu erreichen (Kirchhoff 1995; Cooper 2007).

Eine adaquate therapeutische Versorgung ist deshalb fur den Erhalt der Fertilitat
essenziell. Atiologisch stellen bakterielle Infektionen die Hauptursache der akuten
Epididymitis dar. Aufgrund dessen steht neben der antiphlogistischen Therapie eine
antibiotische Therapie im Vordergrund. Sowohl gangige Erreger von Harnwegsinfekten,
als auch gangige sexuell Ubertragbare Erreger gehtéren zum Spektrum der Gram-
negativen Bakterien und werden z.B. mit Cephalosporinen oder Fluorchinolonen
behandelt (EAU Urological Infections 2024). Neben einer rasch eingeleiteten kalkulierten
antibiotischen Therapie sollten erganzend Urinkulturen asserviert werden. In Zeiten
zunehmender Resistenzentwicklungen nimmt die resistogrammgerechte antiinfektive
Therapie einen  hohen therapeutischen  Stellenwert ein.  Antibiotische
Eradikationstherapien sollten unbedingt auch asymptomatische Patienten sowie aktuelle
Sexualpartner zur Vermeidung von Ping-Pong-Effekten umfassen (Schuppe et al. 2017).
Trotz erfolgreicher und schnell durchgefiihrter Antibiotikatherapie resultieren die
Entzindungsmechanismen nach einer UPEC-Infektion oft in einer irreversiblen
Obstruktion des Nebenhodenganges. Daruber hinaus kommt es zu einem fibrotischen
Remodelling, welches das beschadigte Gewebe durch nicht funktionelles Bindegewebe
erneuert. Vorherige Daten unserer Arbeitsgruppe beschreiben dabei einen direkten
Zusammenhang zwischen Inflammationsintensitdt und dem Ausmall des
Gewebeschadens. CCR2*-Knockoutmause weisen neben einem deutlich verminderten
Einstrom von Immunzellen auch deutlich verminderte Gewebeschaden in der Cauda auf
(Wang et al. 2021). Inflammation fiihrt zu drastischen Hochregulierungen von Inhba in
der Cauda. Gleichzeitig fuhrt die Zugabe von Aktivin A zu vermehrter Induktion von
Fibrose in Mausen (Michel et al. 2016; Klein et al. 2020). Eine fehlende Hochregulierung
von Inhba in dieser Studie kénnte aus dem gewahlten Zeitpunkt dieser Experimente
resultieren. Mdglicherweise folgt die vermehrte Expression erst zu einem spéateren
Zeitpunkt.

Als Resultat der eingeschrénkten Spermienreifung kann sich eine Oligozoospermie
und/oder eine Asthenospermie einstellen. Als Spatfolge einer durch UPEC induzierten
Epididymitis manifestieren sich bei bis zu 40 % der Patienten irreversible Veranderungen

des Nebenhodenganges sowie der messbaren Spermienparameter. Darlber hinaus
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werden neben quantitativen Veranderungen auch dauerhafte Veranderungen der
Spermienqualitdt beschrieben (Schuppe et al. 2017). Klinische Studien zeigen, dass
insbesondere Alpha-Hamolysin positive E. coli Serovare permanent verminderte
Spermienzahlen induzieren konnen (Lang et al. 2013; Lang et al. 2014; Silva et al. 2018).
Die bisherige Datenlage impliziert, dass das Ausmalf der Langzeitfolgen positiv mit der
Intensitat der UberschieRenden Immunantwort des  Wirts korreliert.
MYDS88 ist ein Adapterprotein, das in die Aktivierung von Signalkaskaden durch
bakterielle Infekte beteiligt ist. MYD88""Mause die mit UPEC infiziert wurden, weisen
aufgrund der partiellen Immundefizienz eine signifikant verminderte Zytokinexpression
und daraus resultierend deutlich geringere epitheliale Schaden auf (Michel et al., 2016).
Weitere in vivo Studien zeigen, dass, neben einer antibiotischen Therapie, eine
immunsupprimierende Glukokortikoidgabe die adaptive Immunantwort deutlich
reduzieren kann. Immunglobuline (IgM, 1gG) und T-Zell-Marker (CD3) sind 10 und 31
Tage p.i. durch zusatzliche Glukokortikoidgabe signifikant reduziert. Konsekutiv sind
morphologische Schaden des Organparenchyms sowie die Konstriktion des
Nebenhodenganges deutlich vermindert und Spermatozoen konnen in der Cauda
nachgewiesen werden. Wird jedoch lediglich eine alleinige antibiotische Behandlung
ohne additive immunsuppressive Behandlung durchgefiihrt fuhrt dies in vivo zu
vergleichbaren Gewebeschaden wie in der unbehandelten Gruppe (Klein et al., 2019;
Klein et al., 2020).

Die Datenlage dieser Studie bestétigte die Inflammationssuszeptibilitdt der Cauda und
die Hypothese, dass zukinftig Kklinisch (ber die Notwendigkeit einer
immunsupprimierenden Begleittherapie diskutiert werden sollte. Einerseits benétigt es
hier weitere Forschung um die Immunantwort der Epididymitis weiter 2zu
charakterisieren, andererseits muss in klinischen Studien der Einsatz potenzieller
Medikamente erprobt werden. Aufgrund weltweit hoher Fallzahlen sowie dem potenziell
drohenden irreversiblen Fertilitdtsverlust liegen die weiteren Forschungsarbeiten im

Uiberragenden offentlichen Interesse (Cek et al. 2017; Schuppe et al. 2017).
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