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Einleitung
1 Einleitung

1.1 Harnwegsinfektionen

Unter Harnwegsinfekten wird die Entziindung der ableitenden Harnwege verstanden, die
sich aus der Harnréhre, der Harnblase, dem Harnleiter und dem Nierenbecken
zusammensetzen. Mit der Zystitis (Infektion der Harnblase) und der Pyelonephritis
(Infektion des Nierenbeckens) werden zwei Formen der Harnwegsinfekte unterschieden®?.
Beide Krankheitsbilder sind in der Weltbevolkerung weit verbreitet und werden zu 70 bis
95% von uropathogenen E.colis (UPECs) hervorgerufen'*>. Bei diesen Erregern handelt
es sich um gram-negative Stdbchenbakterien, die iber den Harnleiter in die Blase gelangen
und daraufhin eine Zystitis ausldsen. Weiterhin sind diese Bakterien in der Lage, iber die
Ureter in das Sammelbecken der Niere vorzustoRen, um dort das umliegende Gewebe zu
infizieren. Neben den UPECs sind ebenfalls andere Bakterienstdmme, wie Staphylococcus
saprophyticus, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis und
Pseudomonas aeruginosa dazu fahig einen Harnwegsinfekt auszuldsen?. Die géngige
Behandlungsmethode dieser Infektionen ist die Anwendung von Antibiotika wie
Gentamicin und Clindamycin, die entweder einzeln oder in Kombination verabreicht

werden'?®,

Eine lang anhaltende Therapie mit Antibiotika hat allerdings starke
Nebenwirkungen, wie Allergien, einem erhdhten Risiko an Pilzbefall und der Schadigung
der Darmflora.

Uberwiegend erkranken Frauen an Harnwegsinfektionen, da ihre kurzen Harnrohren das
Eindringen von Pathogen begiinstigen’®. Rund die Halfte aller Frauen erleiden eine oder
mehrere Harnwegsinfektionen im Laufe ihres Lebens, die statistisch im Alter von 20 bis 30
und 80 bis 85 Jahren am haufigsten auftreten”®. Mit ca. 12% erkranken ebenfalls Manner
an diesen Infektionskrankheiten’.

Bereits Kinder erkranken in jungen Jahren an Harnwegsinfektionen, 7 bis 8% der Méadchen
und 2% der Jungen infizieren sich bis zu ihrem achten Lebensjahr mit uropathogenen
E.coli'®. Sowohl bei Kindern als auch bei Erwachsenen enden diese unbehandelt oftmals in
Niereninfektionen, wobei eine Chronifizierung schlimmstenfalls zu einer verringerten
Nierenfunktion fiihren kann. Selbst nach einer erfolgreichen Behandlung der Infektion
kommt es im weiteren Lebensverlauf bei Betroffenen zu standig wiederkehrenden
Harnblasen- und Niereninfektionen. Zudem rufen Harnwegsinfektionen bei schwangeren

Frauen ein erhohtes Risiko einer Friihgeburt hervor und fuhren im Alter oder bei
1



Einleitung

Menschen mit Erkrankungen, wie beispielsweise Diabetes, zur Sepsis und daraufhin in
einigen Fallen zum Tod".

Harnwegsinfektionen verlaufen in der Regel periodisch, 25% der Patienten erleiden in den
ersten sechs Monaten nach dem priméren Infekt eine Reinfektion mit demselben Erreger™?.
Der Grund fir diese haufigen Infektionen sind persistierende Bakterien, die wéhrend der
Infektion in Uroepithelzellen eingedrungen sind und sich unter eingeschrankten
Entwicklungsbedingungen und verborgen vor dem Immunsystem vermehren. Nach der
Genesung sind diese Bakterien in der Lage wieder aus der Wirtzelle auszubrechen, neue
Epithelzellen zu befallen und eine neue Infektion auszuldsen. Welche Signale fir einen
solchen Ausbruch verantwortlich sind, konnte bisher nicht geklart werden?.

1.2 Physiologie und Anatomie der Harnblase

1.2.1 Lage und Funktion der Harnblase

Die Harnblase (Vesica urinaria) ist ein Hohlorgan, dessen Aufgabe die Sammlung und die
Ausscheidung des Urins ist. Dieser wird mittels der Ureter von den Nieren bis hin zum
Blasenlumen geflhrt, wo er mit den darin befindlichen Stoffwechselprodukte bis zu einem
definierten Volumen gespeichert wird. Nach dessen Erreichen wird der Urin kontrolliert
abgesondert. Dieses Volumen ist stark von der Blasengrofie abh&ngig und variiert daher
innerhalb der Spezies™.

Die Harnblase ist im vorderen Bereich des Beckens hinter der Schambeinfuge und dem
Schambein lokalisiert. IThre Form und Grol3e ist stark von ihrem Fillungszustand abhéngig,
da sie die Fahigkeit besitzt sich mit steigenden Urinmengen erheblich auszudehnen und bei
einer Entleerung wieder in sich einzufallen. Aus diesem Grund erscheint die Blasenwand
im leeren Zustand zottig und im sich fullenden Zustand fortgéngig ebener.

Die Harnblase wird in drei Bereiche gegliedert: Dem Blasenkdrper, dem Blasengrund und
dem Blasenhals. Am Blasengrund erreichen die Ureter die Blase, der Blasenhals dagegen
geht in die Harnrohre ber, wo der Urin abgeleitet wird. Die Beflllung und Entleerung der
Harnblase wird tiber den Detrusor-Muskel reguliert, indem dieser den Offnungszustand der
Ureter und der Harnrohre variiert™ (Abbildung 1.1).
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1.2.2 Anatomie der Harnblase

Die Blasenwand besteht aus der Mukosa, dem darunterliegenden Bindegewebe und dem
bereits erwéhnten umringenden Detrusor — Muskel (Abbildung 1.1). Die Mukosa grenzt an
das Blasenlumen und setzt sich aus dem mehrschichtigen Epithel und der direkt
darunterliegenden Basalmembran (lamina propria mucose) zusammen. Aufgrund ihrer
Fahigkeit sich entsprechend des Fullstandes der Blase auszudehnen, wird das Epithel der
Blase auch als Ubergangsepithel bezeichnet. Das Uroepithel setzt sich aus drei
unterschiedlichen Zelltypen zusammen: Die duBere Schicht wird aus den Deckzellen
gebildet, die polyploiden Kerne aufweisen und mit 25 bis 250 pum sehr grof3 und zudem
elastisch sind. Die mittlere Schicht setzt sich aus den 10 bis 25um grof3en
Intermedidrzellen zusammen. Darunter liegend befindet sich die dritte und letzte Schicht
des Uroepithels, die aus Basalzellen gebildet wird, welche die Vorlauferzellen der beiden
dariiber liegenden Zelltypen darstellen. Des Weiteren sind sie mit ca. 10um die kleinsten
Uroepithelzellen und stehen im direkten Kontakt mit der Basalmembran'®™°. Die Funktion
des Uroepithels besteht darin, eine Barriere fiir Pathogene zu bilden und die Passage von
Wasser, lonen, geldsten Substanzen und groRen Makromolekilen in das darunterliegende
Gewebe zu kontrollieren™*®.

Die Basalmembran grenzt das Uroepithel vom darunterliegenden Bindegewebe ab und
dient zum einen zur Stabilisierung des umgebenden Gewebes. Zum anderen besitzt sie
einen bedeutenden Einfluss auf den Stoffwechsel, der Polaritat und der Differenzierung
von Epithelzellen. Es handelt sich um eine extrazelluldaren Matrix (ECM), die sich aus vier
Hauptkomponenten zusammensetzt: Kollagen 1V, Laminin, Nidogen-1 und Perlecan®’
(Abbildung 1.2). Zudem steht die Basalmembran mit anderen Komponenten der
umliegenden Zellen, wie beispielsweise Kollagen VII, Fibulin oder Osteonectin in
Kontakt!8. Um welche es sich dabei im Einzelnen handelt, ist stark von der Position der
Basalmembran im Koérper und den umliegenden Zelltypen abhéngig. Die Basalmembran
ist lediglich mittels eines Elektronenmikroskops zu erkennen*?. Unter der Mukosa grenzt
das Bindegewebe an, in dem sich die Blutgefalie befinden, die die Blase mit Nahrstoffen
und Sauerstoff versorgen und gleichzeitig die Einwanderung von Immunzellen in die
Harnblase ermdglichen. Die &ullerste Schicht der Blasenwand ist der Detrusor — Muskel,
der aus drei glatten Muskulaturschichten besteht: Der &ulReren Langsmuskelschicht

(Stratum longitudinale externum), der mittleren Schicht mit quer verlaufenden Fasern
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(Stratum circulare) und der inneren Langsmuskelschicht (Stratum longitudinale internum).
Ausgenommen vom oberen Bereich der Blase, der vom Peritoneum bedeckt ist, umschlief3t
die Adventitia die Harnblase. Diese besteht aus lockerem Bindegewebe und dient zur

Verankerung der Blase in ihrer Umgebung**.

Keratin

BP230
Plektin

Ureter —

~ a6B4 Integrin

Peritoneum

Detrusormuskel

3 Laminin 5
Uretermiindungen —

Blasendreieck Uroepithel

Ausfluss6ffnung —l
der Harnrohre

BP180/Kollagen XVII

Basalmembran
Bindegewebe

Dets kel
\ﬁ ctrusormuske Perleém \Nidogcn Kollagen IV
Harnrohre Adventitia
Verankerungs
Fibrillen
Kollagen VII
Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Harnblase Abbildung 1.2: Schematische

Die Ureter filhren von den Nieren in das Blasenlumen, das von Darstellung der Basalmembran

der Blasenwand umgeben wird. Die VergrofRerung zeigt den | Die Basalmembran setzt sich aus vier
Aufbau der Blasenwand, die sich aus dem Uroepithel, der | Hauptkomponenten zusammen: Kollagen
Basalmembran, dem Bindegewebe und dem Detrusormuskel | IV, Laminin, Nidogen-1 und Perlecan.
zusammensetzt. Durch die Harnréhre entweicht der gesammelte | Zusétzlich interagieren auch andere
Urin aus dem Blasenlumen (modifiziert nach McGraw Hill, | Molekile, wie beispielsweise Kollagen
2005). VIl mit der Basalmembran (modifiziert
nach Tasanen K. et al, 2000).

1.3 Das Immunsystem

Das Immunsystem schiitzt den Korper vor Infektionen mit Pathogenen wie Bakterien,
Viren, Pilzen und Parasiten, sowie vor Substanzen wie Toxinen und den Schéden, den sie
verursachen. Nachdem pathogene Mikroorganismen oder andere infektiose Molekiile
durch Effektorzellen des Immunsystems wahrgenommen worden sind, wird eine
Immunantwort induziert. Dabei wird zwischen zwei verschiedenen Antworten
unterschieden, der innaten und der adaptiven Immunantwort'®.

Die innate Immunantwort ist unmittelbar nach der Infektion verfligbar und in der Lage ein
weites Spektrum an Pathogenen abzuwehren. In vielen Fallen ist diese relativ
unspezifische Antwort in der Lage die Pathogene vollstandig zu beseitigen. Kann das
innate System die Infektion nicht auflésen, so wird anschlieBend das adaptive
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Immunsystem aktiviert. Dieses bendtigt allerdings eine Latenzzeit von mehreren Tagen,
bevor es Pathogene hochspezifisch bekdmpfen kann. Zusatzlich verfugt das adaptive
System (ber eine Ged&chtnisfunktion, die wiederkehrende Infektionen bekdmpfen kann.

Der innaten Immunabwehr werden das Komplementsystem und spezielle Immunzelltypen
zugeordnet. Das Komplementsystem setzt sich aus 30 verschiedenen Plasmaproteinen
zusammen, die hauptsachlich in der Leber produziert werden'®?. Die Aktivierung der
zirkulierenden Proteine erfolgt durch Oberflachenbestandteile von Mikroorganismen und
lost eine Kaskade von proteolytischen Reaktionen aus. An Pathogene gebundene
Komplementfragmente ermdglichen Phagozyten mittels spezieller Komplementrezeptoren
diese als korperfremde Zellen zu identifizieren, um sie nachfolgend zu phagozytieren und

zu  eliminieren®???,

Des Weiteren schlielt das innate Immunsystem folgende
Immunzellen ein: Mastzellen, NK-Zellen, Eosinophile-, Basophile bzw. Neutrophile
Granulozyten, Dendritische Zellen und Makrophagen (Abbildung 1.3). Die letzten beiden
Zelltypen stellen eine Verbindung zum adaptiven System her, indem sie Bestandteile von
Mikroorganismen prozessieren und an lymphatische Immunzellen des adaptiven Systems
prasentieren konnen. Mittels dieser Aktivierung von T — Zellen wird eine adaptive

Immunantwort mobilisiert.

Abbildung 1.3: Zellen des innaten und adaptiven Immunsystems

Dem innaten Immunsystem werden Mastzellen, NK-Zellen und Granulozyten
(neutrophile, eosinophile und basophile  Granulozyten) zugeordnet.
Makrophagen und dendritische Zellen, die offiziell dem innaten System
angehoren, gelten als Bindeglieder beider Systeme. Zum adaptiven
Immunsystem gehéren CD8'-, CD4" - T-Lymphozyten und B-Zellen
(modifiziert nach Dranoff, 2004).
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Das adaptive Immunsystem dagegen besteht aus Zellen der humoralen und zellassoziierten
Immunabwehr. B-Zellen werden der humoralen Abwehr zugeordnet und produzieren
hochspezifische Antikorper, die extrazellulare Pathogene und Toxine bekdmpfen. T-Zellen
bilden die zellassoziierte Immunantwort, die in der Lage ist, intrazelluldre Pathogen zu

erkennen und zu eliminieren® (Abbildung 1.3).

1.3.1 Die Entwicklung der Immunzellen

Die Entwicklung von Immunzellen des innaten und adaptiven Immunsystems findet im
adulten Saugetier zum GroRteil im Knochenmark statt”®. Nach ihrer Reifung emigrieren sie
aus dem Knochenmark, um im Blutkreislauf oder im lympatischen System zu
patrouillieren. Aus der Zirkulation wandert ein Teil der Immunzellen in periphere Organe
ein, wo sie als residente Wachterzellen fungieren und dort nach Pathogenen spahen™.

Die meisten Immunzellen haben ihren Ursprung im Knochenmark und differenzieren aus
einer pluripotenten hdmatopoetischen Stammzelle. Diese Zelle ist in der Lage, sich in eine
myeloische oder in eine lymphatische Vorlauferzelle zu differenzieren. Aus der
myeloische  Vorlauferzelle entwickeln sich anschlieRend in weiteren
Differenzierungsschritten Zellen des innaten Immunsystems: Monozyten, Dendritische
Zellen, drei unterschiedliche Granulozyten — Arten (neutrophile, basophile und eosinophile
Granulozyten) und Mastzellen. Zudem entwickeln sich aus diesem Zelltypen ebenfalls
Thrombozyten (essentiell fir die Blutgerinnung) und Erytrozyten (organisieren den
Sauerstofftransport). Die Ausdifferenzierung erfolgt direkt im Knochenmark oder, wie im
Fall der Mastzellen bzw. Monozyten, nach deren Einwanderung in peripheren Geweben®*
2 (Abbildung 1.4). Aus der lymphatischen Vorlauferzelle dagegen entstehen Zellen des
adaptiven Immunsystems, T- und B — Lymphozyten, und natirliche Killer (NK) — Zellen,
die dem innaten Systems angehoren. Auch hier findet die Differenzierung im
Knochenmark oder in den Lymphknoten und dem Thymus statt™ (Abbildung 1.4).

In dieser Arbeit wird hauptsdchlich das innate Immunsystem untersucht, daher werden
nachfolgend lediglich die Prozesse des innaten Immunsystem beschrieben. Im Speziellen
wird der Fokus auf Makrophagen und neutrophile Granulozyten gelegt.
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Abbildung 1.4: Entwicklung und Differenzierung von Immunzellen im
Knochenmark

Aus einer pluripotenten h&matopoetischen Stammzelle im  Knochenmark
differenzieren zwei Typen von Vorlduferzellen aus, die myeloide und die
lymphatische Stammzelle. Aus der myeloiden Stammzelle entwickeln sich
hauptsachlich Immunzellen des innaten Immunsystems, wahrend sich aus der
lyphatischen Stammzelle groftenteils Zellen des adaptiven Systems differenzieren.
Trombozyten und Erytrozyten differenzieren ebenfalls im Knochenmark aus
myeloiden Stammzellen (modifiziert nach Deutsches Krebsforschungszentrum).

1.3.2 Makrophagen

Makrophagen kommen in nahezu allen peripheren und lymphatischen Geweben vor?’. Sie
reifen aus Monozyten, die im Blutkreislauf zirkulieren und wéahrend der Homd@ostase
kontinuierlich in das Gewebe von Organen einmigrieren?’. Nach der Immigration der
Monozyten differenzieren diese zu Makrophagen aus. Dabei wird zwischen zwei
verschiedenen Makrophagentypen unterschieden, den patrollierenden und den
inflammatorischen Makrophagen®?>%,

Diese beiden Makrophagentypen werden Uber die Expression des Markers Ly6C
unterschieden. Ly6C negative patrollierende Makrophagen sind residente Wéchterzellen
innerhalb der peripheren Organe. Sie sind wesentlich bei der Induktion der innaten
Immunantwort beteiligt, indem sie korperfremde Mikroorganismen wahrnehmen und
anschlieBend Signalproteine, wie Zytokine und Chemokine, sekretieren®®?*?, Demzufolge

sind sie fur die frihe Rekrutierung von inflammatorischen Phagozyten in das infizierte
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Gewebe zustandig®®>*

. Wie dendritische Zellen sind sie in der Lage intrazellular
aufgenommene Mikroorganismen oder deren Bestandteile zu prozessieren und sie an T —
Lymphozyten des adaptiven Systems zu présentieren. Die Aktivierung von naiven T —
Zellen wird jedoch hauptsachlich von dendritischen Zellen durchgefuhrt. Des Weiteren
spielen sie eine wichtige Rolle bei Heilungsprozessen, wie bei der Narbenbildung oder der
Angiogenese?®****. Neben diesen Aufgaben sind sie ebenfalls fir die Eliminierung von
Zelltrummern und apoptotische Zellen im Korper zustdndig. Inflammatorische
Makrophagen dagegen exprimieren den Marker Ly6C*® (Ly6C* Makrophagen) und sind
sehr plastisch®’: Wahrend einer Inflammation werden sie von residenten Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten in das infizierte Gewebe rekrutiert?*, wo sie bei der Beseitigung
von Mikroorganismen und anderen Substanzen beteiligt sind®’. In einigen Fallen sind sie

zudem auch in der Lage Heilungsprozesse zu unterstiitzen*"*®,

1.3.3 Neutrophile Granulozyten

Wahrend eosinophile und basophile Granulozyten zusammen mit den Mastzellen
hauptsdchlich bei der Immunabwehr von Parasiten eine wichtige Rolle spielen, sind
neutrophile Granulozyten bei der Beseitigung von unterschiedlichen Mikroorganismen und
inflammatorischen Substanzen entscheidend, indem sie unter anderem Pathogene
aufspiiren und sie in intrazellularen Vesikeln durch bakteriozide Substanzen eliminieren®.
Neutrophile Granulozyten stellen Zellen des innaten Immunsystems dar, die 50 — 60% der
Zellen im Knochenmark bzw. der Zirkulation ausmachen. Sie werden nach einer Infektion
sehr effizient zum Infektionsort rekrutiert?®*?°. Ein Merkmal der kurzlebigen neutrophilen
Granulozyten ist ihr segmentierter Zellkern, der in drei bis vier Abschnitte gegliedert ist.
Des Weiteren finden sich im Zytoplasma dieser Zellen sekretorische Vesikel und drei
verschiedene Granula-Typen, die unterschiedliche proinflammatorische Proteine
enthalten?®’: Azurophile bzw. primare Granula (enthalten z.B. Myeloperoxidasen (MPO)
und Defensine), spezifische bzw. sekundare Granula (enthalten z.B. Lactoferin und
Cytochrom b558) und Gelatinase bzw. tertiare Granula (enthalten z.B. Leukolysin und
Matrixmetalloprotease 9 (MMP9)). Sekretorische Vesikel beinhalten vor allem Rezeptoren
und Integrine, wie beispielsweise der Komplementrezeptor-1 (CR1) und CD18/CD11b.

Nach einer Aktivierung des Granulozyten fusionieren diese Vesikel mit der Zellmembran
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und ermdglichen somit einen schnellen Transport von essentiellen Molekilen an die
Zelloberflache?'.

Die primare Aufgabe des neutrophilen Granulozyten wahrend einer Infektion ist die
Identifizierung und Eliminierung von Pathogenen®: Nach der Phagozytose eines Erregers
fusioniert das Phagosom mit den unterschiedlichen Granulatypen, wodurch das Pathogen
mit Hilfe der darin befindlichen bakteriziden Substanzen eliminiert wird. Der Granulozyt
ist ebenfalls in der Lage Bakterien und andere Mikroorganismen extrazelluldar abzutoten,
indem er den Inhalt seiner Granula in den extrazellularen Raum abgibt oder so genannte
~NETs* (,,neutrophil extracellular traps®) generiert. Bei der Ausbildung dieser ,,NETs*
setzt der Granulozyt Strukturen aus Chromatin DNA, Histonen und granuldren Proteinen
aus, die extrazellulér Bakterien binden, deren Verbreitung verhindern und sie gleichzeitig
abtoten. Allerdings sterben neutrophile Granulozyten durch die Freisetzung dieser
NETs"“?%%,

1.4 Zytokine, Chemokine und Matrixmetalloproteasen

Die Migration von Immunzellen erfordert ein Netzwerk von verschiedenen Zytokinen,
Chemokinen und Matrixmetalloproteasen. Welche von diesen im Speziellen bendtigt

werden, ist vom Stimulus bzw. der Infektionsart und vom Zelltypen abhéngig.

1.4.1 Zytokine

Zytokine sind Polypeptide, die von Zellen des innaten- und adaptiven Immunsystems,
sowie von Endothel- und Epithelzellen unter homoostatischen und inflammatorischen
Situationen sezeniert werden®. Diese kénnen autokrin, parakrin und/oder endokrin auf
Gewebe- und Immunzellen wirken. Zu den Zytokinen werden hauptséachlich Interleukine,
Tumornekrosefaktoren, Wachstumsfaktoren und Interferone gezéhlt. Neben ihrer Funktion
im Verlauf einer Infektion wirken sie zudem regulierend auf die Hamatopoese im
Knochenmark. H&matopoetische Zytokine wie GM-CSF (,,granulocyte/macrophages
colony-stimulating factor*) fordern dort beispielsweise die Reifung von Vorldauferzellen in
Monozyten und dendritische Zellen. Zudem sind Zytokine in der Lage die Proliferation,

Aktivierung und Differenzierung von Lymphozyten zu stimulieren®. Zytokine haben einen
9



Einleitung

weiten Funktionsbereich, der eine Vielzahl von pro- und anti — inflammatorischen
Prozessen einschlieBt®. Aus diesem Grund besitzen sie eine entscheidende Bedeutung in
vielen Krankheitsbildern, wie rheumatischer Arthritis, Atherosclerosis, Krebs und einer
Vielzahl von Infektionskrankheiten®*4.

Zytokine werden in der Regel nach dem Stimulus neu synthetisiert und aufgrund ihrer
Kurzlebigkeit zeitnah sezerniert. Die Aktivitat dieser Molekdle ist pleiotrop und redundant,
daher wirken sie auf verschiedene Zellarten in gleicher Weise. Die Bindung des Zytokins
an seinem Rezeptor, ruft in der Zielzelle die Synthese und die Aktivierung anderer
Zytokine und Molekile hervor. Neben einer verédnderten Genexpression, kann ein Zytokin
gleichzeitig die Proliferation der Immunzelle auslésen®. Die Rezeptoren, an denen
Zytokine binden, kdnnen Typ-I-Zytokin-, Typ-llI-Zytokin-, I1L-1-, TNF- und G-Protein
gekoppelte Rezeptoren sein.

Von besonderem Interesse ist in dieser Arbeit das Zytokin TNFa, welches als einer der
wichtigsten Mediatoren wéhrend einer Entziindungsreaktion und einer Infektion durch
Mikroorganismen gilt*". Es wird in der Regel von aktivierten Makrophagen produziert und
bindet an die TNF Rezeptoren (TNFR-1 (55kDa) und TNFR-2 (75kDa)***®, welche
anschlieBend zu einer verdnderten Genexpression zu Differenzierung, Proliferation, dem
Uberleben von Zellen und der Apoptose fiihrt*. TNFo besitzt eine Vielzahl von
Funktionen in unterschiedlichen Krankheitsmodellen: Bei einer Virus-induzierten Hepatitis
beispielsweise wird das von Hepatozyten freigesetzte Antigen von sinusoidalen
Leberendothelzellen (LSEC) kreuzprésentiert, welches anschlieBend zytotoksische T-
Lymphozyten (CTL, ,.cytotoxic T — lymphozyte®) stimuliert und die Freisetzung von
TNFo bewirkt. Das auf diese Weise freigesetzte TNFo wirkt direkt auf die infizierten
Hepatozyten und induziert deren Zelltod. Somit ist TNFo an der Schadigung des
Lebergewebes wiéhrend einer Virusinfektion beteiligt®. Des Weiteren kann das von
Immunzellen produzierte TNFo eine reversible Rickenwicklung von Melanomen
induzieren, die die Wahrnehmung dieser Zellen durch melanozyten-spezifische T-Zellen
erschwert. Wie an diesen Beispielen und in anderen Veroffentlichungen zu erkennen ist,
wirkt TNFo in der Regel lokal***’. Bei einer Sepsis hingegen wird das Zytokin von
Makrophagen in der Milz, der Leber und anderen Organen systematisch in die Zirkulation
freigesetzt'. In groRen Mengen bewirkt TNFo im Blutkreislauf eine Erweiterung der
BlutgefalRe und eine Erh6hung der vaskuldren Permeabilitat, woraufhin der Blutdruck

abfallt und das Plasmavolumen verringert wird, was in den meisten Féllen zu einen
10
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septischen Schock filhrt™. Zudem induziert TNFoa wahrend einer Sepsis die
Blutgerinnung, was in einer Verstopfung von kleineren BlutgefaRen resultieren kann und
im Anschluss in vielen Organen, wie der Leber, der Lunge, dem Herzen und den Nieren zu
einem schweren Organschaden fiihren kann. Zudem besitzt TNFa eine Vielzahl von
Funktionen in anderen Krankheitsmodellen, wie beispielsweise bei Alzheimer®, der
Depression*® und Infektionskrankheiten*'. Somit ist dieses proinflammatorische Zytokin
ein essentielles Molekiil in vielen unterschiedlichen Krankheitsbildern.

1.4.2 Chemokine

Chemokine sind 7-12 kDa schwere Polypeptide, die zusammen mit einigen chemotaktisch
wirkenden Proteinen (Chemoattraktanzien) in vier Gruppen gegliedert werden: CC-,
CXC-, XC- und CX3C — Chemokine®. Sie wirken chemotaktisch auf andere Zellen des
Immunsystems und l6sen daher eine Wanderung von Zellen im Korper aus. lhre
Nomenklatur basiert auf der Anzahl und Anordnung ihrer N-terminalen Zysteinreste® 2,
Die CC- Gruppe stellt die gréRte der Gruppen dar und wirkt vorwiegend auf Lymphozyten,
Monozyten und basophile und eosinophile Granulozyten'®®*. Die CXC- Chemokingruppe

1851 In ihrer Gesamtheit

dagegen mobilisiert in erster Linie neutrophile Granulozyten
binden alle Chemokine an G-Protein gekoppelte Rezeptoren, die wie die Chemokine
ebenfalls in vier groRe Gruppen unterteilt werden: CCR, CXCR, CR und CXsCR**%.
Chemokinrezeptoren sind hauptsachlich auf Immunzellen lokalisiert, allerdings werden sie
ebenfalls auf Neuronen, Endothelzellen, Plazenta- und Leberzellen exprimiert™ 2. Sie
besitzen ein weites Spektrum an Liganden, mit denen sie eine Bindung eingehen kénnen.
Diese Liganden bzw. Chemokine sind ebenfalls in der Lage, an eine Reihe von
verschiedenen Rezeptoren zu binden und diese im Anschluss zu aktivieren®'. Die
Wirkungs- und Funktionsweise dieser multiplen Bindungsmoglichkeiten konnte bislang
nicht aufgeklart werden. Es wird vermutet, dass es madglicherweise eine Hierarchie
innerhalb der Chemokine und Chemoattraktoren gibt, die anhand der Bindungsaffinitat an
den jeweiligen Rezeptor definiert wird®*®2. Zusatzlich kann durch eine raumliche und
temporal getrennte Expression der Chemokine im Korper eine jeweils andere

Wirkungsweise hervorrufen werden®.
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1.4.3 Matrixmetalloproteasen

Der Familie der murinen Matrixmetalloproteasen (MMPs) gehéren 23 verschiedene
Mitglieder an (human: 24 Proteasen), von denen jede Protease die Spaltung von
spezifischen Peptidbindungen in Proteinen reguliert®® (Tabelle 1). Sie werden als inaktive
Form exprimiert, bei der ein konservierter Cysteinrest die aktive Zink-Doméne der
Protease blockiert und so die Katalyse des Substrates verhindert. Nach der Destabilisierung
oder vollstandigen Entfernung dieser Pro-Doméne durch andere Proteasen, ist die
Matrixmetalloprotease in der Lage, an das entsprechende Substrat zu binden und dieses zu

spalten®.

Tabelle 1: MMP Familien, klassifiziert anhand ihrer Struktur und deren Substraten

Matrixmetalloproteasen — Typ | Nomenklatur
Kollagenasen MMP-1, 8, 13, 18
Gelatinasen MMP-2, 9

Stromelysins MMP-3, 10

Matrilysins MMP-7, 26
Membrangebundene MMPs MMP-14, 15, 16, 17, 24, 25
Andere MMPs MMP-12, 19, 20, 22, 23, 28

Die Hauptfunktion dieser Proteasen ist die Degradierung von Komponenten der
extrazellularen Matrix, wie der Basalmembran®®®3. Allerdings konnte gezeigt werden, dass
sie neben dieser Aufgabe weitere wichtige Funktionen austben. Beispielsweise spalten
Matrixmetalloproteasen Teilsequenzen von Wachstumsfaktoren, Zytokinen, Chemokinen,
Adhésionsmolekilen, Tyrosin-Kinase-Rezeptoren und (Matrixmetallo-) Proteasen ab,

wodurch diese in ihrer Aktivitat gesteigert werden®*

. Die individuelle Rolle jeder
einzelnen Protease ist allerdings noch unklar. Anhand von in vitro Experimenten konnte
gezeigt werden, dass viele MMPs Uberlappende Substrate besitzen und dass einige
Proteasen, wie MMP2 und MMP9 fir Kollagen 1V, spezifischer bzw. effektiver schneiden
als andere. Ob diese Redundanz auch im lebenden Organismus (in vivo) gilt, konnte bisher

allerdings nicht aufgeklart werden,
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Matrixmetalloproteasen spielen bei einer Vielzahl von physiologischen Prozessen eine
wichtige Rolle. Sie sind unter anderem beteiligt bei der Morphogenese, Wundheilung,
Angiogenese oder beim Tumorwachstum. Neben der Tumorentwicklung und der
Metastasenbildung scheinen sie ebenfalls einen Effekt wahrend der rheumatischen
Arthritis zu haben®.

Die Matrixmetalloprotease 9 wird in der Regel in Thromboblasten, Osteoklasten und
Leukozyten exprimiert. Die Protease MMP2 dagegen wird konstitutiv in einer Vielzahl
von Zellen produziert und zur Wanderung in der Homoostase genutzt. Wahrend die
Expression von MMP2 relativ konstant ist, wird die Expression von MMP9 durch
zahlreiche Mediatoren (z.B. Wachstumsfaktoren und Zytokine) reguliert. Sowohl MMP2
als auch MMP9 kénnen in Vesikeln im Zytosol der Zelle gespeichert werden, allerdings ist
die Zelle in der Lage, MMP9 in ihrer inaktiven- und aktiven Form anzusammeln, wahrend
MMP2 intrazelluldr lediglich in der inaktiven Form vorkommen kann. Die Aktivierung
aller MMPs ist ein komplexer Prozess, bei dem MMP-Inhibitoren (TIMPs — ,tissue
inhibitors of metalloproteinases®) und MMPs beteiligt sind. Fir die Protease MMP9
scheint speziell das TIMP-1 sehr entscheidend zu sein®.

TIMPs sind die natirlichen Inhibitoren von MMPs, die durch ihre Bindung an die Protease
die Interaktion mit dem eigentlichen Substrat verhindern. Es existieren insgesamt 4 TIMPs,
von denen jedes in der Lage ist jede MMP zu inhibieren®®. Allerdings scheinen einige
Inhibitoren einige Proteasengruppen besser zu deaktivieren als andere.

1.5 Die innate Immunantwort

1.5.1 Die Wahrnehmung von Mikroorganismen durch das innate

Immunsystem

Die Induktion der innaten Immunantwort erfolgt unter anderem durch den Kontakt von
Pathogenen mit Epithelzellen*?®°. Epithelien stellen im Korper eine physikalische und
chemische Barriere gegen den Eintritt von Bakterien und anderen Pathogenen dar und
bilden somit die erste Instanz der innaten Immunabwehr'®. Mittels spezieller Rezeptoren
auf ihrer Oberflache (z.B. TLR4'), nehmen Epithelzellen Pathogene wahr und sind
darauthin in der Lage antimikrobielle Molekile, wie beispielsweise Lektin und
Laktoferrin, zu produzieren®. Nach der Sekretion solcher Molekille binden diese an
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Mikroben und eliminieren diese durch die Zerstérung ihrer Zellwénde. Ein weiterer
Abwehrmechanismus des Uroepithels ist die Abschilferung der obersten Zellschicht des
Epithels wenige Stunden nach der Infektion. Auf diese Weise werden Epithelzellen, die
mit invasiven intrazellular gelegene Bakterien befallen sind, in den Urin abgesondert und
somit aus der Blase entfernt>>’. Des Weiteren erschweren Epithelien den Eintritt der
Erreger in das dahinter liegende Gewebe, indem sie massiv anschwellen und eine fur
Pathogene schwer zu durchdringende Mukus-Schicht produzieren.

Durchbrechen Pathogen die epitheliale Barriere oder gelangen deren Zellbestandteile in
das Innere des Gewebes, werden diese von residenten Immunzellen erkannt und
eliminiert?®. Im Anschluss 16sen diese Wachterzellen die eigentliche Immunantwort aus,
indem sie inflammatorische Zytokine und Chemokine produzieren, die Phagozyten in das
infizierte Gewebe rekrutieren®*?°®, Um welche Immunzellen es sich bei den residenten
Zellen handelt, ist stark vom Organ abhangig. In der Regel stellen Makrophagen die
patrollierenden Zellen im Gewebe dar, allerdings konnen neben diesen ebenfalls
Mastzellen, dendritische Zellen und in Ausnahmefallen, wie beispielsweise in der Lunge,
auch Granulozyten residente Immunzellen darstellen®. Diese Wachterzellen exprimieren
auf ihrer Zelloberflache eine Vielzahl von Rezeptoren, von denen jeder in der Lage ist
spezifische mikrobielle Muster zu detektieren®*®°, Solche PRRs (,pattern recognition
reseptors®) sind unter anderem ,,Toll like* — Rezeptoren (TLRs), wie der TLR2 — Rezeptor,
der Zellwandkomponenten von Gram-positiven Bakterien oder der TLR4 — Rezeptor, der
Lipopolysaccharid (LPS) von Gram negativen Bakterien erkennen kann®**®%°, Molekiile,
die durch solche PRRs wahrgenommen werden, werden als pathogenassoziirte molekulare

2480 "~ Bej ihnen

Muster (PAMPs, ,,pathogen-associated molecular patterns®) bezeichnet
handelt es sich hauptséchlich um bakterielle und virale Produkte, wie Lipopolysaccaride
(LPS) oder Oligonukleotide (CpG)?*. Bei sterilen Entziindungen dagegen werden
sogenannte DAMPs (,,damage-associated molecular pattern molecules) von PRRs
detektiert. Dabei handelt es sich meistens um intrazellular gelegene Molekdle, wie ATP,
die aus zerstorten korpereigenen Zellen austreten. Sowohl PAMPs als auch DAMPs binden
an PRR — Rezeptoren und aktivieren somit die residente Makrophagen, die daraufhin
beginnen inflammatorische Zytokine (z.B. 1118 und IL6) und Chemokine (z.B. CXCL1 und

24,29,58

CCL2) zu produzieren In der initialen Phase bewirkt diese Sekretion die

Rekrutierung von Phagozyten aus dem Blutstrom hinein in das infizierte Gewebe. Deren
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Aufgabe ist es im Anschluss bei der Auflosung der Infektion unterstiitzend mitzuwirken

oder Pathogene aktiv zu eliminieren®*?°.

1.5.2 Die Rekrutierung und Extravasation von Phagozyten in das infizierte

Gewebe

Als erste Phagozyten werden neutrophile Granulozyten in das infizierte Gewebe rekrutiert,
die anschlielend durch die Freisetzung von Chemokinen aus ihren Granula (z.B.
Azurocidin, 1137 und Cathepsin G) Monozyten aus der Zirkulation mobilisieren®*?*®,
Diese inflammatorischen Monozyten differenzieren im Gewebe im Anschluss zu
Makrophagen aus??>2.

Die Extravasation der Phagozyten wird hauptséchlich durch residente Makrophagen

gesteuert™*?°

. Nachdem diese in Kontakt mit Pathogenen oder Pathogenbestandteilen
gekommen sind, produzieren sie Histamine, Cysteinylleukotrine und Zytokine, die
Endothelzellen im infizierten Gewebe aktivieren und so die Induktion wvon
Adhasionsmolekiilen an deren Oberflachen bewirken”. Binnen weniger Minuten
transportieren Endothelien intrazelluldr eingelagerte P-Selektine auf ihrer Zelloberflache,
die von zirkulierenden Immunzellen erkannt werden®. Zusatzlich wird die Neusynthese
von E-Selektinen induziert, die allerdings erst einige Stunden nach der Aktivierung auf der
endothelialen Oberflache erscheinen®. Mit Hilfe dieser Adhasionsmolekiile sind
zirkulierende Granulozyten und Monozyten durch spezielle Glykoproteine auf ihrer
Zelloberflache in der Lage, an Endothelzellen zu binden und am Endothel entlang zu
rollen, indem sie diese Verbindung immerzu eingehen und wieder auflésen®®* (Abbildung
1.5). Neben Selektinen prasentieren Endothelzellen ebenfalls PAMPs, Wachstumsfaktoren
oder von residenten Makrophagen produzierte Chemokine auf ihrer Zelloberflache, die
beim Rollvorgang der neutrophilen Granulozyten von speziellen Rezeptoren erkannt
werden und die Zellen dadurch aktivieren®®?. Eine besondere Rolle fiir Granulozyten und
Monozyten spielt hierbei der CXCR2 — Rezeptor und seine CXC — Liganden (CXCL1,
CXCL2, CXCL5 und MIF): Durch die Bindung der Liganden an G —Protein gekoppelten
Chemokinrezeptoren ~ wird auf der  Zelloberfliche des Phagozyten ein
Konformationswechsel von Integrinen wie LFA-1 (auch bekannt als o, :B, oder

CD11a:CD18) und Mac-1 (auch bekannt als am:[3; oder CD11b:CD18) verursacht, der eine
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verbesserte Affinitat der Integrine zu deren Liganden ICAM-1 und ICAM-2 (,,intracellular
adhesion melecule-1/2“) auf den Endothelien bewirkt®®®*® ICAM-2 st ein
Adhdsionsmolekil, das auch in der Homdostase auf Endothelien exprimiert und fur
Immigration von residenten Zellen genutzt wird. Nach einer Infektion werden diese
vermehrt produziert, wobei gleichzeitig die Expression von ICAM-1, das unter anderem
durch das von Makrophagen produzierte IL1R induziert wird®®.  Der
Konformationswechsel der Integrine fiihrt zu einer dauerhaften und festen Adhasion des
rollenden Granulozyten an das Endothel, die vom Phagozyten genutzt wird, um seine
unmittelbare Umgebung zu scannen. Dieser Vorgang wird als ,,Kriechen* bezeichnet, da
der neutrophile Granulozyt durch seine feste Bindung langsam am Endothel entlang
wandern und so die ideale Position zur Transmigration identifizieren kann® (Abbildung
1.5). Phagozyten wéhlen in der Regel Durchtrittstellen, die die kirzeste Distanz vom
Endothel zum infizierten Epithel darstellt. Zudem bevorzugen sie Regionen, an denen die
endotheliale Basalmembran bis zu 60% weniger extrazellulare Matrix-Molekiile beinhaltet
(Abbildung 1.6). Mit Hilfe der Intravitalmikroskopie konnte dargestellt werden, dass
solche Regionen weniger Kollagen 1V, Laminin 10, Nidogen 2 aber gleich viel Perlekan

Rollen Adhision Kriechen Transmigration
zirkulierender i )
Granulozyt  Bindung Rollen vollstindige feste mtral}xmmales
Bindung Bindung Kriechen
Blutfluss —»
Transmigration
durch das
Endothel Eingewanderter
Granulozyt

Abbildung 1.5 Transmigration von neutrophilen Granulozyten durch das Endothel

Die Extravasation von neutrophilen Granulozyten unterteilt sich in vier Teilabschnitte, dem
Rollen, der Adhésion, dem Kriechen und der Transmigration. Das Rollen der Zellen erfolgt
mit Hilfe von Selektinen. Die Adh&sion und das Kriechen der neutrophilen Granulozyten
entlang des Endothels werden dagegen zum Grofteil mittels Integrininteraktionen
vermittelt. Chemokine, die an der luminalen Seite des Endothels présentiert werden,
aktivieren die rollenden Zellen und bewirken ein Konformationswechsel der Integrine auf
der Granulozytenoberflache, so dass diese eine stérkere Verbindung mit den Endothelzellen
eingehen konnen. Diese verbesserte Adhésion ermdglicht anschlieRend die Transmigration
der Zelle durch das Endothel und die Migration in das Gewebe (modifiziert nach
Kolaczkowska und Kubes, 2013).
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enthalten®®®*,

Weiterhin wird vermutet, dass Metallomatrixproteasen (MMP) und
Serinproteasen (SP) an der Degradierung der endothelialen Basalmembran beteiligt sind.
Allerdings konnte in vivo bislang kein eindeutiger Beweis fur diese Hypothese erbracht
werden?®®® Da Granulozyten und Monozyten bevorzugt Kollagen IV — freie Areale fiir
die Migration in das infizierte Gewebe nutzen, konnten flr diese ebenfalls andere

Molekile als MMPs und SPs von den Phagozyten genutzt werden.

Perizyten
Endotheliale_
Basalmembran
Endothelzellen —
<— Blutfluss
MAC-1
ICAM-1

Abbildung 1.6: Schematische Darstellung von préaferentiellen Migrationsstellen von

neutrophilen Granulozyten wéahrend der Transmigration durch das Endothel

Neutrophile Granulozyten durchqueren bei der Migration aus der Zirkulation in das Gewebe
drei Bereiche des Endothels: Die Endothelzellschicht, die endotheliale Basalmembran und
die Perizytenschicht. Hierzu nutzen sie Bereiche, in denen die Interaktionen zwischen den
Zellen nicht mehr so stark sind. Zudem durchqueren sie die Basalmembran in Regionen, in
denen die Membran eine geringe Menge an Matrixproteinen aufweist.

A: Endothelialer Zwischenraum

B: Endotheliale Basalmembranregion mit einer geringen Expression von Matrixproteinen
C: Freier Raum zwischen Perizyten

(modifiziert nach Kolaczkowska und Kubes, 2013)

Bevor Leukozyten die Basalmembran allerdings degradieren konnen, missen die Zellen
zunéchst die Endothelzellen passieren. Fir diese Migration sind, neben ICAM-1 und -2,
ebenfalls die Adhasionsmolekiile PECAM und CD31 entscheidend®®'. Beide werden
sowohl auf Phagozyten als auch auf Endothelzellen exprimiert und deren Interaktion
ermoglicht den Leukozyten zwischen den Endothelzellen  durchzuwandern.

Durchschnittlich benétigen Immunzellen zwei bis fiinf Minuten fiir diese Transmigration?.
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Weiterhin konnte aufgezeigt werden, dass Immunzellen die Fahigkeit besitzen durch eine
Endothelzelle zu wandern. Allerdings wird diese Wanderung nur in Ausnahmefallen
durchgefiihrt, da sie 20 bis 30 Minuten in Anspruch nimmt*®. Nachdem die Leukozyten die
Kollagen IV - reduzierten Regionen der Basalmembran erreicht haben, degradieren sie
diese und wandern in das Gewebe des infizierten Organs ein. Uber den Migrationsablauf
des Phagozyten vom Endothel bis hin zum infizierten Epithel ist nahezu nichts bekannt. Es
wird vermutet, dass chemotaktische Gradienten die Leukozyten zum Infektionsort leiten,

wobei unklar ist, um welche Molekiile es sich dabei handelt'®?°.

1.5.3 Die Migration von Phagozyten zum Infektionsort

Neutrophile Granulozyten und Makrophagen missen nach ihrem Eintritt in das Gewebe
dem subluminalen Chemokingradienten, der fiir die Transmigration der Leukozyten durch
das Endothel aufgebaut wird, tberschreiben koénnen, um nicht wieder zuriick in die
Zirkulation einzuwandern. Daher wird vermutet, dass anstelle von Chemokinen andere

chemotaktisch aktive Substanzen die Wanderung bis zum Epithel formen!®#28%7 |

n
Studien konnte aufgezeigt werden, dass solche Chemoattraktantien wie fLMP oder Cb5a
starkere chemotaktische Stimuli fiir neutrophile Granulozyten darstellen als Chemokine,
wie CXCL8 und LTB4®%22  phagozyten wiirden in diesem Fall den subluminalen
Chemokingradienten des Endothels ignorieren und dem neuen chemotaktischen
Gradienten zum Infektionsort folgen. Es werden eine Vielzahl von Vermutungen
angestellt, wie Phagozyten nach dem Eintritt in das infizierte Organ bis zum Infektionsort

16,24,29,58

gelangen , allerdings ist diese Wanderung bis zum und in das Epithel bisher noch

nicht vollstandig verstanden.

18



Einleitung
1.6 Zielsetzung

Der Verlauf der innaten Immunantwort wéhrend einer bakteriellen Infektion beruht auf der
Kooperation von verschiedenen mobilen Phagozyten, l6slichen Mediatoren und
navigierenden Botenstoffen. Vieler dieser Parameter sind bereits bekannt, beispielsweise
sind Makrophagen und Granulozyten, die mittels Mediatoren, wie Zytokinen und
Chemokinen miteinander interagieren, maf3geblich an der innaten Immunantwort beteiligt.
Teilprozesse der innaten Immunantwort, wie z.B. die endotheliale Migration, konnte
ebenfalls sehr detailliert aufgeschlusselt werden. Andere Teilprozesse dagegen, wie die
Regulation der Phagozyten innerhalb des infizierten Gewebes und deren Kommunikation
untereinander, sind bislang nicht im Detail analysiert worden.

Um vertiefte Erkenntnisse uber die Funktionsweise der innaten Immunantwort innerhalb
des infizierten Gewebes zu erhalten, ist das Ziel dieser Arbeit, zellulare und molekulare
Mechanismen bzw. Interaktionen zwischen den unterschiedlichen Leukozytentypen
wahrend einer bakteriellen Infektion in der Harnblase zu analysieren. Im Fokus der
Untersuchungen stehen insbesondere Ly6C™-, Ly6C* Makrophagen und neutrophile
Granulozyten. Zu diesem Zweck soll ein Modell genutzt werden, bei dem eine Zystitis
durch die Injektion von uropathogenen E.coli in das Lumen der murinen Harnblase
hervorgerufen wird.

Zunachst soll aufgeklart werden, ob die drei Phagozyten — Typen im Verlauf einer
Harnblaseninfektion miteinander interagieren und welche dieser Zellen die Migration von
neutrophilen Granulozyten zum Infektionsort koordinieren. Die Wanderung der
neutrophilen Granulozyten in das Uroepithel ist von duRerster Wichtigkeit, da sie dort auf
die Pathogene treffen und sie eliminieren, wodurch die Infektion abgewehrt wird. Zudem
sollen die fur die Kommunikation und Koordination dieser Immunzellen besonders
relevanten Mediatoren identifiziert werden. Von besonderem Interesse ist in diesem
Zusammenhang die Analyse des proinflammatorischen Zytokins TNFa. Es ist bekannt,
dass dieses Zytokin an einer Vielzahl von Interaktionen zwischen Immunzellen und
anderen Korperzellen beteiligt ist und bei zahlreichen Infektionsmodellen eine zentrale
Rolle spielt. Aus diesem Grund soll tberpriift werden, ob und auf welche Weise TNFa in
regulierenden Prozessen wahrend einer Zystitis relevant ist. Um diese immunologische
Mechanismen und Mediatoren zu untersuchen, sollen entsprechende ,,knock out”* (KO)
Mause mit WT Mausen in unterschiedlichen Versuchsansatzen verglichen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verwendete Gerate

Material und Methoden

Gerat

Firma

Avanti J-20 XP Zentrifuge

Beckman Coulter

Bechergléser, Messzylinder, Kolben

VWR

Begasungsanlage (Fluovac)

Havard Apparatus

Biofuge fresco

Heraeus

DurchfluBcytometer (FACS)

Becton Dickinson

Durchlichtmikroskop Leica
Einbettkasetten, weiss Labomedic
ELISA — Leser (Sunrise) TECAN
Entsorgungsbeutel Sarstedt
Eppendorfgeféalie Sarstedt
FACS Rdéhrchen Sarstedt

FACS Rohrchen (steril)

Becton — Dickinson

Falcon Rohrchen (15ml und 50ml)

Greiner Bio — One

Feinwaage

Ottaus

Fluoreszensmikroskop 1X71

Olympus

Gammabestrahlungsanlage

MCP (STS-GMBH)

Gefrierschrank (-20°C)

AEG

Gefrierschrank (-80°C)

Thermo Scientific

Glasflaschen (200ml, 500ml und 1000ml)

Simax

Glaspipetten (5ml, 20ml und 20ml)

Hirschmann

Hand Dispenser

Integra Bioscience

Inkubator (HERA cell 240) Heraeus
Kanulen (23G, 26G und 27G) Braun
Kihlschrank (4°C) Liebherr
Kryotom Leica

MACS Multistand (Magnet, Quadro MACS)

Miltenyi Biotec
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MACS Separation Columns

Miltenyi Biotec

Mauskafige Allentown und Techniplast
Mikrotom Leica

Multifuge 3 S-R Heraeus

Nitril Handschuhe (Micro touch) Asell

Nylon Filter (blau)

Becton Dickinson

Objekttrager und Deckglaser

Industrial Quality

Parafilm Bemis
Petrieschalen Sarstedt
pH Meter Heidolph
Pipetten (1000pul, 200pul, 100pl, 20ul, 10ul und 2,5ul) | Eppendorf

Pipettenspitzen (blau, gelb und weil?)

Greiner Bio-One

Rotlichtlampe

Philips

Scanner Canon LIDE Scanner
Schittler Edmund Buhler GmbH
Skalpell Feather Saftey Razor
Spritzen (1ml) Braun

Spritzen (2ml und 5ml)

Becton Dickinson

Sterilbank Heraeus
Thermomixer compact Eppendorf
Thermoschrank Agqua Lytic
Tischwaage Sartorius

Vasculon Plus

Becton Dickinson

Vortexer VWR
Woasserbad GFL
Zellkulturplatte (6-, 24- und 96- Well Platten) TPP
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2.1.2 Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Reagenzien Firma/Hersteller
Aceton Roth
Acrylamid Roth
Alexa Fluor 647 Phalloidin Invitrogen
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth
Anti-Biotin Microbeads Milteny
Avertin (2,2,2 - Tribromoethanol) Alderich

R - Mercaptoethanol Gibco
Bepanthen Bayer
Bovine Serum Albumin (BSA) PAA

Brij — 35 (10%, peroxidasefrei) AppliChem
Bromphenolblau Merck

Calciumchlorid (CaCly)

Sigma-Alderich

Calibrate beads (APC)

Becton Dickinson

CFSE

eBioscience

Chlodronat — Liposomen

Fakultat fur Zellbiologie und
Immunologie, Amsterdam

Collagen Il Invitrogen
CPS3 — Select — Agarplatten Biomerieux
Destiliertes Wasser Braun

Dinatriumhydrogenphosphat

Sigma-Alderich

DNAse | Sigma-Alderich
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat Roth

Essigséure Roth

Ethanol Roth

FCS PAA

Gelatine Roth

Gentamicin GIBCO

Glycin Sigma-Alderich
Golgi Plug (Protein-Transport-Inhibitor) Becton — Dickinson
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Hochst 33342 Invitrogen
Immumount Genetex
Instillgel Farco Pharma

Isofloran (100%)

Abbott

Kollagenase D

Sigma-Alderich

LPS

InvivoGen

Methanol

Roth

n — Ethylmaleimide (NEM)

Sigma-Alderich

n — Hexan

NeoLab Migge Laborbedarf

Natrium Azid (NaNs)

Sigma-Alderich

Natriumchlorid (NaCl)

Roth

Page Ruler Plus Protein Ladder

Thermo Scientific

Paraformaldehyd

Sigma-Alderich

PBS — Tabletten GIBCO
Penicillin/Streptomyzin PAA
Proteaseinhibitor Roche
Rekombinantes TNF alpha Protein (Human) eBioscience
Rekombinantes CXCL2 Protein (Maus) AbD Serotec
RPMI (- Glutamin /+HEPES) PAA

SDS ultra pure Roth
Streptomycin Sigma

TEMED Roth

Tissue — Tek Sakura
TrisBase Sigma-Alderich
TrisHCI Sigma-Alderich
TritonX — 100 Roth
Trockeneis Cleanas

Xylol (Isomere) Roth

Zink-Fix Leica
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2.1.3 Antikorper

Material und Methoden

Antikorper Klon Firma

anti — CCL2 2H5 BD Bioschience
anti— CD11b M1/70 BioLegend

anti — CD11c N418 BD Bioschience
anti — CD45 30-F11 BioLegend

anti — CD45.1 A20 BD Pharmingen
anti — CD45.2 104 eBioscience

anti — CD47 CC2C6 BioLegend

anti — CD54 (ICAM) YN1/1.7.4 eBioscience

anti — CD68 FA-11 ADbD Serotec
anti — CXCL1 48415 R&D Systems
anti — CXCL2 40605 R&D Systems
anti — CXCL5 61905 R&D Systems
anti —- CXCR2 (CD182) TG11 BioLegend

anti — F4/80 CLLA3-1 BioLegend

anti — GR1 RB6 — 8C5 BioLegend

anti — 1IgG2A 54447 R&D Systems
anti — 1gG2B 141945 R&D Systems
anti — Ly6C HK1.4 eBioscience
anti — Ly6G 1A8 BD Pharmingen
Fetse ST saen
anti — MMP9 Polyclonal Bioss

anti — MPO 2D4 Abcam

anti — Neutrophil elastase M -18 Santa Cruze Biotechnology
anti — TNFo MP6 — XT22 BioLegend

anti — Timpl CT Bioss
Streptavidin — 488 - Invitrogen
Streptavidin — 568 - Invitrogen
Streptavidin — 647 - Invitrogen
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2.1.4 Verwendete Kits

Material und Methoden

Kit

Firma

Alexa Fluor 647 Monoclonal Antibody
Labeling Kit

Invitrogen

Avedin/Biotin Blocking Kit

Vector Laboratories

Chemokine Flow Cytomix Multiplex Kit

eBioscience

Neutrophil Isolations Kit

Miltenyi Biotec

Th1/Th2 Flow Cytomix Multiplex Kit eBioscience
Mouse CXCL2/MIP-2 Quantikine ELISA Kit | R&D Systems
Mouse Total MMP-9 Quantikine ELISA Kit | R&D Systems
Mouse TIMP-1 Quantikine ELISA Kit R&D Systems
2.1.5 Verwendete Bakterienstdmme

Bakterien Genotyp
Uropathogener E. coli Stamm 536 (UPEC) 06:K15:H31
GFP - Uropathogener E. coli Stamm 536 06:K15:H31
2.1.6 Verwendete Mauslinien

Mauslinie Herkunft
C57B6/J Jackson oder Janvier
CCR2" Jackson

CD45.1/2 Jackson
CX3CR1*67P Jackson

CXCR2™" U. Panzer
MMP9™"- G. Opdenakker
TNFa™ Jackson
TNFR-1/27 H. Bliithmann
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2.1.7 Verwendete Pufferlésungen und Medien

Losungen Zusammensetzung
iy 0,1% BSA
0,1% BSA — L0Osung in PBS

0,1% Bromphenolblau
0,1% Bromphenolblau in dH,0

144g Glycerin

299 TrisBase
10 x Elektrophoresepuffer 10g SDS

in 1L dH0

50% Methanol

Entfarbeldsung 10% Essigsaure
40% dH,O

12g TrisBase
63g TrisHCI
_ 1179 NaCl
10 x Entwicklungspuffer 7,49 CaCl,
0,2% BriJ-35
in 1L dH,0O

0,1% FCS

FACS - Puffer 0,1% NaN3
In PBS

50mM TrisHCI (pH 7,6)
150mM NaCl
5mM CaCl,
0,05% BriJ—35
0,02% NaNj3;
Lysepuffer 0,1% TritonX — 100
in dH,0

pro 10ml Lysepuffer:
1 Tablette des Proteasehemmers
100 pg/ml Gentamicin
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NEM

25mg N - ethylmaleimide
0,3ml  Glycerin
in Iml dH,O

10 x Renaturierungspuffer

25% TritonX — 100
in dH,0O

Zellkultur — Medium

500ml RPMI 1640 Medium
5ml L-Glutamin
5ml  Penicillin/Streptavidin
50ml FCS
5,5ml [ — Mercaptoethanol

Zellkultur — Medium (Hungermedium)

500ml RPMI 1640 Medium
5ml L-Glutamin
5ml  Penicillin/Streptavidin
0,5ml FCS
5,5ml [ — Mercaptoethanol

2.1.8 Verwendete Programme

Programme Firma

Adobe Acrobat Adobe

Abobe Illustrator CS5 Adobe

BD FACS Diva BD Bioscience
EndNote Tomson Reuters
FlowJo Tree Star

Image J NIH

Microsoft Office Microsoft

Prism Graph Pad
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2.2 Methoden
2.2.1 Generierung einer Cystitis in M&usen

2.2.1.1 Uropathogene E. coli (UPEC) — Kultivierung

Fur die Herstellung der Bakteriensuspension zur Infektion von Mause werden
Bakterienzellen einer Dauerkultur des Stammes Uropathogener E. coli 536 (06:K15:H31)
in 200ml LB — Medium angeimpft und Gber Nacht bei einer Temperatur von 37°C
inkubiert. Zur Forderung der Typ-I-Pili-Expression auf der Oberflache der Bakterien,
wodurch eine verbesserte Infektionsstarke erreicht wird, wird die Bakterienkultur im
Waérmeschrank ohne Rotation kultiviert. Am darauf folgenden Tag wird die Kultur fir
zehn Minuten bei 4000rpm (Avanti J-20 XP Zentrifuge) zentrifugiert und das entstandene
Bakterienpellet in 2ml LB — Medium resuspendiert.

2.2.1.2 Infektion der Harnblase von M&usen mit Uropathogenen E. coli

Die zu infizierenden Mé&use werden mit Hilfe eines Isofluran — Narkosegerates (1,2%
Isofluran, zwei atm Sauerstoffdruck) in Narkose versetzt und unter Verwendung eines
Katheters (Plastikhiille einer 20G, BD Vasculon Plus Venenverweilkaniile) 100ul einer
Bakteriensuspension (ca. 5x10° Bakterien, siehe 2.2.1.1) in die Harnblase der Maus
injiziert. Um den Harnleiter beim Einflihren des Katheters nicht zu verletzen wird Instillgel
als Gleitmittel fur den Infektionsvorgang verwendet. Nach Abschluss der Infektion mit den
UPEC - Bakterien erwachen die Tiere anschlielend aus der Narkose. Die Infektionsdauer
ist vom Versuchvorhaben abhéngig und variiert zwischen 3, 6 oder 24 Stunden.

2.2.2 Entnahme von Vollblut, Mausserum, der Harnblase, Endpunkt- und

Sammel — Urin aus uninfizierten und mit UPECs infizierten Mé&usen

2.2.2.1 Gewinnung von Vollblut und Blutserum

Zur Gewinnung des Vollblutes wird die Maus zundchst mittels CO, — Begasung getotet,
der Brustkorb gedffnet und das vendse Blut mittels einer 26G-Kanile aus dem rechten
Ventrikel des Herzens entnommen. Zur Analyse des Vollblutes wird dieses in 10ul EDTA
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(0,5M) aufgenommen und weiter verarbeitet (siehe 2.2.3.2). Fir die Herstellung von
Blutserum dagegen wird das Vollblut ohne EDTA — Zusatz bei 10.000rpm fiir zehn
Minuten zentrifugiert und der Serum enthaltende Uberstand abgenommen.

2.2.2.2 Isolierung der Harnblase

Der Bauchraum der mit CO, getdteten Maus wird gedffnet und die Harnblase enthnommen.
Die Blase wird anschlielend in zwei gleich Grole Stiicke geteilt und in RPMI — Medium

mit darin enthaltenen Antibiotikum (Gentamicin, 100ug/ml) Uberfuhrt.

2.2.2.3 Gewinnung von Endpunkturin

Zur Gewinnung von Endpunkturin wird die Maus mit der Hand fixiert und der Urin mittels
sanften Driickens auf die Harnblase herausgeleitet und in einem Reaktionsgefal
aufgefangen. Anschlielend wird die Urinmenge bestimmt und je nach Versuchsvorhaben
weiter verarbeitet (siehe 2.2.4 und 2.2.7). Die Zeitpunkte der Urinentnahme variieren
zwischen 3, 6 und 24 Stunden.

2.2.2.4 Gewinnung von Sammelurin

Mit Hilfe von Stoffwechselkéfigen kann der gesamte Urin der Maus Uber eine langere
Zeitperioden gewonnen werden. Hierzu wird die Maus in dem Stoffwechselkéfig tber
einen Zeitraum von 12 bis 24 Stunden gehalten und der im Ké&fig gesammelte Urin in
regelméaligen Abstanden entnommen. Zu jedem Zeitpunkt wird die Urinmenge bestimmt
und weiter nach Protokoll verarbeitet (siehe 2.2.4 und 2.2.7).

2.2.3 Generierung von Einzelzellsuspensionen aus Mausgewebe

2.2.3.1 Herstellung von Homogenat aus der Harnblase

Die isolierte Blase (siehe 2.2.2.2) wird in 500ul Lysepuffer, mit enthaltenem Antibiotikum
(Gentamicin, 100ug/ml) und Proteasehemmer (eine Tablette in 10ml Puffer), gegeben und
fur 20 Minuten zur Eliminierung von extrazelluldren Bakterien auf Eis gehalten. Im

Anschluss wird die Blase mit Hilfe eines Ultra — Turrax T10 zerkleinert und die
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unléslichen Zellbestandteile bei 10.000rpm fiir zehn Minuten abzentrifugiert (Avanti J-20
XP Zentrifuge). Der Uberstand mit dem darin befindlichen Homogenat wird sofort
analysiert oder bei -20°C eingefroren.

2.2.3.2 Isolierung von Mauszellen aus dem Vollblut

Fir die Isolierung der Immunzellen aus dem Vollblut der Maus ist es Notwendig eine Lyse
der Erytrozyten vorzunehmen: Hierzu werden 100pl des Blutes mit 2ml RCB - Ldsung in
FACS - Rorchen vermengt und fir zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Nachfolgend wird die Zelllésung mit 4ml PBS oder FACS — Puffer gewaschen und fur
finf Minuten bei 1200rpm und 4°C zentrifugiert. Die Erytrozytenlyse wird im Anschluss
nochmals wiederholt.

2.2.3.3 Isolierung von Mauszellen aus der Harnblase

Nach Entnahme der Harnblase aus der Maus wird diese in 2ml Verdaumedium (PBS mit
2mg/ml Kollagenase, 100pug/ml DNAse und 100ug/ml Gentamicin) fiir 45 Minuten bei
37°C und 30rpm in einer 6-Well-Platte inkubiert und anschlieRend mit einem Kolben einer
5ml Einwegspritze zerkleinert. Die Zellsuspension wird daraufhin in FACS-Rd&rchen
uberfiihrt und bei 4°C und 1200rpm (Heraeus Multifuge 3 S-R) fir funf Minuten
zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wird fir die Zelloberflachenmolekilen mit
ausgewahlten Antikorpern und anschlieBender durchflusszytometrischen Analyse (siehe

2.2.4) weiter verwendet.

2.2.4 Immunofluoreszenzfarbung und durchflusszytometrische Analyse von

Harnblasen- und Blutzellen

2.2.4.1 Immunofluoreszenzfarbung von extrazellularen Molekilen

Um unspezifische Bindungen der Flourochrom-gekoppelten-Antikdrper zu vermeiden,
werden die isolierten Zellen aus dem Vollblut und der Harnblase zundchst mit einem
Antikorper inkubiert, der spezifisch an FC-Molekihle auf der Zelloberfldche bindet. Nach
einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei 4°C werden die Zellen mit 1ml FACS — Puffer
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gewaschen und bei 4°C, 1200rpm fur funf Minuten zentrifugiert (Heraeus
Multifuge3S-R). Im Anschluss erfolgt die Oberflaichenfarbung mit Hilfe der
Flourochrom-gekoppelten-Antikorper. Hierzu werden ausgewahlten Antikorper (siehe
2.1.3) zu austitrierten Mengen zu den Zellen zugegeben und fur 30 Minuten bei 4°C
inkubiert, im Anschluss mit 1ml FACS — Puffer gewaschen und fir fiinf Minuten bei
1200rpm und 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 200ul FACS - Puffer aufgenommen
und fir eine spatere Quantifizierung der Zellmenge mit jeweils 10.000 APC-Beads
versetzt. Die nachfolgende Analyse der Proben erfolgt im DurchfluBzytometer und wird
des weiteren mit der Software Flowjo (Tree Star Inc.) ausgewertet.

2.2.4.2 Immunofluoreszenzfarbung von intrazellularen Molekilen

Fur die intrazellulare Farbung von Molekilen ist es notwendig die Zellen nach der
Isolation (siehe 2.2.3) fur vier Stunden mit Golgi-Plug zu inkubieren. Um daraufhin
intrazelluldr gelegene Molekiile mittels flourezierenden Antikorpern farben zu kénnen,
mussen die Zellen nach der Oberflachenfarbung (siehe 2.2.4.1) zuné&chst fixiert und
permeabilisiert werden. Hierzu werden die Zellen fur 20 Minuten bei 4°C in einer 4%-
Formaldehydlésung gehalten und anschlieend mit 1ml FACS - Puffer zwei Mal
gewaschen. Daraufhin werden die Zellen flr finf Minuten bei 1200rpm zentrifugiert und
das Pellet fur zehn Minuten in 0,1% Triton aufgenommen. Im Anschluss werden die Zellen
wiederum zwei Mal mit 1ml FACS - Puffer gewaschen, zentrifugiert und die
Intrazellul&rfarbung durchgefiihrt. Um unspezifische Bindungen zu vermeiden, werden
Antikorper bzw. Phalloidin gegen die Molekiihle CCL2, CXCL1, CXCL2, CXCLS5 und F-
Aktin verwendet, die direkt mit dem Fluorochrom gekoppelt sind. Diese werden in
austitrierten Mengen zu den Zellen gegeben und die Zell-Antikorper-Lésung fur 30
Minuten bei 4°C inkubiert. Im Anschluss werden diese gewaschen, mit APC-Beads
versetzt, des weiteren am Durchflulizytometer ausgewertet und mittels der Software

Flowjo (Tree Star Inc.) analysiert.

2.2.4.3 Kopplung von Fluorochromen an Antikorper

Die Kopplung der Antikorper CXCL1, CXCL5, MIF und Neutrophil-Elastase mit
Fluorochromen wird mit dem ,,Alexa Fluor 647 Monoclonal Antibody Labeling Kit* von

Invitrogen durchgefunhrt.
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2.2.5 Detektion und Quantifizierung von Chemokinen, Zytokinen und

Proteasen in Blasenhomogeneten

2.2.5.1 Enzym — gekoppelter Immunadsorptionstest (ELISA)

Die Detektion und Quantifizierung der Proteine CXCL2, MMP9, TIMP1 und TNFa im
Blasenhomogenat werden mittels entsprechender ELISA der Firma R&D-Systems
durchgefhrt.

2.2.5.2 Multiplex Analyse mit ,,bead* basierter Methode

Die Expression der Chemokine (GM-CSF, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 und CCL7) und
der Cytokine (IFNg, IL-1a, IL-4, IL-5, L-6, IL-10, IL-17) in Homogenaten von infizierten
Harnblase werden mit den ,,Th1/Th2-,, und ,, Chemokine Flow Cytomix Multiplex Kits*

von eBioscience ermittelt.
2.2.6 Gelatine Zymographie

Die Gelatin-Zymographie ist ein direkter Nachweis fiir die gelatinolytische Aktivitat der
Matrix Metalloproteinasen zwei und neun. Hierzu werden die Homogenate der Harnblase
(siehe 2.2.3.1) oder die Zelliiberstande aus in vitro Kulturen (siehe 2.2.11.2) mit
Probepuffer vermengt, fir 15 Minuten darin inkubiert und im Anschluss auf ein
geletinehaltiges SDS-Gel aufgetragen. Die Seperation der Proteine, die unter
denaturierenden aber nicht-reduzierenden Bedingungen stattfindet, erfolgt bei 125V fir
120 Minuten. Nach der Elektrophorese erfolgt die Renaturierung der Proteine innerhalb
einer Stunde bei Raumtemperatur unter Einsatz von Retnaturierungspuffer. Nachfolgend
wird das Gel mit den darin befindlichen Proteinen bei 37°C fur 48 Stunden in
Entwicklungspuffer inkubiert. Innerhalb dieser Zeit zersetzen die nach Grole
aufgetrennten Matrix Metalloproteinasen zwei und neun die im Gel befindliche Gelatine.
Im Anschluss erfolgt die Farbung des Geles mit 0,5% Comassie fir 30 Minuten mit darauf
folgender Entfarbung. Die Areale, in denen sich die beiden Proteasen befinden und die
darin befindliche Gelatine zersetzt haben, sind ungefarbt. Das angefarbte Gel wird
darauthin mit Hilfe eines “Canon LIDE Scanners” aufgenommen und die Lichtstérke der
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ungefarbten Areale, die die Aktivitat der Proteasen wiederspiegelt, mit der Software
“Image J” ermittelt.

2.2.7 Quantifizierung der Infektionsstarke

Die Quantifizierung der Infektionsstérke erfolgt durch den Ausstrich von Urin (siehe 2.2.2)
bzw. Blasenhomogenaten (siehe 2.2.3) auf ,,CPS3-Select-Agarplatten®. Hierzu werden
verschiedene Verdinnungen (1:20, 1:400, 1:8000 und 1:160.000) des Urins bzw. des
Homogenetes mit PBS hergestellt und ausgestrichen. Die Agarplatten mit dem Ausstrich
werden tber Nacht bei 37°C inkubiert und die darauf entstandenen Bakterienkolonien
anschlieBend ausgezdhlt. Es werden ausschlielllich die rot-braunen Kolonien
berucksichtigt, da nur diese E. coli Bakterien darstellen. Kontaminationen, die durch
andersfarbige Bakterienkolonien erkennbar werden, sind eine Seltenheit und treten in der
Regel nur beim Ausstrich von Endpunkturin (siehe 2.2.2.3) auf. Die entsprechende
Bakterienlast wird pro Milliliter Urin bzw. pro Blase angegeben.

2.2.8 Invivo Chemokinblockade, Makrophagendepletion und CXCL2 -
Gabe

2.2.8.1 Blockade von Chemokinen

Mit Hilfe von blockierenden Antikdrpern wird die Wirkung der Chemokine CCL2,
CXCL1, CXCL2, CXCL5 und MIF in vivo aufgehoben. Hierzu wird der Maus jeweils
einer der blockierender Antikorper in einer Konzentration von 5ug/g Koérpergewicht
intravends verabreicht. Die Injektion der Antikorper erfolgt kurz vor der Infektion mit
UPECs.

2.2.8.2 Depletion von Ly6C positiven Makrophagen mittels Clodronate

Liposomen

Fur die Depletion von Ly6C positiven Makrophagen werden der Maus sechs Stunden vor
der Infektion 200ul Clodronat Liposomen in die Schwanzvene injiziert. Die Clodronat

Liposomen werden verbrauchsfertig vom Hersteller geliefert und daher in unverdinnter
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Form verwendet. Nach der Infektion der Maus mit UPECs hangt der weitere Verlauf vom
Versuchsvorhaben ab.

2.2.8.3 Injektion von CXCL2 in das Lumen der Harnblase

Im ersten Schritt werden TNFa”~ Mause mit UPECs infiziert (siehe 2.2.1) und 24h danach
erfolgt die Chemokin-Gabe. Dies hat den Grund, dass die neutrophilen Granulozyten sich
erstmals unter den Uroepithel ansammeln, bevor sie durch die CXCL2 - Injektion animiert
werden sollen in das Epithel einzuwandern. Am darauf folgenden Tag wird den M&usen zu
den Zeitpunkten 24h, 26h und 30h nach Infektion, 2,5ug CXCL2 in einem Volumen von
100ul in das Lumen der Harnblase injiziert. Als Kontrolle dienen TNFa" Méuse, die kein
Chemokin erhalten haben. Nach 33 Stunden wird die Harnblase herausprépariert und in
,» Tissue-Tek" eingebetet (siehe 2.2.10.2.1).

2.2.9 Generierung von Knochenmarks — Chiméren

Fur die Generierung von Knochenmarkschimaren werden die M&use zundchst mit Avertin
betdubt und mit dem Schmerzmittel Ketamin behandelt. Um das Austrocknen der Augen
zu verhindern werden diese mit einer Fettsalbe bestrichen und die Mduse anschlieRend mit
9 Gray bestrahlt. Am darauf folgenden Tag werden zwei Millionen Knochenmarkszellen
(KM) einer ausgewéhlten Spendermaus in die Schwanzvene der bestrahlten Maus injiziert.
Entsprechende Kombinationen sind: WT - KM in WT- bzw. TNFR™ - Maus, TNFR™" - KM
in WT- bzw. TNFR” - Maus oder TNFa"— KM in WT- bzw. TNFa™ — Maus. Firr die
Generierung von gemischten Knochenmarkschimaren (WT/ TNFR” = KM in WT- bzw.
TNFR” — Mause) werden den bestrahlten Méausen Knochenmarkszellen von WT- und
TNFR”" — Spendermausen in einem Verhaltnis von 50:50 injiziert. In einem Zeitraum von
zwei bis drei Monaten findet der vollstandige Austausch des Knochenmarks statt. Um den
Knochenmarksaustausch zu kontrollieren wird den Mausen in dieser Zeit regelmaRig Blut
entnommen und die darin befindlichen Immunzellen nach speziellen Markern der Spender-
bzw. Empfangermaus hin untersucht. Fur WT Mause werden als Spender in der Regel
CD45.1 — KO Méuse verwendet, so dass nach dem Austausch alle Immunzellen im Blut
und daher ebenso im Knochenmark diesen kongenen Marker aufweisen missen. Soll

TNFR”- oder TNFa — Knochenmark in eine WT Maus transferiert werden, so besitzt die
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Empféangermaus diesen kongenen Marker (CD45.1). In diesem Fall sind die
ausgetauschten Immunzellen negativ fir den kongenen Marker. Allerdings sind diese

immer noch fir den reguldarer Immunzellmarker CD45.2 positiv.

2.2.10Immunohistochemische Methoden

2.2.10.1 Herstellung und Farbung von Paraffin — Gewebeschnitten

2.2.10.1.1 Fixierung und Paraffineinbettung von Harnblasengewebe

Nach der Entnahme der Harnblase wird diese zur Fixierung fir finf Stunden und bei 4°C
in  10-prozentiger  Zink-Fix-Losung  eingelegt. Im  Anschluss erfolgt die
Gewebeentwasserung und die Einbettung der Harnblase in Paraffin, nach folgendem
Protokoll:

70% Ethanol 12 Stunden
70% Ethanol 40 Minuten
80% Ethanol 40 Minuten
90% Ethanol 40 Minuten
2x  absolut Ethanol 40 Minuten
2 X 50 :50 Ethanol : Xylol 30 Minuten
2 X Xylol 30 Minuten
3x Paraffin 25 Minuten

Am darauf folgenden Tag wird das Organ in eine Histokasette transferiert und mit 60°C
heiBem Paraffin ibergossen. Nach dem Erkalten konnen die entstandenen Paraffinblocke
mit den darin enthaltenen Harnblasen am Mikrotom geschnitten werden.
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2.2.10.1.2  Anfertigung von Schnittprédparaten am Mikrotom

Die Gewebeschnitten werden mit Hilfe eines Mikrotoms bei Raumtemperatur angefertigt.
Hierzu werden 5um dicke Schnitte hergestellt, die zur Entfaltung in ein 37C° warmes
Wasser Uberfiihrt werden. Die auf der Wasseroberflache schwimmenden Schnittpréparate
werden anschlieBend auf Objekttrager aufgezogen und tber Nacht bei 37°C getrocknet.
Nach dem Trocknungsvorgang werden die Schnitte unterschiedlichen Farbemethoden
unterzogen (siehe 2.2.10.1.3 und 2.2.10.1.4).

2.2.10.1.3 Antikorperfarbung

Die Antikorperfarbung der in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitte erfolgt im Labor von
Professor Dr. Grone (Experimentelle Pathologie) an der Universitat von Heidelberg. Fur
die Farbung wird der fir Granulozyten spezifische Antikérper Ly6G verwendet, der
wahrend des Farbevorgangs mit einer Peroxidase gekoppelt wird. Zur Visualisierung wird
anschlieBend eine Peroxidasefarbung mit 2,3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) durchgefiihrt.
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2.2.10.1.4 Hamatoxylin — Eosin — Farbung

Fliir die Hamatoxylin - Eosin - Farbung der Schnittprdparate wird das folgende

Farbeprotokoll eingehalten:

3 X Xylol 10 Minuten
dH,0 10 Sekunden
2X  absolut Ethanol 5 Minuten
90% Ethanol 5 Minuten
70% Ethanol 5 Minuten
dH,0 10 Sekunden
Hé&matoxylin 5 Sekunden
dH.0 2 Minuten
0,2% Eosin 5 Sekunden
dH.0 2 Minuten
70% Ethanol 5 Minuten
90% Ethanol 5 Minuten
2X  absolut Ethanol 5 Minuten
3 X Xylol 10 Minuten

Im Anschluss werden die gefarbten Gewebeschnitte iber Nacht getrocknet, mit Hilfe von
Glycergel und Deckglésern eingebettet und am Durchlichtmikroskop ausgewertet.

2.2.10.2 Herstellung und Farbung von Kryo — Gewebeschnitten

2.2.10.2.1 Anfertigung von Schnittpraparaten am Kryotom

Nach Entnahme der Harnblase, wird diese in Kryoschélchen mit ,, Tissue-Tek” eingebetet
und zum gefrieren auf ein eine Mischung aus Trockeneis und n-Hexan gegeben. Mit Hilfe
des Kryostaten werden bei einer Temperatur von 17°C 6um dicken Gewebeschnitte

hergestellt, die im Anschluss fiir eine Stunde bei RT getrocknet werden. Im néchsten
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Schritt werden die Gewebeschnitten mit Antikorpern angeféarbt oder bis zur Farbung bei -
20°C aufbewahrt.

2.2.10.2.2 Farbung der Kryoschnitte mit spezifischen Antikorpern

Zur Fixierung werden die Gewebeschnitte zunéchst fiir zehn Minuten bei 70°C getrocknet
und anschlieRend fir zehn Minuten in Aceton gehalten. Nach dem Verdunsten des Acetons
werden die Schnitte mit 1% BSA fur eine Stunde geblockt. Im néchsten Schritt werden
spezifisch die intrazelluléar gelegenen Biotine mit einem ,,Avedin/Biotin-Blocking-Kit*
entsprechend des Herstellerprotokolls geblockt und danach mit 1% BSA gewaschen.
AnschlieRend wird der Primarantikorper (Ly6G — Biotin) in einer Verdunnung von 1:200
auf die Gewebeschnitte gegeben und diese fir 12h im Kihlschrank bei 4°C inkubiert. Am
darauf folgenden Tag werden die Schnitte wiederum mit 1% BSA gewaschen und mit dem
Sekundarantikorper Streptavidin-AF488 bzw. —AF647 (1:1000) fir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend werden die Gewebeschnitte mit 1% BSA
gewaschen und daraufhin mit Lug/ml DAPI inkubiert. Nach zehnmintiger Inkubation bei
Raumtemperatur werden die Schnitte wiederum mit 1% BSA gewaschen, kurz in
desteliertes Wasser geschwenkt und mit ,,Immumount® eingedecklet. Nachdem trocknen
der Schnitte werden die angefdarbten Gewebeschnitte am Fluoreszensmikroskop

ausgewertet.

2.2.111solation, adaptiver Transfer und in vitro Kulturen von neutrophilen
Granulozyten bzw. Ly6C positiven Makrophagen aus dem

Knochenmark

2.2.11.1 Isolation von neutrophilen Granulozyten

Zur Isolierung von neutrophilen Granulozyten aus dem Knochenmark werden die
Hinterbeine der Maus (Ober- und Unterschenkel) herausprapariert und die Knochen
vollstdndig von der Muskulatur getrennt. Die Beine werden mit PBS gesdubert und das
Knochenmark mittels einer Kaniule (26G) mit eiskaltem PBS herausgespilt. Die
Knochenmarkszellen werden mit 40ml PBS gewaschen und bei 1200rpm und 4°C fir zehn
Minuten zentrifugiert. Die Isolierung der neutrophilen Granulozyten erfolgt im Anschluss
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mit Hilfe des ,,Neutrophil Isolation Kits“ von Milteny Biotec. Sdmtliche Isolationsschritte

finden hierzu unter sterilen Bedingungen statt.

2.2.11.2 In vitro Stimulation von neutrophilen Granulozyten

Nach der Isolierung der neutrophilen Granulozyten aus dem Knochenmark (siehe 2.2.11.1)
werden jeweils 200.000 Granulozyten mit RPMI — Medium (1% FCS und 1%
Penicillin/Streptavidin) und entsprechenden Stimulanzen in einem ,,96-flach-Well*
kultiviert. Die Stimulation der Zellen erfolgt bei 37°C mit 10ng/ml TNFo und/oder
10ng/ml CXCL2 fir sechs Stunden. Als Kontrolle dienen Granulozyten, die lediglich mit
RPMI — Medium kultiviert werden. Nachfolgend wird die Zellsuspension fur zehn
Minuten bei 1200rpm zentrifugiert und der Uberstand mit den sezenierten Proteinen
abgenommen und bei -20°C eingefroren. Die Uberstande werden im Anschluss nach ihrer
MMP2/9- Aktivitat durch die Gelatine Zymographie analysiert (siehe 2.2.6).

2.2.11.3 Adaptiver Transfer von neutrophilen Granulozyten

Die aus dem Knochenmark isolierten WT- (CD45.1) und TNFR™- (CD45.2) Granulozyten
werden fir zehn Minuten und 37°C mit 5uM CFSE inkubiert und die Reaktion nach
Ablauf der Zeit mit 1% BSA abgestoppt. Die Granulozyten werden nochmals mit PBS
gewaschen, bevor sie (2x10°Zellen/200pl) in die Schwanzvene der Maus injiziert werden.
Die weitere Analyse der transferierten Granulozyten hdngt vom Versuchsvorhaben ab. Die
Rekrutierung der Zellen in die infizierte Harnblase bzw. in den Urin findet mittels
Durchflusszytometrie (siehe 2.2.4) statt. Dagegen wird die Position der transferierten
Granulozyten innerhalb der Harnblase tber histologische Methoden (siehe 2.2.10)

ausgewertet.

2.2.11.4 Isolation von Ly6C positiven Makrophagen

Im ersten Schritt werden Knochenmarkszellen aus der Maus isoliert (siehe 2.2.11.1). Die
aufgereinigten Knochenmarkszellen werden mit einem Antikdrper (1:200), der spezifisch
FC-Molekiihle auf der Zelloberflache bindet, fur 30 Minuten bei 4°C inkubiert, mit 10mi
MACS-Puffer gewaschen und fur finf Minuten bei 1500rpm zentrifugiert. Anschlie}end
werden die Zellen in eine Farbeldsung aufgenommen, die die Antikorper Ly6G-Biotin und
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CD11c-Biotin in einer Konzentration von 1 zu 200 enthalt. Nach 30 min(tiger Inkubation
bei 4°C werden die Zellen wiederum mit 10ml MACS-Puffer gewaschen, fir fiinf Minuten
bei 15000rpm zentrifugiert und in einem Milliliter MACS-Puffer aufgenommen. Es
werden 50ul Anti-Biotin-MicroBeads zu der Zellsuspension zugegeben und diese fur 15
Minuten bei 4°C in der Losung inkubiert. Im Anschluss werden die Zellen mit 10mi
MACS-Puffer gewaschen, bei 15000rpm zentrifugiert und die Zellen in 3ml MACS-Puffer
aufgenommen. Im né&chsten Schritt wird die Seperationsséule in einen magnetischen
Tréger eingesetzt und finf Milliliter MACS-Puffer auf die S&ule gegeben. Nachdem der
Puffer durch die Saule durchgelaufen ist, wird die Zellsuspension auf die S&ule gegeben
und die durchgeflossenen Zellen, die keine Beads gebunden haben, aufgefangen. Um alle
ungebunden Zellen aus der Sdule herauszuspilen, wird die Seperationssdule zusatzlich drei
Mal mit 3ml MACS-Puffer gewaschen. Nach dieser Seperation wurden nun alle Zellen, die
Ly6G (neutrophile Granulozyten) oder CD11c (dendritische Zellen) Marker aufweisen aus
der Zellsuspension isoliert.

Um nun die Ly6C positiven Makrophagen aus der gewonnenen Zellsuspension zu
isolieren, werden die Zellen fir 30 Minuten bei 4°C mit dem Antikoérper Ly6C-Biotin
(1:200) inkubiert und der beschriebene Seperationsvorgang wiederholt. Nachdem die
Seperationssaule allerdings drei Mal mit Puffer gewaschen wurde, wird die Sdule vom
magnetischen Trager getrennt und die Ly6C positiven Makrophagen aus der Sdule
aufgefangen. Um alle Zellen aus der Sdule zu entfernen wird diese nochmals mit 5
Milliliter MACS-Puffer durchspult.

2.2.11.5 Adaptiver Transfer von Ly6C positiven Makrophagen

Die zu injizierenden Ly6C" Makrophagen werden nach der Isolation (siehe 2.2.11.4) mit
20ml PBS gewaschen und fir funf Minuten zentrifugiert. Im Anschluss werden die
Makrophagen entsprechen der Zellzahl in PBS aufgenommen (1x10° Zellen/200ul) und in
die Schwanzvene von infizierten TNFo™ Mause injiziert. 24 Stunden nach der Infektion
wird die Blase der KO — Tiere entnommen, Paraffinschnitte hergestellt, die Schnitte mit
dem Antikorper Ly6G angefarbt und die Lage der neutrophilen Granulozyten analysiert.
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2.2.12 Analyse der chemotaktischen Migration von neutrophilen Granulozyten

in vitro

2.2.12.1 ,, 1ranswell* — Migrationsanalyse von neutrophilen Granulozyten

Nach der Isolation der neutrophilen Granulozyten aus dem Knochenmark von WT und
TNFR” Mausen (siehe 2.2.11.1) werden diese mit dem Zytokin TNFa (10ng/ml) in 10ml
RPMI — Medium mit 0,5% FCS fur 4 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Als
Kontrolle dienen Zellen der beiden Maustypen, die lediglich mit dem Medium inkubiert
werden. Nach der Stimulation werden die neutrophilen Granulozyten gezahlt und 2x10°
Zellen in 200ul RPMI — Medium mit 0,5% FCS in die obere Kammer eines ,, Transwells*
mit einer PorengrofRe von 3um gegeben. In die untere Kammer werden ein Milliliter des
selben Mediums mit unterschiedlichen Konzentrationen des Chemokins CXCL2 oder des
Chemoattraktants C5a (0, 10, 20 und 200ng/ml) gegeben. Nach Beendigung der
Inkubationszeit von 6 Stunden bei 37°C und 5% CO; werden die verbliebenen Zellen in
der oberen Kammer und die migrierten Zellen in der unteren Kammer entnommen, mit
Hilfe des Antikorpers Ly6G (siehe 2.2.4) angefarbt und die Zellzahl am
DurchfluBzytometer bestimmt. Anhand der Zellzahlen in der oberen und unteren Kammer
kann der Prozentsatz der migrierten Zellen in die untere Kammer des ,, Transwells*

ermittelt werden.

2.2.12.2 3D-Kollagen-Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten

Die isolierten wildtypischen neutrophilen Granulozyten werden zunéchst mit 10ng/mi
TNFa in 0,5% FCS-RPMI — Medium oder zur Kontrolle nur mit dem Medium fir vier
Stunden bei 37°C und 5% CO; inkubiert. AnschlieBend wird das im Medium enthaltene
TNFa durch zwei maliges Waschen mit 0,5% FCS-RPMI — Medium entfernt und die
Zellen im Medium auf Eis gehalten.

Im néchsten Schritt wird das 3D-Gel vorbereitet, indem Kollagen-1 mit 7,5%igem
Natriumbicarbonat und 10 x MEM auf Eis und unter sterilen Bedingungen vorsichtig
vermengt werden. Im Anschluss werden die neutrophilen Granulozyten mit einer Ratio
von 2:1 (Kollagengel : Zellen) in den Mix zugegeben, so dass sich pro Ansatz letztendlich
2x10° Zellen in 150ul Gel befinden. Das Zell-Gel-Gemisch wird daraufhin in eine
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Chemotaxis-Kammer geflllt und zur Polymerisation des enthaltenen Kollagens fur 90
Minuten bei 37°C und 5% CO, gehalten. Nachdem das Gel auspolymerisiert ist, wird das
Chemokin CXCLZ2 in einer Konzentration von 10ng/ml auf das Gel gegeben und mit Hilfe
eines automatisierten TE Eclipse Mikroskop Zeitserien (ca. 10 Stunden) von motilen
neutrophilen Granulozyten im 3D-Kollagen-1-Gel aufgenommen. Wahrend der
Aufnahmen herrscht eine Temperatur von 37°C, so dass die Zellen zur Migration eine
optimale Umgebungstemperatur besitzen. Die Migrationsgeschwindigkeit der neutrophilen
Granulozyten und die Direktionalitdt der Zellmigration zum Chemokin wird mit dem

Programm Image J ausgewertet.

2.2.13Statistik

Die Signifikanzen wird mit Hilfe des ANOVA plus und zur Bestatigung zusétzlich mit
dem Bonferroni Test berechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Relevante Immunzellen in der Zystitis

Zur Analyse der in der Zystitis relevanten Immunzellen, wurde die Présens der Zellen vor
und wahrend einer Harnblaseninfektion mit uropathogenen E.coli durchfluBzytometrisch
untersucht. Mit Hilfe der in Abbildung 3.1A dargestellten FACS-Daten lassen sich nun in
der uninfizierten und der infizierten Harnblase zwei unterschiedliche Makrophagentypen
definieren, die beide den fur Makrophagen typischen Zellmarker F4/80 aufweisen, sich
allerdings in der Expression des Markers Ly6C unterscheiden (Ly6C  und Ly6C"
Makrophagen). Des Weiteren erscheint nach der Infektion eine dritte Zellpopulation in der
Harnblase, die aufgrund des fehlenden F4/80-Signals und der Ly6G- (Daten sind nicht
dargestellt) und Ly6C- Expression als neutrophile Granulozyten identifiziert wurde. Im
nachsten Schritt wurde die Anzahl dieser drei Zelltypen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
wéhrend der Infektion analysiert. Wie in Abbildung 3.1B zu sehen ist, steigt die Anzahl
der Ly6C" Makrophagen in einem Zeitraum von 48h nach der Infektion nur leicht bis gar
nicht an. Die Zellanzahl der Ly6C* Makrophagen, die auch als inflammatorische
Makrophagen bezeichnet werden, dagegen steigt in einem Zeitraum von 24 Stunden stetig
an, bis sie nach 48 Stunden wieder absinkt. Die Abnahme dieser Zellen kdnnte mit einer
verbesserten Infektion im Zusammenhang stehen, da ein vergleichbar starker Abfall in der
Zellzahl von neutrophilen Granulozyten zum gleichen Zeitpunkt stattfindet. Durch den
Vergleich der Zellmenge der Ly6C* Makrophagen mit der derjenigen neutrophilen
Granulozyten wird deutlich, dass bedeutsam mehr Granulozyten als Makrophagen
wahrend einer UPEC-Infektion in die Harnblase rekrutiert werden.

Um potentielle Unterschiede in der Funktion der drei Immunzellen zu analysieren, wurde
die Lage der Zellen im Gewebe mittels histologischer Schnitte von uninfizierten und
infizierten Harnblasen untersucht (Abbildung 3.1C). Hierzu wurden CX3CR1""- Mause
verwendet, in denen alle CX3CR1 positive Zellen, welche vornehmlich Makrophagen sind,
den grunen Farbstoff GFP exprimieren. Zusétzlich wurden die Schnitte mit einem
Fluorochrom gekoppelten Antikdrpern gegen den Marker Ly6C angefarbt, so dass in den
histologischen Schnitten Ly6C Makrophagen griin (CX3CR1"®™ positiv), Ly6C*
Makrophagen gelb (CX3CR1"" und Ly6C positiv) und neutrophile Granulozyten rot
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Abbildung 3.1: Vorkommen und Lokalisation von Immunzellen in der Zystitis

A FACS - Analysen von un- und infizierten Blasenhomogenaten von CX3CR1"¢" Mausen. Neutrophile
Granulozyten, Ly6C*- und Ly6C" - Makrophagen werden anhand der Marker GR-1 und F4/80 identifiziert. B
Anzahl von Neutrophile Granulozyten, Ly6C*- und Ly6C - Makrophagen in der Harnblase zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach einer Infektion mit UPECs. C Ly6C" geférbte Kryoschnitte von un- und
infizierten CX3CR1"®F" Mausen. Zu erkennen sind Ly6C™ Makrophagen (griin), Ly6C* Makrophagen (gelb)
und neutrophile Granulozyten (rot). D Ausz&hlungen der verschiedenen Zelltypen in Bindegewebe und
Uroepithel der in C dargestellten Kryoschnitte. E Phagozytoseaktivitat von Harnblasenzellen nach Infektion
mit GFP* UPECs. Dargestellt ist der Anteil der jeweiligen Zelltypen an der Gesamtzahl GFP* Zellen.

(Ly6C positiv) erscheinen (Abbildung 3.1C). In den histologischen Schnitten der
uninfizierten Maus ist zu erkennen, dass sich die beiden Makrophagentypen hauptséchlich
im Bindegewebe der Harnblase befinden und neutrophile Granulozyten nahezu abwesend
sind. Zur genauen Analyse wurden die drei unterschiedlichen Zelltypen in den
histologischen Schnitte der infizierten M&ause ausgezahlt. Die Auszéhlungen sind in
Abbildung 3.1D wiedergegeben. Wie bereits in der uninfizierten Harnblase zu erkennen
war, befinden sich Ly6C™- und Ly6C* - Makrophagen vorwiegend im Bindegewebe,
wahrend sich die Hauptzahl der neutrophilen Granulozyten im Uroepithel wiederfindet.

Um aufzuklaren, welche der drei Immunzellen fur die Phagozytose von Bakterien
innerhalb der Harnblase verantwortlich ist, wurden Wildtypmduse mit GFP-
exprimierenden UPECs infiziert und der Zelltyp ermittelt, der prozentual am meisten griin
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fluoreszierende Bakterien aufgenommen hatte. Wie in Abbildung 3.1E verdeutlicht wird,
phagozytieren neutrophile Granulozyten mit 87% den GroRteil der Bakterien, wéhrend
Ly6C- und Ly6C" - Makrophagen mit jeweils 5% nur einen kleinen Prozentsatz der
Phagozytose ausmachen. Zellen, die als CD45 bezeichnet werden, sind Zellen des
Blasengewebes und es ist zu vermuten, dass diese keine Phagozytose betreiben, sondern in
diesem Fall mit GFP exprimierenden UPECs infiziert sind.

3.2 Chemokin- und Zytokinproduktion von Immun- und Gewebezellen

wahrend der Zystitis

Chemokine und Zytokine sind fur die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und
Monozyten in das infizierte Gewebe notwendig. Zur Ermittlung des Zelltypen, der fiir die
Produktion von rekrutierenden Chemokinen, wie beispielsweise CCL2, CXCL1, CXCLZ2,
CXCLS5 und MIF bzw. des Zytokins TNFa wahrend der Zystitis verantwortlich ist, wurden
diese Molekile nach der Infektion der Harnblase intrazellular angefarbt und
durchflullizytometrische ausgewertet. In Abbildung 3.2A sind die entsprechenden
Histogramme mit den dazugehorigen Isotypkontrollen dargestellt. Es ist zu erkennen, dass
eine Farbung fur die oben erwdhnten Chemokine ausschlieflich bei den Ly6C
Makrophagen zu beobachten ist. Dieser Zelltyp zeigt allerdings keinen Unterschied in der
Expression von TNFa zum eingesetzten Kontroll-Isotypen. Makrophagen, die den Marker
Ly6C exprimieren, zeigen dagegen ein zum Isotypen positives Signal fur den Antikdrper,
der spezifisch filr TNFo ist. Fir neutrophile Granulozyten (Ly6G") ist kein auffalliger
Unterschied zwischen den eingesetzten Isotypen und den Antikdrpern gegen die
Chemokine und dem Zytokin TNFo zu erkennen. Des Weiteren wurde mit Hilfe der
mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) und der Zellanzahl der Prozentsatz ermittelt, zu dem
die Chemokine bzw. TNFoa von den einzelnen Zelltypen innerhalb der Harnblase
exprimiert werden (Abbildung 3.2B). Die entsprechenden prozentualen Angaben aus
Abbildung 3.2B sind in Tabelle 2 nochmals aufgefuhrt. Wie bereits die Histogramme in
Abbildung 3.2A verdeutlichen, erfolgt die Produktion der Chemokine MIF (75%), CXCL1
(85,5%), CXCL2 (73%) und CXCL5 (80,5%) sechs Stunden nach der Infektion
hauptséchlich durch Ly6C™ Makrophagen. Ca. 20% der Produktion der beiden Chemokine
CXCL2 und CXCL5 werden allerdings ebenfalls von Gewebezellen der Harnblase, wie
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Abbildung 3.2: Chemokin- und Zytokin — Produktion durch neutrophilen Granulozyten, Ly6C*- und
Ly6C - Makrophagen wahrend der Zystits

A Durchflusszytometrische Analysen der zellspezifische Expression der Chemokinen MIF, CXCL1, CXCL2,
CXCLS5, CCL2 und des Zytokins TNFa 6 Stunden nach der Infektion mit UPECs. B Die Gesamtmenge des

entsprechenden Chemokins bzw. TNFa innerhalb der Blase wurde mit Hilfe der Formel: Zellzahl x MFI
(mittlere Fluoreszenzintensitat) berechnet.

Tabelle 2: Chemokin- und Zytokinproduktion von Immun- und CD45" Zellen
wahrend der Zystitis

% Ly6C Ly6C” Neutrophile CD45

Makrophagen | Makrophagen | Granulozyten Zellen
MIF 75 3,6 0,4 21
CXCL1 85,5 0,7 13 0,8
CXCL2 73 55 1,3 20,2
CXCL5 80,5 0,5 0,5 18,5
CCL2 18,5 34,5 4,5
TNFa 55 3,5 3,5

beispielsweise Epithelzellen, produziert. Dagegen wird das Chemokin CXCL1 zu 13%
ebenso von neutrophilen Granulozyten produziert. Das Chemokin CCL2, das eine
besondere Bedeutung fiir die Rekrutierung von Makrophagen in das infizierte Gewebe hat,
wird anders als die bereits genannten Chemokine von allen dargestellten Immunzelltypen
hergestellt: Zu 42% erfolgt die Produktion durch Ly6C*- und zu 18,5% durch Ly6C" -
Makrophagen. Neutrophile Granulozyten tragen ebenfalls einen Teil zur Produktion dieses
Chemokins bei (34,5%), wogegen CD45 - Zellen mit 4,5% keine relevanten Mengen
exprimieren. Sechs Stunden nach der Infektion wird das Zytokin TNFo wiederum

hauptséchlich von einem einzelnen Zelltyp hergestellt: Mit 79% wird der Grof3teil von
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Ly6C* Makrophagen produziert, Ly6C~ Makrophagen, neutrophile Granulozyten und
CD45" Zellen dagegen tragen lediglich mit 3-5% zur Produktion bei. Somit produzieren
Ly6C" Makrophagen hauptsdchlich Chemokine, die chemotaktisch auf neutrophile

Granulozyten wirken, und Ly6C* Makrophagen dagegen das proinflammatorische TNFo.

3.3 Rekrutierung von Neutrophilen Granulozyten und Ly6C" Makrophagen

in die Harnblase und die Bakterienlast nach einer Chemokinblockade

Zur Analyse der Relevanz der untersuchten Chemokine und des Zytokins TNFa fir die
Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten und der inflamatorischen Ly6C"
Makrophagen in die infizierte Harnblase, wurden die Chemokine mit Hilfe von
spezifischen Antikorpern in vivo blockiert oder ausgewdéhlte KO - Tiere verwendet
(Abbildung 3.3A).

In Abbildung 3.3A ist nach entsprechender Behandlung die Anzahl der neutrophilen
Granulozyten in die infizierte bzw. uninfizierte Harnblase dargestellt. Nach Blockade der
Chemokine MIF und CXCL1 ist die Anzahl der neutrophilen Granulozyten zu denen des
unbehandelten Wildtypen signifikant reduziert. Die Menge der Granulozyten nach
Blockierung der Chemokine CCL2, CXCL2 und CXCL5 entspricht dagegen der Menge
des Wildtypen. Fehlt der Rezeptor fiir die Chemokine CXCL1, CXCL2, CXCL5 und MIF
(CXCR2), so ist auch in dieser Maus eine starke Reduktion der Neutrophilenanzahl im
Vergleich zu derjenigen des Wildtypen zu erkennen. Der Vergleich zwischen dem
Wildtypen und der TNFR”, CCR2” bzw. einer mit Chlodronat Liposomen (CL)
behandelten Maus zeigt, dass die Zahl der Granulozyten in den KO- bzw. der CL -
Mausen stark erhoht ist.

Abbildung 3.3B zeigt nach der jeweiligen Behandlung der Maus die Rekrutierung der
Ly6C* Makrophagen in die infizierte Harnblase. Nach der Blockade der Chemokine
CXCL2 und CXCLS5 entspricht die Anzahl der Makrophagen derjenigen des Wildtypen.
Zudem zeigt die TNFR” Maus &hnliche Makrophagenmengen wie die Wildtypmaus. Die
Infiltration der Ly6C" Makrophagen ist allerdings nach der Blockade der Chemokine MIF,
CXCL1 und CCL2 bzw. der Depletion der Makrophagen durch Chlodronat Liposomen im
Vergleich zum Wildtypen erniedrigt. Eine solche Verminderung in der Zellzahl der Ly6C*
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Abbildung 3.3: Rolle von Chemokinen und TNFa auf die Zellrekrutierung
und bakterielle Last wéhrend der Zystitis

A/B Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten (A) und Ly6C* Makrophagen
(B) in die infizierte Harnblase von Wildtypmausen, Wildtypmausen nach einer
Blockade der Chemokine MIF, CXCL1, CXCL2, CXCL5, CCL2 und CXCR2™"
-, CCR2™-, TNFR”" - Mausen, sowie mit Chlodronat Liposomen depletierten
Wildtypmause. C Dargestellt ist die bakterielle Last der Mause aus A und B.

Makrophagen zum Wildtypen ist ebenfalls in den CXCR2"- und CCR2" Mausen zu
erkennen.

Neben der Rekrutierung der inflamatorischen Immunzellen in die Harnblase, wurde die
bakterielle Last in Wildtyp-, CXCR2"-, TNFR™-, CCR2" - Mausen nach
Chemokinblockade oder nach der Depletion mit Chlodronat Liposomen ermittelt. Nach der
Blockade der Chemokine MIF, CXCL1, CXCL2 und CCL2 ist in der Harnblase eine zum
Wildtypen bzw. Isotypen erhohte bakterielle Last zu erkennen, wogegen die
Bakterienanzahl nach der Blockade des Chemokins CXCL5 derjenigen des Wildtypen
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entspricht. Die Menge der Bakterien in der Harnblase aller KO — Mdusen ist zu derjenigen
des Wildtypen signifikant erhoht.

Demzufolge sind die beiden Chemokine CXCL1 und MIF fir die Rekrutierung der
neutrophilen Granulozyten und CCL2 fur die Rekrutierung von Monozyten wahrend einer
Zystitis verantwortlich. Weiterhin wird deutlich, dass die bakterielle Last in Mausen, in
denen die Anzahl von Granulozyten und Ly6C* Makrophagen im Vergleich zum Wildtyp
reduziert ist, stark erhoht ist. Eine Ausnahme stellen TNFR™- und CL depletierte Mause
dar, denen TNF produzierende Makrophagen fehlen. Trotz einer erhéhten Anzahl von
Granulozyten ist die bakterielle Last hoher als diejenige von Wildtypmausen.

3.4 Phanotyp der TNFR™ Maus

Um die genaue Position der neutrophilen Granulozyten innerhalb der Harnblase in An- und
Abwesenheit der TNFa-Rezeptoren zu ermitteln, wurden Paraffinschnitte von infizierten
WT- und TNFR” — Harnblasen hergestellt und die Granulozyten mit Hilfe eines Ly6G
spezifischen Antikorpers angeféarbt (Abbildung 3.4A). Um eine ausreichende Menge und
eine reprasentative Verteilung der Granulozyten in der Harnblase zu erhalten, wurde die
Analyse zu einem spéateren Zeitpunkt (24 Stunden nach der Infektion) durchgefiihrt.
Durch die Anfertigung von Serienschnitte war es weiterhin moglich, denselben Bereich der
Blase nicht nur mit dem oben genannten Antikorper, sondern gleichzeitig mit den
Farbemittel Hadmatoxilin — Eosin (HE) anzufarben. Wie in Abbildung 3.4A zu erkennen ist,
kann mit Hilfe der HE-Farbung das lila gefarbte Epithel sehr gut vom hellrosa geféarbten
Bindegewebe unterschieden werden. Der Vergleich der unterschiedlich gefarbten Schnitte
ermoglicht daher eine genaue Analyse der Lokalisation der neutrophilen Granulozyten
innerhalb der verschiedenen Gewebeabschnitte. Rechts (Abbildung 3.4A) sind Schnitte der
Harnblase einer Wildtypmaus dargestellt. In der Ubersicht und in der VergroRerung der
Schnitte ist zu erkennen, dass sich die hier in braun geférbten neutrophilen Granulozyten
sowohl im Epithel als auch im Bindegewebe befinden. Die Position der Zellen im Epithel
wirkt des Weiteren nicht zuféllig, da sie sich an bestimmten Bereichen zu akkumulieren
scheinen. Die Bilder auf der linken Seite zeigen Harnblasen — Schnitte einer TNFR™ Maus.
Die Ubersicht und im Speziellen das vergroRerte Bild zeigen, dass sich die neutrophilen
Granulozyten hauptséchlich im Bindegewebe aufhalten. Zudem machen diese Aufnahmen
sichtbar, dass sich die Granulozyten in der TNFR™ Maus unmittelbar unter dem Epithel
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Abbildung 3.4: TNFR” Granulozyten akkumulieren vor dem Uroepithel

A Paraffinschnitte von WT- (links) und TNFR” (rechts) — Harnblasen, 24h nach UPEC — Infektion.
Dargestellt sind HE- (oben) und Ly6G (unten) — Farbungen von Serienschnitten. B Auszahlung der WT- und
TNFR” - Granulozyten im Uroepithel der Ly6G gefarbten Parrafinschnitte aus A. C/D Anzahl von
neutrophilen Granulozyten im Urin von WT, TNFR”- und Chlodronat depletierten Mausen. E/F Bakterielle
Last der Mause aus C und D. G Menge an infizierten Epithelzellen in WT, TNFR”- und CL depletierten
Mausen nach Infektion mit GFP* UPECs.

ansammeln. In Abbildung 3.4B ist die Anzahl der neutrophilen Granulozyten im Epithel
von WT- und TNFR™ — Mausen gegeniibergestellt. Es ist zu erkennen, dass die Menge der
TNFR” - Granulozyten im Epithel zu derjenigen des Wildtypen signifikant verringert ist.
Weiterhin wurde die Menge von neutrophilen Granulozyten im Urin von WT- (Abbildung
3.4C und 3.4D), TNFR™ = (Abbildung 3.4C) und Chlodronat Liposomen depletierten (CL)
(Abbildung 3.4D) Mausen analysiert. In Abbildung 3.4C und 3.4D ist zu erkennen, dass
die Anzahl der TNFR™- und die der Granulozyten aus CL — depletierten Mausen zu
derjenigen des Wildtypen stark vermindert ist.

Zur Ermittlung der Infektionsstarke wurde zum einen die Bakterienlast (CFU — ,,colony
forming units*) im Urin und zum anderen der Infektionsgrad der CD45 negativen Zellen,
die groBtenteils Epithelzellen darstellen, ermittelt. Hierzu wurden wiederum WT-, TNFR”-
und CL — Maéuse untersucht. In Abbildung 3.4E und 3.4F ist die Bakterienlast der
verschiedenen Maduse dargestellt. Im Vergleich zu den Wildtypmausen ist eine starke
Reduktion der CFU im Urin von TNFR”- und CI — zu erkennen. Fiir die Analyse des
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Infektionsgrades der CD45 negativen Blasenzellen wurden Mé&use zunédchst mit GFP
exprimierenden UPECs infiziert und im Anschluss der prozentuale Anteil der GFP —
positiven Zellen ermittelt (Abbildung 3.4G). Es ist zu erkennen, dass TNFR™- und ClI
depletierte Mause ca. 10% mehr GFP positive Zellen als wildtypische Kontrollmduse
aufweisen.

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass neutrophile Granulozyten in TNFR™- und in ClI
depletierte Mé&usen vor dem Uroepithel akkumulieren und nicht in dieses einwandern
konnen. Aus diesem Grund zeigen diese Mdause im Vergleich zum Wildtypen eine
verstérkte Infektion.

3.5 Phanotypische Analyse von Knochenmarkschimaren und von TNFa™

Mausen mit transferierten Ly6C* Makrophagen

Um der Frage nachzugehen ob residente Gewebezellen oder hematopoetische Zellen die
fehlende Einwanderung der neutrophilen Granulozyten in das Uroepithel bewirken,
wurden Knochenmarkschimaren generiert. Hierzu wurde das Knochenmark einer
wildtypischen Maus durch das Knochenmark einer TNFa'™ oder einer TNFR” Maus
ersetzt. In diesen Chiméren sind alle knochenmarksabhdngigen Immunzellen, wie
neutrophile Granulozyten, Ly6C*- und Ly6C™ - Makrophagen, unfihig TNFo zu
detektieren oder zu produzieren. Als Kontrolle diente eine Wildtypmaus, deren
Knochenmark wiederum durch wildtypisches Knochenmark ausgetauscht wurde.
Histologische Parrafinschnitte dieser chiméren Mé&use, in denen neutrophilen Granulozyten
angefarbt wurden, sind in Abbildung 3.5A dargestellt.

In der Histologie der wildtypische Kontrollchimaére ist zu erkennen, dass sich neutrophile
Granulozyten im Epithel befinden. Die Histologien der M&use mit dem ausgetauschten KO
— Knochenmark dagegen zeigen beispielhaft, dass sich die Granulozyten, wie in der
TNFR™ Maus (siehe 3.4), unterhalb des Uroepithels aufhalten. Fir eine Quantifizierung
wurde in mehreren histologischen Schnitten die Anzahl der Granulozyten im Epithel
analysiert. Diese sind in Abbildung 3.5B dargestellt. Die Auszahlung ergab fiir die TNFR™"
-KM Chimare eine ca. 75%ige und fiir die TNFa-KM Chimére eine ca. 95%ige
Reduktion der Zellzahl im Vergleich zu der Granulozyten-Anzahl im Epithel der Kontroll-
Chimére.
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Abbildung 3.5: Hematopoetische Zellen vermitteln den Migrationsdefekt neutrophiler Granulozyten
in chimaren Mausen

A Ly6G gefarbte Paraffinschnitte von Knochenmarkschimaren (WT-KM in WT Maus, TNFa-KM in WT
Maus und TNFR”-KM in WT Maus) 24h nach der Infektion mit UPECs. B Auszahlungen der neutrophilen
Granulozyten im Uroepithel der Knochenmarkschimdaren aus A. C Lage von neutrophilen Granulozyten
innerhalb der Blase von TNFa”™ Mausen nach Transfer von wildtypischen Ly6C" - Makrophagen.

Des Weiteren wurde der Phanotyp von TNFo™ Tieren untersucht, nachdem wildtypische,
TNFa produzierende Ly6C* Makrophagen in die Mause injiziert wurden. Die Histologie
dieser Méuse ist in Abbildung 3.5C dargestellt und es l&sst sich erkennen, dass sich
neutrophile Granulozyten im Epithel der Maus finden lassen (Abbildung 3.5C, Pfeil 1,2).
Allerdings kdnnen auch Bereiche gefunden werden, an denen das Epithel stark infiziert ist
und neutrophile Granulozyten sich vor diesem ansammeln (Abbildung 3.5C, Pfeil 3).
Wihrend der Zystitis bewirkt somit ein hematopoetischer Zelltyp, Ly6C* Makrophagen,
die Akkumulation der Granulozyten unter dem Uroepithel.
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3.6 Adaptiver Transfer von neutrophilen Granulozyten

Fur den Transfer von neutrophilen Granulozyten in entsprechende Mdause missen diese
zundchst aus dem Knochenmark einer Spendermaus isoliert und im Anschluss deren
Reinheitsgrad Uberpruft werden. Die Reinheit ist essentiell, da sichergestellt werden muss,
dass der entstandene Effekt nach der Injektion der isolierten Zellen nicht durch
kontaminierende Zellen hervorgerufen wird. Die Isolation der Zellen erfolgt durch das
Neutrophilen-Isolations-Kit, wodurch alle Knochenmarkszellen, die keine Granulozyten
darstellen, mittels spezieller Antikorper herausgefiltert werden. In Abbildung 3.6A wurden
die einzelnen Fraktionen des Isoliervorgangs mit einem fir Granulozyten spezifischen
Antikorper (Ly6G) gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Da die Spendermaus im
hier dargestellten Beispiel eine CX3CR1-GFP*-Maus war, befinden sich ebenfalls
CX3CR1 positive Zellen im Knochenmark. Vor der Separation der Zellen aus dem
Knochenmark sind Neutrophile zusammen mit anderen Ly6G negativen Zellen zu
erkennen. Im Anschluss befinden sich in der positiven Fraktion diejenigen Zellen, die
mittels unterschiedlicher Antikorper herausfiltriert wurden. Die negative Fraktion
beinhaltet lediglich die Granulozyten. Es wird deutlich, dass die negative Fraktion nach der
Isolation zu 94% neutrophile Granulozyten enthalt und die transferierten Zellen daher eine
hohe Reinheit aufweisen.

Um die Rolle des TNFa — Rezeptors auf neutrophilen Granulozyten zu studieren, wurden
diverse Transferversuche mit aus dem Knochenmark isolierten Granulozyten durchgefihrt.
Im ersten Schritt wurde die Rekrutierung der transferierten Zellen in die infizierte
Harnblase analysiert, indem unterschiedlich gefarbte WT- und TNFR” - Granulozyten
gemeinsam und in gleicher Anzahl in eine Wildtypmaus injiziert wurden. Wie in
Abbildung 3.6B zu sehen ist, wurde zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion die
gleiche Menge an WT- und TNFR” — Granulozyten in die Harnblase rekrutiert. Des
Weiteren wurden CFSE markierte TNFR™- bzw. als Kontrolle WT — Granulozyten einzeln
in wildtypische Mduse transferiert und deren Lage 24 Stunden nach der Infektion innerhalb
der Harnblase analysiert. Die Auszahlung der Granulozyten ergab, dass WT- und TNFR™" -
Zellen in den Gewebeabschnitten Uroepithel, Subepithel und Bindegewebe in
vergleichbare Menge vorhanden waren (Abbildung 3.6C).
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Abbildung 3.6: Der TNF — Rezeptor auf neutrophilen Granulozyten ist nicht relevant fir deren
epitheliale Migration

A Durchflusszytometrische Analysen der Reinheit einer Granulozyten-Aufreinigung. Dargestellt sind
Histogramme der eingesetzen Zellen, sowie der aufgereinigten Granulozyten und der verbliebenen
Negativ-Population. B Rekrutierung von transferierten WT- und TNFR” Granulozyten in die infizierte
Blase von WT-Mausen eine und drei Stunden nach der Infektion. Dargestellt ist der Anteil der jeweiligen
Zellen an der Gesamtzahl der rekrutierten Zellen. C Lokalisation von transferierten Wildtyp- und TNFR™
- Granulozyten innerhalb der Harnblase (Uroepithel, Subepithel und Bindegewebe). D Anzahl der
neutrophilen Granulozyten im Urin von gemischten Knochenmarkschiméren (50% WT - 50% TNFR"').

Im néchsten Schritt wurden gemischte Knochenmarkschiméren generiert, deren
ausgetauschtes Knochenmark zu 50% aus WT und 50% TNFR™ Zellen bestand. Als
Empfénger dienten WT Mause, so dass die Harnblasenzellen wildtypischen Ursprungs
waren. Nach der Infektion dieser M&ause wurde der prozentuale Anteil von WT- und
TNFR™ - Granulozyten im Urin ermittelt. Aus der Auswertung in Abbildung 3.6D geht
hervor, dass die Zellen zu den analysierten Zeitpunkten im Durchschnitt jeweils zu 50% in
den Urin eingewandert sind. Es wird deutlich, dass beide TNFa-Rezeptoren weder fur die

endotheliale, noch fir die epitheliale Migration der Granulozyten benétigt werden.
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3.7 Analysen der Migrationsmechanismen von neutrophilen Granulozyten

Zur Analyse des beobachteten Migrationsdefektes von neutrophilen Granulozyten in
der TNFR” Maus wurden unterschiedliche Molekiile, die fiir die Migration dieser
Zellen essentiell sind, untersucht. Um einen potenziellen Organschaden oder Defekte
in der Eleminierung von phagozytierten Bakterien durch die beiden Proteine
Myeloperoxidase (MPO) und der Neutrophilen Elastase (NE) zu Uberprifen, wurde deren
Expression in neutrophilen Granulozyten in WT- und TNFR” — Mausen sechs Stunden
nach der gesetzten Infektion analysiert. Wie in Abbildung 3.7A und 3.7B zu erkennen ist,
werden diese in beiden Maustypen vergleichbar stark exprimiert. AnschlieBend wurde die
Expression des Membranproteins CD47, das eine wichtige Rolle bei der Freisetzung des
intrazellularen Calciums spielt, untersucht. Das so freigesetzte Calcium wiederum ist
essenziell fiir die Modulation des Aktin — Zytoskeletts und daher fiir die chemotaktische
Wanderung des Granulozyten notwendig. Aus diesem Grund wurde neben der Expression
von CD47 zusétzlich die Menge des polymerisierten F-Aktins gemessen. Sechs Stunden
nach der Infektion ergaben sich jedoch keine Unterschied in der CD47-Expression bzw.
der Polymerisation von F-Aktin in beiden Zelltypen (Abbildung 3.7C und 3.7D).

Des Weiteren wurde die Expression des Integrins CD11b auf neutrophilen Granulozyten
und dessen Ligand ICAM-1, der hauptséchlich auf Endothelzellen exprimiert wird,
untersucht. Beide Molekile sind relevant fir die Adh&sion von Zellen des innaten
Immunsystems an Endothelzellen und daher unentbehrlich fiir die Migration von
Granulozyten. Es zeigten sich allerdings keine Unterschiede zwischen der WT- und der
TNFR™ - Maus hinsichtlich der Expression von CD11b und ICAM (Abbildung 3.7E und
3.7F).

Um die Ursache fiir den Migrationsdefekt der TNFR™ Granulozyten festzustellen, wurde
zusétzlich die Konzentrationen der Zytokine GM-CSF, INFy, IL1, IL4, IL5, IL6, IL10,
IL17 und der Chemokine CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL7 innerhalb der Harnblase von
uninfizierten und infizierten WT bzw. TNFR” Mausen ermittelt. Wie in Abbildung 3.8A-
M dargestellt, lassen sich jedoch zwischen den beiden Maustypen vor und nach der
Infektion von sechs Stunden keine Unterschiede ermitteln. Eine Ausnahme stellt das
Zytokin 1L10 dar, dessen Produktion in der TNFR” Maus im Vergleich zur WT Maus
signifikant erhoht ist. Es konnten somit keine Unterschiede in der Expression von MPO,

NE, CD47, F-Aktin, CD11b, ICAM-1, GM-CSF, INFy, IL1, IL4, IL5, IL6, IL10, IL17,
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CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 und CCL7 zwischen Wildtyp- und TNFR” - Mausen

identifiziert werden.
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Abbildung 3.7: Expressionsanalyse von migrationsrelevanten Molekilen auf neutrophilen
Granulozyten
A — E Durchflusszytometrische Analyse der Molekiile MPO, Neutrophilen Elastase, CD47, F-

Aktin und CD11b auf wildtypischen und TNFR™ Granulozyten. F Dargestellt ist die Expression
von ICAM-1 auf Endothelzellen in Wildtyp und TNFR™- Mausen.
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Abbildung 3.8: Chemokin- und Zytokin — Produktion in Wildtyp und TNFR”- Mausen

A — M Konzentration von GM-CSF, IFNy, IL1a, IL4, IL5, IL6, IL10, IL17, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5
sowie CCL7 in Blasenhomogenaten von un- und infizierten Wildtyp und TNFR™- Méusen.
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3.8 TNFa - abhangige CXCL2 — Sekretion ermdglicht die epitheliale
Migration von TNFa-KO Granulozyten

Fur die gerichtete Migration von neutrophilen Granulozyten sind Chemokinrezeptoren und
deren Liganden zwingend erforderlich. Wie bereits erwahnt, ist einer der bedeutsamsten
Chemokinrezeptoren von Granulozyten der CXCR2-Rezeptor. Folglich wurde die
Expression dieses Rezeptors auf WT-, TNFR”- und TNFa'™ — Granulozyten wahrend der
Zystitis analysiert. In Abbildung 3.9A ist die Expression des CXCR2-Rezeptors sechs
Stunden nach Beginn der Infektion dargestellt. Die Daten machen deutlich, dass keine
Unterschiede in der Expression des Rezeptors zwischen den drei untersuchten
Granulozytentypen existieren. Infolgedessen wurde das Vorkommen der CXCR2 -
Liganden MIF, CXCL1 und CXCL2 ebenfalls sechs Stunden nach der Infektion
untersucht. Zwischen WT- und TNFR” — Mausen zeigten sich keine Differenzen in der
Expression von MIF und CXCL1 (Abbildung 3.9B und 3.9C), die Menge des Chemokins
CXCL2 hingegen war in TNFR” Mausen signifikant reduziert (Abbildung 3.9E). In
weiteren Analysen wurde die CXCL2 — Konzentration nach einer Infektionsdauer von 0, 6
und 24 Stunden in Blasenhomogenaten beider Maustypen gemessen (Abbildung 3.9E). Die
Daten machen deutlich, dass die CXCL2 — Konzentration in der wildtypischen Maus nach
sechs Stunden drastisch ansteigt und nach 24 Stunden wieder leicht absinkt. Die CXCL2 -
Konzentration in der TNFR™” Maus dagegen steigt nach der Infektion nur minimal an und
veréndert sich im Laufe der Zeit nur geringfugig. Gleichzeitig wird deutlich, dass zu
beiden Zeitpunkten die CXCL2 — Produktion in der TNFR” Maus, im Vergleich zur
wildtypischen Maus, signifikant verringert ist.

Zusatzlich wurde die CXCL2 — Konzentration in TNFa” - und in CL depletierten Wildtyp
— Mausen bestimmt. In beiden Féllen wird in der infizierten Harnblase kein TNFa
produziert, da es prinzipiell nicht exprimiert wird (TNFa”) oder die TNFa -
produzierenden Makrophagen depletiert wurden (CL). Wie in Abbildung 3.9E zu sehen ist,
wird ebenfalls in TNFa- und CL — Méusen nach sechs und 24 Stunden kein bis wenig
CXCL2 produziert. Zusammenfassend kann daher angenommen werden, dass alle
Maustypen, die nicht in der Lage sind TNFa zu detektieren oder zu produzieren,

gleichzeitig einen Defekt in der CXCL2 Produktion aufweisen.
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Abbildung 3.9: TNFa-abhangige CXCL2-Produktion reguliert die epitheliale Migration neutrophiler
Granulozyten

A Durchflusszytometrische Analysen der Expression des CXCR2 Rezeptors auf WT-, TNFR™- und TNFo"”
Granulozyten sechs Stunden nach der Infektion mit UPECs. B/C Durchflusszytometrische Analysen der
Expression von CXCL1 und MIF sechs Stunden nach Infektion in Ly6C" Makrophagen. D/E CXCL2
Konzentration in Blasenhomogenaten von WT-, TNFR™-, TNFa- und CL depletierten Mausen sechs und 24
Stunden nach der Infektion wurde mittels EILSA bestimmt. F Lage von neutrophilen Granulozyten innerhalb
der Blase infizierten TNFa Mause nach intraurothelialer Injektion von CXCL2. Als Kontrolle dienten
TNFa”™ Mause ohne Chemokingabe. Dargestellt sind Ly6G gefarbte Kryoschnitte dieser Mause. Der
Bargraph entspricht 100um.

Vor diesem Hintergrund wurde das Fehlen von CXCL2 als potentielle Ursache fur das
Unvermdgen der Granulozyten in das Epithel einzuwandern, angesehen. Um die Rolle
dieses Chemokins fiir die Granulozytenmigration genauer zu analysieren, wurde CXCL2 in
das Lumen einer 24 Stunden zuvor infizierte TNFa”~ Maus injiziert und die Migration der
Granulozyten in das Epithel untersucht. Als Kontrolle diente eine infizierte TNFo™ Maus,
die weder TNFoa noch CXCL2 exprimierte und der kein CXCL2 injiziert wurde.

Harnblasenschnitte dieser Maduse, die mit dem Granulozytenmarker Ly6G und dem
Zellkernmarker DAPI angefarbt wurden, sind in Abbildung 3.9F dargestellt. Die
gestrichelte Linie in den Abbildungen verdeutlicht die Grenze des Epithels. Links ist die
Histologie der TNFa”™ Kontrollmaus dargestellt. Wie bereits in Histologieschnitten von
Harnblasen aus TNFR” Mausen zu sehen war (siehe 3.4), befinden sich ebenfalls in der

TNFa” Maus keine neutrophilen Granulozyten im Uroepithel. Die Zellen befinden sich im
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Bindegewebe und sammeln sich an der Grenze zum Epithel an. Die Histologie rechts zeigt
die Situation in der Harnblase nach der Injektion von CXCL2 ins Blasenlumen. Es ist
deutlich zu erkennen, dass neutrophile Granulozyten nach der Applikation von CXCL2 in
das Epithel der Harnblase eingewandert sind. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass
ein fehlendes TNFa-Signal zu einer ausbleibenden CXCL2-Expression fihrt und dass das

CXCL2 die Migration von Granulozyten in das Uroepithel ermdéglicht.

3.9 Phanotyp der MMP9” Maus

Die Analyse der Histologien von den infizierten Harnblasen der TNFR™- bzw. der TNFa™”
— Maus zeigen eine Ansammlung von neutrophilen Granulozyten unmittelbar unter dem
Blasenepithel. Bevor Granulozyten in das Epithel einwandern kdnnen, mussen diese
zundchst die Basalmembran durchqueren. Bei der Degradation dieser Membran spielen
Proteasen, wie beispielsweise die Metallomatrixprotease 9 (MMP9), eine bedeutsame
Rolle. Folglich wurden im néachsten Schritt MMP9™ Mause infiziert und deren Phanotyp
beziiglich der Infektionsstérke, der Einwanderung von Granulozyten in den Urin und deren
Lage im Harnblasengewebe untersucht.

Eine Gegeniiberstellung der Bakterienmenge pro Milliliter Urin von WT und MMP9™ —
Mausen, sechs Stunden nach der Infektion, ist in Abbildung 3.10A dargestellt. Es l&sst sich
erkennen, dass MMP9”" Mause eine hohere bakterielle Last als wildtypische Mause
aufweisen. Des Weiteren wurde die Menge an neutrophilen Granulozyten im Urin von
WT- und TNFR” — Mausen analysiert. Die Auszdhlung der Zellmenge zeigt, dass die
Anzahl der MMP9™” Granulozyten zu derjenigen des Wildtypen sechs Stunden nach der
Infektion signifikant reduziert ist (Abbildung 3.10B).

Um die Lage der neutrophilen Granulozyten im Gewebe zu ermitteln, wurden Kryoschnitte
von infizierten WT- und MMP9”" — Mausen hergestellt und die Granulozyten mittels des
Antikorpers Ly6G angefarbt. Zusétzlich wurden die Zellkerne mit Hilfe des Farbstoffes
DAPI gefarbt. In Abbildung 3.10C sind ein Durchlichtbild, Einzelfarbungen und das
Uberlagerte Bild beider Einzelfarbungen dargestellt. Ein Ausschnitt der Gberlagerten Bilder
beider Maustypen wurde vergrofRert und der Bereich des Epithel mit Hilfe einer
gestrichelten Linie kenntlich gemacht. Die Bilder der wildtypischen Maus zeigen, dass sich
neutrophile Granulozyten sowohl im Bindegewebe als auch im Epithel befinden. In der

MMP9” Maus dagegen finden sich Granulozyten lediglich im Bindegewebe, die sich
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Abbildung 3.10: MMP9™ - Granulozyten akkumulieren vor dem Uroepithel

A Bakterielle Last in den Harnblasen von Wildtyp und MMP9” Mausen. B
Durchflusszytometrische Analysen der Menge von neutrophilen Granulozyten im Urin
von infizierten Wildtyp- und MMP9” Mausen. C Ly6G gefarbte Kryoschnitte von
infizierten WT- (oben) und MMP9™ (unten) - Harnblasen. Gezeigt sind jeweils ein
Durchlichtbild, Einzelfarbungen (DAPI und Ly6G) und ein Uberlagertes Bild beider
Einzelfarbungen. Das Uberlagerte Bild beider Maustypen wurde zusétzlich vergrofert
dargestellt. In der VergroBerung wurden die Grenzen des Epithels mit einer
gestrichelten Linie kenntlich gemacht. Der jeweilige Bargraph entspricht 100um.

zudem an der Grenze zum Epithel ansammeln. In Abbildung 3.10D ist die Anzahl der
neutrophilen Granulozyten im Uroepithel und im Bindegewebe der WT- und MMP9" -
Méuse dargestellt. In wildtypischen Mé&usen finden sich mehr neutrophile Granulozyten im
Epithel als im Bindegewebe. In MMP9” Mausen dagegen sind die meisten Zellen im
Bindegewebe zu detektieren. Auch absolut befinden sich weniger Granulozyten im Epithel
von MMP9™- als von Wildtyp — Mausen. Die Histologie der MMP9™” Maus zeigt einen
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identischen Phanotyp beztglich der Granulozyten-Lokalisation wie die TNFR™- (siehe 3.4)
und der TNFo”™ (siehe 3.8) — Maus. Daher scheint MMP9 bei der epithelialen Migration

von neutrophilen Granulozyten beteiligt zu sein.

3.10 Autokrin produziertes MMP9 reguliert die epitheliale Migration von

neutrophilen Granulozyten

Der starke Phéanotyp hinsichtlich der Position der neutrophilen Granulozyten im
Blasengewebe von MMP9” Mausen, lieR die Frage aufkommen, welche Immunzellen
wéhrend der Zystitis die Hauptproduzenten der Protease MMP9 sind.
DurchfluBzytometrische Untersuchungen zeigten, dass in der wildtypischen Maus zu ca.
90% neutrophile Granulozyten diese Protease herstellen (Abbildung 3.11A). Um
festzustellen, ob das von den Granulozyten produzierte MMP9 tatsachlich fur die
Migration der Zellen in das Uroepithel verantwortlich ist, wurden wildtypische, MMP9
exprimierende neutrophile Granulozyten isoliert und in infiziete MMP9” Mause
transferiert. In diesem Fall kdnnen ausschlielich die transferierten Granulozyten die
Protease MMP9 herstellen, endogene Zellen dagegen nicht. In Abbildung 3.11C ist die
Histologie einer solchen Maus dargestellt, die zusétzlich mit einem Ly6G — Antikorper
gefarbt wurde. Daher erscheinen die injizierten, CFSE gefarbten Granulozyten in griin/gelb
und die endogenen Granulozyten, aufgrund der Antikorperfarbung, rot. Zusatzlich wurden
die Zellkerne mit Hilfe des Farbstoffes DAPI gefarbt. Das Durchlichtbild, die
Einzelfarbungen und das (berlagerte Bild sind in Abbildung 3.11C wiedergegeben.
Zusétzlich wurde ein Ausschnitt des tberlagerten Bildes vergroRert und der Bereich des
Uroepithels mit Hilfe einer gestrichelten Linie kenntlich gemacht. Die transferierten,
wildtypischen neutrophilen Granulozyten sind im Uroepithel lokalisiert, wahrend sich die
endogenen Granulozyten, wie bereits in der MMP9” Maus (siehe 3.9), im Bindegewebe
direkt unter dem Uroepithel befinden.

Um potentielle Unterschiede in der Expression der Protease MMP9 zu detektieren, wurden
infizierte WT- und TNFR” — Granulozyten innerhalb der Harnblase hinsichtlich der
MMP9-Produktion durchflusszytometrisch untersucht. In Abbildung 3.11A und 3.11B ist
zu erkennen, dass MMP9 in beiden Zellen in vergleichbaren Mengen produziert wird.

Zusatzlich wurde die Gesamtmenge von MMP9 im Blasenhomogenat von uninfizierten
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Abbildung 3.11: Autokrin produziertes MMP9 reguliert die epitheliale Migration von neutrophilen
Granulozyten

A/B Durchflusszytometrischer Analysen der MMP9-Produktion in infizierten Harnblasen. In A sind
exemplarisch Durchflusszytometrische — Analysen von WT- und TNFR™ - Mausen und in B die
entsprechenden MMP9-MFI dargestellt. C Konzentration der Protease MMP9 in Blasenhomogenaten von
un- und infizierten WT und TNFR” - Mausen wurden mittels eines ELISAs ermittelt. C CFSE-gefarbte
wildtypische Granulozyten wurden in infizierte MMP9” Mause transferiert und deren Position innerhalb der
Blase in Ly6G gefarbten Kryoschnitten analysiert. Dargestellt sind ein Durchlichtbild, Einzelfarbungen
(DAPI und Ly6G) und das uberlagerte Bild beider Einzelfarbungen. Die Grenzen des Uroepithels sind mit
einer gestrichelten Linie verdeutlicht. Zusétzlich wurde ein Ausschnitt aus dem Utberlagerten Bild vergroRert.
Der Bargraph entspricht 200pum.

und infizierten (6h und 24h nach der Infektion) WT bzw. TNFR™ Mausen bestimmt. In
den infizierten TNFR™ Mausen ist lediglich eine kleine Reduktion in der produzierten
Menge von MMP9 im Vergleich zu derjenigen des Wildtypen zu detektieren. Zusatzlich
wird deutlich, dass die MMP9-Produktion in der Infektion eine besondere Rolle zu spielen
scheint, da die diese nach der Harnblaseninfektion um das 4-5fache ansteigt.
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Somit  kann  zusammenfassend  dargestellt werden, dass die epitheliale
Granulozytenmigration von dem MMP9 abhdangig ist, dass neutrophile Granulozyten selbst

produzieren.

3.11 Die Aktivitat von MMP9, aber nicht von MMP2, wird in vitro und in

vivo von TNFa. reguliert

Metallomatrixproteasen, wie MMP9, werden als inaktive Pro-Form sekretiert und im
extrazellularen Raum wiederum von verschiedenen Proteasen in einen aktiven Zustand
gespalten. Der hier verwendete ELISA zur Messung der MMP9-Konzentration im
Blasenhomogenat der Maus, detektiert sowohl die inaktive als auch die aktive Form von
MMP9. Aus diesem Grund wurde die katalytische Aktivitat der MMP9 — Protease mit
Hilfe eines Gelatine — Zymograms gemessen.

Um zu analysieren, ob das Zytokin TNFa oder das Chemokin CXCL2 eine Auswirkung
auf die katalytische Aktivitdit von MMP9 haben, wurden neutrophile Granulozyten aus
dem Knochenmark von WT-, TNFR™- und CXCR2" — Mausen isoliert und diese fiir vier
Stunden in vitro mit TNFa, CXCL2, TNFa und CXCL2 oder als Kontrolle mit Medium
inkubiert. Die Ergebnisse der katalytischen Aktivitaitsmessung von MMP9 im Uberstand
der verschiedenen Kulturen sind in Abbildung 3.12A (WT Granulozyten), 3.12B (TNFR™”
Granulozyten) und 3.12C (CXCR2” Granulozyten) dargestellt. Die MMP9-Level der
wildtypischen Granulozyten, die sowohl TNFa als auch CXCL2 detektieren kdnnen,
zeigen nach der TNFo - Stimulation einen leicht erhohten Anstieg im Vergleich zu
Granulozyten, die lediglich mit Medium inkubiert wurden. Durch den Vergleich dieser
beiden Gruppen mit dem MMP9-Level der Granulozyten, die mit dem Chemokin CXCL2
stimuliert wurden, wird deutlich, dass die grofite katalytische Aktivitat der Protease durch
CXCL2 gemessen werden konnte. Eine Inkubation der Granulozyten mit CXCL2 und
TNFa zusammen resultiert nicht in einem synergistischen Effekt.

Die Messung der katalytischen MMP9-Aktivitat in den Uberstanden von TNFR™
Granulozyten, die ausschlieBlich CXCL2 und nicht TNFo detektieren konnen, zeigt
vergleichbare Resultate: Im Vergleich zur Kontrolle ist eine leichte Erhdhung der MMP9-
Level nach TNFa - Stimulation zu beobachten, wéhrend die Level nach der Stimulation

mit CXCL2 allein und in der Kombination mit TNFa am hdéchsten ansteigen.
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Abbildung 3.12: CXCL2 reguliert die MMP9 Freisetzung in vitro und in vivo
A-C Dargestellt sind die MMP9 Level aus den Uberstanden von unterschiedlich stimulierten WT-, TNFR”-

und CXCR2™ - Granulozyten. Diese wurden wie angegeben entweder mit Medium, TNFo,, CXCL2 oder

TNFo und CXCL2 stimuliert (in vitro).

Blasenhomogenaten von sechs Stunden infizierten WT, TNFR”-, TNFa -, CL depletierten und CXCL2
blockierten Mausen sind in den Abbildungen D-K dargestellt (in vivo).

D-K Die MMP9 (D-G) und MMP2 (H-K) Level

in

Die MMP9-Level in den Uberstanden von CXCR2”" Granulozyten, die allein das Zytokin

TNFa und nicht das Chemokin CXCL2 wahrnehmen konnen, zeigen im Vergleich zur

Kontrolle in keinem der angewandten Versuchsansédtze eine veranderte Kkatalytische

Aktivitat.

Im néchsten Schritt wurde mit Hilfe der gleichen Technik die MMP9-Level sechs Stunden

nach der Infektion in Blasenhomogenaten von WT-, TNFR”-, TNFa”- und CL -

depletierten Wildtyp — Méusen gemessen. Zusatzlich wurde mit Hilfe eines blockierenden

Antikorpers das Chemokin CXCL2 in wildtypischen Mausen inhibiert und die aktive

MMP9-Menge analysiert. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in den Abbildungen
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3.12D - G (3.12D TNFR™ Méuse, 3.12E TNFa”™ Mause, 3.12F Chlodronat depletierte WT
Méuse und 3.12G CXCL2 blockierte WT Mause) dargestellt. Daher wird deutlich, dass die
MMP9-Level in der Harnblase von TNFR”-, TNFa™-, mit CL depletierten oder mit
Antikorpern blockierten Mdusen, zu denen des Wildtypen signifikant reduziert sind.

Neben der Messung der MMP9-Level war es mit Hilfe des Zymogrames ebenfalls
moglich, die Menge der Protease MMP2 zu messen. Hierzu wurden wie zuvor die
Blasenhomogenate der oben genannten Md&use untersucht. Die entsprechenden MMP2-
Level sind in Abbildung 3.12A — D dargestellt. Es ist zu erkennen, dass sich sechs Stunden
nach der Harnblaseninfektion keine Unterschiede zwischen den TNFR”-, den TNFa™-,
CL- und den WT Mausen ergeben. Des Weiteren sind zwischen den MMP2-Level der
wildtypischen und der CXCL2-blockierten Maus ebenfalls keine Unterschiede zu
erkennen. Folglich lassen sich Unterschiede in der katalytischen Aktivitdt von MMP9, aber
nicht von MMP2 detektieren.

Somit kann aufgezeigt werden, dass das Chemokin CXCL2 und nicht TNFo die Sekretion
von MMP9 aus den Granula der neutrophilen Granulozyten induziert. Weiterhin scheint
MMP2, im Gegensatz zu MMP9, keine Rolle in der epithelialen Migration von

Granulozyten zu spielen.

3.12 TIMP-1: Einer der natirlichen Inhibitoren von Metallomatrixproteasen

Die naturlich vorkommenden Inhibitoren von Metallomatrixproteasen sind so genannte
TIMPs (,,tissue inhibitors of metalloproteinases®). Fiir die Inhibition der Protease MMP9
spielt TIMP-1 eine besondere Rolle, da beide Molekile einen Komplex bilden kénnen, der
im Anschluss die Proteasefunktion von MMP9 hemmen kann. Aufgrund dessen wurde die
Expression von TIMP-1 in WT und TNFR” Granulozyten wahrend einer Zystitis
durchflusszytometrisch analysiert. In Abbildung 3.13A sind die MFIs des TIMP-1 Signals
beider Granulozytentypen gegentibergestellt. Sechs Stunden nach der Harnblaseninfektion
mit UPECs ist eine im Vergleich zum Wildtypen minimale Erhéhung des TIMP-1 —
Signals in den TNFR™ Granulozyten zu erkennen. Des Weiteren wurde die Gesamtmenge
des TIMP-1 Molekihles im Blasenhomogenat von sechs Stunden infizierten WT, TNFR"',
TNFa™ und CL depletierten — Mausen bestimmt, die entsprechenden Daten sind in
Abbildung 3.13B — D dargestellt. In den Abbildungen 3.13B bis 3.13D ist zu erkennen,

dass keine signifikanten Unterschiede in der detektierbaren TIMP-1 — Menge zwischen den
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WT Mausen, den TNFR™, TNFa”™ und den mit CL depletierten Tieren existieren. Aus
diesem Grund, scheint TIMP-1 keine Auswirkungen auf die MMP9 abhé&ngige epitheliale

Migration von Granulozyten zu haben.
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Abbildung 3.13: TIMP-1-Expression in WT- und KO - Mé&usen

A Dargestellt sind die durchflusszytometrisch Untersuchungen der Expression von TIMP-1 in
WT und TNFR” - Granulozyten wahrend einer Zystitis. B-D Die Konzentration von TIMP-1
in Blasenhomogenaten infizierter WT, TNFR™”-, TNFa und CL depletierten Wildtypmausen
wurden mittels eines ELISAs ermittelt.

3.13 Analyse von direkten TNFa - Effekten auf neutrophile Granulozyten in

vitro

Neutrophile Granulozyten exprimieren die TNFa — Rezeptoren 1 und 2, daher stellte sich
die Frage, ob die Bindung von TNFa an den TNFR von Granulozyten Auswirkungen auf
die Migration der Zellen hat. Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurden an
Knochenmarks Granulozyten in vitro chemotaktische Untersuchungen mit Hilfe von
Transwell — und 3D-Kollagen-Chemotaxis — Methoden durchgefihrt.

In ,, Transwell“ — Versuchen wurden neutrophile Granulozyten von WT- und TNFR” —
Mausen unstimuliert (Abbildung 3.14A) oder mit TNFa (Abbildung 3.14A) stimuliert, in
die obere Kammer eines ,, Transwells* gegeben und deren Migration in die untere Kammer
bei unterschiedlichen CXCL2 — Konzentrationen (0, 10 und 200ng/ml) analysiert. Im un-
bzw. stimulierten Zustand und ohne Chemokinstimulus wandern lediglich 1-2% der
Granulozyten beider Zelltypen (WT und TNFR™) in die untere Kammer (Abbildung 3.14A
und 14B).

unstimulierten WT- und TNFR” = Granulozyten in die untere Kammer zu beobachten: Bei

Nach Zugabe des Chemokins ist eine dahnliche Einwanderung von

einer Chemokinkonzentration von 10ng/ml wandern ca. 10% und bei einer CXCL2-

67



Ergebnisse

Konzentration von 200ng/ml ca. 15% der WT- und TNFR™” — Granulozyten in die untere
Kammer ein (Abbildung 3.14A).

Nach der Stimulation der Granulozyten mit TNFo hingegen, wandern bei einer CXCL2-
Konzentration von 10ng/ml ca. 20% der wildtypischen Granulozyten und nur ca. 10% der
TNFR™ Granulozyten ein. Bei dieser Chemokinkonzentration wandern daher doppelt so
viele WT- wie TNFR”" Granulozyten. Durch die Erhéhung der CXCL2-Konzentration auf
200ng/ml wandern nun ca. 15% der TNFR™- und lediglich 4-5% der WT — Granulozyten
in die unteren Kammer. Die Migration der stimulierten TNFR” Granulozyten entspricht in
etwa derjenigen der unstimulierten WT- und TNFR™ — Granulozyten und zwar fiir beide
CXCL2-Konzentrationen. Das Migrationsverhalten der stimulierten WT Granulozyten
dagegen unterscheidet sich gravierend von demjenigen der unstimulierten Granulozyten.
Im ndchsten Schritt konnte mittels der 3D-Kollagen-Chemotaxis-Methode die
Direktionalitdt der gewanderten Granulozyten in Richtung des Chemokins CXCL2 und
deren Migrationsgeschwindigkeit dargestellt werden. Aufgrund des unterschiedlichen
Migrationsverhaltens von unstimulierten und TNFo behandelten WT Granulozyten bei
einer CXCL2 - Konzentration von 10ng/ml (Abbildung 3.14A und 3.14B), wurde zundchst
diese Gruppe analysiert. In Abbildung 3.14C ist zu erkennen, dass die Direktionalitit der
gewanderten Zellen unabhé&ngig vom TNFa-Stimulus ist, da sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen der unstimulierten und der TNFa behandelten Gruppe ergaben. Die
Analyse der durchschnittlichen Geschwindigkeit der neutrophilen Granulozyten zeigt
dagegen, dass Granulozyten, die mit TNFa-stimuliert wurden, signifikant schneller
migrieren als unstimulierte Zellen (Abbildung 3.14D).

Um festzustellen, ob dieses Migrationsverhalten von neutrophilen Granulozyten nach der
Stimulation mit TNFa allgemein gultig ist oder nur im Zusammenhang mit dem Chemokin
CXCL2 von Bedeutung ist, wurde ebenfalls das Chemoattraktant C5a mittels der
,Transwell-Methode* untersucht. Hierzu wurden WT- und TNFR” - Granulozyten mit
oder ohne TNFo stimuliert und deren Migration bei unterschiedlichen C5A-
Konzentrationen (0, 10 und 20ng/ml) analysiert. In Abbildung 3.14E und 3.14F ist zu
sehen, dass unstimulierte bzw. TNFa behandelte WT- und TNFR” — Granulozyten bei
allen C5a — Konzentrationen ahnlich migrieren: Ohne Chemokin wandern in etwa 2% der
Zellen, nach der Zugabe des Chemoattraktants mit einer Konzentration von 10ng/ml
wandern ca. 30% und bei einer C5a — Konzentration von 200ng/ml wandern ca. 60-70%

aller Zellen. Die Daten machen somit deutlich, dass die Granulozytenmigration mit
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Abbildung 3.13: Differentielle Migration TNFa stimulierter neutrophile Granulozyten
A/B Dargestellt ist die Migration von WT- und TNFR” - Granulozyten ohne (A) und mit (B)
TNFa -Stimulation zu unterschiedlichen CXCL2 Konzentrationen (0, 10 und 200ng/ml) im
»Transwell — Assay®“. C/D Direktionalitit (C) und die Geschwindigkeit (D) von TNFa un- und
stimulierten WT Granulozyten innerhalb eine 3D-Kollagen-Chemotaxis-Assay. In Abbildung E
und F sind Transwell-Migrations-Assays mit TNFo un- und stimulierten WT- und TNFR™ -
Granulozyten mit unterschiedlichen C5a — Konzentrationen (0, 10 und 20ng/ml) dargestellt.

zunehmender Cha — Konzentration stetig ansteigt und nicht durch die Zugabe von TNFa
verandert wird.

Des Weiteren wird deutlich, dass bei niedrigeren C5a — Konzentrationen prozentual mehr
Granulozyten migrieren als es bei dem Chemokin CXCL2 der Fall ist (Abbildung 3.14A,
3.14B, 3.14E und 3.14F).
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Es konnte nun ermittelt werden, dass TNFo stimulierte Granulozyten bei niedrigen
CXCL2 Konzentrationen besser als unstimulierte oder TNFR™" Zellen migrieren und bei
hohen Chemokinkonzentrationen dagegen schlechter wandern. Des Weiteren wurde
demonstriert, dass nicht die Direktionalitat, sondern die Geschwindigkeit durch TNFo
beeinflusst wird. Zudem kommt dieser TNFa-Effekt nur in Kombination mit CXCL2 und

nicht mit C5a vor.
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4 Diskussion

4.1 Neutrophile Granulozyten, Ly6C - und Ly6C*- Makrophagen besitzen

unterschiedliche Funktionen wéhrend der Zystitis

Die Induktion einer Zystitis mittels uropathogener E.coli in Mdusen hat zur Folge, dass
Immunzellen aus dem Blutkreislauf in die Harnblase einwandern. Dabei handelt es sich um
inflammatorische Ly6C positive (Ly6C") Makrophagen und neutrophile Granulozyten. Des
Weiteren befinden sich in der Harnblase bereits im nicht infizierten Zustand residente
Ly6C negative (Ly6C’) Makrophagen, deren Zellzahl sich nach einer UPEC-Infektion
kaum verandert. Diese drei verschiedenen Phagozyten stellen die essenziellen
Immunzellen wahrend einer bakteriellen Infektion in der Harnblase dar und sind
wesentlich fur die Beseitigung der Infektion.

Die unterschiedliche Anzahl und die distinkte Lokalisation der drei Zelltypen innerhalb der
infizierten Harnblase lassen vermuten, dass die Zellen unterschiedliche Funktionen bei der
Bekampfung der bakteriellen Infektion haben. Die dominierenden Zellen sind neutrophile
Granulozyten, die Uberwiegend im Epithel der Blase lokalisiert sind und deren
hauptséchliche Funktion die Phagozytose der im Uroepithel befindlichen UPECs ist.
Ly6C - und Ly6C" — Makrophagen dagegen befinden sich vorwiegend innerhalb des
Bindegewebes, nur wenige Zellen sind im Uroepithel lokalisiert. Sie spielen eine sehr
geringe Rolle bei der Phagozytose von bakteriellen Erregern. Daher stellt sich die Frage,
welche Funktion sie wahrend der Zystitis austben.

Da die Eliminierung von UPECs die Hauptaufgabe von neutrophilen Granulozyten ist,
kann eine potenzielle Funktion der Makrophagen moglicherweise die Regulation bzw.
Koordination der Granulozyten innerhalb der infizierten Harnblase mittels spezieller
Mediatoren, wie Chemokine und Zytokine, sein. Um dieser Fragestellung nachzugehen,
wurden alle Phagozyten auf ihre Chemokinproduktion untersucht. Vor allem wurden
Chemokine analysiert, welche fir die Granulozytenmigration relevant sind, wie MIF,
CXCL1, CXCL2 und CXCL5. Es stellte sich heraus, dass lediglich Ly6C Makrophagen
wahrend einer Zystitis in der Lage waren diese Chemokine zu produzieren. Das Chemokin
CCL2, welches fur die Rekrutierung von inflammatorischen Makrophagen in das
infiziertes Gewebe verantwortlich ist?®, wurde wiederum groRtenteils von Ly6C -, aber
ebenfalls von Ly6C*- Makrophagen und neutrophilen Granulozyten produziert. Diese

Ergebnisse legen nahe, dass hauptséchlich Ly6C™ Makrophagen neutrophile Granulozyten
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in die infizierte Harnblase mobilisieren, wéahrend die Rekrutierung von inflammatorischen
Makrophagen von mehreren Phagozyten induziert werden kann. In der Literatur werden
residente Makrophagen ebenfalls als Hauptproduzenten von Chemokinen beschrieben, die
Granulozyten und Ly6C* Makrophagen in das infizierte Gewebe rekrutieren®®. Zudem
wurde beobachtet, dass Granulozyten nach ihrem Eintritt in das infizierte Organ
Chemokine ausschiitten, die Makrophagen aus der Zirkulation rekrutieren®?°°. Die hier
erhobenen Daten stimmen somit mit den Beobachtungen in der Literatur tberein.

In samtlichen bakteriellen Infektionen spielt das Zytokin TNFa eine essentielle Rolle*.
Daher wurde neben den beschriebenen Chemokinen ebenfalls der Zelltyp bestimmt, der fur
die Produktion dieses Zytokins verantwortlich ist. Es konnte beobachtet werden, dass
Ly6C" Makrophagen die Hauptproduzenten von TNFao. innerhalb der Harnblase sind. Dies
lasst vermuten, dass Ly6C- und Ly6C* — Makrophagen durch die unterschiedliche
Expression von spezifischen Botenstoffen verschiedene regulatorische Aufgaben innerhalb
der Zystitis tbernehmen. Demzufolge sind neutrophile Granulozyten hauptséchlich fir die
Phagozytose von UPECs, Ly6C" Makrophagen fiir die Produktion von pro-
inflamatorischen Molekulen, wie TNFa, und Ly6C™ Makrophagen zur Expression von
rekrutierenden Chemokinen innerhalb der Harnblase verantwortlich.

Ly6C" Makrophagen sind die Hauptproduzenten der Chemokine, die chemotaktisch auf
neutrophile Granulozyten und auf Ly6C* Makrophagen wirken. Da es sich um residente
Zellen handelt, die ebenfalls in der uninfizierten Blase vorkommen?®, lasst sich vermuten,
dass sie durch die Produktion von Chemokinen Phagozyten in die infizierte Harnblase
rekrutieren®*?°. Um dieser potentiellen Funktion von Ly6C™ Makrophagen in der Harnblase
nachzugehen, sollten diese Zellen depletiert und die Rekrutierung der Phagozyten in die
Harnblase analysiert werden. Allerdings existiert bislang keine Methode, mit der dieser
Makrophagentyp depletiert werden kann. Die Behandlung mittels Chlodronat Liposomen
erlaubt lediglich die Depletion von inflammatorischen Ly6C* Makrophagen, residente
Makrophagen innerhalb der Harnblase bleiben dagegen unberihrt (siehe Anhang). Aus
diesem Grund wurden alternativ dazu, die von Ly6C" Makrophagen produzierten
Chemokine MIF, CXCL1, CXCL2, CXCL5 und CCL2 mit Hilfe von blockierenden
Antikorpern inhibiert und die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und Ly6C*
Makrophagen untersucht. Bereits die Blockade der Chemokine MIF und CXCL1 fuhrt zu
einer erheblichen Reduktion der Granulozyten- und Makrophagenanzahl in der Harnblase.
Die Blockade des Chemokins CCL2 dagegen vermindert nur die Zellzahl der Ly6C*
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Makrophagen. Die Inhibition der beiden Chemokine CXCL2 und CXCL5 hingegen zeigt,
dass diese nicht fir die Rekrutierung der Phagozyten verantwortlich sind, da sich nach
deren Blockaden keine Reduktionen in der Phagozytenzellzahlen ergaben. Dies steht im
Widerspruch zu einigen Veroffentlichungen, die eine rekrutierende Wirkung von CXCL2
und CXCL5 auf Granulozyten in Erkrankungen, wie dem respiratorischen

*8% und der Pyelonephritis®®, beschreiben. Eine mégliche Erklarung fiir

Distresssyndrom
diese Diskrepanz waére, dass unterschiedliche Gewebetypen nach einer Infektion zur
Rekrutierung von Phagozyten verschiedene Chemokine nutzen. Jacobs et. al konnte
weiterhin demonstrieren, dass Chemokine und deren Rezeptoren tberlappende Funktionen
aufweisen® und demzufolge nicht nur ein Chemokin, sondern eine Vielzahl von
Chemokinen und anderen chemotaktisch wirkenden Molekdlen, wie Lipid-Mediatoren und
Komplement Fragmente, zusammen die Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten in
das infizierte Gewebe bewirken™. Anhand dieser Daten erscheint eine gewebespezifische
Chemokinrekrutierung als wahrscheinlich. Da die beiden Chemokine CXCL2 und CXCL5
zu diesem Zeitpunkt keine rekrutierende Wirkung zeigten, besitzen sie eventuell andere
Funktionen innerhalb der Harnblase.

Um zu bestatigen, dass die untersuchten Chemokine eine wichtige Rolle bei der
Rekrutierung der Phagozyten in die infizierte Harnblase spielen, wurden ebenfalls
CXCR2™- und CCR2” - Mause untersucht, denen der Rezeptor fiir die Chemokine MIF,
CXCL1, CXCL2 und CXCL5™"3 bzw. CCL2%**"™ fehlt. Da in diesem Fall nicht einzelne
Liganden, sondern der entsprechende Rezeptor fehlt, war zu erwarten, dass die Reduktion
der entsprechenden Phagozyten, im Vergleich zu Mausen mit einer Chemokinblockade,
am stérksten sein sollte, da keines der Chemokine an den Rezeptor binden und ein Signal
ausldsen kann. Diese Annahme konnte anhand der erhobenen Daten bestatigt werden.
Aufgrund dieser Daten kann geschlussfolgert werden, dass der CXCR2 Rezeptor
zusammen mit den Chemokinen CXCL1 und MIF fir die Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten und Ly6C* Makrophagen verantwortlich ist. Des Weiteren spielen der
CCR2-Rezeptor und das Chemokin CCL2 eine bedeutsame Rolle bei der Rekrutierung von
Makrophagen?.

Um zu untersuchen, welche Funktion TNFa produzierende Ly6C* Makrophagen bei der
Rekrutierung von Phagozyten in die infizierte Harnblase haben, wurden zuséatzlich TNFR™
- Méuse untersucht. Da TNFoa keine chemotaktische Wirkung besitzt, sollte es keine

Unterschiede in der Zellzahl von neutrophilen Granulozyten und Ly6C* Makrophagen in
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TNFR”- und Wildtypmausen geben. Im Fall der rekrutierten Makrophagen bestatigte sich
diese Annahme. Uberraschenderweise befanden sich in den infizierten Blasen von TNFR™”"
Méusen jedoch deutlich mehr Granulozyten als in denen von Wildtypmé&usen. Um der
Frage nachzugehen, ob Ly6C" Zellen fiir dieses Phidnomen verantwortlich sind und diese
erhdhte Granulozyten-Rekrutierung nicht durch andersartige Effekte begriindet ist, wurden
Wildtypmduse mit Chlodronat Liposomen behandelt. In diesem Versuchsansatz werden
Ly6C" Zellen depletiert, was zu einer Reduktion der TNFo Produktion in der Harnblase
fiihrt. Nach der Makrophagen-Depletion war zu erwarten, dass weniger Ly6C*
Makrophagen in die Harnblase rekrutiert werden, da sie durch die Chlodronat Liposomen
im Blutkreislauf eliminiert werden. Diese Annahme bestétigte sich und es stellte sich
weiterhin heraus, dass in CL depletierten Mausen, genau wie in den TNFR™ Tieren, mehr
neutrophile Granulozyten in der Harnblase vorhanden waren als in Wildtypmé&usen. Aus
diesem Grund kann vermuten werden, dass das von Ly6C* Makrophagen produzierte
TNFa eine spezielle Rolle bei der Migration von neutrophilen Granulozyten zu haben
scheint.

Auch andere Arbeitsgruppen haben Effekte von TNFa auf die Migration von neutrophilen
Granulozyten ermitteln kénnen. Diese stehen jedoch im Gegensatz zu den in dieser Arbeit

erhobenen Daten’* 8.

Es wird beschrieben, dass eine Blockade von TNFo die
Rekrutierung von Granulozyten minimiert. Beobachtungen von Natarajan et al. dagegen
zeigen, dass TNFa keine Auswirkungen auf die Migration von Granulozyten hat™’. In
dieser Arbeit dagegen wird das Phanomen beschrieben, dass das Fehlen von TNFa zu
einer erhdhten Anzahl von neutrophilen Granulozyten wahrend einer bakteriellen Infektion
fuhrt. Daher kann davon ausgegangen werden, dass hier eine bisher unbekannte Funktion
von TNFa auf die Granulozytenmigration beschrieben wird. Die Diskrepanz zwischen den
hier erhobenen Daten und denen aus der Literatur kann vermutlich auf die
unterschiedlichen  Krankheitsmodelle zurlickzufiihren sein, die unterschiedliche

Signalmechanismen ausldsen.
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4.2 Die Migration von neutrophilen Granulozyten in das Uroepithel wéhrend
einer Zystitis wird durch TNFa,, CXCL2 und MMP9 reguliert

4.2.1 In TNFR” Mausen ist die Migration von neutrophilen Granulozyten in

das infizierte Uroepithel defekt

Um zu Gberpriifen, ob die reduzierte Anzahl von neutrophilen Granulozyten oder Ly6C”
Makrophagen Auswirkungen auf die Infektionsstarke haben, wurde die bakterielle Last in
den Harnblasen der oben beschriebenen Mause (WT, aMIF, aCXCL1, aCXCL2, aCXCLJ5,
aCCL2, CXCR2", CCR2” und TNFR™) ermittelt. Bei einer verminderten Menge von
Granulozyten und Makrophagen, ausgeldst durch die Blockade der Chemokine MIF,
CXCL1 und CCL2 oder in CXCR2"- und CCR2” - Mausen, war eine erhohte
Bakterienrate im Vergleich zum Wildtyp zu erkennen. Durch die geringere Anzahl von
neutrophilen Granulozyten und Ly6C* Makrophagen werden vermutlich deutlich weniger
Bakterien durch Phagozytose beseitigt, was die erhohte bakterielle Last in den
entsprechenden Méusen erklart. Unterstiitzt werden diese Ergebnisse durch Crosara-
Alberto et. al und Craciun et al., die innerhab von verschiedenen Sepsis Modellen
ebenfalls eine erhdhte Bakterienanzahl nach einer verminderten bzw. eine verbesserte
Infektion nach einer starkeren Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten festgestellt
haben” . Ist lediglich die Anzahl der Ly6C* Makrophagen vermindert und nicht diejenige
der Granulozyten, wie beispielsweise nach der Blockade des Chemokins CCL2, so ist
ebenfalls eine erhdhte bakterielle Last in der Harnblase dieser M&use zu erkennen. Anhand
dieser Daten kann geschlussfolgert werden, dass sowohl Makrophagen, als auch
neutrophile Granulozyten fiir die Abwehr von Bakterien essentiell sind.
Erstaunlicherweise zeigen TNFR” Mause, die von allen untersuchten Tieren die groRte
Menge an neutrophilen Granulozyten in der Harnblase aufwiesen, die starkste Infektion.
Die Analyse der CCR2”- und der CL depletierten — Mause, in denen die TNFo
produzierenden Makrophagen fehlen, besitzen ebenfalls mehr Granulozyten und zeigen
ebenfalls eine im Vergleich zum WT stark erhohte bakterielle Last. Aufgrund der grof3en
Mengen an neutrophilen Granulozyten in diesen Madusen ware eine geringere bakterielle
Last zu erwarten gewesen’’. Dieser Umstand trifft jedoch nicht zu. Ahnliche Ergebnisse
konnten in Infektionen mit Listeria monocytogenes und Pseudomonas aeuginosa
beobachtet werden, bei denen in TNFR-1" und TNFR” Mausen, trotz gleicher
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808 Eine

Granulozytenanzahl, eine erhohte bakterielle Last gemessen werden konnte
mogliche Erklarung fiir diesen Phénotyp wiére, dass das von Ly6C* Makrophagen
produzierte TNFa eine kontrollierende Wirkung auf neutrophile Granulozyten wahrend
der Zystitis besitzt. Das Zytokin konnte eventuell Auswirkungen auf die Apoptoserate, die
Phagozytose oder die Migration innerhalb des Gewebes von neutrophilen Granulozyten
haben. Beispielsweise konnte in einem murinen Meningitis-Model aufgezeigt werden, dass
die Inhibition von TNFa die Apoptose von Granulozyten minimiert®. Diese Befunde
konnten zudem von Salamone et al. in in vitro Studien bestatigt werden®. Andere
Literaturdaten zeigen weiterhin, dass die Phagozytose des Erregers Staphylococcus aureus
durch neutrophile Granulozyten nach der Stimulation von TNFa und Chemokinen deutlich
verbessert ist®. Weiterhin konnte Lokuta et. al in in vitro Studien demonstrieren, dass
TNFo die Polarisation und Migration durch die Regulation der MAP-Kinase p38
reguliert™. Welcher genaue Mechanismus zu einer vermehrten Menge von neutrophilen
Granulozyten und zu einer erhéhten bakteriellen Last in TNFR” Mausen fihrt, soll
nachfolgend demonstriert werden.

Um dem Grund nachzugehen, wie eine vermehrte Anzahl von neutrophilen Granulozyten
zu einer Verschlechterung der Infektion fuhren kann, wurde die Lage der Granulozyten
innerhalb der Blase von WT- und TNFR” — Tieren mittels histologischer Schnitte
analysiert. Wahrend die wildtypischen Granulozyten hauptséchlich am Infektionsort, im
Uroepithel, akkumulieren, sammeln sich TNFR”" Granulozyten direkt unter dem Epithel
der Harnblase an. Anscheinend kénnen TNFR” Granulozyten bis hin zum Uroepithel
wandern und stoppen direkt vor der Basalmembran. Das Unvermdgen der Granulozyten in
das Uroepithel einzuwandern und die daraus resultierende Unféhigkeit der Zellen die darin
befindlichen Bakterien abzutdten, erklart nun die verstarkte bakterielle Last in TNFR”
Mausen.

Statistische Auswertungen ergaben, dass im Vergleich zu WT — Mausen ca. 70% weniger
neutrophile Granulozyten im Uroepithel von TNFR™ Mause lokalisiert waren. Um diesem
Phanomen nachzugehen, wurde im Anschluss die Zellmenge im Urin von TNFR™- und CL
— Mausen analysiert. Aufgrund des fehlenden Durchtritts der Granulozyten durch das
Uroepithel, war eine geringere Menge an Granulozyten im Urin dieser Maustypen zu
erwarten. Es stellte sich heraus, dass diese Annahme zutreffend war und sich eine
signifikante Reduktion in der Granulozytenmenge im Urin im Vergleich zum WT ergab.

Auch wahrend einer Infektion mit Pseudomonas aeuginosa konnte eine verminderte
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Menge an neutrophilen Granulozyten im Lumen der Lunge identifiziert werden®. Diese
Befunde unterstiitzen somit die Beobachtung, dass neutrophile Granulozyten in TNFR™-
und in CL depletierten — Mausen kaum in das Epithel der Harnblase einwandern kénnen.
Diese Ergebnisse schliefen zwar nicht aus, dass die Apoptose und Phagozytose der
neutrophilen Granulozyten in TNFR” Mausen verandert sind, allerdings unterstiitzen sie
die Beobachtungen von Lokuta et. al, die einen Einfluss von TNFo auf die
Granulozytenmigration aufzeigen®.

Die im Vergleich zum Wildtyp verstarkte Infektion von Epithelzellen und die verminderte
Zellzahl der Granulozyten im Urin von mit Chlodronat depletierten Mdausen ist identisch
zu dem Phanotyp der TNFR” Maus. Aus diesem Grund kann angenommen werden, dass
TNFa produzierende Ly6C* Makrophagen fiir den Migrationsdefekt von Granulozyten
verantwortlich sind.

Um festzustellen, ob ein hamatopoetischer Zelltyp, wie beispielsweise Ly6C*
Makrophagen oder residente Gewebezellen, in der Harnblase fir die fehlende
Einwanderung der Granulozyten in das Uroepithel verantwortlich sind, wurden
Knochenmarkschimare Mause generiert, in denen wildtypisches durch TNFR”- oder
TNFa” — Knochenmark ausgetauscht wurde. Die Analyse der Lokalisation von
neutrophilen Granulozyten in den Chimaren zeigt deutlich, dass hdmatopoetische Zellen
fur den Migrationsdefekt verantwortlich sein mussen, da das fehlende Vermogen von
Immunzellen TNFo zu detektieren oder zu produzieren, in einer Ansammlung von
neutrophilen Granulozyten direkt vor dem Epithel resultiert.

Da festgestellt werden konnte, dass der Migrationsdefekt von knochenmarksabhéngigen
Zellen verursacht wird, sollte im n&chsten Schritt die Immunzelle identifiziert werden, die
diesen Phénotyp verursacht. Zu diesem Zweck wurden wildtypische Ly6C* Makrophagen
in TNFa™ Mause transferiert und die Migration der Granulozyten wahrend einer Zystitis
analysiert. Es stellte sich heraus, dass das von transferierten Makrophagen produzierte
TNFa die Migration von neutrophilen Granulozyten in das Uroepithel wieder erméglichte.
Der Defekt wurde allerdings nicht vollstdndig aufgehoben, da sich in einigen stark
infizierten Breichen immer noch Granulozyten vor dem Epithel ansammelten. Eine
mogliche Erklarung hierfir kann die zu geringe Menge an transferierten Makrophagen
sein. Dies hat zur Folge, dass nicht genigend TNFa produziert wird, um allen
Granulozyten die Migration in das Epithel zu ermdoglichen. In Zukunft sollen weitere

Untersuchungen durchgefiihrt werden, bei denen eine hthere Anzahl an Makrophagen
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transferiert werden soll, um zu Uberpriifen, ob eine héhere TNFa Konzentration den
Migrationsdefekt der Granulozyten vollstandig aufheben kann.

Somit konnte dargestellt werden, dass allein hematopoetische Zellen und im Speziellen
Ly6C* Makrophagen den Defekt in der epithelialen Granulozytenmigration bedingen.
Dieser regulierende Effekt von Makrophagen auf neutrophile Granulozyten ist in der
Literatur bisher noch nicht beschrieben worden und stellt somit eine neue Funktion von
Ly6C* Makrophagen dar.

Nachdem aufgeklart werden konnte, dass Ly6C* Makrophagen fir die Produktion von
TNFa zustéandig sind, wurde weiterhin analysiert, ob beide TNFa — Rezeptoren 1 und 2
auf neutrophilen Granulozyten essentiell fiir deren Migration in das Uroepithel sind.
Zunéchst wurde die Abhéngigkeit der endothelialen Migration von neutrophilen
Granulozyten durch die beiden TNFa — Rezeptoren mit Hilfe eines kompetitiven Transfers
von WT- und TNFR” — Granulozyten ausgeschlossen. Dies war von besonderer
Bedeutung, da eine ungleiche Rekrutierung zu einer unterschiedlichen Anzahl von
Granulozyten innerhalb der Harnblase fuhren wiirde, die eine Beurteilung der Anzahl der
gewanderten Granulozyten aus dem Bindegewebe in das Uroepithel erschweren wirde.

Fur die Untersuchung des Migrationsverhaltens von Granulozyten in das Uroepithel,
wurde die Position von transferierten TNFR”- bzw. WT — Granulozyten in wildtypische
Mause analysiert. Obwohl transferierten TNFR”™ Granulozyten nicht in der Lage waren das
in der wildtypischen Maus produzierte TNFa zu detektieren, wanderten sie in gleicher
Zahl wie die transferierten WT Granulozyten in das Epithel der Harnblase ein. Um diese
Beobachtungen zu stiitzen, wurden zusétzlich gemischte Knochenmarkschimére generiert,
deren Knochenmark letztendlich zu 50% aus WT- und zu 50% aus TNFR” — Knochenmark
bestand. Nach der Infektion dieser Mduse konnten ebenfalls gleich viele Mengen an
TNFR”- und WT — Granulozyten im Urin gefunden werden. Aus diesem Grund waren
vermutlich beide Zelltypen in gleicher Weiser in der Lage das Uroepithel zu
durchwandern.

Anhand dieser Daten konnte nun belegt werden, dass die TNFa — Rezeptoren 1 und 2 auf
neutrophilen Granulozyten weder fur die endotheliale, noch fur die epitheliale Migration

von Granulozyten direkt ben6tigt werden.
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4.2.2 Durch TNFa induziertes CXCL2 reguliert die Migration von

neutrophilen Granulozyten in das Uroepithel

Da die Bindung von TNFoa an die TNFo — Rezeptoren auf neutrophilen Granulozyten
nicht fir die Migration der Granulozyten essentiell ist, wurden im ndchsten Schritt
Molekdle analysiert, deren fehlerhafte Regulation den Migrationsdefekt auslosen kdnnten.
Die extrazellulare Expression der Membranproteine CD47%% und CD11b**® auf
neutrophilen Granulozyten und die Expression von ICAM-1 auf Endothelien in WT- und
TNFR” Mausen zeigten allerdings keine Unterschiede zueinander. Des Weiteren wurde
die intrazellulare Modulation des Aktin — Zytoskeletts**® (F-Aktin Konzentration) in
Granulozyten auf eine potentielle Verénderung untersucht. Um zusétzlich einen
Organschaden oder einen generellen Defekt in der Eliminierung von phagozytierten
Bakterien aufzuklaren, wurden zudem die beiden Proteine Myeloperoxidase (MPO) und
der Neutrophilen Elastase (NE) in Granulozyten untersucht®* 2 Es ergaben sich jedoch
keine Unterschiede zwischen den WT- und TNFR” - Mausen hinsichtlich der Expression
bzw. Modulation dieser Molekdile. Somit ist weder die Polymerisierung des F-Aktins bzw.
die Expression der Molekiule CD47, CD11b und ICAM-1, noch die intrazelluldre
Eliminierung von Bakterien durch die Proteine MPO und Neutrophilen Elastase von dem
Zytokin TNFa abhangig.

Um einen maoglichen Effekt von TNFo auf die Chemokin- und Zytokinproduktion zu
untersuchen, wurden die Konzentrationen der Zytokine GM-CSF, INFy, IL1, IL4, IL5,
IL6, IL10, IL17 und der Chemokine CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL7 innerhalb der
Harnblase von uninfizierten und infizierten WT- und TNFR” — Mausen ermittelt. Von
speziellem Interesse waren die Chemokine CCL3, CCL4 und CCLS5. Diese sind Liganden
des CCR1-Rezeptors’*® der neben dem CXCR2 Rezeptor, als einer der wichtigsten
Chemokinrezeptoren fir die Migration von neutrophilen Granulozyten gilt’®"*. Die
Konzentration dieser Chemokine war in TNFR” Mausen, verglichen mit Wildtyp-Mausen,
allerdings unverdndert. Daher kann davon ausgegangen werden, dass TNFa keinen
Einfluss auf die Sekretion dieser drei Chemokine hat. Auch die Konzentrationen der
anderen getesteten Chemokine und Zytokine waren in Wildtyp und TNFR” Mausen
identisch. Somit ist es wahrscheinlich, dass der beobachtete Migrationsdefekt nicht durch
eine veranderte Produktion dieser Zytokine und Chemokine verursacht wird. Eine

Ausnahme stellt das Zytokin 1L10 dar, welches in Blasenhomogenaten sowohl von
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infizierten als auch in uninfizierten TNFR” Mausen im Vergleich zu entsprechenden
Wildtypmausen stark erhoht ist. Dieser Unterschied veréndert sich allerdings durch die
Infektion nicht. Da in TNFR” Mausen die Konzentrationen proinflammatorischer
Molekile, wie beispielsweise IL6 oder die Aktivierungsmarker auf Granulozyten, im
Vergleich zu Wildtypmdusen nicht verringert sind, ist es unwahrscheinlich, dass die
erhdhten IL10-Konzentrationen einen Einfluss auf den Verlauf der Zystitis haben.

Wie bereits geschildert, wird der CXCR2-Rezeptor in der Literatur als einer der
wichtigsten Chemokinrezeptoren fur neutrophile Granulozyten und deren Migration
beschrieben®™%. Aus diesem Grund wurde die Expression dieses Rezeptors auf der
Zelloberflache von WT-, TNFR™- und TNFa™ - Granulozyten und die Produktion dessen
Liganden MIF, CXCL1 und CXCL2™% durch Ly6C™ Makrophagen analysiert. Fir den
Rezeptor und die Chemokine MIF und CXCL1 konnte jedoch keine verénderte Expression
ermittelt werden. Die Konzentration des Chemokins CXCL2 dagegen war in den TNFR”-
und TNFa” Mausen stark reduziert. Weiterhin konnte nach der Depletion der TNFa
produzierenden Makrophagen eine signifikante Reduktion in der CXCL2 — Konzentration
ermittelt werden. Diese Daten decken sich mit Beobachtungen aus der Literatur, die
zeigen, dass TNFa sowohl in vitro, als auch in vivo die CXCL2-Produktion induzieren
kann®™%8. Weiterhin wurde sehr haufig beschrieben, dass Makrophagen im Kontext von
bakteriellen Infektionen groRe Mengen des Zytokins TNFa produzieren**®. Die
publizierten Studien, zusammen mit den hier erhobenen Daten legen somit nahe, dass das
von Ly6C* Makrophagen produzierte TNFo die CXCL2 - Produktion in Ly6C
Makrophagen stimuliert.

Neben dem fehlenden TNFa — Signal konnte eine starke Reduktion der CXCL2 -
Konzentration in TNFR”- bzw. TNFa” — Mausen festgestellt werden. Da bereits
nachgewiesen werden konnte, dass TNFa nicht direkt auf Granulozyten wirkt, stellte sich
die Frage, ob die Reduktion der CXCL2 - Konzentration fiir die defekte Migration der
Granulozyten verantwortlich ist. Nach der Injektion des Chemokins in das Lumen der
Harnblase von TNFa”™ Mausen, stellte sich heraus, dass neutrophile Granulozyten durch
das CXCL2 wieder in der Lage waren in das Uroepithel einzuwandern. Aufgrund dieses
Befundes kann im Zusammenhang aller bisher erhobenen Daten geschlussfolgert werden,
dass das von Ly6C* Makrophagen produzierte TNFa auf Ly6C™ Makrophagen wirkt und in
diesen die CXCL2-Produktion reguliert.
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Diese Annahme wird von den Versuchsergebnissen von Godaly et al. unterstitzt. Sie
konnten beobachten, dass die Migration von neutrophile Granulozyten wahrend einer

Zystitis in CXCR2" Méausen, genauso wie in dieser Arbeit in TNFR™- und TNFa'™ -
Mausen, vor dem Uroepithel zum stoppen kommen und nicht in den Urin einwandern®.
Daher muss ein Ligand dieses Rezeptors fir die epitheliale Migration entscheidend sein.
Wie diese fehlerhafte epitheliale Migration der Granulozyten zustande kommt, konnte von
der Gruppe um Godaly allerdings nicht aufgeklart werden™.

4.2.3 Die durch CXCL2 freigesetzte Metallomatrixprotease MMP9 ist fir

Migration von neutrophilen Granulozyten in das Uroepithel essentiell

Bevor neutrophile Granulozyten in das Uroepithel einwandern koénnen, missen diese
zunéchst die Basalmembran passieren, die hauptsachlich aus der Komponente Kollagen 1V
besteht'’. Um diese durchqueren zu kénnen, miissen Granulozyten zunachst das Kollagen
IV mittels der Proteasen NE und MMP8 aufbrechen'®. Im Anschluss werden die
entstandenen Fragmente final durch die Metallomatrixprotease MMP9 degradiert und so
dem Granulozyten der Durchtritt in das Epithel der Harnblase erméglicht'®™ %% Aus
diesem Grund wurde der Phanotyp der MMP9” Maus untersucht. Wie TNFR” Mause
zeigen MMP9™” Mause im Vergleich zu wildtypischen Mausen eine hohere bakterielle Last
im Urin. Dies zeigt, dass die Infektion in diesen Mausen deutlich verstérkt ist. Zusatzlich
ist die Menge der neutrophilen Granulozyten im Urin im Vergleich zu Wildtypmausen
stark reduziert. Wie bereits in TNFR”" Mausen aufgezeigt werden konnte, deutet dieses
Phanomen auf eine defekte Einwanderung von Granulozyten in das Uroepithel hin.
Histologische Untersuchungen zeigten weiterhin, dass MMP9™-, genauso wie TNFR™ —
Granulozyten direkt vor dem Uroepithel akkumulieren und nicht in dieses einwandern. Es
konnte somit dargestellt werden, dass MMP9”- und die TNFR” — Mause denselben
Phanotyp aufweisen. Daher kann angenommen werden, dass die Matrixmetalloprotease
MMP9 ein wichtiges Glied in der TNFa vermittelten Kaskade ist, die letztendlich zur
Migration der Granulozyten in das Uroepithel fihrt. Corry et al. konnten innerhalb eines
allergischen Asthma — Modells ebenfalls aufzeigen, dass sich neutrophile und eosinophile
Granulozyten in MMP9”" und MMP9”/MMP2™ -Doppel-KO — Mausen im Parenchym der
Lunge ansammeln'®. Gleichzeitig beobachteten sie eine Clusterbildung dieser beiden

Zelltypen um die Bronchiolen herum. Eine verstarkte Rekrutierung der Immunzellen in die
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Lunge konnte von der Arbeitsgruppe ausgeschlossen werden. Allerdings stellten sie in
MMP9"-, aber nicht in MMP2”" - Mausen fest, dass weniger neutrophile und eosinophile
Granulozyten in das Lungenlumen eingewandert waren als in Wildtypmé&usen. Auch in
diesem Modell konnte eine zum Wildtypen deutlich verstarkte Inflammation in MMP9™
und MMP9”/MMP2"-Doppel-KO — Mausen festgestellt werden’®. Dieser Phanotyp
stimmt mit dem in der Zystitis dargestellten Phénotypen von MMP9" -, TNFa™- und
TNFR” Mausen uberein. Aus diesem Grund kann vermutet werden, dass der hier
dargestellte  Mechanismus der epithelialen Migration ebenfalls in anderen
Krankheitsmodellen und Geweben Gultigkeit hat.

Aufgrund des identischen Phanotyps von MMP9”- und TNFR” - Mausen, wurde
angenommen, dass eine fehlerhafte Regulation der Metallomatrixprotease MMP9 die
Ursache fiir den Migrationsdefekt der Granulozyten in TNFR” - Mausen darstellt.
Wahrend der Zystitis konnten neutrophile Granulozyten als Hauptproduzenten von MMP9
identifiziert werden. Literaturdaten zeigen auf, dass dieser Zustand ein generelles
Phanomen ist und in mehreren Infektionsmodellen beobachtet wird'%*%.

Der Transfer von MMP9-produzierenden wildtypischen Granulozyten in infizierte
MMP9” Mause, zeigt deutlich, dass die Produktion von MMP9 durch neutrophile
Granulozyten notwendig fir dessen eigene epitheliale Migration ist, da lediglich die
transferierten und nicht die endogenen MMP9” — Zellen in der Lage waren in das
Uroepithel einwandern. Im Vorfeld wurde vermutet, dass die wildtypischen Granulozyten
den endogenen MMP9” Zellen, aufgrund der Degradation der Basalmembran, die
Migration in das Epithel ermdglichen. Diese Annahme traf allerdings nicht zu. Mit Hilfe
von in vitro Studien konnte Rowe et. al aufzeigen, dass die Basalmembran nach dem
Durchtritt von neutrophilen Granulozyten intakt bleibt>. Daher kann vermutet werden,
dass Granulozyten nach ihrer Durchwanderung die Basalmembran wiederherstellen. Somit
misste jeder Granulozyt selbststdndig die Basalmembran degradieren und anschlieRend
wieder schlieBen. Auf diese Weise wirde das hinter dem Epithel liegende Gewebe
ebenfalls von Bakterien geschiitzt werden, die solche offenen Bereiche ansonsten zur
Infektion tiefer liegender Zellen nutzen kénnten.

Es konnte demonstriert werden, dass das von neutrophilen Granulozyten produzierte
MMP9 notwendig fur die Einwanderung der Granulozyten in das Epithel der infizierten
Harnblase ist. Die durchflusszytometrische Analyse des intrazellularen MMP9-Gehaltes in
WT- und TNFR” — Granulozyten verdeutlichte, dass die MMP9-Menge in den Granula
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von TNFR™ Granulozyten leicht erhoht ist. Diese geringen Unterschiede deuten auf eine
verringerte Sekretion der Protease in TNFR” Mausen hin. Die ermittelte absolute Menge
von MMP9 in Blasenhomogenaten war im Vergleich zum Wildtyp in TNFR™ — Mausen
verringert. Diese Reduktion ist jedoch nicht ausreichend, um den starken Phanotypen der
drei KO — Mause (TNFR”", TNFa'™ und MMP9™) zu erklaren. Mit Hilfe der ELISA —
Daten konnen allerdings keine Aussagen (ber die sekretierte MMP9-Menge getroffen
werden: Aufgrund des Protokolls der Proteinaufreinigung, befinden sich im
Blasenhomogenat  sowohl  extrazellulares als auch intrazellulares MMP9.
Metallomatrixproteinasen, wie MMP9, werden von neutrophilen Granulozyten als inaktive
Pro-Form in den extrazellularen Raum sekretiert, indem sie durch andere Proteasen in
einen aktiven Zustand gespalten werden. Somit gibt ein MMP9 ELISA keine Auskunft
uber die Menge von extrazellularem, katalytisch aktivem MMP9, welches in der Lage ist
das Kollagen der Basalmembran zu degradieren, da er nicht zwischen extra- und
intrazellularen Protein unterscheiden kann. Um diesen Parameter zu untersuchen, wurde
daher das Gelatine — Zymogram genutzt. Es stellte sich heraus, dass die katalytische
Aktivitat bzw. der Level an sekretierten MMP9 in TNFR™-, TNFa - und CL depletierten —
Mausen im Vergleich zum Wildtypen um 70 bis 80% verringert ist. Somit ist die Sekretion
der Protease durch Granulozyten in diesen Mausen gestort, wodurch neutrophile
Granulozyten nicht mehr in der Lage sind die Basalmembran zu degradieren und in das
Uroepithel einzuwandern. In in vitro Experimenten, in denen WT-, TNFR™ und CXCR2" -
Granulozyten mit TNFo. und/oder mit CXCL2 stimuliert wurden, konnte weiterhin
aufgeklart werden, dass lediglich CXCL2 und nicht TNFa eine erhohte MMP9-Sekretion
induziert. Es konnte zwar ebenfalls eine leichte Zunahme der MMP9-Aktivitat in den WT
— Proben nach der Stimulation mit TNFa detektiert werden, diese ist jedoch unspezifisch,
da eine vergleichbare Erhéhung nach der Stimulation von TNFR” Granulozyten, die TNFa
nicht detektieren kénnen, ebenfalls zu erkennen war. Einen eindeutigen Beweis fir die
stimulierende Wirkung von CXCL2 auf die MMP9 - Sekretion stellen die in vitro
Ergebnisse der stimulierten CXCR2” — Granulozyten dar. Sie waren weder nach der
Stimulation mit TNFa, noch mit CXCL2 in der Lage MMP9 zu sekretieren. Dies
demonstriert sehr deutlich, dass der CXCR2-Rezeptor und dessen Ligand CXCL2 fir die
Ausschittung von MMP9 aus den Granula der Granulozyten verantwortlich sind. Daten
von anderen Arbeitsgruppen bestétigen diese Befunde. Es konnte nachgewiesen werden,

dass humane Granulozyten nach der Stimulation des CXCR2 — Rezeptors durch IL8 in
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vitro die Ausschiittung von MMP9 aus den tertiaren Granula bewirkt'®'%. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass diese MMP9-Sezenierung durch die MAP-Kinasen ERK
1/2'%, die Protein Kinase C oder von Src - Kinasen'® gesteuert wird. Diese Befunde
lassen vermuten, dass die CXCL2 vermittelte Freisetzung von MMP9 in murinen Zellen
eventuell ebenfalls von diesen Kinasen gesteuert wird.

Chakrabarti et al. zeigen dagegen, dass die Stimulation mit TNFo neutrophile
Granulozyten dazu stimuliert, in vitro MMP9 zu sezenieren. Allerdings konnten diese
Befunde in dieser Promotionsarbeit und von anderen Gruppen nicht bestatigt werden'%>%,
Die hier ermittelten in vitro Befunde konnten zudem in vivo bestétigt werden. Nach der
Inhibition von CXCL2 mittels eines blockierenden Antikdrpers, konnte im Vergleich zu
unbehandelten WT Mausen, eine signifikante Reduktion in der katalytische Aktivitat der
sekretierten Proteasen beobachtet werden. Um zu demonstrieren, dass MMP9 und nicht
MMP2, das ebenfalls in der Lage ist Kollagen IV zu degradieren, die
Granulozytenmigration in das Epithel ermdglicht, wurden als Kontrolle zudem die Level
der Metallomatrixprotease MMP2 in WT-, TNFR™-, TNFa’™-, CL depletierten- und mit
antiCXCL2 behandelten — Mé&usen ermittelt und miteinander verglichen. Es ergaben sich
in keiner der Mduse Unterschiede zueinander. Demzufolge degradiert MMP9, aber nicht
MMP2 die epithelialen Basalmembran wéhrend einer Zystitis. Dieser Befund deckt sich
mit Beobachtungen von Corry et al., die in einem murinen Asthma-Modell ebenfalls keine
veranderte Migration der neutrophilen Granulozyten in MMP2” Mausen nachweisen
konnten. In MMP9” Mausen dagegen war die Granulozytenmigration erheblich

103 'Mit Hilfe dieser in vitro und in vivo erhobenen Daten kann zusammenfassend

verandert
geschlussfolgert werden, dass das Chemokin CXCL2 die Sekretion von MMP9 in
neutrophile Granulozyten reguliert, wahrend die Sekretion der Protease MMP2 unabhéngig
von diesem Chemokin ist.

Um zu untersuchen, ob die Sekretion und nicht die Aktivierung der Protease MMP9 von
CXCL2 reguliert wird, wurde das Vorkommen des natirlichen Inhibitors von MMP9
analysiert. Insgesamt existieren vier verschiedene Inhibitoren, TIMP 1 bis 4, die
zusammen mit Metallomatrixproteasen Komplexe binden und deren Aktivitat auf diese
Weise hemmen kénnen®™, Fiir die Inhibition von MMP9 wird im speziellen TIMP-1 als
besonders relevant beschrieben®. Die Gesamtmenge des Inhibitors in Blasenhomogenaten

von WT-, TNFR™-, TNFa”- und CL depletierten — Mausen zeigte keine Unterschiede
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zueinander, daher scheint TNFo und CXCL2 hier keinen Einfluss auf die Inhibition der
MMP9-Aktivitat zu haben.

4.3 Die Regulation der transepithelialen Migration von neutrophilen

Granulozyten im Uberblick

Anhand der Untersuchungsergebnisse ist der folgende Ablauf von Ereignissen wahrend
einer Zystitis sehr wahrscheinlich (Abbildung 4.1): (1) Residente Ly6C" Makrophagen
nehmen die UPEC - Infektion wahr und beginnen daraufhin Chemokine, wie CCL2, MIF
und CXCL1, zu produzieren, die neutrophile Granulozyten und Ly6C" Makrophagen
rekrutieren. (2) Nach dem Eintritt der Ly6C* Makrophagen in die Harnblase, produzieren
diese das proinflammatorische Zytokin TNFa, welches an den TNFa — Rezeptor von
Ly6C" Makrophagen bindet. (3) Das gebundene TNFa induziert die Produktion und die
Sekretion des Chemokins CXCL2 durch Ly6C" Makrophagen. (4) Nachfolgend bindet das
freigesetzte Chemokin an den CXCR2 — Rezeptor von neutrophilen Granulozyten und
induziert auf diese Weise die Freisetzung der Protease MMP9 aus den Granula der
Granulozyten. (5) Mit Hilfe der sekretierten Protease sind neutrophile Granulozyten in der
Lage, die Basalmembran zu degradieren und in das Epithel der Harnblase einzuwandern.
Dort angelangt phagozytieren und eliminieren sie uropathogene E.coli.
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Abbildung 4.1: Regulation der transepithelialen Migration von neutrophilen
Granulozyten

Residente Makrophagen (Ly6C") nehmen die UPEC-Infektion wahr und produzieren daraufhin
die Chemokine CCL2, CXCL1 und MIF, die inflammatorische Makrophagen (Ly6C") und
neutrophile Granulozyten in die Harnblase rekrutieren. Nach dem Eintritt produzieren Ly6C*
Makrophagen das inflammatorische Zytokin TNFa, das an den TNFR von Ly6C™ Makrophagen
bindet und diese zur Produktion des Chemokins CXCL2 animiert. Das freigesetzte CXCL2
bindet anschlieBend an den CXCR2 Rezeptor von Granulozyten, was die Freisetzung von
MMP9 aus den Granula der Granulozyten induziert. Mit Hilfe dieser Protease MMP9 ist der
neutrophile Granulozyt dazu in der Lage, die epitheliale Basalmembran zu degradieren und in

das infizierte Epithel einzuwandern (modifiziert nach D. Engel).
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4.4 TNFa und CXCL2 regulieren in vitro die Migrations — Geschwindigkeit

von neutrophilen Granulozyten

Anhand von in vitro Studien konnten weitere Einflisse von TNFo und CXCL2 auf die
Migration der Granulozyten ermittelt werden. Diese Befunde treten allerdings nur in der
Kombination von TNFa und CXCL2 auf. Daher kann dieses Migrationsverhalten nicht in
der TNFR” Mausen analysiert werden. Es ist ebenfalls anzunehmen, dass dieser Effekt
keine Rolle bei der Migration der Granulozyten in das Uroepithel spielt, da innerhalb
dieser in vitro Untersuchungen keine kinstlichen Barrieren, wie beispielsweise eine
simulierte Basalmembran, verwendet wurden. Die Zellen konnten sich im Versuch frei
bewegen. In ,, Transwell* — Versuchen konnte gezeigt werden, dass mit TNFa stimulierte
neutrophile Granulozyten bei geringen CXCL2 Konzentrationen effektiver entlang eines
Chemokingradienten migrieren konnen als bei hohen Konzentrationen. Unstimulierte WT
— Zellen und unstimulierte bzw. stimulierte TNFR” Granulozyten dagegen steigern ihre
Migration mit hoheren CXCL2 Konzentrationen. Diese Migrationsversuche wurden
ebenfalls mit dem Chemoattraktant C5a durchgefuhrt und es zeigte sich, dass TNFa
unstimulierte und stimulierte WT- und TNFR” — Granulozyten ebenfalls mit steigenden
Konzentrationen verbessert migrieren. Daher ist anzunehmen, dass das veranderte
Migrationsverhalten von TNFa stimulierten WT - Granulozyten bei hohen
Chemokinkonzentrationen nur in Kombination mit CXCL2 zustande kommt.

Durch die 3D-Kollagen-Chemotaxis-Methode® konnte weiterhin festgestellt werden, dass
TNFa die Migrationsgeschwindigkeit bei niedrigen CXCL2 — Konzentrationen erhoht. Die
Direktionalitdt wird dabei nicht beeinflusst. Es mussten jedoch noch weitere
Untersuchungen angestellt werden, um zu priifen, ob die Migration von TNFa stimulierten
Granulozyten, im Vergleich zu unstimulierten Zellen, bei hohen Konzentrationen eventuell
verlangsamt ist.

Eine mogliche Erklarung fur diese Phdnomene wére beispielsweise, dass TNFa einen
Mechanismus in der Zelle aktiviert, der eine Art Start- bzw. Stopp-Signal fur Granulozyten
simuliert und somit bei niedrigen Konzentrationen die Migrationsgeschwindigkeit erhoht
und bei hohen Konzentrationen erniedrigt. Geringe Chemokinkonzentrationen, die vom
Produktionsort meist weit entfernt sind, ermdglichen den Zellen demnach eine schnellere
Migration zum Zielort. Gelangen die neutrophile Granulozyten dagegen in die Nahe des
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Produktionsortes des Chemokins, an dem die Konzentration die hdchste ist, wird die Zelle
abgestoppt und der Granulozyt kann dort seinen spezifischen Aufgaben nachgehen. Lokuta
et. al demonstrieren in in vitro Studien ebenfalls eine inhibierende Wirkung von TNFo auf
die Migration von humanen Granulozyten in Kombination mit ansteigenden
Konzentrationen des Chemokins IL8, welches dem murinen CXCL2 entspricht. Dieses
Stopp - Signal soll im Speziellen von der MAP-Kinase p38 reguliert werden®. Ein Start-
Signal konnte die Arbeitsgruppe allerdings nicht identifizieren. In der Studie analysierten
Lokuta et. al lediglich die Abnahme der Migration von TNFa stimulierten Granulozyten
auf unterschiedliche IL8-Konzentrationen. Unstimulierte Granulozyten galten lediglich als
Kontrolle und wurden nicht in Abhdngigkeit von unterschiedlichen 118-Konzentartionen
untersucht. Aus diesem Grund konnten die hier durchgefiihrten Versuche in Zukunft mit
humanen Granulozyten wiederholt werden, um die murinen Daten eventuell zu
bestatigen®.

Fir das Chemoattraktant fMLP konnte bereits im Detail gezeigt werden, dass die MAP —
Kinasen p38 und Erk solche Start- und Stopp — Signale vermitteln'®®. Beide Mechanismen
werden dabei iiber den fLMP Rezeptor FPR (,,formyl-peptide-Rezeptor*) gesteuert'®,

Ob TNFa diese MAP-Kinasen oder andere intrazellulare Mechanismen in der Maus als
Start- bzw. Stopp — Signal nutzt, muss in Zukunft noch genauer ermittelt werden. Die hier

erhobenen Daten stellen somit erst den Anfang einer neuen Studie dar.

4.5 Die innate Helferfunktion durch Makrophagen

In dieser Arbeit konnte eine von residenten und inflammatorischen Makrophagen
vermittelte innate Helferfunktion aufgeklart werden, welche die Auflésung von
bakteriellen Harnblaseninfektionen durch die Regulation von neutrophilen Granulozyten
ermoglicht. Diese koordinierte Migration von Granulozyten erfolgt hierbei durch das
Zytokin TNFo und dem Chemokin CXCL2.
Die Abfolge immunologischer Prozesse nach einer bakteriellen Infektion ist immer noch
nicht vollkommen verstanden®*®, Wiahrend die endotheliale Migration von Phagozyten,
somit der Austritt der Zellen aus der Zirkulation in das infizierte Gewebe, bereits zu
grolRen Teilen aufgeklart und in der Literatur ausfuhrlich beschrieben ist, ist Uber die
epitheliale Migration von Immunzellen sehr wenig bekannt?®?*°311%111 " pje vorhandenen
Daten Uber die epitheliale Migration stammen groRtenteils aus in vitro Studien, die
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allerdings nicht alle in vivo relevanten Aspekte beriicksichtigen kénnen?™. Die hier
erhobenen in vivo Befunde beschreiben einen bisher noch unbekannten Teilprozess der
epithelialen Migration in einer bakteriellen Infektion.

Residente Ly6C" Makrophagen agieren in der Harnblase als Wachterzellen, die als erste
Immunzellen die Infektion Gber PAMPs (LPS, CpG) oder Chemoattraktantien (fLMP,
C5a), wahrnehmen®#°°8_ Infolgedessen erhdhen Makrophagen die Permeabilitét lokaler
BlutgefdRe und rekrutieren durch die Expression von speziellen Chemokinen
inflammatorische Phagozyten in das Blasengewebe®. Jedes von Ly6C  Makrophagen
produziertes CX-Chemokin besitzt eine spezielle Aufgabe®®?**"3 Hier konnte dargestellt
werden, dass die beiden Chemokine CXCL1 und MIF wahrend einer Zystitis hauptsachlich
fur die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten aus der Zirkulation zustéandig sind.
Demzufolge sind diese Chemokine fiir die endotheliale Migration der Granulozyten in die
infizierte Harnblase essentiell. Es wird vermutet, dass in verschiedenen Geweben
unterschiedliche Chemokine zur Rekrutierung von Phagozyten wahrend einer

d®™  Zudem konnen diese Chemokine in den

Inflammation verantwortlich sin
verschiedenen Geweben von unterschiedlichen residenten Zelltypen, wie Makrophagen,
dendritischen Zellen, Endothel- und/oder Epithelzellen, produziert werden. In der Leber
beispielsweise produzieren hauptséchlich residente Makrophagen (Kupferzellen)
Chemokine, die neutrophile Granulozyten mobilisieren®®. Wahrend des respiratorischen
Distresssyndromes (IRDS) dagegen produzieren Epithelzellen das Chemokin CXCLJ5, das
anschlieBend Granulozyten in das Lungengewebe rekrutiert®™®®®. Bei einer durch
Autoantikdrper verursachten Arthritis ist hauptséchlich das Chemoattraktant LTB, fur die
Migration der Zellen verantwortlich™. Aus diesem Grund ist es notwendig, die
entsprechenden Chemokine und die exprimierenden Zelltypen in jedem Modell zu
analysieren. Nach der Einwanderung in das infizierte Gewebe missen neutrophile
Granulozyten allerdings dem initialen Chemokingradienten, der fir die Rekrutierung der
Phagozyten aus dem Blutstrom aufgebaut wurde, widerstehen. Ansonsten wirden die
Zellen wieder zuriick in die Zirkulation migrieren?**®, Aus diesem Grund wird vermutet,
dass in infizierten Organen weitere Chemokingradienten existieren muissen, die flr
Granulozyten attraktiver sind als der endotheliale Gradient und das diese Gradienten die
Zellen zum Epithel leiten'®**®”. Welche Molekiile fiir diesen Prozess verantwortlich sind,

16,116

ist bislang jedoch noch ungeklart. Allerdings konnte in verschiedenen Studien und

auch in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Chemoattraktoren stérkere Stimuli flr
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Granulozyten darstellen als Chemokine. Daher kann vermutet werden, dass diese so
genannten ,,End — target” Molekdle die attraktiveren Gradienten innerhalb des Gewebes
bilden und neutrophile Granulozyten von den Endothelien bis zum Epithel dirigieren*®®’.
Ein Argument fur diese Hypothese ist, dass Chemokine und ,,End — target* Molekiile
unterschiedliche Signalwege nach ihrer Bindung an den Rezeptor in der Zelle auslésen und
somit die Zelle auf unterschiedliche Art und Weise stimulieren®®". Heit et al. konnten
zudem darstellen, dass neutrophile Granulozyten intrazellulare Signalweg-Hierarchien
(,Entscheidungs-Mechanismen®) besitzen, die darlber entscheiden, zu welchem Chemokin
oder Chemoattraktant die Zelle migriert'"**,

Neben den neutrophilen Granulozyten werden ebenfalls Ly6C* Makrophagen, unter
anderem durch die Chemokine CCL2 und MIF, in die infizierte Harnblase rekrutiert®. In
dieser Arbeit konnte dargestellt werden, dass diese inflammatorischen Makrophagen als
innate Regulatoren dienen?*?, Durch die Expression von TNFa induzieren sie in Ly6C
Makrophagen die Produktion des Chemokins CXCL2, welches die Migration von
neutrophilen Granulozyten in das Uroepithel steuert. Bis zu diesen Zeitpunkt konnte nicht
eindeutig geklart werden, wie CXCL2 innerhalb des infizierten Organs wirkt™. Beziiglich
der Wirkungsweise existierten unterschiedliche Vermutungen. Beispielsweise wurde
angenommen, dass das Chemokin, ausgehend vom Epithel, einen Gradienten bildet und so

den Zellen einen Weg zum Infektionsort weist'®%,

Allerdings ist dies sehr
unwahrscheinlich, da CXCL2 chemotaktisch nicht so potent ist wie ,End — target”
Molekdle, die zusammen mit dem Chemokin im Gewebe vorkommen und so den
Chemokingradienten uberschreiben wirden (siehe oben). Des Weiteren wird vermutet,
dass nicht ein Chemokin allein, sondern multiple Chemokine und Chemoattraktantien
diese Wanderung der Immunzellen innerhalb eines Gewebes steuern®®. Hier konnte jedoch
gezeigt werden, dass das von Ly6C" Makrophagen produzierte Chemokin CXCL2 die
Sekretion von MMP9 aus den Granula der Granulozyten induziert. Diese Protease bewirkt
anschlieBend die Degradation des Kollagen 1V in der epithelialen Basalmembran und
ermoglicht dem Granulozyten den Durchtritt in das Uroepithel. Somit konnte die
Metallomatrixprotease MMP9 als epithelialer Barrierebrecher identifiziert werden, der
durch CXCL2 reguliert wird. Gesteuert wird diese Regulation durch das von Ly6C"
Makrophagen produzierte TNFa, das wiederum die CXCL2 — Produktion reguliert.

16,29

Anhand von Literaturdaten und der hier erhobenen Versuchsdaten ergeben sich nun

innerhalb der bakteriellen Infektion drei verschiedene Funktionsbereiche fiir chemotaktisch
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wirkende Molekile: Zum einen sind Chemokingradienten (z.B. CXCL1 oder MIF) fiir die
Rekrutierung von Phagozyten aus der Zirkulation in das infizierte Organ notwendig®>**®,
zum zweiten ist es wahrscheinlich, dass die Migration von Immunzellen vom Endothel bis
zum Epithel durch Chemoattraktantien wie fLMP oder C5a reguliert wird'®?*°®, Im dritten
und letzten Migrationsschritt wird der Durchtritt des Granulozyten in das Epithel durch das
Chemokin CXCL2* indirekt tiber die Aktivierung von MMP induziert.

Die hier beschriebene Helferfunktion ist vergleichbar mit einer bereits bekannten
Helferfunktion im adaptiven Immunsystem: Fiir die Aktivierung von zytotoxischen CD8"
T-Zellen durch kreuzprasentierende dendritische Zellen, mussen dendritische Zellen zuvor
von CD4" T-Helfer oder NKT — Zellen lizensiert werden. Daher koénnen dendritische
Zellen eine naive T-Zelle erst nach einer solchen Lizensierung effektiv aktivieren. Im
Anschluss sind die so aktivierten zytotoxischen CD8" T-Zellen in der Lage, virale
Infektionen zu bekampfen®2,

In dieser Arbeit konnte nun eine &hnliche, durch Makrophagen vermittelte, Helfer —
Funktion im innaten System identifiziert werden, welche die Bekdmpfung von bakteriellen

Infektionen ermdglicht.

4.6 Die klinische Relevanz

Eine géngige Therapie bei Autoimmunerkrankungen, wie beispielsweise Arthritis, ist die
Blockade von  TNFo'?*'2.  Allerdings verursacht diese Inhibition  des
proinflammatorischen Zytokins bei Patienten mit Arthritis oder Darmerkrankungen
Riickfalle mit dem Tuberkulose Bakterium mycobacterium tuberculosis'®®. Neben einer
hoheren Wahrscheinlichkeit an Tuberkulose zu erkranken, steigt bei dieser Therapie
ebenfalls das Risiko eine Zystitis oder sogar eine Pyelonephritis zu erlange****?. Die in
dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse konnten eine Erklarung fur diese Infekte durch
bakterielle Erreger sein, da TNFa. ein Schllsselprotein darstellt, das die Migration von
Bakterien eliminierenden Phagozyten kontrolliert. Eine Blockade von TNFo fihrt in
diesen Patienten moglicherweise zu einer fehlerhaften Migration der Granulozyten und
erlaubt somit kleineren und ansonsten unauffalligen Entziindungen zu grof3en Infekten
auszuarten. Ein moglicher Ansatz bei Patienten, die eine TNFa blockierende Behandlung
erhalten, ware anhand unserer Daten beispielsweise eine Chemokintherapie. In diesem Fall

konnte die Migration der neutrophilen Granulozyten in das Epithel des entsprechenden
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Makrophagen und neutrophile Granulozyten sind bedeutsame Phagozyten des innaten
Immunsystems, die in Zusammenarbeit eine Vielzahl von bakteriellen Infektionen
auflosen. Die funktionelle Spezialisierung dieser Zellen und der genaue Ablauf der innaten
Abwehr konnte allerdings bislang nicht vollstandig aufgeklart werden. Mit dieser Arbeit ist
es gelungen, einen weiteren Teilprozess der innaten Immunantwort zu entschliisseln,
indem eine Helfer-Funktion durch inflammatorische Makrophagen wahrend der Zystitis
aufgedeckt wurde. Im Speziellen konnte nachgewiesen werden, dass zur Auflésung einer
bakteriellen Harnwegsinfektion die Kooperation zwischen drei verschiedenen Zelltypen
des innaten Immunsystems notwendig ist: Ly6C™ Makrophagen fungieren als residente
Wichterzellen, die zirkulierende Ly6C* Makrophagen und neutrophile Granulozyten in das
infizierte Gewebe rekrutieren. Ly6C* Makrophagen sind innate Helferzellen, die nach ihrer
Rekrutierung das Zytokin TNFa produzieren, das in Ly6C™ Makrophagen die Produktion
von CXCL2 bewirkt. Dieses Chemokin induziert anschlieBend in Granulozyten die
Sekretion der Metallomatrixprotease MMP9, welche die epitheliale Basalmembran
degradiert und so dem Granulozyten die Wanderung in das Uroepithel ermdglicht. Im
Epithel angelangt, phagozytieren und eliminieren Granulozyten anschlielend die
Bakterien. In dieser Arbeit konnte somit ein vorher unbekannter Helfer-Mechanismus
durch Ly6C* Makrophagen im innaten Immunsystem aufgeklart werden, wodurch
residente Makrophagen in der Koordination der epithelialen Migration von neutrophilen
Granulozyten, unterstiitzt werden. Auf diese Weise wird letztendlich eine erfolgreiche
Eliminierung der Bakterien in der Harnblase gewahrleistet. In diesem Zusammenhang
konnte gleichzeitig TNFa als zentraler Mediator identifiziert werden, der diese Regulation
der innaten Immunantwort induziert.

Es konnten weiterhin erste in vitro Daten erhoben werden, die darauf hinweisen, dass
TNFa zusammen mit CXCL2 die Migrationsgeschwindigkeit von Granulozyten steuert.
Fur das Chemoattraktant fMLP konnten bereits Start- und Stoppsignale fir Immunzellen,
mit den MAP — Kinasen p38 und ERK, ermittelt werden. Mit dem Zytokin TNFa kdnnte
somit ein potentieller Regulator fur die Chemokin vermittelte Start- und Stopp — Funktion
gefunden worden sein. Diese Annahme muss allerdings in Zukunft noch durch weitere
Untersuchungen geklart werden.
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Anhang

6.1 Abkirzungsverzeichnis

Abkirzung Erlauterung

°C Grad Celsius

APS Ammoniumperoxodisulfat

ATP Adenosintriphosphat

BSA »,Bovine serum albumin*

Cha »,complement 5a*

ca. Circa

CD »cluster of differentiation”

CFSE Carboxyfluorescein succinimidyl ester

CL Chlodronat Liposomen

cm Zentimeter

CO, Kohlenstoffdioxid

CpG Cytosin — Phosphat — Guanin

DAMPs ,Damage-associated molecular pattern molecules*
dH.0 Destiliertes Wasser

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigséure

FACS ,» Fluorescence-activated cell Sorting*

FCS ,.Fetal calf serum*

fLMP ,.N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine*
FPR »Formyl-peptide-rezeptor*

GFP ,,Green fluorescent protein‘

GM-CSF »Granulocyte/macrophages colony stimulating factor”
GRK ,G protein-coupled-receptor-kinase*

HCL Salzséure

ICAML1/2 »Intracellular adhesion melecule 1/2*

IL Interleukin
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INFy Interferon y

IRDS respiratorisches Distresssyndrom

kDa Killodalton

KM Knochenmark

KO »Knockout*

L Liter

LPS Lipopolysaccaride

LTB4 Leukotrin B4

M Molar

MACS »,Magnetic-activated cell sorting*

MAP - Kinase »,Mitogen-activated-protein-kinase*

Min. Minute(n)

ml Milliliter

MMP Matrixmetalloprotease

MPO Myeloperoxidase

NaCl Natriumchlorid

NaNj3 Natrium Azid

NEM n — Ethylmaleimide

NET »Neutrophil extracellular trap*

NK-Zelle Natdrliche Killerzelle

nm Nanometer

ng Nanogramm

PAMPs »Pathogen-associated molecular patterns®
PBS »Phosphat — buffered saline*

PECAM ,.Platelet endothelial cell adhesion molecule*
PFA Paraformaldehyd

Pg Picogramm

PRR »pattern recognition* - Rezeptor

RCB - Puffer ,.Red Blood Cell** - Puffer

RPMI ,.Roswell Park Memorial Institute medium*
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RT Raumtemperatur

SDS »Sodium — dodecyl - sulfate*

Sec. Sekunde(n)

SP Serinprotease

TIMP ,» Tissue inhibitor of metalloproteinases*
TLR ,» 10l like* - Rezeptor

TNFa ,» Tumor necrosis factor alpha“

TNFR ,» rumor necrosis factor alpha rezeptor 1 und 2*
Tris Tris(hydroxymethyl) - aminomethan
UPEC Uropathogene Escherichia coli

Mg Mikrogramm

pl Mikroliter

pm Mikrometer

WT Wildtyp
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6.3 Tabellenverzeichnis

) Seiten-
Tabellennummer Titel nummer
MMP Familien, klassifiziert anhand ihrer
Tabelle 1 Struktur und deren Substraten 12
Chemokin- und Zytokinproduktion von
Tabelle 2 Immun- und CD45  Zellen wéhrend der 46

Zystitis

6.4 Depletion von Ly6C" und Ly6C" Makrophagen durch Chlodronat

Liposomen
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Abbildung 6.1: Depletion von Ly6C" Makrophagen durch Chlodronat Liposomen

Dargestellt ist die Anzahl von Ly6C (A) und Ly6C" (B) Makrophagen in der infizierten
Harnblase wvon unbehandelten und mit Chlodronat Liposomen behandelten
Wildtypmausen. Nach der Gabe von Chlodronat Liposomen werden lediglich Ly6C”
und nicht Ly6C" Makrophagen in der Harnblase depletiert. Angefertigt wurden diese
Daten von Dr. Engel.
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