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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Infektion mit Entamoeba histolytica (E. histolytica) ist verantwortlich fiir die Entstehung des
Amobenleberabszesses (ALA), der hdufigsten extraintestinalen Verlaufsform der invasiven Amaobiasis,
welche vorwiegend in mannlichen Individuen auftritt. Neben den Pathogenitatsfaktoren des Erregers
konnte zusatzlich eine Beteiligung des Wirts-lmmunsystems an der Ausbildung der schweren
fokalen Leberschadigung nachgewiesen werden. Mithilfe eines Mausmodells fiir den ALA wurde
gezeigt, dass der Erkrankung eine Immunpathologie zugrunde liegt, welche eine UbermaRige
CCR2-abhangige Rekrutierung inflammatorischer Ly6Ch‘-Monozyten sowie die erhéhte Expression der
pro-inflammatorischen Th1-Zytokine IL-23, IL-17 und TNFa sowie des Chemokins CCL2 beinhaltet.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl der Knockout des Zytokins IL-23 als
auch des CCL2-Rezeptors CCR2, eine geringere Leberschadigung nach Infektion mit E. histolytica
zur Folge hatte. Trotz beobachteter reduzierter CCL2-Expression in Abwesenheit von IL-23 blieb
jedoch die Population der Ly6C"-Monozyten in der Leber unverindert. Sowohl in IL-23p197- als
auch in CCR2”-Miusen konnte allerdings eine erhoéhte Anzahl regenerativer Ly6C'°—Monozyten
im Gewebe nachgewiesen werden. In Abwesenheit von IL-23 wiesen diese Zellen eine verstarkte
Synthese des Th2-Zytokins IL-13 auf. Zudem konnte eine erhdhte Expression von F4/80 und Argl
der Ly6C'°-Monozyten nachgewiesen werden, was eine Polarisierung der Monozyten zu
gewebsregenerierenden M2-Makrophagen vermuten lasst. In weiblichen Tieren, die, wie Frauen,
den Leberschaden besser kontrollieren koénnen, konnte ein Anstieg der IL-13-Expression in
Ly6Chi—Monozyten beobachtet werden, was vor allem im Zusammenhang mit dem gezeigten
generellen Fehlen immunpathologischer Regulatoren auf eine frithe und verstarkte M2-Polarisierung
hindeutet. Darliber hinaus konnte in IL-13tg-Tieren sowie nach Behandlung von Wildtyp-Mausen mit
einem rlL-13/alL-13-Komplex eine reduzierte Abszessausbildung nachgewiesen werden.

Apolipoprotein Al (ApoA1l) ist fiir seine anti-inflammatorischen Eigenschaften bekannt und wird in
der Leber unter Einfluss des weiblichen Geschlechtshormons Estradiol synthetisiert. In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass das Fehlen von ApoAl in weiblichen Mausen zu einer Verstarkung des
Leberschadens fiihrte, in mannlichen Tieren hingegen die Ausheilung des ALA verzogerte. Der
Phanotyp weiblicher Tiere ging dabei mit einer verminderten Anzahl von Ly6C°-Monozyten Blut und
einer reduzierten IL-13 Expression einher. Die Untersuchung aktivierter humaner Makrophagen in
vitro zeigte zudem, dass ApoAl die Produktion pro-inflammatorischer Molekiile wie TNFa und CCL2
reduzierte und die Synthese des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 induzierte.

Die Koagulationsfaktor XIlI (FXIl)-abhdngige Aktivierung des Kontaktphasesystems und die damit
einhergehende Fibrinsynthese sind fiir die Demarkierung von abszediertem Gewebe essenziell. In der
vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die durch E. histolytica produzierten
Polyphosphate die Aktivierung der FXll-abhdngigen Fibrinsynthese induzieren und der Parasit so zur
Abszessausbildung beitragt. Die hier gezeigte reduzierte Abszessausbildung in Abwesenheit von FXII
|asst daher eine fur den Erreger protektive Abkapselung durch ein dichtes Fibrinnetzwerk vermuten.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass die Entstehung sowie die Ausheilung des ALA von der Balance
der Monozyten-Populationen, deren Zytokinprofil sowie hormonell regulierten Apolipoproteinen
abhangig ist und die Bildung eines Fibrinnetzwerkes die Eliminierung des Erregers erschwert.



Abstract

Abstract

The infection with Entamoeba histolytica (E. histolytica) is responsible for the development of an
amebic liver abscess (ALA), the most frequent extraintestinal manifestation of invasive amebiasis that
occurs predominantly in male individuals. Beside pathogenicity factors of E. histolytica, it could be
shown that the immune system of the host contributes to the severe focal liver damage. In a mouse
model for the disease it was proven that the development of ALA underlies an immunpathology
comprising an excessive CCR2-dependent recruitment of inflammatory Ly6Chi-monocytes as well as a
high expression of the pro-inflammatory Thl-cytokines IL-23, IL-17 and TNFa and the chemokine
CCL2.

In this study it could be shown that the knockout of IL-23 as well as the knockout of the
CCL2-receptor CCR2 resulted in reduced liver tissue damage after infection with E. histolytica. But
despite reduced CCL2 expression in the abscence of IL-23 the population of Ly6C"-monocytes in the
liver was unaltered. However, in IL-23p197- as well as in CCR2”-mice a higher number of
regenerative Ly6C'°—monocytes in the liver tissue was observed. In the abscence of IL-23 these cells
showed an increased expression of the Th2-cytokine IL-13. Additionally an elevated synthesis of
F4/80 and Argl of Ly6C°-monocytes could be shown, which is indicative for a polarization of the
monocytes towards tissue regenerative M2-macrophages. In female mice, which are more able to
control abscess development than male mice, an increased IL-13 expression of Ly6C"-monocytes was
observed. Together with an observed lack of pro-inflammatory regulators of pathology this indicates
an early and increased M2-polarization in female mice. Furthermore in IL-13tg-mice as well as after
treatment of wildtype mice with rlL-13/alL-13-complex a reduced abscess development was
observed.

Apolipoprotein Al (ApoAl) is known for its anti-inflammatory properties and its expression in the
liver is influenced by the female sex hormone estradiol. In this work it was shown that the lack of
ApoAl increased abscess development in female mice, while in male mice the repair of liver tissue
was delayed. The phenotype observed in female mice was accompanied by a reduced amount of
Ly6C'°-monocytes in the blood as well as a reduced IL-13 expression. Additionally examination of
activated human macrophages in vitro revealed that the presence of ApoAl reduced the
expression of pro-inflammatory TNFa and CCL2 and simultaneously increased the expression of
anti-inflammatory IL-10.

The coagulation factor Xl (FXll)-dependent activation of the contact phase system and the
concomitant fibrin synthesis are essentiell for demarcation of abscessed tissue. In this work it was
observed that polyphosphates produced by E. histolytica induced FXll-activated fibrin synthesis,
which contributed to abscess development. The reduced abscess formation in the abscence of FXII
indicates a protective encapsulation of the parasite by dense fibrin structures during infection.

In summary it was shown, that the development and control of the amebic liver abscess depends on
the balance of monocyte populations and their cytokine production in the liver as well as on
hormone-regulated apolipoproteins and that fibrin synthesis hinderes clearance of the parasite.



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das angeborene Immunsystem in der Leber

Die Leber ist das groRte und wichtigste Stoffwechselorgan des Korpers. Es dient nicht nur der
Verwertung von Nahrungsbestandteilen und der Produktion lebenswichtiger Proteine, es ist auch fir
den Abbau schadlicher Stoffe und die Synthese von in den Lipidstoffwechsel involvierten
Lipoproteinen zustandig.

Nahezu samtliche (iber den Darm aufgenommenen Nahrstoffe gelangen (iber das Blut der Pfortader
direkt in die Leber. Auf diesem Weg erreichen jedoch auch Krankheitserreger, die aus dem Darm in
die Peripherie gelangen konnten, das lebenswichtige Organ. Daher entwickelte die Leber einerseits
Mechanismen zum Schutz vor eindringenden Pathogenen, andererseits aber auch eine Toleranz
gegenliber ungefahrlichen Kommensalen des Darms [1].

Neben den Epithelien, die als mechanische Barriere dienen, und humoralen Bestandteilen
(Komplementsystem und Zytokine) bilden Makrophagen, Monozyten, Neutrophile Granulozyten
(Neutrophile), Mastzellen und Natirliche Killerzellen (NK-Zellen) das angeborene Immunsystem.
Gelangt ein Erreger ins Gewebe, z.B. in die Leber, erkennen die Zellen des angeborenen
Immunsystems das eindringende Pathogen anhand charakteristischer Strukturen und Oberflachen-
proteine, den sogenannten pathogen associated molecular patterns (PAMPs) mittels zelleigener
pattern recognition receptors (PRRs). Auf diese Weise gelingt es den Immunzellen kérpereigene von
fremden Zellen zu unterscheiden [2].

Im Gegensatz zu Makrophagen und NK-Zellen, sind Neutrophile und Monozyten keine residenten
Zellen der Leber, stellen aber bei einer Infektion die ersten rekrutierten Immunzellen dar.

1.1.1 Monozyten

Monozyten entstehen im Knochenmark und machen ca. 5 — 10% der Leukozyten in der Peripherie
aus. Im Blut bilden sie ein Reservoir myeloider Vorlauferzellen, welches dazu dient die residenten
Makrophagen- und dendritischen Zell-Populationen im Gewebe bei Bedarf aufzufiillen [3-5]. Im Falle
einer Gewebsschadigung kénnen sie darliber hinaus direkt zum Infektionsherd rekrutiert werden und
dort mittels Zytokin-Synthese zur Eliminierung des Erregers und zur Regeneration des Gewebes
beitragen [6]. Monozyten unterteilen sich in verschiedene Subpopulationen mit differenziellen
Aufgaben und unterscheiden sich sowohl in ihrem Oberflachenmarkerprofil als auch in der Zytokin-
Expression in Mensch und Maus.

1.1.1.1 Humane Monozytenpopulationen

Bereits im Jahre 1989 wurde die Heterogenitat humaner Monozytenpopulationen nachgewiesen [7].
Entsprechend ihrer Expression von cluster of differentiation 14 (CD14; TLR4-Rezeptor fir bakterielles
LPS) sowie CD16 wurden die humanen Monozyten in drei Subpopulationen unterteilt [8, 9].

CD14""CD16-Monozyten, auch klassische Monozyten genannt, zeichnen sich durch eine besonders
hohe Expression von CD14 sowie die Synthese inflammatorischer Zytokine aus [10] und bilden 90%
der Monozyten in der Peripherie. Weiterhin zeichnet sich diese Monozytenpopulation durch eine
hohe Expression des Oberflachenrezeptors C-C-Motiv-Rezeptor 2 (CCR2) aus, welcher nach Bindung
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seines Liganden C-C-Motiv-Ligand 2 (CCL2/MCP-1) die Rekrutierung der klassischen Monozyten zum
Infektionsherd initiiert [11]. Im Gewebe differenzieren die rekrutierten CD14""CD16-Monozyten
zu M1-Makrophagen, welche nach Aktivierung durch Lipopolysaccharide (LPS) reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) und pro-inflammatorische Zytokine wie Tumornekrosefaktor alpha (TNFa),
Interleukin 1 beta (IL-1B) und IL-6 synthetisieren [12], und unter anderem an der Beseitigung von
Pathogenen wie M. tuberculosis beteiligt sind [6, 13, 14].

Die restlichen 10% der peripheren Monozyten unterscheiden sich von den klassischen Monozyten
durch eine erhohte CD16-Expression und unterteilen sich in die sogenannten intermedidren
CD14"'CD16"- (ca.3%) und die nicht-klassischen CD14°CD16"-Monozyten (ca. 7%). Erstere
exprimieren den CX;-C-Rezeptor 1 (CX;CR1; Fraktalkin) und im Vergleich zu anderen Monozyten-
populationen verstarkt CCR5, toll like receptor 4 (TLR4), CD163 und human leukocyte antigen -
antigen D related (HLA-DR; MHC-Il) auf ihrer Oberflache. Sie zeichnen sich ebenfalls durch die
Expression von ROS und pro-inflammatorischen Zytokinen wie TNFa und IL-18 aus und kénnen
die Kollagen-Synthese in hepatic stellate cells (HSCs) induzieren [8, 10, 12, 15-18]. Die Rekrutierung
der intermedidren Monozyten erfolgt unter anderem durch die Bindung des CCR5-Liganden CCL3.
Sowohl flr klassische als auch fir intermediare Monozyten konnte aufgrund ihres
pro-inflammatorischen Phanotyps bereits eine Beteiligung an verschiedenen immunpathologischen
Erkrankungen, u.a. Arteriosklerose, nachgewiesen werden [19].

Die Population der nicht-klassischen CD14'CD16""-Monozyten exprimiert im Vergleich zu den beiden
anderen Subtypen weniger CCR2, zeichnet sich dafiir durch eine besonders hohe CD16- und CX;CR1-
Expression aus [8, 16, 18]. Fir diese Population konnten bereits gewebsregenerierende
Eigenschaften sowie ein patrouillierendes Verhalten entlang der BlutgefaBe nachgewiesen werden
[6, 8]. In Abhdngigkeit der T-Helfer Typ 2 (Th2)-Zytokine IL-4 und IL-13 polarisiert dieser Subtyp im
Gewebe zu M2-Makrophagen, welche einen vorwiegend anti-inflammatorischen und somit
regulatorischen Phanotyp aufweisen [20, 21].

Neben den hier genannten Monozyten-Population werden stetig weitere intermedidre Formen
beschrieben und auch die bereits genannte intermediire CD14™CD16*-Monozytenpopulation scheint
eine Ubergangsform von einer Monozytenpopulation in die andere darzustellen [17, 22]. Des
Weiteren kdnnen M1-Makrophagen durch die Anwesenheit entsprechender Stimuli im Gewebe zu
M2-Makrophagen differenzieren, was verdeutlicht, dass nicht nur Monozyten, sondern auch die aus
ihnen resultierenden Makrophagen eine hohe Plastizitat aufweisen [23, 24].

1.1.1.2 Murine Monozytenpopulationen

In der Maus finden sich verschiedene Monozytenpopulationen die sich, wie im Menschen, durch eine
hohe Plastizitat und Diversitdt auszeichnen und im Gewebe zu Makrophagen differenzieren. Dennoch
werden vor allem zwei Monozyten-Populationen mit gegensatzlichem Phanotyp unterschieden,
welche die beiden Extreme der Plastizitit der Monozyten reprdsentieren, namentlich
inflammatorische Ly6C"-Monozyten und regenerative Ly6C°-Monozyten.

1.1.1.2.1 Ly6Chi-Monozyten

Inflammatorische Ly6Chi-Monozyten exprimieren CD11b sowie groRe Mengen lymphocyte antigen 6
complex, locus C1 (Ly6C) auf ihrer Oberflache. Durch Bindung der Chemokin-Liganden CCL2 oder
CCL7 (MCP-3) an ihren zelleigenen Oberflichenrezeptor CCR2, werden die inflammatorischen
Monozyten entlang eines Chemokin-Gradienten aus dem Knochenmark in infiziertes Gewebe
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rekrutiert [4, 25], wo sie ihre Ly6C-Expression herunterregulieren [26, 27] und inflammatorische
Th1-Zytokine wie TNFa und IL-6 sezernieren [28].

Im Gewebe differenzieren LyGChi—Monozyten zu M1-Makrophagen [29], welche induzierbare
Stickstoffmonoxid-Synthase (inducible nitric oxide synthetase; iNOS) exprimieren und somit
die Synthese von Stickstoffmonoxid (nitric oxide; NO) und Citrullin aus dem Substrat L-Arginin
katalysieren [30]. Durch die Synthese pro-inflammatorischer Zytokine tragen die
Ly6C"-Monozyten/M1-Makrophagen zur Eliminierung von Pathogenen bei [31, 32], kénnen aber
auch eine gewebsschadigende, chronische Immunpathologie hervorrufen [33, 34], wie es unter
anderem in der durch den Parasiten Schistosoma mansoni ausgelésten Bilharziose und beim
Amobenleberabszess [35] nachgewiesen werden konnte [36] (Abb. 1.1.1.2.1).

I,
M1 »" IL-1R,
Makrophage TNFa

Lebergewebe TNFa, iNOS
Inflammation

Abbildung 1.1.1.2.1: Rekrutierung und Differenzierung muriner Ly6Chi-Monozyten. Im Falle einer
Gewebsschadigung wird die IL-23/IL-17-Achse aktiviert, welche die Ausschittung von CCL2 induziert. Die
Bindung dieses Chemokins an dessen Rezeptor CCR2 auf der Oberflache pro-inflammatorischer
Ly6Chi-Monozyten bedingt die Rekrutierung der Zellen aus dem Knochenmark durch das Blut in das infizierte
Gewebe via Chemotaxis. Die durch die Infektion initiierte Aktivierung residenter antigen presenting cells
(APCs) und deren Synthese pro-inflammatorischer Zytokine bedingen die Differenzierung infiltrierender
Ly6Chi-Monozyten im Gewebe zu M1-Makrophagen, welche durch die Ausschiittung von TNFa und iNOS
sowohl zur Eliminierung des Pathogens als auch zur Gewebsschadigung beitragen konnen.

Da LyGChi—Monozyten bezliglich ihrer Expression von Oberflaichenmarkern und Zytokinen eine hohe
Ahnlichkeit zu humanen klassischen CD14"CD16-Monozyten aufweisen, gelten sie als das murine
Pendant dieser Zell-Population [18].

1.1.1.2.2 Ly6Cle-Monozyten
Regenerative Ly6C'°—Monozyten exprimieren wie Ly6Chi—Monozyten CD11b auf ihrer Oberflache,
jedoch deutlich weniger Ly6C und haben eine ldangere Halbwertszeit. Ihre Differenzierung aus
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Vorlauferzellen im Knochenmark wird durch den Transkriptionsfaktor Nukledrer-Rezeptor-4-al
(Nrdal) reguliert [37]. Weiterhin exprimieren die regenerativen Monozyten kein CCR2, dafiir aber
CX3CR1 sowie das Lymphocyte function associated antigen 1 (LFA1l) [5]. Die Rekrutierung der
Ly6C°-Monozyten erfolgt mittels Bindung der CCR5-Liganden CCL3, CCL4, CCL5 oder CCL8 entlang
eines Chemokin-Gradienten [37, 38]. In den BlutgefaRen patrouillieren die Zellen entlang der
Epithelien und dringen im Falle einer Infektion in das beschadigte Gewebe ein [11]. Hierbei kommt es
zur Interaktion von CX3CR1 mit CX5CL1 und/oder LFA1 mit dem Intracellular adhesion molecule 1
(ICAM1) oder ICAM2 auf den GefalRepithelien [37, 39].

Im Gewebe kdnnen Ly6C'°—Monozyten zu alternativ aktivierten M2-Makrophagen differenzieren [40],
die sich insbesondere durch ihre Arginase 1 (Argl)-Expression auszeichnen [30]. Entsprechend des
im Gewebe vorherrschenden Th2-Zytokinmilieus konnen die infiltrierten Monozyten zu
verschiedenen M2-Makrophagen-Subtypen differenzieren. Die Zytokine IL-4 und IL-13 induzieren
eine M2a-Polarisierung der Zellen. Diese Makrophagenpopulation exprimiert ebenfalls IL-4 und IL-13
und unterstitzt eine beginnende Th2-Immunantwort durch die Rekrutierung von Th2-Zellen. Eine
M2b-Polarisierung erfolgt in Anwesenheit von Immunkomplexen (IC) wie LPS in Verbindung mit TLRs.
Die Aktivierung dieses Subtyps bewirkt die Rekrutierung regulatorischer T-Zellen (T,) und eine
damit verbundene Regulation der Immunantwort. Die Polarisierung zu M2c-Makrophagen setzt die
Anwesenheit von IL-10 und/oder transforming growth factor beta (TGFB) im Gewebe voraus und
induziert die Rekrutierung naiver T-Zellen in das Gewebe [31] (Abb. 1.1.1.2.2).

CCL3, CCL4, CCL5, CCL8

CX5CL1, CX5CR1, LFA1, ICAM1, ICAM2 Lebergewebe

polarsierune| .
IC + TLR, e
IL-4, IL-13, IC + TLR, IL-10, TGFR, IL-10, TGFR

Arginase1 - Regeneration

Abbildung 1.1.1.2.2: Rekrutierung, Adhdsion und Polarisierung muriner Ly6C'°-Monozyten. Durch die Bindung der
Chemokin-Liganden CCL3, CCL4, CCL5 oder CCL8 an den zelleigenen Oberflachenrezeptor CCR5 der regenerativen
Ly6C'°’Monozyten werden diese aus dem Knochenmark in die BlutgefalRe rekrutiert. Dort patrouillieren die Zellen entlang
der GefaBepithelien und dringen im Falle einer Infektion in beschadigtes Gewebe ein, was durch die Interaktion von CX3CR1
mit CX3CL1 und/oder LFA1 mit dem Intracellular adhesion molecule 1 (ICAM1) oder ICAM2 auf den Epithelien erméglicht
wird. Im Gewebe differenzieren die Ly6C'°-Monozyten zu regulatorischen M2-Makrophagen, welche unter anderem durch
Produktion von Arginase 1 zur Gewebsregeneration beitragen. Dabei konnen die Makrophagen in Abhangigkeit der von
residenten antigen presenting cells (APCs) sezernierten Zytokine zu verschiedenen M2-Subtypen polarisieren. IL-4 und IL-13
induzieren die M2a-Polarisierung, Immunkomplexe (ICs) in Verbindung mit toll like receptors (TLRs) die M2b-Polarisierung
und IL-10 und TGFB die M2c-Polarisierung.
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Aufgrund der Ahnlichkeit der Ly6C'°—Monozyten, bezlglich der Expression von Oberflachenmarkern
und Zytokinen sowie ihres patrouillierenden Verhaltens und einer dhnlichen Funktionalitat, gelten
diese als das murine Gegenstiick der humanen nicht-klassischen CD14°CD16"*-Monozyten [8, 18].

1.1.2 Das Th1-Zytokin IL-23

Interleukin-23 (IL-23) wurde im Jahre 2000 erstmalig beschrieben [41]. Es gehdrt zur Familie der
IL-12-Zytokine und bildet ein Heterodimer aus seiner spezifischen Untereinheiten IL-23p19 sowie der
Untereinheit IL-12p40, welche neben IL-12p35 die zweite Untereinheit des heterodimeren Zytokins
IL-12 darstellt [42]. Das pro-inflammatorische Zytokin IL-23 wird vorwiegend von antigen presenting
cells (APCs), wie Dendritischen Zellen (DCs) und Makrophagen nach deren Kontakt mit PAMPs
sezerniert [43, 44]. Es bindet an den gleichfalls heterodimeren IL-23-Rezeptor (IL-23R), welcher aus
den Untereinheiten IL-12RB1 (ebenso eine der beiden Untereinheiten des IL-12R) und IL-23R besteht
[45]. IL-23 ist vor allem dafiir bekannt Th17-Zellen zu aktivieren und somit die Sezernierung des
pro-inflammatorischen Zytokins IL-17 zu induzieren [46, 47]. IL-17 kann in einer Vielzahl von Zellen
die Expression des Chemokins CCL2 induzieren [48-50]. Darunter finden sich je nach Stimulus
Hepatozyten und Makrophagen [51], HSCs [52] sowie Endothelzellen [53]. Durch die Bindung des
Chemokin-Liganden CCL2 an dessen Rezeptor CCR2 auf der Oberflache pro-inflammatorischer
Ly6Chi—Monozyten wird wiederum die Rekrutierung dieser Zellen in das infizierte Gewebe initiiert
[49]. Einmal ins Gewebe infiltriert, kdnnen Ly6C"-Monozyten zur Produktion von TNFa beitragen [9,
54]. Das Thl-Zytokin stimuliert die Phagozytose in Makrophagen, was unter anderem in einem
Infektionsmodell fiir Mycobacterium tuberculosis nachgewiesen werden konnte [55]. Andererseits
konnte eine Beteiligung von TNFa an der Immunpathologie am Beispiel der autoimmunen
Enzephalitis sowie in einem Infektionsmodell fir Mycobacterium bovis gezeigt werden [56, 57]. Die
IL-23/IL-17/CCL2-Achse dient somit der Abwehr und Eliminierung diverser Pathogene [58, 59], kann
aber auch an der Ausbildung immunpathologischer Erkrankungen beteiligt sein [56].

1.1.3 Das Th2-Zytokin IL-13

Das Th2-Zytokin IL-13 wird von diversen Zellen des Immunsystems synthetisiert, darunter T-Zellen,
eosinophile Granulozyten (Eosinophile), type 2 innate lymphoid cells (ILC2) sowie Monozyten und
Makrophagen [60-62]. Durch Bindung an den heterodimeren Rezeptor IL-13Ral/IL-4Ra aktiviert
IL-13 den Janus-activated kinase (JAK)/signal transducers and activators of transcription 6 (STAT6)-
Signalweg [63]. In Makrophagen induziert die Aktivierung von JAK/STAT6 die Argl-Expression und
somit die Polarisierung zu alternativ aktivierten gewebsregenerierenden M2-Makrophagen. Ebenso
kann IL-13 die Synthese von TGFp initiieren, welches die Bildung extrazelluldrer Matrix stimuliert und
wie Argl zur Gewebsregeneration beitragt [64]. Eine pathologische Uberexpression von IL-13 kann
jedoch zur Bildung von Fibrosen oder allergischem Asthma flihren [65, 66]. Ein weiterer Rezeptor,
IL-13Ra2, inhibiert durch dessen Bindung die Aktivitat von IL-13 [67] und wird unter anderem durch
Interferon gamma (IFNy) heraufreguliert [68]. Da auch IL-4 den heterodimeren Rezeptor
IL-13Ral/IL-4Ra JAK/STAT6E aktivieren kann, konnten den beiden Th2-Zytokinen IL-13 und IL-4 in
vielerlei Hinsicht hnliche Funktionen nachgewiesen werden. Allerdings sind IL-4”7-Miuse, nicht
jedoch IL-13-defiziente Mause, beispielsweise in der Lage eine Helminthen-Infektion auszuheilen
[69], was verdeutlicht, dass die Funktionen der Th2-Zytokine IL-13 und IL-4 keine vollstandige
Redundanz aufweisen.
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1.2 Lipidstoffwechsel

Der Lipidstoffwechsel ist ein komplexes System enzymatisch katalysierter Reaktionen, welches in
eine Vielzahl zelluldrer Vorgédnge in samtlichen Organen des Korpers involviert ist und unter anderem
dem Zellwachstum, der Zellproliferation sowie dem reversen Cholesteroltransport dient [70, 71]. Fir
einige Molekiile des Lipidstoffwechsels — hier im Speziellen HDL und ApoA1l — konnte gezeigt werden,
dass pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1B, IL-6 und TNFa die Synthese dieser Molekiile herunter-
regulieren [72]. In Abwesenheit der hemmenden Signalstoffe konnte wiederum eine Beteiligung von
ApoA1l und HDL an der Gewebsregeneration nachgewiesen werden [73].

1.2.1 HDL

Das high density lipoprotein (HDL) ist vor allem fiir seine protektive Funktion in der Arteriosklerose
bekannt [74-76]. Das im HDL-Partikel vorkommende Apolipoprotein A1l (ApoAl) vermittelt den
reversen Cholesteroltransport aus den in arteriosklerotischen Plaques residenten Makrophagen in
die Leber, wo das Cholesterol abgebaut und schlieRlich Gber den Magen-Darm Trakt ausgeschieden
wird [70]. Neben dem Abbau von arteriosklerotischen Plaques weist HDL anti-oxidative, anti-
thrombotische und anti-inflammatorische Eigenschaften auf [70, 75, 77]. Den anti-inflammatorischen
Eigenschaften liegt eine durch HDL vermittelte Inhibition der pro-inflammatorischen Sphingosin-
Kinase-, extracellular-signal regulated kinases (ERK)- sowie der nuclear factor 'kappa-light-chain-
enhancer' of activated B-cells (NF-kB)-abhangigen Signalkaskaden zugrunde [78].

In der Menge des im Serum nachweisbaren HDL zeigt sich ein Geschlechtsunterschied dahingehend,
dass Frauen signifikant mehr HDL synthetisieren (55 mg/dL), als Manner (45 mg/dL) [79, 80]. Dabei
gehen erhdhte HDL-Serumlevel mit einem erhéhten Ostrogen-Serumspiegel einher [80, 81].

1.2.2 Apolipoprotein Al

ApoA1l wird in der Leber und im Darm synthetisiert. Aufgrund einer Estradiol-Bindedomane in der
Promotorregion von ApoAl weisen Frauen eine hoéhere Expression des Apolipoproteins auf, als
Manner [79, 80]. ApoAl macht mit 70% den Hauptbestandteil der Proteine eines HDL-Partikels aus
und ist essentiell fir dessen Bildung und Funktionen [82]. 5 — 10% des im K&rper vorkommenden
ApoAl liegen ungebunden und somit in freier Form vor. ApoAl wird in dieser Form auch pre-f1-HDL
genannt [83]. Eine erhohte Expression von ApoAl hat erhéhte HDL-Level und ein reduziertes
Arteriosklerose-Risiko zur Folge [84]. Die Bindung von ApoAl an ATP-binding cassette (ABC)
transporter A1 (ABCA1) induziert den Efflux von Cholesterol aus den Zellen der arteriosklerotischen
Plaques an ApoAl, wodurch die Bildung des HDL-Partikels initiiert wird [70, 85]. Zur Therapie der
vaskuldaren Erkrankung sind daher bereits verschiedene ApoAl-mimetic peptides Gegenstand der
Forschung, die, wie ApoAl, neben kardioprotektiven auch anti-oxidative und anti-inflammatorische
Eigenschaften aufweisen [70, 86-89]. Den anti-inflammatorischen Eigenschaften von ApoAl liegt eine
erhoéhte Phosphorylierung von STAT3 zugrunde. Die STAT3-Signalkaskade hat dabei nicht nur eine
reduzierte Expression inflammatorischer Zytokine wie IL-1B, IL-6 und TNFa in Makrophagen zur
Folge, sondern auch eine induzierte Expression des Th2-Zytokins IL-10 [90, 91].

1.3 Koagulationsfaktor XII

Der vorwiegend in Hepatozyten synthetisierte Koagulationsfaktor XII (FXIl), auch Hagemann-Faktor
genannt, ist eine Serinprotease die in ihrer aktiven Form (FXlla) sowohl in die Blutgerinnung via
Fibrinsynthese als auch in die Aktivierung inflammatorischer Mechanismen involviert sein kann [92,
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93]. Die autokrine Aktivierung von FXIl zu FXlla wird dabei durch den Kontakt mit negativ geladenen
Oberflachen wie Heparin, Kollagen oder Polyphosphaten (polyP) initiiert [94, 95].

Die durch FXll(a) induzierte Fibrinsynthese ist FXl-abhangig und dient dem Wundverschluss nach
Gewebsschadigung. Weiterhin ist Fibrin neben Kollagen Bestandteil dulRerer Abszessmembranen und
kann zudem dazu dienen Kapseln um einen Erreger zu bilden, um diesen zu immobilisieren [96-98].
Einige Pathogene, wie beispielsweise Staphylococcus aureus, sind in der Lage, die Bildung von
Fibrinkapseln zu nutzen, um der Eliminierung durch das Immunsystem zu entgehen [99].

Die Beteiligung von FXIl an inflammatorischen Prozessen der angeborenen Immunantwort beruht auf
der FXlla-abhdngigen Aktivierung des Kallikrein Kinin-Systems, welches mittels Spaltung von high
molecular weight kininogen (HK) durch Plasmakallikrein (PK) die Freisetzung von Bradykinin (BK)
induziert. Dieses Peptid- und Gewebshormon bindet an den Bradykinin 2 Rezeptor (B2R) und initiiert
so unter anderem die Synthese von NO und die Rekrutierung von Monozyten durch residente
Makrophagen [100, 101]. Dieser Mechanismus ist nachweislich sowohl an der Eliminierung
bakterieller, viraler als auch parasitarer Erreger beteiligt [102-108] (Abb. 1.3).

/0 g O
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Abbildung 1.3: FXll-abhdngige Aktivierung der Inflammation sowie der Fibrin-Synthese.
Koagulationsfaktor XII (FXII) wird kontaktabhangig durch negativ geladene Oberflachen aktiviert. Aktivierter
FXIl kann zum einen die Fibrin-Synthese durch die Koagulationsfaktor XI (FXI)-vermittelte Koagulation
initiieren. Zum anderen wird durch FXII Prakallikrein (PK) aktiviert, welches high molecular weight kininogen
(HK) spaltet und so die Freisetzung von Bradykinin (BK) induziert. BK aktiviert schlieBlich durch Bindung an
den Bradykinin 2 Rezeptor (B2R) pro-inflammatorische Signalkaskaden. (Verandert nach [108]).

1.4 Amobiasis

Eine intestinale Infektion mit dem parasitdren Protozoon Entamoeba histolytica (E. histolytica) kann
die Ausbildung einer Amdbiasis verursachen (Schaudinn, 1903). Weltweit infizieren sich Schatzungen
zufolge jahrlich bis zu 50 Millionen Menschen mit dem amdboiden Erreger, wodurch die Amdébiasis,
nach Malaria und Schistosomiasis, zu einer der haufigsten humanen Parasitosen zahlt
(WHO/PAHA/UNESCO, 1997).

1.4.1 Entamoeba histolytica

E. histolytica, der Erreger der Amobiasis, ist ein eukaryotischer Einzeller, dessen endemische
Verbreitung sich aufgrund unzureichender hygienischer Standards und mangelnder Wasser-
aufbereitung auf tropische und subtropische Gebiete beschrankt [109]. Fir gewdhnlich verbleibt der
Parasit als Kommensale im Darm, kann aber auch durch bisher nicht vollstandig aufgeklarte
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Mechanismen das Darmepithel schadigen und in die Blutbahn gelangen [110]. Infiltriert der Parasit
schlieBlich Uber die Peripherie in extraintestinale Gewebe, kann dies die Ausbildung von Abszessen
induzieren, welche im Menschen unbehandelt zum Tod des Wirtes fiihren.

1.4.1.1 Lebenszyklus

Menschen und einige Affenarten stellen die einzigen natirlichen Wirte von E. histolytica dar (van
Lunzen et al., 1996). Zu einer Infektion mit dem Erreger der Amdbiasis kommt es durch fakal-orale
Aufnahme der vierkernigen Zysten, dem Dauerstadium des Parasiten, mit kontaminierter Nahrung
oder Wasser. Nach der Aufnahme passieren die saureresistenten Zysten den Magen, gelangen in den
Dinndarm und exzystieren dort aufgrund des vorliegenden, neutralen bis basischen pH-Wertes zu
vierkernigen Trophozoiten. Diese besiedeln den oberen Dickdarm, in welchem sie durch Kern- und
Plasmateilung jeweils acht einkernige Trophozoiten bilden [111]. In diesem Stadium ist der Parasit
motil. Die Fortpflanzung der E. histolytica-Trophozoiten erfolgt mittels Zweiteilung, zur Nahrungs-
aufnahme werden Nahrungsmittelreste und Bakterien der Darmflora phagozytiert. Gelangen die
Trophozoiten in den unteren Dickdarm, kommt es zur Enzystierung der Parasiten. Durch zwei
aufeinanderfolgende Kernteilungen entstehen wiederum vierkernige Zysten, welche mit dem Stuhl
ausgeschieden werden und einen neuen Wirt infizieren kénnen.

1.4.1.2 Pathogenitdtsfaktoren

Der Parasit E. histolytica tragt seinen Namen aufgrund der Fahigkeit Gewebe hocheffizient zu lysieren
[112]. Nach der durch das Lektin Galaktose/N-Acetyl-D-Galaktosamin (Gal/GalNAc) vermittelten
Adhéasion der Trophozoiten an das Darmepithel [113, 114] sezerniert der Parasit kontaktabhangig
sogenannte Amoebapores, welche durch Porenbildung zur Lyse der Epithelzellen beitragen [115].
Mittels Cysteinpeptidasen kann der Parasit zudem verschiedene Komponenten der extrazelluldren
Matrix degradieren und somit zusatzlich die Lyse des Gewebes induzieren [116-121].

1.4.2 Krankheitsbild und Therapie der Amoébiasis

Die Infektion mit E. histolytica verlauft in ca. 90% der Falle asymptomatisch, indem die Trophozoiten
Uber Monate oder Jahre als apathogene Kommensalen im oberen Dickdarm verbleiben [122]. In 10%
der Infektionen kann jedoch eine massive Schadigung des mukosalen Darmgewebes durch den
Parasiten beobachtet werden [110]. Die daraus resultierende sogenannte ,,Amobenruhr” zeichnet
sich unter anderem durch Fieber, Kolitis und blutige Diarrhée aus und wird vermutlich durch
Pathogenitatsfaktoren von E. histolytica induziert. In ca. 1% der Falle kommt es zur Einwanderung
des Parasiten in die Blutbahn, was zu 95% eine extraintestinale Manifestation von E. histolytica
Trophozoiten in der Leber zur Folge hat. Der daraus resultierende Amdbenleberabszess (ALA) stellt
eine schwere fokale Schadigung des Lebergewebes dar. In der Haufigkeit der Ausbildung des
Amobenleberabszesses liegt ein Geschlechtsdimorphismus vor. So infizieren sich Frauen (und Kinder)
zwar deutlich 6fter mit dem Erreger, bilden dennoch seltener einen Abszess aus, als Manner. Eine
Abszessausbildung ist bei Mdnnern mittleren Alters am haufigsten zu beobachten [123]. Wird diese
friihzeitig medikamentds behandelt, kann aufgrund der hohen Regenerationsfahigkeit der Leber eine
vollstandige Ausheilung des Gewebes erwirkt werden [124]. Unbehandelt jedoch, vergroRRert sich der
Abszess bis zur Ruptur in den Bauchraum oder benachbarte Organe, was schliefllich den Tod des
Wirtes herbeifiihrt [110].

Die intestinale Form der Amobiasis wird mit Paromomycin behandelt, wobei das Antibiotikum die
Ribosomen und somit die Proteinbiosynthese des Parasiten blockiert und zu dessen Absterben fiihrt
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[123]. Bei der invasiven Form, wie dem Amd&benleberabszess, wird zusatzlich zu Paromomycin ein
zweites Antibiotikum, Metronidazol, verabreicht [125]. Unter anaeroben Bedingungen bildet
Metronidazol Radikale, welche die DNA, Proteine und Lipide des Parasiten schadigen.

1.4.3 Der Amoébenleberabszess im Tiermodell

Obwohl der Mensch und einige Affenarten die einzigen natlrlichen Wirte E. histolyticas darstellen,
kann auch in verschiedenen Kleintiermodellen durch direkte intrahepatische Infektion der
parasitdaren Trophozoiten die Ausbildung des Amdbenleberabszesses induziert werden [126, 127].
2006 gelang es Lotter et al. ein Mausmodell zu entwickeln, in welchem nicht nur Abszesse induziert
werden konnen, sondern aufgrund des weitreichenden Wissens {ber immunregulatorische
Mechanismen in der Maus auch eine Untersuchung der Immunantwort des Wirtes auf das Eindringen
des Parasiten ermoglicht wird. Weiterhin zeigt das Mausmodell dieselbe geschlechtsabhdngige
differenzielle Ausbildung des Amobenleberabszesses wie sie im Menschen beobachtet werden
konnte [128, 129]. So entwickeln Manner und mannliche Mause groRere Abszesse als Frauen und
weibliche Mause, was im Mausmodell zusatzlich die Analyse geschlechtsspezifischer Mechanismen
nach Infektion mit E. histolytica ermoglicht. Im Gegensatz zum Menschen ist die Maus auRerdem in
der Lage, den induzierten Amobenleberabszess selbststandig und vollstandig nach nur ca. 14 Tagen
auszuheilen. Somit koénnte die Untersuchung des Amdbenleberabszesses im murinen Modell
Mechanismen und immunregulatorische Faktoren enthiillen, die zur Behandlung des Menschen nach
Infektion mit E. histolytica eingesetzt werden kénnen.

1.4.4 Immunpathologie im Amébenleberabszess

Neben den Pathogenitatsfaktoren von E. histolytica ist eine pathologische Beteiligung des
wirtseigenen Immunsystems an der Abszessausbildung aufgrund des beobachteten Geschlechts-
dimorphismus‘ anzunehmen.

Die Infektion immunkompetenter C57BL/6 (WT)- sowie diverser Knockout-M&use mit dem Parasiten
ermoglicht die Untersuchung immunologischer und hormoneller Einfliisse bei der Entstehung und
Regeneration des Amdbenleberabszesses im Tiermodell, auch in Abhdngigkeit des Geschlechts. So
konnte in infizierten WT-Mausen bereits eine Beteiligung des pro-inflammatorischen Zytokins IFNy
an der Kontrolle des AmoObenleberabszesses nachgewiesen werden [130-132]. IFNy induzierte dabei
die Aktivierung von Makrophagen, welche durch NO-Synthese zur Eliminierung des Parasiten
beitrugen. Fir die frihe und starke Produktion von IFNy kommen Zellen des angeborenen
Immunsystems, wie invariante Natdrliche Killer T (iNKT) Zellen, in Betracht [131]. Durch Stimulation
mit einem amdben-eigenen Glycolipid, dem E. histolytica Lipopeptidophosphoglykan (EhLPPG),
waren diese Zellen durch Produktion von IFNy in die Kontrolle des Amdbenleberabszesses involviert
[133]. Dabei zeigte sich, dass iINKT Zellen weiblicher Tiere mehr IFNy synthetisierten, als iNKT Zellen
mannlicher Tiere. Eine Behandlung weiblicher Mause mit Testosteron bewirkte jedoch den Verlust
der Abszesskontrolle bei gleichzeitig verringerter iNKT-Zell-spezifischer IFNy Produktion [131].

Nach Infektion mannlicher WT-Mause konnte zudem eine erhohte Expression der
pro-inflammatorischen Zytokine IL-23 und IL-17 im Lebergewebe nachgewiesen werden [134].
In vitro wurde gezeigt, dass sowohl y6-T-Zellen als auch iNKT-Zellen IL-23-abhangig nach Stimulation
mit EALPPG IL-17 synthetisierten. Der Knockout und die Depletion von IL-17 flhrten wiederum zu
tendenziell reduzierten Abszessvolumina in mannlichen Mausen, was eine Beteiligung der
pro-inflammatorischen IL-23/IL-17-Achse an der Entstehung des Amé&benleberabszesses vermuten
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lasst. Weiterhin konnten Helk et al. nach Infektion mannlicher Mause mit dem Parasiten erhdhte
Serum-Level des Chemokins CCL2 nachweisen [35], dessen Expression durch die IL-23/1L-17-Achse
induziert wird und die Rekrutierung CCR2-abhangiger inflammatorischer Ly6Ch‘-Monozyten in das
Gewebe induziert [4]. Es konnte ferner gezeigt werden, dass Ly6Chi—Monozyten und die aus ihnen
resultierenden M1-Makrophagen unter anderem TNFa sezernieren [28], ein pro-inflammatorisches
Zytokin, welches haufig mit der Pathologie chronischer Entziindungen in Zusammenhang gebracht
wurde [112, 135, 136]. Auch konnte eine Beteiligung von TNFa an der Ausbildung eines
Amobenleberabszesses nachgewiesen werden, wobei die Depletion des Zytokins eine reduzierte
Abszessausbildung zur Folge hatte [35].

1.5 Zielsetzung

Im Mausmodell konnte neben dem Einfluss der Pathogenitadtsfaktoren von E. histolytica eine
Beteiligung der wirtseigenen Immunantwort im Sinne einer Immunpathologie an der Ausbildung
eines Amobenleberabszesses nachgewiesen werden [35]. In dieser Arbeit sollten daher die der
Immunpathologie zugrunde liegenden Mechanismen weitergehend analysiert, sowie immun-
regulatorische Mechanismen identifiziert werden, die zur Regeneration des Amobenleberabszesses
beitragen.

In der vorliegenden Arbeit sollte zunachst die Beteiligung des pro-inflammatorischen Zytokins IL-23
sowie der inflammatorischen Ly6C"-Monozyten und ihrem regenerativen Gegenpart, den
Ly6C°-Monozyten, an der Ausbildung eines Amdbenleberabszesses analysiert werden. In vorigen
Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass die IL-23/IL-17-Achse in die Immunpathologie des
Amobeneleberabszesses involviert ist [134]. Zudem konnten erhdhte Serum-Level des Chemokins
CCL2 sowie ein Anstieg der TNFa-Expression nach Infektion mit E. histolytica nachgewiesen werden
[35]. Da die IL-23/IL-17-Achse Uber die Expression von CCL2 in die Rekrutierung inflammatorischer
Ly6C"-Monozyten involviert ist und TNFa von Ly6C"-Monozyten und den aus ihnen resultierenden
M1-Makrophagen sezerniert werden kann, lag die Vermutung nahe, dass ebendiese Zellen an der
Pathologie des Amobeneleberabszesses im mannlichen Tier beteiligt sein kdnnten.

Im Mausmodell fliir den Amobenleberabszess sowie in jn vitro Experimenten mit humanen
Makrophagen sollte weiterhin der Einfluss von Apolipoprotein Al (ApoAl) auf die Abszesskontrolle
analysiert werden. Fir ApoAl konnten dabei nicht nur anti-inflammatorische Eigenschaften
nachgewiesen werden [90], das Molekil weist zudem eine Bindedomane fiir das weibliche Hormon
Estradiol in dessen Promotorregion auf [80]. Da sich sowohl im murinen Modell als auch im
Menschen eine geschlechtsspezifische Ausbildung des Amobenleberabszesses zeigte, stellt ApoAl
somit einen potentiellen Kandidaten dar, der in die Kontrolle des Amdbenleberabszesses in
weiblichen Individuen involviert sein kdnnte.

AbschlieBend wurde die Beteiligung des Koagulationsfaktors Xl (FXIl) an der Abszessausbildung
untersucht. FXIl wird durch negativ geladene Oberflachen, wie beispielsweise Polyphosphate,
aktiviert und kann sowohl in inflammatorische Prozesse als auch in die Fibrinbildung wahrend der
Abszessausbildung involviert sein [92, 95]. In der vorliegenden Arbeit sollte zunachst geklart werden,
ob E. histolytica im Gewebe vermehrt Polyphosphate synthetisiert und so einen potentiellen
Aktivator von FXIl darstellt. Weiterhin wurde untersucht, ob FXIl Uber die Aktivierung
inflammatorischer Signalwege oder (iber die Fibrinsynthese, welche z.B. das Einkapseln des Parasiten
bedingen konnte, in die Ausbildung eines Amobenleberabszesses involviert ist.
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2. Ergebnisse

2.11L-23 und CCR2 - Die Immunpathologie im Amé6benleberabszess

Durch das Invadieren von E. histolytica in das Lebergewebe, werden wirtseigene Abwehr-
mechanismen aktiviert, die der Beseitigung des Parasiten dienen sollen. Im Falle des
Amobenleberabszesses (ALA) tragt diese pro-inflammatorische Immunantwort jedoch malRgeblich
zur Abszessentstehung bei. In der Arbeitsgruppe konnte im Mausmodell des ALA bereits nach-
gewiesen werden, dass eine Infektion der Leber mannlicher Tiere mit E. histolytica zu einer
verstarkten Expression der Thl-Zytokine IL-23, IL-17 sowie TNFa fihrt und eine Depletion von
letzterem geringere Abszessvolumina zur Folge hatte [35]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die
Expression dieser Zytokine in der IL-23p197-Maus nach Abszessinduktion reduziert war. Ebenso
konnten nach Infektion erhéhte Serum-Level des Chemokins CCL2 nachgewiesen werden, welches an
den CCR2-Rezeptors auf der Oberfliche inflammatorischer Ly6C"-Monozyten bindet und so die
Rekrutierung dieser Zellen aus dem Knochenmark in das infizierte Gewebe induziert.
Ly6Chi—Monozyten differenzieren im Gewebe zu inflammatorischen M1-Makrophagen, welche TNFa
und iNOS exprimieren und so die Gewebsschadigung verstarken. Da IL-23 am Anfang dieser
inflammatorischen Signalkaskade und CCR2 in direktem Zusammenhang mit der Rekrutierung
inflammatorischer Ly6Chi—Monozyten in das infizierte Gewebe steht, wurde im ersten Abschnitt
dieser Arbeit untersucht, welchen Einfluss der Knockout von IL-23 und CCR2 auf die Abszess-
entwicklung und die Rekrutierung der Monozyten hat.

Hierfiir wurden méannliche C57BL/6-, IL-23p19”"- sowie CCR27-M3use mit E. histolytica Trophozoiten
infiziert und die Abszessentwicklung mittels Magnetresonanztomographie (MRT) erfasst. Mit
Hilfe von gPCR und Bead-basiertem Immunoassay erfolgte eine Analyse der mRNA-Akkumulation
sowie der Serum-Level verschiedener mit der Abszessausbildung potentiell assoziierter
pro-inflammatorischer und regulatorischer Molekiile nach Infektion. Weiterhin wurde die
Rekrutierung der inflammatorischen Ly6C™- und regenerativen Ly6C°-Monozyten aus dem
Knochenmark am Durchflusszytometer untersucht.

2.1.1 Einfluss von IL-23 auf den Abszessverlauf und das Uberleben des Parasiten

Da bereits eine Beteiligung der Thl-Zytokine IL-17 und TNFa an der Gewebsschadigung nach
Infektion der Leber mit E. histolytica nachgewiesen werden konnte [35], und sich die Expression
dieser Zytokine in IL-23p197-Miusen verringerte, war anzunehmen, dass der Knockout von 1L-23
einen Einfluss auf die Abszessausbildung hat. Diese Hypothese sollte zu Beginn dieser Arbeit
Gberprift werden.

Hierzu wurden mannliche IL—23p19'/'-M;'a'use intrahepatisch mit E. histolytica Trophozoiten infiziert
und der Abszessverlauf an den Tagen 3, 5 und 7 nach Infektion mittels MRT untersucht. Als
Kontrollgruppe dienten infizierte, mannliche C57BL/6 Wildtyp (WT)-Ma3use. Des Weiteren wurde die
MRNA-Expression der Amobenproteine EhActin (E. histolytica spezifisches Aktin) und EhCPA1l
(E. histolytica spezifische Cystein Peptidase A1) in WT- und IL-23p197-Méusen in der Leber mittels
gPCR Uber einen Verlauf von 120 Stunden nach Infektion verglichen, um die Uberlebensfahigkeit der
Amoben und den Einfluss von IL-23 auf selbige beurteilen zu kénnen.
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Bereits an Tag 3 nach Infektion zeigten sich signifikant kleinere Abszesse in IL-23p197- im Vergleich
zu WT-Mé3usen (ca. 8 mm?® (WT) vs. ca. 4 mm® (IL-23p197); p < 0,01). Dieser Phinotyp manifestierte
sich an den Tagen 5 und 7 nach Infektion (Abb. 2.1.1 A und B). Weiterhin konnte in
IL-23p197-Mausen eine signifikant reduzierte mRNA-Akkumulation der Amébenproteine EhActin und
EhCPA1 bereits 48 Stunden nach Infektion nachgewiesen werden (p < 0,01) (Abb. 2.1.1 C).
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Abbildung 2.1.1: Abszessausbildung und Uberleben von E. histolytica in der IL-23p19'/’-Maus. WT- und IL-23p19'/’-Méiuse
wurden intrahepatisch mit E. histolytica Trophozoiten infiziert und (A) die Abszessvolumina an den Tagen 3, 5 und 7 nach
Infektion am MRT ermittelt (drei unabhadngige Experimente). (B) Reprasentative T2-gewichtete MRT Aufnahmen der
Amoébenleberabszesse in WT- und IL-23p19'/'-M'éusen. (C) mRNA-Akkumulation von E. histolytica spezifischem Aktin und
der E. histolytica spezifischen Cystein Peptidase Al in der Leber infizierter WT- und IL-23p19'/’-Méiuse wahrend des Abszess-
verlaufs. (Mittelwerte * Standardfehler; Mann-Whitney U test; **p < 0,01).

Zusammenfassend zeigten sich in der I1L-23p197-Maus sowohl die Abszessausbildung, als auch die
Uberlebensfihigkeit der Amdben im Vergleich zur WT-Maus signifikant reduziert.

2.1.2 Expression von CCL2 und CCR2 in der IL-23p19-/--Maus

Vorige Untersuchungen der Arbeitsgruppe zeigten, dass die Expression des Chemokins CCL2 in
infizierten WT-Mausen nach Infektion anstieg und ein Knockout dessen Rezeptors CCR2 zu einer
reduzierten Abszessausbildung fiihrte. Da die CCL2-Expression unter anderem von IL-23 abhangig ist,
sollte im Folgenden die Auswirkung des IL-23p19-Knockouts auf die Expressionslevel von CCL2 und
CCR2 in der Leber untersucht werden.

Hierzu wurden mannliche IL—23p19'/'- und WT-Mause intrahepatisch mit E. histolytica Trophozoiten
infiziert. Als Kontrolle wurde nicht infizierten WT-Mausen Parasiten-freies TY-Medium appliziert. Zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion erfolgte die Entnahme des infizierten Leberlappens mit
anschlieBender Aufreinigung der Gesamt-RNA. AnschlieRend wurde mittels gPCR die mRNA-
Akkumulation von CCL2 und CCR2 im infizierten Leberlappen bestimmt.
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Die Auswertung der Ergebnisse zeigte einen signifikanten Anstieg der CCL2-mRNA-Akkumulation in
WT-Mausen sowohl 6 Stunden (p < 0,05) als auch 12 Stunden (p < 0,01) nach Infektion, verglichen
mit nicht infizierten WT-Mausen (Abb. 2.1.2 A). Auch zu den darauffolgenden untersuchten
Zeitpunkten war die CCL2-mRNA-Expression sowohl im Vergleich zu naiven WT-Md&usen sowie zur
TY-Kontrolle tendenziell erhoht, die Einzelwerte der Messungen schwankten jedoch stark. Lediglich
zum Zeitpunkt 120 Stunden nach Infektion lieB sich erneut eine signifikant erhohte
CCL2-mRNA-Akkumulation in der infizierten WT-Maus im Vergleich zu naiven WT-Tieren feststellen
(p <0,05). In der IL—23p19'/'-Maus hingegen war keine erhohte Expression von CCL2 auf mRNA-Ebene
nachzuweisen. Stattdessen konnte 12 Stunden nach Infektion eine signifikant reduzierte
mRNA-Akkumulation im Vergleich zu infizierten WT-Mé&usen ermittelt werden (p < 0,05). Ebenso
zeigte sich die CCR2-mRNA-Akkumulation in der WT-Maus im Vergleich zur TY-Kontrolle sowohl
24 Stunden (p < 0,05) als auch 72 Stunden (p < 0,05) nach Infektion signifikant erhéht (Abb. 2.1.2 B).
Wie bereits fir CCL2 gezeigt, war auch die CCR2-mRNA-Akkumulation in IL—23p19'/'-Méiusen
24 Stunden nach Infektion im Vergleich zu WT-Tieren signifikant reduziert (p < 0,05).
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Abbildung 2.1.2: mRNA-Akkumulation von CCL2 und CCR2 in der IL-23p19’/'-Maus. mRNA-Akkumulation von (A) CCL2 und
(B) CCR2 in der Leber von mit E. histolytica Trophozoiten infizierten WT- und IL-23p19’/'-Méiusen im zeitlichen Verlauf;
(n =3 -6). (Mittelwerte + Standardfehler; Mann-Whitney U test; *p < 0,05, **p < 0,01).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass in der infizierten Leber mannlicher IL—23p19'/'-Méiuse
signifikant weniger CCL2- sowie CCR2-mRNA akkumulierte.

2.1.3 Rekrutierung von Monozyten in der IL-23p19-/--Maus

Inflammatorische Ly6C"-Monozyten werden durch Bindung des Liganden CCL2 an ihr Oberflichen-
molekil CCR2 entlang eines Chemokin-Gradienten zum infizierten Gewebe rekrutiert. Wie bereits
gezeigt werden konnte, reduziert der Knockout von IL-23p19 sowohl die Akkumulation der CCL2- als
auch der CCR2-mRNA in der infizierten Leber. Daher sollte im Folgenden der Einfluss von IL-23 auf die
Rekrutierung inflammatorischer Ly6C"- und regenerativer Ly6C°-Monozyten untersucht werden.

Zu verschiedenen Zeitpunkten nach intrahepatischer Infektion von mannlichen IL—23p19"/"— und
WT-Mausen mit E. histolytica Trophozoiten wurde der infizierte Leberlappen entnommen und die
Leukozyten mittels Dichtegradienten von den (brigen Zellen getrennt. Durch eine Inkubation der
Zellen mit gegen CD11b, Ly6C und Ly6G gerichteten Antikérpern konnten anschlieBend die
Populationen der Ly6C"- und Ly6C°-Monozyten im Durchflusszytometer mittels entsprechender
Gating-Strategie (Abb. 2.1.3 C) sichtbar gemacht werden.
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Die Untersuchungen zeigten, dass sich der prozentuale Anteil inflammatorischer Ly6C"-Monozyten
im Lebergewebe der IL—23p19"/'—Maus weder im Vergleich zur naiven Kontrolle noch zu infizierten
WT-Tieren anderte. Erst 10 Tage nach Infektion konnte im Vergleich zu infizierten WT-Mausen ein
signifikanter Anstieg in IL-23p197-Tieren beobachtet werden (p < 0,01) (Abb. 2.1.3 A). Im Gegensatz
dazu stieg der prozentuale Anteil der regenerativen Ly6C'°—Monozyten in der IL—23p19'/'-Maus bereits
24 Stunden nach Infektion im Vergleich zu WT-Tieren signifikant an (p <0,05). An Tag 3 nach
Infektion war dieser Unterschied am deutlichsten (p < 0,001), an Tag 10 nach Infektion glich sich
der prozentuale Anteil regenerativen Ly6C'°—Monozyten in IL—23p19'/'- und WT-Mausen an. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Anzahl regenerativer Ly6C°-Monozyten im Verhaltnis
zu inflammatorischen Ly6Ch‘-Monozyten in IL-23p19'/'-Tieren hoher ist, als in der WT-Maus
(Abb. 2.1.3 D).
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Abbildung 2.1.3: Rekrutierung von Ly6C™- und Ly6C"°-Monozyten in der IL-23p19’/'-Maus. WT- und |L-23p19'/’-Méiuse
wurden intrahepatisch mit E. histolytica Trophozoiten infiziert. Mittels Durchflusszytometer wurde der prozentuale Anteil
(A) inflammatorischer Ly6Chi-Monozyten und (B) regenerativer Ly6C'°-Monozyten im infizierten Lebergewebe von WT- und
|L-23p19’/’-Méiusen bestimmt. (C) Gating-Strategie zur Identifikation der Ly6Chi- und Ly6C'°-Monozyten. (D) Verhiltnis der
Anzahl von Ly6C'°-Monozyten zu LyGChi-Monozyten im infizierten Lebergewebe von WT- und IL-23p19'/'-Méiusen (far n siehe
(A) und (B)). (Mittelwerte * Standardfehler dreier unabhangiger Experimente; Mann-Whitney U test; *p < 0,05, **p < 0,01,
*** p<0,001).

Zusammenfassend zeigte sich in Abwesenheit von IL-23 eine verstarkte Akkumulation regenerativer
Ly6C°-Monozyten.

2.1.4 Rekrutierung von Monozyten in der CCR2-/--Maus

Die Bindung des CCL2-Liganden an den Chemokin-Rezeptor CCR2 auf der Oberflache
inflammatorischer LyGChi—Monozyten bedingt dessen Rekrutierung in infiziertes Gewebe. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass die CCL2-Expression nach Infektion mit E. histolytica Trophozoiten

signifikant ansteigt. Im Folgenden sollte daher untersucht werden wie sich der Knockout von CCR2
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auf die CCL2-Akkumultion und die Rekrutierung inflammatorischer Ly6C™- und regenerativer
Ly6C'°—Monozyten auswirkt.

Zu verschiedenen Zeitpunkten nach intrahepatischer Infektion mannlicher WT- und CCR27-M3use
mit E. histolytica Trophozoiten erfolgte die Entnahme peripheren Blutes. Mittels ELISA wurden die
CCL2-Serumlevel der infizierten Tiere bestimmt. Weiterhin erfolgte eine Leukozyten-Isolation aus
dem Gesamt-Blut mittels Dichtegradienten-Zentrifugation. Nach Inkubation der aus dem Blut
gewonnenen Zellen mit gegen CD11b, Ly6C und Ly6G gerichteten Antikérpern wurde die
Rekrutierung der Monozyten-Populationen am Durchflusszytometer ermittelt.

Bereits in naiven CCR27-Méusen zeigten sich deutlich erhdhte CCL2-Serumlevel (p < 0,01) im
Vergleich zur naiven WT-Maus (Abb. 2.1.4 A). Selbiges war an Tag 5 und 7 nach Infektion mit
E. histolytica zu beobachten. In WT-Mausen konnten drei Tage nach Infektion eine signifikant
erhohte CCL2-Expression (p <0,01) sowie ahnliche Serumlevel wie in CCR27-Méusen ermittelt
werden.

Sowohl in naiven als auch in infizierten CCR2”-Mé&usen war der prozentuale Anteil inflammatorischer
Ly6C"-Monozyten an Tag 3 nach Infektion im Vergleich zur WT-Maus signifikant reduziert (p < 0,05),
der Anteil der regenerativen Ly6C"°-Monozyten stattdessen signifikant erhéht (p < 0,05).
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Abbildung 2.1.4: Rekrutierung von Ly6Chi- und Ly6C'°-Monozyten in der CCR2”-Maus. (A) Per ELISA
ermittelte CCL2-Serumlevel in mit E. histolytica Trophozoiten infizierten WT- und CCR2”-Mausen sowie der
am Durchflusszytometer bestimmte prozentuale Anteil (B) inflammatorischer LyGChi-Monozyten und
(C) regenerativer Ly6C'°—Monozyten im infizierten Lebergewebe von WT- und CCR27-Mausen. (Mittelwerte
+ Standardfehler; Mann-Whitney U test; *p < 0,05, **p < 0,01).

Zusammenfassend zeigte sich im infizierten Lebergewebe von CCR27"-Miusen ein Rickgang der
Ly6C"-Monozyten sowie eine Zunahme der Ly6C°-Monozyten und somit eine kontrare Verschiebung
des Monozyten-Gleichgewichts im Vergleich zur infizierten WT-Maus.
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2.1.5 Zytokin-Expression in der CCR2-/--Maus nach Infektion mit E. histolytica

Im vorigen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass der Knockout von CCR2 einen Einfluss auf das
Gleichgewicht der Monozytenpopulationen im infizierten Lebergewebe hat. Im Folgenden sollte des
Weiteren der Einfluss des CCR2-Knockouts auf das Zytokinmilieu im infizierten Gewebe untersucht
werden.

An Tag 3, 5 und 7 nach intrahepatischer Infektion mannlicher WT- sowie CCR2”-Méause mit
E. histolytica Trophozoiten erfolgte jeweils eine Blutentnahme mit anschlieBRender Gewinnung des
Serums. Mittels Bead-basiertem Immunoassay (LEGENDplex™) wurde das Expressionsprofil
verschiedener als pro-inflammatorisch geltender Zytokine im Blutserum ermittelt. Als Kontrolle
diente Serum nicht infizierter WT- und CCR2”-M3use.
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Abbildung 2.1.5: Zytokin-Expressionsprofil in der CCR2”-Maus. WT- und CCR2”-Mzuse wurden intrahepatisch mit
E. histolytica Trophozoiten infiziert und die mRNA-Akkumulation im Blutserum mittels Bead-basiertem Immunoassay zu den
angegebenen Zeitpunkten nach Infektion bestimmt. (A) IL-1a, (B) IL-1B, (C) IL-6, (D) IL-17A, (E) IL-23, (F) IL-27, (G) IFNy und
(H) GM-CSF Serumlevel in infizierten WT- und CCR27-Mausen. (Mittelwerte + Standardfehler; Mann-Whitney U test;
*p < 0,05, **p < 0,01).

Tage nach
Infektion

Drei Tage nach Infektion zeigte sich die IL-1a-Expression in CCR2”-Mausen sowohl im Vergleich zur
WT- als auch zur naiven CCR27-Maus signifikant reduziert (p < 0,05) (Abb. 2.1.5 A). An Tag 5 nach
Infektion konnte zudem in WT-Mausen ein signifikanter Riickgang (p < 0,05) der IL-1a-Expression
nachgewiesen werden. Die Expression von IL-1B blieb im Blut weitestgehend unverandert
(Abb. 2.1.5 B). Es zeigte sich lediglich eine tendenziell erhéhte IL-1B-Expression in der CCR27-Maus,
verglichen mit naiven sowie drei Tage infizierten WT-Mausen. Die IL-6-Expression stieg in der
WT-Maus an Tag 3 nach Infektion signifikant an (p<0,01) und war auch im Vergleich zur
CCR27-Maus signifikant erhoht (p < 0,01) (Abb. 2.1.5 C). An Tag 5 nach Infektion blieb die
IL-6-Expression in WT-Mausen auf demselben Level, wohingegen die Expression in CCR27-Miusen
tendenziell anstieg. Auch die Expression von IL-17A stieg in WT-Mausen drei Tage nach Infektion
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signifikant an (p < 0,01) und war auch verglichen zur CCR27-Maus an Tag 3 nach Infektion signifikant
erhoht (p <0,05) (Abb. 2.1.5 D). Die IL-23-Expression zeigte sich im Blut sowohl in WT- als auch in
CCR27-Miusen nach Infektion unverindert (Abb. 2.1.5 E). Die IL-27-Expression stieg hingegen in
WT-Mausen an Tag 3 nach Infektion signifikant an (p < 0,01) und war zu diesem Zeitpunkt auch im
Vergleich zur CCR27-Maus signifikant erhoht (p < 0,05) (Abb. 2.1.5 F). In naiven CCR27-Miusen
konnte, verglichen zu naiven WT-Mausen, signifikant mehr IFNy nachgewiesen werden (p < 0,01)
(Abb. 2.1.5 G). An Tag 3 nach Infektion stieg jedoch die IFNy-Expression in WT-Tieren signifikant an,
(p < 0,05) wohingegen diese in CCR27-M3usen signifikant abnahm (p < 0,01). Dies fiihrte dazu, dass
an Tag 3 nach Infektion in der WT-Maus signifikant mehr IFNy nachgewiesen werden konnte, als in
CCR2”"-Tieren. Die Expression vom GM-CSF zeigte sich an Tag 3 nach Infektion in WT-M&usen im
Vergleich zur CCR27-Maus signifikant erhéht (p < 0,05) (Abb. 2.1.5 H). Zu anderen Zeitpunkten nach
Infektion konnte keine differenzielle Expression von GM-CSF nachgewiesen werden.

Zusammenfassend konnten insbesondere an Tag 3 nach Infektion im Blut infizierter CCR27-Miuse
geringere Mengen inflammatorischer Zytokine nachgewiesen werden, als in WT-Mausen.

2.2 Einfluss des Knockouts von IL-23 auf regulatorische Mechanismen und

Zellen in der Leber

Im vorigen Abschnitt dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der Knockout des pro-inflammatorischen
Zytokins IL-23 verringerte Abszessvolumina sowie eine erhohte Anzahl regenerativer
Ly6C°-Monozyten im infizierten Lebergewebe mit sich bringt. Dies lasst darauf schlieRen, dass in der
IL-23p197-Maus nicht nur inflammatorische Prozesse reduziert sind, sondern méglicherweise
zusatzlich regulatorische Prozesse in Gang gesetzt werden, die zur Regeneration des Gewebes
beitragen.

Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden minnliche WT- sowie IL-23p197-Maiuse mit
E. histolytica Trophozoiten infiziert und die mRNA-Akkumulation verschiedener assoziierter Molekiile
mittels gPCR ermittelt. Hierzu zahlen die Chemokine CCL3, CCL4, CCL5 und CCL8 die an CCR5 auf der
Oberflache der Ly6C°-Monozyten binden und so die Zellen entlang eines Gradienten zum infizierten
Gewebe rekrutieren kénnen. Des Weiteren wurde der Einfluss von IL-23 auf die Akkumulation von
Adharenzfaktoren der regenerativen Ly6C'°-Monozyten untersucht. Hierzu zahlen der Oberflachen-
rezeptor CX;CR1 auf den Ly6C°-Monozyten, der dessen Liganden CX;CL1 auf den Epithelien bindet,
sowie ICAM1 und ICAM2, epithelgebundene Proteine die mit dem zelleigenen Integrin LFA1 (ITGAL)
der Ly6C'°-Monozyten in Wechselwirkung treten. Auch die Expression des Transkriptionsfaktors
Nrdal, welcher ein Uberlebenssignal fiir Ly6C°-Monozyten darstellt, wurde nach Infektion im
Lebergewebe der IL-23p19'/'-Maus untersucht. Schliefllich wurden die Akkumulation der Zytokine
TGFB1, TGFB2, IL-4, IL-10 und IL-13 ermittelt, welche in die Polarisierung der Ly6C'°—Monozyten zu
M2-Makrophagen involviert sind.

Dariiber hinaus wurde der Anteil inflammatorischer Ly6C™- und regenerativer Ly6C°-Monozyten im
infizierten Lebergewebe, sowie die Expression des Th2-Zytokins IL-13 verschiedener Zellpopulationen
mittels Durchflusszytometrie in IL-23p19"/"—Ma'usen analysiert. Ebenso wurde der Abszessverlauf nach
Depletions-Experimenten sowie in transgenen Mausen im MRT untersucht. Immunbhistologische
Farbungen dienten zudem der raumlichen Lokalisation iNOS-positiver inflammatorischer und
Argl-positiver regenerativer Monozyten- und Makrophagen-Populationen im Lebergewebe nach
Infektion.
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2.2.1 Einfluss von IL-23 auf die Rekrutierung regenerativer Ly6Cl>-Monozyten

Im vorigen Abschnitt dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Anzahl regenerativer Ly6C"-
Monozyten in IL-23p19"/"—Méusen im Vergleich zu WT-Tieren, in welchen pro-inflammatorisches
IL-23 nach Infektion verstarkt exprimiert wird, signifikant erhoht war. Diese Beobachtung lasst
vermuten, dass das Zytokin IL-23 einen negativ regulatorischen Effekt auf die Rekrutierung der
Ly6C°-Monozyten hat.

Um dies zu untersuchen, erfolgte eine intrahepatische Infektion mannlicher WT- und IL—23p19"/"—
Mause mit E. histolytica Trophozoiten. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion wurde der
infizierte Leberlappen entnommen, die Gesamt-RNA isoliert und mittels gPCR die Akkumulation
relevanter Faktoren ermittelt, die in die Rekrutierung (CCL3, CCL4, CCL5, CCL8), die Adhasion (CX5CL1,
CX3CR1, ICAM1, ICAM2, ITGAL (LFA1)) und das Uberleben (Nr4al) der Ly6C°-Monozyten sowie die
Polarisierung dieser zu verschiedenen M2-Makrophagen-Subtypen (TGF1, TGFB2, IL-4, IL-10, IL-13)
involviert sind.
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Abbildung 2.2.1: mRNA-Akkumulation von in die Rekrutierung und Polarisierung regenerativer Ly6C'°-Monozyten
involvierten Chemokinen, Zytokinen und Adh&renzfaktoren in der IL-23p19’/’-Maus. WT- und |L-23p19'/'-Méuse wurden
intrahepatisch mit E. histolytica Trophozoiten infiziert und die mRNA-Akkumulation in der Leber mittels gPCR zu den
angegebenen Zeitpunkten nach Infektion bestimmt. (A) CCL3, (B) CCL4, (C) CCL5, (D) CCLS8, (E) CX5CL1, (F) CX5CR1,
(G) ICAM1, (H) ICAM2, (1) ITGAL (LFA1), (J) Nrdal, (K) TGFB1, (L) TGFB2, (M) IL-10, (N)IL-4 und (O) IL-13-mRNA-
Akkumulation in WT- und IL-23p19'/'-Méiusen; (n =4 -5). (Mittelwerte + Standardfehler; Mann-Whitney U test; *p < 0,05).

Dabei konnte gezeigt werden, dass die Akkumulation der in die Rekrutierung involvierten Chemokine

CCL3, CCL4, CCL5 und CCL8 in WT-Mausen tendenziell héher war, als in der IL—23p19"/"—Maus

(Abb. 2.2.1 A — D). Dieselbe Beobachtung konnte fiir die Adharenzfaktoren CX;CL1, CX3CR1, ICAM1,

ICAM2 und ITGAL (LFA1) angestellt werden (Abb. 2.2.1 E - ). Die Expression des
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Transkriptionsfaktors Nr4al, der unter anderem fiir das Uberleben der Ly6C'°-Monozyten notwendig
ist, war hingegen sechs Stunden nach Infektion in der IL-23p197-Maus sowohl im Vergleich zu
infizierten WT- als auch zu naiven IL-23p197-Miusen signifikant erhéht (p < 0,05) (Abb. 2.2.1 J). Die
Akkumulation der in die M2c-Polarisierung involvierten Zytokine TGFB1, TGFB2 und IL-10 zeigte sich
in der IL-23p197-Maus wiederum im Vergleich zum WT-Tier nicht erhéht (Abb. 2.2.1 K — M).
Bezliglich der M2a-Polarisierung war jedoch eine erhéhte Akkumulation zweier involvierter Faktoren
zu beobachten: Die IL-4 Akkumulation stieg in IL-23p197-Méusen sechs Stunden nach Infektion
signifikant an (p < 0,05), was in der WT-Maus nicht zu beobachten war (Abb. 2.2.1 J). 12 Stunden
nach Infektion konnte zudem in der IL-23p19'/'-Maus ein signifikanter Anstieg der IL-13 Akkumulation
gezeigt werden (p < 0,05), der ebenfalls nicht in WT-Mausen nachgewiesen werden konnte
(Abb. 2.2.1 K).

Zusammenfassend zeigten diese Daten, dass IL-23 scheinbar weder die Rekrutierung noch die
Adhasion der Ly6C'°—Monozyten beeinflusst, jedoch einen Einfluss auf die Polarisierung der
Monozyten zu M2-Makrophagen hat.

2.2.2 IL-13-Expression verschiedener iibergeordneter Zellpopulationen im infizierten
Lebergewebe der IL-23p19-/--Maus

Die Ergebnisse der gPCR zeigten, dass IL-23 einen Einfluss auf die Expression des Th2-Zytokins IL-13
auf mRNA-Ebene hat. Im Folgenden sollte untersucht werden, ob in IL-23p197-Mé&usen auch auf
Protein-Ebene ein solcher Unterschied ersichtlich wird, und ob eine differenzielle IL-13-Expression
verschiedener lbergeordneter Zellpopulationen zu ermitteln ist.

Um dies zu priifen, erfolgte eine intrahepatische Infektion mannlicher WT- und IL-23p197-Mé&use mit
E. histolytica Trophozoiten. 12 Stunden nach Infektion wurde jeweils der infizierte Leberlappen
entnommen, mittels Dichtegradienten die Gesamt-Leukozyten isoliert und eine intrazellulare
Farbung von IL-13 zur Analyse am Durchflusszytometer durchgefiihrt. Flr die Auswertung wurde die
durch die Software FlowJo ermittelte Mean Fluorescent Intensity (MFI) von IL-13 der jeweils
untersuchten Zellpopulationen herangezogen. Dabei stellt die MFI die mittlere Fluoreszenzintensitat
einer ausgewahlten Zellpopulation in Bezug auf einen spezifischen FACS-Antikérper dar. Zur Kontrolle
wurden die Leukozyten nicht infizierter Tiere entsprechend des beschriebenen Verfahrens ebenfalls
am FACS analysiert.

Fiir die Gesamt-Leukozyten-Population konnte in der IL—23p19"/"—Maus 12 Stunden nach Infektion
eine signifikant erhohte IL-13-MFI sowohl im Vergleich zur naiven IL-23p197-Maus (p < 0,05) als
auch zum infizierten WT-Tier (p < 0,001) gezeigt werden (Abb. 2.2.2 A). Die IL-13-MFI der gesamten
Population monozytarer Zellen war in der IL—23p19'/'-Maus 12 Stunden nach Infektion ebenfalls
signifikant erhéht, sowohl verglichen zur naiven IL-23p197- (p < 0,05) als auch zur infizierten
WT-Maus (p < 0,001) (Abb. 2.2.2 B). Die Lymphozyten-Population zeigte in infizierten
IL-23p19"/"—Méiusen hingegen lediglich im Vergleich zur infizierten WT-Maus eine signifikant erhohte
IL-13-MFI, wobei der Anstieg verglichen mit der Population der monozytaren Zellen weniger deutlich
ausfiel (p < 0,01) (Abb. 2.2.2 C).
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Abbildung 2.2.2: Durchflusszytometrische Bestimmung der IL-13-Produktion von Leukozyten, monozytdren Zellen und
Lymphozyten in der IL-23p19'/'-Maus. WT- und IL-23p19'/'-Méiuse wurden intrahepatisch mit E. histolytica Trophozoiten
infiziert und die Leberlymphozyten 12 Stunden nach Infektion am Durchflusszytometer analysiert. Gating-Strategie,
Histogramme und quantitative Analyse der (A) IL-13" Leukozyten, (B) IL-13" monozytiren Zellen und (C) IL-13°
Lymphozyten. (Mittelwerte + Standardfehler zweier unabhdngiger Experimente; Mann-Whitney U test; *p < 0,05,
**p < 0,01, *** p < 0,001).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass insbesondere die Population monozytarer Zellen fir
eine erhdhte Expression von IL-13 in infizierten IL-23p197-M&usen verantwortlich ist.

2.2.3 Bestimmung der IL-13 exprimierenden Monozyten-Population in der infizierten
IL-23p19-/--Maus

Im vorigen Abschnitt konnte nach Infektion von IL-23p197-Méusen insbesondere fiir die Population
der monozytdren Zellen eine erhohte IL-13-Expression nachgewiesen werden. Im Weiteren sollte die
IL-13 exprimierende Population in der IL—23p19'/'-Maus genauer bestimmt werden.

Hierzu wurde 12 Stunden nach intrahepatischer Infektion ménnlicher WT- und IL-23p197-Mé&use mit
E. histolytica Trophozoiten jeweils der infizierte Leberlappen entnommen und mittels Dichte-
gradienten die Gesamt-Leukozyten isoliert. Die Zellen wurden mit entsprechenden FACS-Antikorpern
markiert und die Fluoreszenz am Durchflusszytometer ermittelt. Hierbei wurden Antikérper gegen
CD11b (Monozyten), Ly6C und Ly6G (inflammatorische und regenerative Monozyten sowie
Neutrophile entsprechend der dargestellten Gating-Strategie (Abb. 2.2.3 A), Siglec-F (Eosinophile),
CD3 und CD4 (T-Helferzellen), F4/80 (Gewebs-Makrophagen) sowie CD127, CD90.2 und lin-AKs (ILC2)
verwendet. Mit Hilfe der FlowJo-Software wurde anschliefend die IL-13-MFI der entsprechenden
Zellpopulationen ermittelt. Zur Kontrolle wurden die Gesamt-Leukozyten nicht infizierter Tiere wie
zuvor beschrieben behandelt und ebenfalls mittels Durchflusszytometer untersucht.

In der infizierten IL-23p197-Maus konnte im Vergleich zu infizierten WT-Méusen keine differenzielle
IL-13-Expression in den Populationen der LyGChi—Monozyten, Neutrophilen, Eosinophilen,
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T-Helferzellen, Lebergewebs-Makrophagen sowie der ILC2-Population ermittelt werden
(Abb. 2.2.3 B). Die CD11b*-Zellen (Monozyten) sowie die Ly6C°-Monozyten zeigten hingegen jeweils
eine positive Verschiebung der IL-13-MFI der Gesamtpopulation in infizierten 1L-23p197-M&usen.
Die quantitative Auswertung der CD11b’-Zellen ergab eine signifikant erhéhte IL-13-MFI in der
infizierten IL—23p19"/'—Maus sowohl im Vergleich zu naiven IL-23p19'/'- (p<0,05) als auch zu
infizierten WT-Tieren (p < 0,001) (Abb. 2.2.3 C). Die quantitative Auswertung der IL-13-MFI der
Ly6C'°—Monozytenpopulation zeigte in IL-23p19"/'—Méusen eine signifikant erhéhte IL-13-Expression
12 Stunden nach Infektion verglichen zur naiven IL-23p197-Maus (p < 0,01) (Abb. 2.2.3 D), welche
bereits 24 Stunden nach Infektion wieder signifikant abnahm (p < 0,05).
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Abbildung 2.2.3: Identifizierung der IL-13 produzierenden Zellpopulation in der IL-23p19'/'-Maus. WT- und IL-23p19'/'-
Mause wurden intrahepatisch mit E. histolytica Trophozoiten infiziert und die Leberlymphozyten 12 Stunden nach Infektion
am Durchflusszytometer analysiert. (A) Gating-Strategie zur Identifikation von LyGChi- und Ly6C'°—Monozyten sowie
Neutrophilen. (B) Histogramm-Darstellung der IL-13-MFI der CD11b*-, Ly6C™-, Ly6C°-, Ly6G', CD3*CD4™- und
F4/80"Zellpopulation sowie der Eosinophilen und ILC2s 12 Stunden nach Infektion in infizierten WT- und IL-23p19'/'-
Mausen. Quantitative Analyse der IL-13-MFI (C) CD11b"-Zellen sowie (D) Ly6C'°-Monozyten vor und nach Infektion.
(Mittelwerte * Standardfehler zweier unabhdngiger Experimente; Mann-Whitney U test; *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass innerhalb der untersuchten Zellpopulationen
iiberwiegend CD11b*-Zellen sowie CD11b‘Ly6C"°-Monozyten in der IL-23p197-Maus verstarkt IL-13
exprimierten.
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2.2.4 Die Expression der Rezeptoren IL-13Ral/IL-4Ra und IL-13Ra2 in der infizierten
IL-23p19-/--Maus

In dieser Arbeit konnte sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Ebene eine erhéhte Expression
des Th2-Zytokins IL-13 in infizierten 1L-23p197-M&usen nachgewiesen werden, welches im ALA
insbesondere von CD11b*-Zellen und Ly6C'°-Monozyten exprimiert wird. Weiterhin ist bekannt, dass
zwei IL-13-Rezeptoren mit gegensatzlicher Wirkung existieren (Abb. 2.2.4 D). Die Bindung von
IL13 an seinen heterodimeren Rezeptor IL-13Ral/IL-4Ra fihrt dabei zu einer Aktivierung
IL-13-spezifischer Th2-Signalkaskaden, wohingegen IL-13Ra2, welcher IL-13 mit signifikant héherer
Affinitat bindet, die Aktivitat des Zytokins inhibiert [137]. Im Folgenden wurde daher die Expression
der verschiedenen IL-13-Rezeptoren in der infizierten IL—23p19'/'-Maus untersucht.

Zu verschiedenen Zeitpunkten nach intrahepatischer Infektion mannlicher WT- und IL-23p197-
Mause mit E. histolytica Trophozoiten erfolgte die Entnahme des infizierten Leberlappens. Nach
Isolation der Gesamt-RNA wurde die mRNA-Akkumulation von IL-13Ral, IL-4Ra und IL-13Ra2 mittels
gPCR bestimmt.

Sowohl die mRNA-Akkumulation von IL-13Rad, als auch von IL-4Ra zeigte weder nach Infektion noch
im Vergleich zwischen WT- und IL—23p19'/'-Méiusen einen Unterschied (Abb. 2.2.4 A und B). Die
mRNA-Akkumulation des Rezeptors IL-13Ra2 war hingegen in der 1L-23p197-Maus verglichen zu
WT-Mausen zu jedem Zeitpunkt tendenziell geringer und zeigte sich 6 Stunden nach Infektion
signifikant reduziert (p < 0,05) (Abb. 2.2.4 C).
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Abbildung 2.2.4: mRNA-Akkumulation von IL-13Ral, IL-4Ra und IL-13Ra2 in der IL-23p197-Maus. WT- und IL-23p197-
Mause wurden intrahepatisch mit E. histolytica Trophozoiten infiziert und die mRNA-Akkumulation von (A) IL-13Rad, (B)
IL-4Ra2 und (C) IL-13Ra2 in der Leber mittels gPCR zu den angegebenen Zeitpunkten nach Infektion bestimmt. (D) Grafische
Darstellung der IL-13-Rezeptoren auf der Zelloberflache; (n = 3 — 4). (Mittelwerte + Standardfehler; Mann-Whitney U test;
*p < 0,05).
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass IL-23 den heterodimeren IL-13 Rezeptor
IL-13Ral/IL-4Ra nicht affektiert, jedoch die Expression des IL-13 hemmenden Rezeptors IL-13Ra2
verstarkt.

2.2.5 Auswirkung der Applikation und Uberexpression von IL-13 auf den Abszessverlauf
In den vorigen Experimenten dieser Arbeit konnte in den schneller regenerierenden
IL—23p19'/'-Mz'a'usen eine verstarkte Expression des anti-inflammatorischen Th2-Zytokins 1L-13
nachgewiesen werden. Zusatzlich zeigte sich im Knockout eine reduzierte Expression des Rezeptors
IL-13Ra2, welcher die Aktivitat von IL-13 nach dessen Bindung inhibiert. Diese Ergebnisse deuten auf
eine regenerative Wirkung von IL-13 im Verlauf des Amobenleberabszesses hin, was im Folgenden
durch verstarkte IL-13 Prasenz wahrend der Infektion untersucht werden sollte.

Hierzu wurden mannliche WT-Mause mit E. histolytica Trophozoiten infiziert und zusatzlich am Tag
der Infektion sowie an Tag 1 und 2 nach Infektion 1,2 pg rIL-13 in 100 puL PBS oder 100 uL PBS i.p.
appliziert. In einem weiteren Versuch wurden méannliche WT- sowie IL-13-transgene (IL-13tg)-Mause
mit E. histolytica Trophozoiten infiziert, wobei Letztere das Th2-Zytokin bestdndig exprimieren. Fir
beide Versuchsgruppen wurde anschlieBend der Abszessverlauf an Tag 3, 5 und 7 nach Infektion
mittels MRT bestimmt und die Abszessvolumina mit Hilfe der OsiriX-Software ermittelt.

Sowohl die rIL-13 applizierten WT-Mause, als auch die IL-13tg-Mause zeigten im Vergleich zu der

jeweiligen Kontrollgruppe zu jedem Zeitpunkt tendenziell reduzierte Abszessvolumina (Abb. 2.2.5 A
und B).
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Abbildung 2.2.5: Abszessausbildung in der WT-Maus nach rlL-13-Applikation sowie in IL-13-transgenen Mausen.
(A) WT-Mausen wurde vor der Infektion mit E. histolytica Trophozoiten, sowie an Tag 1 und 3 nach Infektion 1,2 pg riL-13 in
100 puL PBS oder ausschliefRlich PBS i.p. appliziert und die Abszessvolumina an Tag 3, 5 und 7 nach Infektion im MRT
ermittelt. (B) WT- und IL-13tg-M&use wurden intrahepatisch mit E. histolytica Trophozoiten infiziert und die
Abszessvolumina an Tag 3, 5 und 7 nach Infektion mittels MRT bestimmt. (Mittelwerte + Standardfehler zweier jeweils
unabhdngiger Experimente; Mann-Whitney U test).

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse auf einen geringen regulatorischen Einfluss von IL-13 auf
den Amoébenleberabszess hin.
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2.2.6 Auswirkung der Depletion von IL-13 in IL-23p19-/--Mausen sowie der Applikation
eines riL-13/alL-13 Komplexes in der WT-Maus auf den Abszessverlauf

Im vorigen Abschnitt dieser Arbeit konnten tendenziell reduzierte Abszessvolumina durch eine
erhdhte Prasenz von IL-13 durch Applikation oder Uberexpression erreicht werden. Im Folgenden soll
untersucht werden, ob auch die Depletion von IL-13 in der schneller regenerierenden
IL-23p197-Maus sowie die Applikation eines riL-13/alL-13-Komplexes in WT-M3usen Einfluss auf den
Abszessverlauf haben. Hierbei soll der Komplex die Stabilitdt und Bioverfligbarkeit von IL-13 erhohen
und somit moglichst eine langere Wirksamkeit gewahrleisten.

Mannlichen IL—23p19"/'—Méusen wurde hierzu einen Tag vor Infektion mit E. histolytica Trophozoiten
alL-13 appliziert (Abb. 2.2.6 A). Als Kontrolle dienten sowohl infizierte I1L-23p197-Mé&use denen ein
Kontroll-lgG verabreicht wurde, als auch WT-Ma&use, die entsprechende Mengen all-13 oder
Kontroll-lgG erhielten. In einem weiteren Versuch wurden mannliche WT-Mause zunachst mit
E. histolytica Trophozoiten infiziert. AnschlieBend erfolgte am Tag der Infektion sowie an Tag 1 und 2
nach Infektion die Applikation eines rlL-13/alL-13-Komplexes. Der Abszessverlauf der Versuchs-
gruppen wurde an Tag 3, 5 und 7 nach Infektion mittels MRT bestimmt und die Abszessvolumina mit
Hilfe der OsiriX-Software ermittelt.
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Abbildung 2.2.6: Abszessausbildung in WT- und IL-23p19'/’-Méiusen nach IL-13-Depletion sowie in der WT-Maus nach
Applikation eines rIL-13/alL-13-Komplexes. (A) WT- und |L-23p19’/’-Méiusen wurden einen Tag vor der Infektion mit
E. histolytica Trophozoiten 100 pg alL-13 oder 100 pg Kontroll-1gG i.p. appliziert und die Abszessvolumina an Tag 3, 5 und 7
nach Infektion im MRT ermittelt. (B) WT-Mausen wurde direkt nach intrahepatischer Infektion mit E. histolytica
Trophozoiten, sowie an Tag 1 und 2 nach Infektion ein rIL-13/alL-13-Komplex (1,2 pg riL-13 und 6,4 ug alL-13 in 150 uL PBS)
oder Kontroll-1gG (6,4 pg 1gG in 150 uL PBS) i.p. appliziert und die Abszessvolumina mittels MRT bestimmt. (Mittelwerte +
Standardfehler zweier jeweils unabhangiger Experimente; Mann-Whitney U test; *p < 0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001,
*¥**%p <0,0001).

Die Depletion von IL-13 fihrte in IL—23p19'/'—Tieren zu signifikant erhéhten Abszessvolumina an Tag 5
und 7 nach Infektion (p < 0,05) und in der WT-Maus zu tendenziell erh6hten Abszessvolumina zu
denselben Zeitpunkten nach Infektion (Abb. 2.2.6 A). In den Kontrollgruppen der IgG-applizierten
WT- und IL—23p19"/'—Méuse konnte ein fir die jeweilige Mausgruppe bekannter Abszessverlauf
beobachtet werden. Die Applikation des rIL-13/alL-13-Komplexes fiihrte in WT-M4&usen zu signifikant
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reduzierten Abszessvolumina an Tag 3 (p < 0,0001), 5 und 7 (p < 0,001) nach Infektion, im Vergleich
zur Kontrollgruppe (Abb. 2.2.6 B).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Depletion von IL-13 zu vergroBerten und die
Applikation eines Zytokin-stabilisierenden riIL-13/alL-13-Komplexes zu verringerten Abszessvolumina
fUhrte.

2.2.7 Expression von Argl und iNOS in der infizierten IL-23p19-/--Maus

In vorigen Untersuchungen dieser Arbeit konnte in der schneller regenerierenden IL-23p197-Maus
nicht nur eine erhéhte Anzahl regenerativer Ly6C'°-Monozyten im Gewebe und eine verstarkte
Expression des Th2-Zytokins IL-13 gezeigt werden, sondern auch, dass die Ly6C°-Monozyten selbst
zur erhdhten IL-13-Produktion beitrugen. IL-13 kann eine Polarisierung der Ly6C°-Monozyten zu
regulatorischen M2-Makrophagen induzieren [31], welche zur Wundheilung und Regeneration des
infizierten Gewebes via Argl-Expression beitragen. Argl wiederum reduziert die Synthese
schadlicher Stickstoffmonoxide (NO) im Gewebe [30]. Daher sollte im Folgenden die Argl-Expression
durch Ly6C'°-Monozyten im infizierten Lebergewebe in Abhangigkeit von IL-23, sowie die generelle
Expression von Argl und dessen Gegenspieler, die induzierbare Stickstoff-monoxidsynthase (iNOS),
im beschadigten Gewebe untersucht werden.

Hierzu wurden mannliche WT- und IL-23p19'/'-Méiuse mit E. histolytica Trophozoiten infiziert und der
entsprechende Leberlappen zu den angegebenen Zeitpunkten nach Infektion entnommen. Fir die
Untersuchung der Argl-MFI der Ly6C'°—Monozyten-PopuIation erfolgte eine Aufreinigung der
Gesamt-Leukozyten mittels Dichtegradienten. Anschlielend wurden die Zellen mit entsprechenden
Fluoreszenzantikdrpern inkubiert und am Durchflusszytometer vermessen. Fiir die Bestimmung der
mRNA-Akkumulation von Argl und iNOS mittels gPCR wurde die Gesamt-RNA des infizierten
Leberlappens isoliert und analysiert.

Bereits im Histogramm war eine positive Verschiebung der Argl-MFI der Ly6C°-Monozyten-
Population in infizierten IL-23p19'/'-Méiusen im Vergleich zu infizierten WT-Mausen zu erkennen
(Abb. 2.2.7 A). Die quantitative Auswertung diesbeziiglich ergab eine signifikant hohere
Argl-Expression der Ly6C°-Monozyten in IL-23p197-Miusen 12 Stunden nach Infektion im Vergleich
zu naiven IL-23p197-Tieren (p < 0,05) sowie zu infizierten WT-Mausen (p < 0,05) (Abb. 2.2.7 B).
Ebenfalls 12 Stunden nach Infektion konnte in WT-Mausen im Vergleich zu naiven WT-Mausen
(p < 0,01) als auch zu infizierten IL-23p197-Tieren (p < 0,01) eine signifikant erhéhte Akkumulation
der iINOS-mRNA nachgewiesen werden (Abb. 2.2.7 C). Eine signifikant erhohte Akkumulation der
Argl-mRNA konnte wiederum in IL-23p19"/"—Méusen bereits 6 Stunden sowie 12 Stunden nach
Infektion beobachtet werden (p < 0,01) (Abb. 2.2.7 D). Das Verhéltnis der Argl-mRNA-Akkumulation
zur iNOS-mRNA-Akkumulation war zudem 12 Stunden nach Infektion in IL—23p19'/'-Méiusen im
Vergleich zu WT-Tieren um das 24-Fache erhoht (Abb. 2.2.7 E).

Zusammenfassend konnte nicht nur deutlich mehr Argl als iNOS in infizierten IL-23p197-Mé&usen
nachgewiesen werden, es konnte ebenso gezeigt werden, dass die regenerativen Ly6C'°-Monozyten
zur erhohten Argl-Akkumulation im Lebergewebe beitragen.
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Abbildung 2.2.7: Expression von Argl und iNOS in der IL-23p19'/'-Maus nach Infektion. (A) Darstellung der
Argl-Expression der Ly6C'°-Monozyten im Histogramm sowie (B) quantitative Auswertung der Argl-MFl der
Ly6C'°—Monozyten nach Analyse der Leberlymphozyten in mit E. histolytica infizierten WT- und IL-23p19'/'-Méusen am
Durchflusszytometer. mRNA-Akkumulation von (C) iNOS und (D) Argl im mit E. histolytica infizierten Lebergewebe zu den
angegebenen Zeitpunkten nach Infektion; (n= 4 — 5). (E) Verhéltnis der Argl-mRNA-Expression zur Expression von
iNOS-mRNA in WT- und IL-23p19'/'-M'éusen wahrend des Abszessverlaufs. (Mittelwerte + Standardfehler; Mann-Whitney U
test; ¥*p < 0,05, **p < 0,01).

2.2.8 Immunbhistologische Lokalisation von Monozyten und Makrophagen in infizierten
WT- und IL-23p19-/--Mausen sowie Arg1, iNOS und Ki-67 exprimierender Zellen

Bisherige Ergebnisse machten eine Beteiligung von Monozyten und Makrophagen am Abszessverlauf
deutlich. Ly6Ch‘—Monozyten, die im Gewebe zu M1-Makrophagen differenzieren, kénnen durch
Ausschittung pro-inflammatorischer Faktoren wie TNFa und NO zur Abszessausbildung in infizierten
WT-M4&usen beitragen. Argl exprimierende regenerative Ly6C°-Monozyten, die nach dem Eindringen
in das Gewebe zu alternativ aktivierten M2-Makrophagen differenzieren, scheinen wiederum in der
schneller regenerierenden IL—23p19'/'-Maus an der Abszesskontrolle beteiligt zu sein. Der Nachweis
des Amdbenleberabszesses kann nicht nur mittels MRT, sondern auch durch immunhistologische
Farbungen erfolgen, eine Methode, die sowohl die Identifikation von Zellpopulationen als auch die
lokale Expression verschiedenster Faktoren innerhalb des Gewebes ermdglicht. Im Folgenden
wurden daher immunhistologische Praparate verwendet, um verschiedene Immunzellen sowie die
Faktoren Argl, iNOS und den Proliferationsmarker Ki-67 im Gewebe infizierter WT- und IL—23p19"/'—
Mause an Tag 3 nach Infektion sichtbar zu machen und ihre Lokalisation zu bestimmen.
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Drei Tage nach intrahepatischer Infektion mannlicher WT- und IL—23p19'/'-Méuse mit E. histolytica
Trophozoiten wurde der infizierte Leberlappen entnommen und in Paraffin eingebettet. Ein gegen
verschiedene zelluldre Molekiile und Oberflachenproteine von E. histolytica gerichteter Kaninchen-
Serum-Pool wurde verwendet, um den Parasiten in Gewebsschnitten sichtbar zu machen. In allen
weiteren Schnitten erscheinen die Trophozoiten im Gewebe farblos. Die Himatoxylin & Eosin (H&E)-
Farbung dient dem Nachweis von Immunzellen und bewirkt eine rétliche Darstellung der Leukozyten
sowie eine blauliche Farbung der Zellkerne im Gewebe. Die Verwendung des 7/4-Antikorpers dient
weiterhin dem Nachweis von Neutrophilen. Da jedoch die Kreuzreaktivitdt dieses Antikdrpers mit
Ly6Chi—Monozyten und aktivierten Makrophagen bekannt ist, wurden weitere Gewebsschnitte mit
einem CD11b-Antikdrper behandelt, um Neutrophile rdumlich von Monozyten und Makrophagen
unterscheiden zu kénnen. Zur Differenzierung von Monozyten und Makrophagen wurden zusatzliche
Gewebeschnitte mit einem gegen F4/80 gerichteten Antikorper behandelt, welcher der Detektion
von Gewebsmakrophagen dient. Mit Hilfe von gegen Argl und iNOS gerichteten Antikorpern sollte
weiterhin die lokale Expression dieser Molekiile im Gewebe untersucht werden und die Zuordnung
zu den untersuchten Zellpopulationen ermdoglicht werden. Weiterhin wurden in Zusammenarbeit mit
Penelope Pelczar Schnitte des infizierten Lebergewebes mit Antikérpern gegen den Proliferations-
marker Ki-67 behandelt, um die Regeneration des Gewebes rdaumlich genauer bestimmen und
qguantifizieren zu kénnen. Die Quantifizierung erfolgte dabei durch das Auszdhlen angefarbter Zellen
unter dem Mikroskop.

Die immunhistologischen Farbungen der Schnitte infizierten Lebergewebes zeigten sowohl in WT- als
auch in IL-23p197-M3usen von dichten Immunzellinfiltraten umgebene E. histolytica Trophozoiten,
wobei sich die Farbung der Parasiten-Proteine in der IL-23p19"/"—Maus starker darstellte, als im
Gewebe der WT-Maus (Abb. 2.2.8 A und B, oben links). Die H&E-Farbung offenbarte sowohl in
WT- als auch in IL-23p197-Tieren eine organisierte Abszess-Struktur, die sich in 3 Bereiche
unterteilen lieR: Ein Zentrum mit dichten Immunzellinfiltraten (3), einen Randbereich mit lysierten
Hepatozyten, der weniger Immunzellinfiltrat aufweist (2) und ein dulBerer Bereich, der das nicht
infizierte Lebergewebe umfasst (1) (Abb. 2.2.8 A und B, oben mittig). Dieselbe strukturelle
Unterteilung zeigte sich auch nach der Verwendung eines gegen den Proliferationsmarker Ki-67
gerichteten Antikorpers, wobei der Marker im Gewebe der WT-Mause vor allem im zentralen
Abszessbereich, im Gewebe der IL—23p19'/'-Tiere hingegen im aduBeren Randbereich verstarkt
exprimiert wurde (Abb.2.2.8 A und B, oben rechts). Im zentralen Abszessbereich konnte in der
WT-Maus weiterhin eine Akkumulation von Neutrophilen in direkter Nahe zu den E. histolytica
Trophozoiten nachgewiesen werden (Abb. 2.2.8 A, 2. Reihe links). Da jedoch auch die CD11b-Farbung
im WT-Tier dieselben Zellen sichtbar machte und fur den 7/4-Antikorper eine Kreuzreaktivitat zu
CD11b besteht, kénnte es sich bei diesen Zellen ebenso um inflammatorische Ly6C"-Monozyten
handeln. Im Gewebe der IL-23p19'/'-Maus waren stattdessen F4/80" Makrophagen in direkter Nihe
zu den Trophozoiten zu erkennen, die sich im WT-Gewebe schwach im Randbereich und dem
duBeren Abszessbereich verteilten (Abb. 2.2.8 A und B, 2. Reihe, 2. Bild). Der Einsatz des gegen
CD11b gerichteten Antikorpers fiihrte im Gewebe der IL—23p19"/"—Maus unter anderem zu einer
Farbung derselben Zellpopulation, die auch fir den Makrophagen-Marker F4/80 positiv war, was
verdeutlicht, dass es sich bei dieser Population um residente Makrophagen handelt (Abb. 2.2.8 B,
2. Reihe, 2. und 3. Bild). Da diese Population jedoch nicht in Kreuzreaktivitdt mit dem 7/4-Antikorper
tritt, scheint es sich hierbei somit um eine nicht aktivierte, residente Makrophagen-Population zu
handeln. Allerdings befand sich um die E. histolytica Trophozoiten im IL-23p197-Gewebe eine
weitere CD11b*-Zellpopulation im zentralen Abszessbereich, die weder positiv fiir F4/80 noch fiir den
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7/4-Antikdrper zu sein schien. Hierbei handelt es sich aller Wahrscheinlichkeit nach um frisch
infiltrierte nicht-inflammatorische und demnach regenerative Monozyten (Abb. 2.2.8 B, 2. Reihe, 1.,
2. und 3. Bild). Die Farbung von iNOS und Argl ergab des Weiteren eine verstarkte Expression von
iNOS in infizierten WT-Ma&usen, die in der IL-23p19'/'-Maus nicht zu erkennen war, und der
Lokalisation der F4/80" Makrophagen entsprach (Abb. 2.2.8 A und B, 3. Reihe, 1. Bild). Die Argl
Farbung fiel hingegen im IL-23p197-Gewebe deutlich stirker aus, als im WT-Gewebe und zeigte sich
in raumlicher Ndhe zu den F4/80-negativen CD11b*-Monozyten (Abb. 2.2.8 A und B, 3. Reihe, 2. Bild).
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Abbildung 2.2.8: Immunhistologie des Amoébenleberabszesses in der IL-23p19'/'-Maus. WT- und IL-23p19'/'-Méuse wurden
intrahepatisch mit E. histolytica Trophozoiten infiziert. (A) Aufeinanderfolgende Schnitte von in Paraffin eingebettetem
Lebergewebe wurden an Tag 3 nach Infektion immunhistologisch mit einem gegen verschiedene zelluldre und
Oberflachenproteine von E. histolytica gerichtetem Kaninchen Serum Pool, H&E und gegen Ki-67 (obere Reihe),
7/4 (Neutrophile), F4/80 (Makrophagen), CD11b (Monozyten) (mittlere Reihe), iNOS und Argl (untere Reihe) gerichteten
Antikérpern angefarbt. (C) Quantifizierung der Anzahl Ki-67"-Zellen im zentralen Abszessbereich (3), im Randbereich (2) und
im an den Abszess angrenzenden Bereich (1). (D) Darstellung der F4/80-Expression der Ly6C'°-Monozyten in WT- und
IL-23p19'/'-Méusen 12 Stunden nach Infektion im Histogramm sowie (E) quantitative Auswertung der F4/80-MFI der Ly6C'°-
Monozyten. (Mittelwerte + Standardfehler; Mann-Whitney U test; *p < 0,05).

Die quantitative Auswertung der mit dem Proliferations-Marker Ki-67 gefarbten Zellen ergab eine
tendenziell héhere Proliferation im zentralen Abszessbereich der infizierten WT-Maus im Vergleich
zum IL-23p19'/'-Gewebe (Abb. 2.2.8 C). Im Randbereich um den zentralen Abszessbereich herum,
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zeigte sich kein Unterschied bezliglich der Zellproliferation. Im duReren Abszessbereich war hingegen
eine tendenziell erhéhte Proliferation im IL-23p19'/'—Gewebe, verglichen zum WT-Gewebe, zu
ermitteln. Diese erhdhte Proliferation zeigte sich zudem im Vergleich zum zentralen Abszessbereich
der 1L-23p197-Maus signifikant erhéht (p < 0,05).

Zusatzlich wurden Ly6C'°—Monozyten aus mit E. histolytica infiziertem Lebergewebe von WT- und
IL-23p197-Mausen 12 Stunden nach Infektion isoliert und mittels Durchflusszytometrie beziiglich der
Expression des Makrophagen-Markers F4/80 auf der Oberflache untersucht. Dabei konnte in der
IL-23p197-Maus 12 Stunden nach Infektion im Vergleich zur nicht infizierten IL-23p197-Maus eine
signifikant erhohte F4/80-Expression auf den Ly6C'°—Monozyten nachgewiesen werden.

Zusammenfassend konnte hiermit immunhistologisch bestatigt werden, dass die E. histolytica
Trophozoiten in WT-Mausen aller Ansicht nach von inflammatorischen Ly6Chi—Monozyten umgeben
sind, in der IL-23p197-Maus hingegen von Argl exprimierenden regenerativen Monozyten. Da
zudem gezeigt werden konnte, dass die Ly6C°-Monozyten bereits 12 Stunden nach Infektion F4/80
positiv wurden und somit zu Gewebsmakrophagen differenzierten, kdnnte es sich auch bei den
F4/80°CD11b*'7/4-Zellen im zentralen Abszessbereich der IL-23p197-Maus um Makrophagen
handeln, die aus Ly6C'°—Monozyten differenzierten.

2.3 Abszessausbildung und immunregulatorische Mechanismen nach
Infektion mit E. histolytica in Abhdngigkeit des Geschlechts im murinen
Modell

Neben den bereits untersuchten immunregulatorischen Mechanismen, spielt auch das Geschlecht
eine entscheidende Rolle bei der Ausbildung des Amobenleberabszesses. So ist bekannt, dass Frauen
deutlich seltener einen Amobenleberabszess entwickeln, als Manner [128]. Auch im murinen Modell
konnte eine reduzierte Abszessausbildung an den Tagen 7, 14 und 21 nach Infektion nachgewiesen
werden [129]. Ob dies auch schon zu frilheren Zeitpunkten nach Infektion der Fall ist, und ob das
Geschlecht einen Einfluss auf die bereits bekannten Mechanismen hat, welche in der mannlichen
Maus zur Abszessausbildung beitragen, oder ob andere, bisher unbekannte Mechanismen dem
weiblichen Individuum nach einer Infektion mit dem Parasiten E. histolytica einen Vorteil ver-
schaffen, sollte im folgenden Abschnitt dieser Arbeit untersucht werden.

Um diese Fragen zu klaren, wurde zundchst der Abszessverlauf in mit E. histolytica infizierten
mannlichen und weiblichen WT-Mausen an den Tagen 3, 5 und 7 nach Infektion mittels MRT
untersucht. Da CCL2 via Rekrutierung inflammatorischer TNFa-exprimierender Ly6C"-Monozyten ein
Schlisselchemokin in der Ausbildung des Amobenleberabszesses darstellt, wurden anschlieRend die
Serumlevel des Chemokins in infizierten mannlichen und weiblichen Mausen untersucht. Zudem
wurden die Menge von Ly6C"- und Ly6C°-Monozyten im Blut infizierter ménnlicher und weiblicher
Mause sowie die IL-13-Expression dieser Populationen ermittelt. Die Bestimmung der Expression
verschiedener pro-inflammatorischer Zytokine sollte weiterhin Aufschluss darliber geben, ob die
Ausbildung einer Thl-Immunantwort geschlechtsspezifisch ist.

Des Weiteren sollte das Estradiol-abhangige Apolipoprotein Al (ApoAl) hinsichtlich seines Einflusses
auf die Ausbildung eines Amobenleberabszesses und die Rekrutierung inflammatorischer und
regenerativer Monozyten untersucht werden. Zwar ist ApoAl vor allem als essentieller Bestandteil
des Lipidstoffwechsels bekannt [70], doch konnte diesem Apolipoprotein zusatzlich eine wesentliche
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Funktion in anti-inflammatorischen Prozessen via STAT3-Aktivierung nachgewiesen werden [90].
Daher wurden der Abszessverlauf sowie die Menge pro-inflammatorischer LyGChi— und regenerativer
Ly6C'°—Monozyten im Blut infizierter mannlicher und weiblicher ApoAl'/'-Mz'a'use untersucht.

2.3.1 Abszessverlauf und CCL2-Serumlevel nach Infektion mit E. histolytica in
Abhidngigkeit des Geschlechts

Es ist bekannt, dass Frauen in endemischen Gebieten deutlich seltener an einem Amoében-
leberabszess erkranken als Manner [128]. Daher sollte zunachst mittels MRT-basierter Bildgebung
gezeigt werden, ob das Geschlecht im murinen Modell zu einem frithen Zeitpunkt eine Auswirkung
auf die Abszessausbildung hat und wie es sich auf die CCL2-Expression und somit die Rekrutierung
inflammatorischer Ly6C"-Monozyten in das infizierte Gewebe auswirkt.

Hierzu wurden mannliche und weibliche WT-Mause intrahepatisch mit E. histolytica Trophozoiten
infiziert und der Abszessverlauf mittels MRT analysiert. Zusatzlich erfolgten Blutentnahmen fir die
Gewinnung von Serum, welches mittels ELISA hinsichtlich der CCL2-Akkumulation zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Infektion untersucht wurde.

An Tag 3, 5 und 7 nach Infektion waren in weiblichen Mausen im Vergleich zu mannlichen Tieren
signifikant kleinere Abszessvolumina zu beobachten (p < 0,05) (Abb. 2.3.1 A). Im mannlichen Tier
wurde an Tag 3 nach Infektion zudem eine signifikant erhéhte CCL2-Expression ermittelt — sowohl
im Vergleich zu naiven mannlichen Tieren (p < 0,01) als auch zu infizierten weiblichen Mausen
(p < 0,01) —welche an Tag 5 nach Infektion bereits wieder abnahm (p < 0,01) (Abb. 2.3.1 B).
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Abbildung 2.3.1: Abszessausbildung und CCL2-Expression in mannlichen und weiblichen infizierten Mausen. Mannliche
und weibliche WT-Mé&use wurden intrahepatisch mit E. histolytica Trophozoiten infiziert und (A) die Abszessvolumina an
Tag 3, 5 und 7 nach Infektion am MRT ermittelt (zwei unabhangige Experimente). (B) CCL2-Serumlevel in mannlichen und
weiblichen Mausen vor und 3, 5 und 7 Tage nach Infektion. (Mittelwerte * Standardfehler; Mann-Whitney U test; *p < 0,05;
**p < 0,01).

Zusammenfassend liell sich bestatigen, dass im murinen Modell auch zu friihen Zeitpunkten ein
Geschlechtsunterschied in der Ausbildung des Amdbenleberabszesses besteht. Die deutlich geringere
CCL2-Expression ist zudem ein erster Hinweis darauf, dass es im Weibchen nach Infektion nicht zu
einer gewebsschadigenden Inflammation kommt, wie es in mannlichen Mausen der Fall ist.
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2.3.2 Geschlechtsabhangigkeit der Rekrutierung und IL-13-Expression inflammatorischer
Ly6Chi- und regenerativer Ly6Cle-Monozyten nach Infektion

Da gezeigt werden konnte, dass es in weiblichen, im Gegensatz zu mannlichen Tieren, nach Infektion
mit E. histolytica nicht zu einer erhéhten CCL2-Expression kam, lag die Vermutung nahe, dass sich ein
gleichwohl differenzielles Bild beziglich der Rekrutierung inflammatorischer und regenerativer
Monozyten ergibt. Dies, sowie die IL-13-Expression der genannten Monozyten-Populationen, wurde

daher im Folgenden genauer untersucht.

Hierzu wurden mannliche und weibliche WT-Mause intrahepatisch mit E. histolytica Trophozoiten
infiziert. Vor Infektion, sowie an Tag 4 und 6 nach Infektion, erfolgte eine Blutentnahme mit
anschlieRender Aufarbeitung der gewonnenen Zellen. Zur Detektion der inflammatorischen Ly6C"-
und regenerativen Ly6C°-Monozyten am Durchflusszytometer wurden die Marker CD11b, Ly6C und

Ly6G verwendet.
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Abbildung 2.3.2: Rekrutierung und IL-13-Expression von LyGChi- und Ly6C'°-Monozyten in Abhangigkeit des Geschlechts.
Maénnliche und weibliche WT-Mé&use wurden intrahepatisch mit E. histolytica Trophozoiten infiziert und der prozentuale
Anteil von (A) inflammatorischen Ly6Chi-Monozyten und (B) regenerativen Ly6C'°-Monozyten im Blut mittels
Durchflusszytometrie  bestimmt. (C) IL-13-MFI  der Ly6Ch'-Monozytenpopulation und (B) IL-13-MFI  der
Ly6C'°-MonozytenpopuIation im Blut infizierter méannlicher und weiblicher Mause. (Mittelwerte + Standardfehler;
Mann-Whitney U test; *p < 0,05, **p < 0,01).

Sowohl in mannlichen als auch in weiblichen Tieren sank der prozentuale Anteil inflammatorischer
Ly6C"-Monozyten im Blut 4 Tage nach Infektion in gleichem MaRe (p < 0,01) und blieb auch an Tag 6
nach Infektion auf diesem Niveau (Abb. 2.3.2 A). Der Anteil regenerativer Ly6C'°—Monozyten zeigte
sich im weiblichen Tier 4 Tage nach Infektion im Vergleich zum mannlichen Tier hingegen signifikant
erhoht (p < 0,05) (Abb. 2.3.2 B). Der prozentuale Anteil regenerativer Monozyten stieg im
mannlichen Tier erst an Tag 6 nach Infektion verglichen zum naiven Tier signifikant an (p < 0,05).
AuRerdem zeigte sich, dass das Verhéltnis von Ly6C'°- zu Ly6Chi—Monozyten im Weibchen hoher war
(3-fach), als im Mannchen (1,5-fach) (Vergleich Abb. 2.3.2 A und B). Die IL-13-Expression der
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Ly6Chi—Monozyten sank sowohl im mannlichen als auch im weiblichen Tier nach Infektion (p < 0,01),
auBer im Weibchen an Tag 4 nach Infektion (Abb. 2.3.2 C). Zu diesem Zeitpunkt konnte eine
signifikant erhohte IL-13-Expression der inflammatorischen Ly6Chi-Monozyten im Weibchen im
Vergleich zum Mannchen gezeigt werden (p < 0,05). Anders als erwartet, ergab der Vergleich der
IL-13-Expression regenerativer Ly6C°-Monozyten im Blut mannlicher und weiblicher Tiere keinerlei
Unterschiede (Abb. 2.3.2 D).

Zusammenfassend konnten somit im Blut infizierter weiblicher Tiere mehr regenerative
Ly6C°-Monozyten und eine erhdhte IL-13-Expression der Ly6C"-Monozyten nachgewiesen werden,
als in mannlichen Mausen.

2.3.3 Einfluss des Geschlechts auf ausgewdhlte immunregulatorische Zytokine in
Abhingigkeit einer Infektion

Wie bereits gezeigt wurde, hat das Geschlecht sowohl einen Einfluss auf die Synthese des
pro-inflammatorischen Chemokins CCL2, als auch auf die Rekrutierung und Aktivierung
immunregulatorischer Monozyten-Populationen. Daher sollte im Weiteren ein Set verschiedener
pro-inflammatorischer Zytokine auf geschlechtsabhdngige Expression wahrend der Infektion mit
E. histolytica untersucht werden.

Zu verschiedenen Zeitpunkten nach intrahepatischer Infektion mannlicher und weiblicher WT-Mause
mit E. histolytica Trophozoiten erfolgte hierzu eine Blutentnahme zum anschlieBenden Gewinn von
Blutserum, welches in einem Bead-basiertem Assay zur Detektion der pro-inflammatorischen
Zytokine IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-17A, 1L-23, IL-27, IFNy und GM-CSF eingesetzt wurde.

Die Expression von IL-1a war bereits im naiven mannlichen Tier tendenziell héher, als im Weibchen
(Abb. 2.3.3 A). An Tag 3 nach Infektion zeigte sich diese schlielRlich im Vergleich im Mannchen
signifikant erhoht (p < 0,05) und fiel an Tag 5 nach Infektion wieder ab (p < 0,05). Die
IL-1B-Expression zeigte sich im Mannchen an Tag 3 und 7 nach Infektion im Vergleich zum Weibchen
tendenziell erhoht (Abb. 2.3.3 B). Die Expression von IL-6 stieg im mannlichen Tier drei Tage nach
Infektion signifikant an (p < 0,01), war zu diesem Zeitpunkt auch verglichen mit infizierten Weibchen
signifikant erhoht (p < 0,05), und sank in den darauffolgenden Tagen wieder ab (Abb. 2.3.3 C). Auch
die Expression von IL-17A stieg im Mannchen drei Tage nach Infektion signifikant an (p < 0,01) und
war zu diese Zeitpunkt ebenfalls im Vergleich zum infizierten weiblichen Tier signifikant erhoht
(p<0,01) (Abb. 2.3.3 D). An Tag 3 nach Infektion zeigte die IL-23-Expression weder im Mannchen
noch im Weibchen einen Unterschied zu nicht-infizierten Tieren, an Tag 5 und 7 nach Infektion war
die Expression von IL-23 tendenziell reduziert (Abb. 2.3.3 E). Die Expression von IL-27 hingegen stieg
drei Tage nach Infektion im ménnlichen Tier signifikant an (p < 0,01), auch verglichen zum Weibchen
zum gleichen Zeitpunkt (p < 0,01), und war an Tag 5 nach Infektion bereits wieder herunterreguliert
(Abb. 2.3.3 F). Auch die Expression von IFNy war im mannlichen Tier drei Tage nach Infektion
signifikant erhéht, sowohl im Vergleich zum naiven Méannchen (p < 0,05), als auch zum infizierten
Weibchen an Tag 3 nach Infektion (p < 0,01) (Abb. 2.3.3 G). Ebenfalls die GM-CSF-Expression stieg
ausschlieBlich im mannlichen Tier nach Infektion tendenziell an, im Vergleich zum Weibchen war die
Expression an Tag 3 im Mannchen sogar signifikant erhéht (p < 0,05) (Abb. 2.3.3 H).
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Abbildung 2.3.3: Zytokin-Expressionsprofil in mannlichen und weiblichen infizierten Mausen. Mannliche und weibliche
WT-Mduse wurden intrahepatisch mit E. histolytica Trophozoiten infiziert und die mRNA-Akkumulation im Blutserum
mittels Bead-basiertem Immunoassay zu den angegebenen Zeitpunkten nach Infektion bestimmt. (A) IL-1a, (B) IL-1B,
(C)IL-6, (D) IL-17A, (E) IL-23, (F) IL-27, (G) IFNy und (H) GM-CSF Serumlevel in méannlichen und weiblichen Mausen.
(Mittelwerte + Standardfehler; Mann-Whitney U test; *p < 0,05, **p < 0,01).

Zusammenfassend zeigte sich deutlich, dass eine Infektion mit E. histolytica im mannlichen Tier, nicht
jedoch im Weibchen, eine Vielzahl pro-inflammatorischer Vorgange aktiviert.

2.3.4 Einfluss des hormonell regulierten Apolipoproteins Al auf die Abszessausbildung
Apolipoprotein Al (ApoAl) wird unter anderem durch das weibliche Hormon Estradiol reguliert und
weist durch die Aktivierung der STAT3-Signalkaskade eine Beteiligung an anti-inflammatorischen
Th2-assoziierten Vorgangen auf [90]. Da im infizierten weiblichen Tier im Gegensatz zur mannlichen
Maus bisher kaum pro-inflammatorische Marker nachgewiesen werden konnten, und Estradiol die
Expression des anti-inflammatorischen ApoAl erhoht, lag die Vermutung nahe, dass das
Apolipoprotein fiir die reduzierte Inflammation im weiblichen Organismus nach Infektion mit
E. histolytica verantwortlich sein konnten.

Um den Einfluss von ApoAl auf die Abszessentwicklung zu untersuchen, wurden méannliche und
weibliche WT- und ApoAl"/'-Méiuse intrahepatisch mit E. histolytica Trophozoiten infiziert und der
Abszessverlauf mittels MRT analysiert.

Zunachst schien der Knockout von ApoAl keinen Einfluss auf die Abszessentwicklung im mannlichen
Tier zu haben (Abb. 2.3.4). Erst an Tag 7 nach Infektion zeigte sich in Mannchen ein Unterschied
dahingehend, dass die Abszessvolumina in WT-Mausen ricklaufig waren, in ApoAl'/'-Méiusen jedoch
auf vorigem Niveau verblieben, wodurch sich ein signifikanter Unterschied der Abszessvolumina
ergab (p < 0,05). In den weiblichen Tieren waren die Abszessvolumina in den ApoAl”-Tieren bereits
an Tag 3 nach Infektion tendenziell grof3er, als in WT-Mausen. An Tag 5 und 7 nach Infektion zeigte
sich dieser Unterschied schlieBlich signifikant (p < 0,05).
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Abbildung 2.3.4: Geschlechtsspezifische Abszessausbildung in Abhdngigkeit von ApoAl. Im MRT ermittelte
Abszessvolumina in mannlichen und weiblichen WT- und ApoAl'/'-Méiusen an Tag 3, 5 und 7 nach intrahepatischer Infektion
mit E. histolytica Trophozoiten. (Mittelwerte + Standardfehler; Mann-Whitney U test; * im Vergleich zu den jeweiligen
WT-Kontrollm&usen, # im Vergleich zum jeweils anderen Geschlecht; */#p < 0,05).

Somit zeigte sich, dass der Knockout von ApoAl in weiblichen Tieren die Abszessausbildung verstarkt
und in mannlichen Tieren einen negativen Einfluss auf die Abszessausheilung hat.

2.3.5 Einfluss des hormonabhiingigen ApoA1l auf die Rekrutierung und IL-13-Expression
von inflammatorischen Ly6Chi- und regenerativen Ly6Cle-Monozyten

In 2.3.4 konnte ein deutlicher Einfluss von ApoAl auf die Regulation des Amobenleberabszesses
nachgewiesen werden. Aus weiteren Experimenten dieser Arbeit wurde deutlich, dass Ly6Chi— und
Ly6C°-Monozyten einen starken Einfluss auf die Abszessentwicklung haben. Nun sollte geklart
werden, ob ApoAl diese Zellen und ihre IL-13-Expression beeinflusst.

Hierzu wurden mannliche und weibliche WT- und ApoAl"/'—Ma'use intrahepatisch mit E. histolytica
Trophozoiten infiziert. Einen Tag vor Infektion und an Tag 4 und 6 nach Infektion wurde den Tieren
Blut entnommen und die daraus gewonnen Zellen fiir eine Messung am Durchflusszytometer
aufgereinigt. Gegen CD11b, Ly6C und Ly6G gerichtete Antikdrper dienten dabei der Visualisierung
der Ly6C™- und Ly6C°-Monozyten. Zusatzlich wurde ein intrazelluldrer IL-13 Antikdrper verwendet,
um die Bestimmung der IL-13-MFI dieser Zellpopulationen zu ermdoglichen.

Vier und sechs Tage nach Infektion war der prozentuale Anteil inflammatorischer Ly6C"-Monozyten
im Blut der mannlichen WT- und ApoAl'/'-Méiuse im Vergleich zu den nicht infizierten Kontrollen
gleichermalen signifikant reduziert (p < 0,01) (Abb. 2.3.5 A). Auch in weiblichen WT-Ma&usen sank der
Anteil inflammatorischer Monozyten vier Tage nach Infektion signifikant (p < 0,01), nicht jedoch in
weiblichen ApoAl'/'-Méiusen, bei denen bereits vor Infektion tendenziell weniger Ly6Chi—Monozyten
im Blut nachweisbar waren. Verglichen mit mainnlichen ApoAl”-Tieren zeigten weibliche
ApoAl”-Miuse vor Infektion sogar signifikant weniger inflammatorische Ly6C"-Monozyten. Da sich
jedoch der prozentuale Anteil dieser Zellen in weiblichen ApoAl"/'—Ma'usen Uber den Verlauf der
Infektion kaum &nderte, dieser in infizierten mannlichen ApoA1”-Tieren jedoch sank, waren an Tag 6
nach Infektion im ApoAl”-Weibchen signifikant mehr Ly6C"-Monozyten nachweisbar. Der pro-
zentuale Anteil regenerativer Ly6C'°-Monozyten war im Blut mannlicher ApoAl"/'—Ma'use an Tag 4
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nach Infektion signifikant hoher, als in WT-Mannchen (p < 0,05) (Abb. 2.3.5 B). An Tag 6 nach
Infektion stieg die Menge regenerativer Ly6C'°—Monozyten sowohl in mannlichen WT- als auch
ApoAl”-Miusen im Vergleich zur jeweiligen naiven Kontrolle signifikant an (p < 0,05). Im Gegensatz
zum weiblichen WT-Tier stieg der prozentuale Anteil der Ly6C°-Monozyten in weiblichen
ApoAl"/'—Ma'usen vier Tage nach Infektion nicht signifikant an, blieb dabei auf dem Niveau der naiven
Kontrolltiere und war somit signifikant geringer, als in der weiblichen WT-Maus (p < 0,05). An Tag 6
nach Infektion konnte im Blut weiblicher ApoAl"/'—Tiere zusatzlich eine signifikant geringere Menge
regenerativer Ly6C'°-Monozyten im Vergleich zu mannlichen ApoAl'/'-Méiusen nachgewiesen werden
(p < 0,05). Ebenso wie die Menge der Ly6C™-Monozyten, sank auch die IL-13-Expression dieser
Zellpopulation sowohl in mannlichen WT- als auch im mannlichen ApoAl'/'-Méiusen an Tag 4 und 6
nach Infektion signifikant, im Vergleich zu den naiven Kontrolltieren (p < 0,01) (Abb. 2.3.5 C).
Wohingegen weibliche WT-Mause, verglichen mit dem mannlichen Pendant, an Tag 4 nach Infektion
noch signifikant mehr IL-13 exprimierten (p < 0,05), ist dies bei weiblichen ApoAl'/'-Méiusen
nicht zu beobachten. Stattdessen zeigte sich im ApoAl"/'—Weibchen eine signifikant verringerte
IL-13-Expression der Ly6C"-Monozytenpopulation, im Vergleich zu weiblichen WT-M&usen (p < 0,05)
sowie zum naiven ApoAl'/'-Weibchen (p < 0,01). An Tag 6 nach Infektion zeigte sich die
IL-13-Expression der Ly6Chi—Monozyten sowohl in der weiblichen WT-Maus als auch in
ApoAl”-Weibchen, verglichen zur jeweiligen naiven Kontrolle, signifikant verringert (p < 0,01). Aus-
genommen der Tatsache, dass die IL-13-Expression der Ly6C'°—Monozyten in allen Versuchsgruppen
deutlich Gber der IL-13-Expression der Ly6Chi-Monozyten lag, konnte kein Unterschied bezliglich der
IL-13-MFI zwischen den Versuchsgruppen festgestellt werden (Abb. 2.3.5 D).
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Abbildung 2.3.5: Geschlechtsspezifische Rekrutierung und IL-13-Expression von Ly6Chi- und Ly6C'°-Monozyten in
Abhangigkeit von ApoAl. Mannliche und weibliche WT- und ApoAl’/_-Méuse wurden intrahepatisch mit E. histolytica
Trophozoiten infiziert und der prozentuale Anteil von (A) inflammatorischen Ly6Chi-Monozyten und (B) regenerativen
Ly6C'°-Monozyten im Blut mittels Durchflusszytometrie bestimmt. (C) IL-13-MFI der Ly6Chi-Monozytenpopulation und
(B) IL-13-MFI der Ly6C'°-MonozytenpopuIation im Blut infizierter mannlicher und weiblicher WT- und ApoAl'/'-Méiuse.
(Mittelwerte + Standardfehler; Mann-Whitney U test; # im Vergleich zum jeweils anderen Geschlecht; */#p < 0,05,

**p < 0,01).
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sich mannliche ApoAl"/"—Méiuse beziiglich des
prozentualen Anteils inflammatorischer und regenerativer Monozyten und deren IL-13-Expression im
Blut kaum von mannlichen WT-Mausen unterscheiden. Lediglich die Rekrutierung regenerativer
Ly6C'°-Monozyten schien etwas zligiger abzulaufen. In weiblichen ApoAl"/"—Méusen zeigte sich im
Vergleich zum ApoAl”-Minnchen eine erhéhte Menge inflammatorischer Ly6C"-Monozyten.
Verglichen zum WT-Weibchen war eine reduzierte Menge regenerativer Ly6C'°—Monozyten zu
beobachten. Zusitzlich war die IL-13-Expression der Ly6C"-Monozyten in weiblichen
ApoAl”-Miusen im Vergleich zum WT-Weibchen reduziert. Dies ldsst darauf schlieRen, dass ApoAl
durchaus einen Einfluss auf die Monozytenpopulationen hat, die flir den Abszessverlauf relevant
sind.

2.4 Einfluss von Geschlecht und ApoA1 auf die Inmunantwort stimulierter

humaner Makrophagen in vitro

Mannliche Individuen erkranken nach Infektion mit dem Parasiten E. histolytica deutlich haufiger an
einem Amobenleberabszess, als weibliche Individuen [128, 129]. Helk et al. zeigten, dass
UberschieBende pro-inflammatorische Immunmechanismen im mannlichen Tier zur Abszess-
entstehung beitragen [35]. Wie sich herausstellte, sind in das Gewebe rekrutierte, inflammatorische
Ly6Chi—Monozyten durch die Ausschiittung von TNFa und iNOS maRgeblich an der Entstehung des
Amobenleberabszesses beteiligt. Diese Zellen werden nach ihrer Infiltration in das Gewebe durch die
von parasitar-aktivierten antigen presenting cells (APCs) ausgeschitteten inflammatorischen
Zytokine stimuliert und zur Zytokinausschittung angeregt. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass eine solche inflammatorische Immunantwort auf das Eindringen des Parasiten in das
Lebergewebe in weiblichen Tieren nicht nachzuweisen ist. Daher wird vermutet, dass bereits die
Aktivierung der APCs durch den Parasiten im Weibchen eine zum Mannchen differenzielle
Immunantwort bewirkt, was im Folgenden an humanen APCs in vitro untersucht wurde. Da hier im
murinen Modell weiterhin ein Einfluss des hormonell regulierten anti-inflammatorischen
Apolipoproteins Al (ApoAl) auf die Abszessausbildung sowie immunregulatorische Mechanismen
nachgewiesen werden konnte, sollte zusatzlich die Wirkung von ApoA1l auf die Aktivierung humaner
APCs analysiert werden.

Hierzu wurde mannlichen und weiblichen Probanden peripheres Blut entnommen. Aus dem Blut
isolierte CD14"-Monozyten wurden in vitro zu monocyte derived macrophages (MDMs) (APCs)
maturiert. Die Halfte der gewonnenen Makrophagen eines Spenders wurde im Anschluss fir
16 Stunden mit ApoAl vorstimuliert. Es folgte eine Stimulation der Zellen mit Antigenen
verschiedener Erreger (LPS (gramnegative Bakterien), LTA (grampositive Bakterien), LPPG
(lipopeptidophosphoglycan aus E. histolytica), SAA (E. histolytica Proteinpool), HepB+ (inaktiviertes
Serum eines Hepatitis-B-positiven Patienten)). 48 Stunden spater wurde der Zellkulturiiberstand
entnommen und mit Hilfe eines Bead-basierten Immunoassays die Zytokin- und Chemokin-
Expression der stimulierten Makrophagen untersucht.

2.4.1 Untersuchung der Immunantwort humaner mannlicher und weiblicher MDMs nach
Stimulation mit EhLPPG sowie SAA-A1 und SAA-B2 in vitro

Um im murinen Modell einen Amobenleberabszess zu induzieren, erfolgt eine intrahepatische
Infektion mit E. histolytica Trophozoiten des pathogenen Klons B2. Ein weiterer Klon, der sogenannte
apathogene Klon A1, ist nicht in der Lage nach intrahepatischer Infektion Abszesse in dem Ausmal’ zu
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induzieren, wie sie nach einer Infektion mit dem Klon B2 zu beobachten sind. Was der Grund fir die
unterschiedliche Reaktion des Wirts auf die Klone B2 und Al ist, konnte bislang nicht eindeutig
geklart werden. Eine Moglichkeit besteht darin, dass die unterschiedlichen Klone eine differenzielle
Immunantwort der aktivierten Makrophagen im Gewebe bewirken, was im Folgenden mit Hilfe eines

humanen in vitro Assay lberprift werden sollte.

Hierzu wurden PBMCs aus dem peripheren Blut humaner mannlicher und weiblicher Probanden
isoliert. Es erfolgte eine Selektion von CD14*-Monozyten, die im Anschluss zu MDMs differenziert
wurden. Die Makrophagen wurden geerntet und fiir 48 Stunden mit verschiedenen aus E. histolytica
gewonnenen Antigenen stimuliert: 1. EhLPPG (LPPG), ein lipopeptidophosphoglycan welches aus der
Membran des Parasiten isoliert werden konnte, 2. soluble amebic antigen (SAA)-A1, ein Proteinpool
des Klons Al, 3. SAA-B2, ein Proteinpool des Klons B2. Nach erfolgter Stimulation wurde der Zell-
Uberstand in einem Bead-basierten Immunoassay eingesetzt, um die Expression verschiedener
Zytokine und Chemokine der aktivierten Makrophagen zu ermitteln. Die Expression des Chemokins
CCL2 wurde hierbei mit Hilfe eines entsprechenden ELISAs erfasst.
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Abbildung 2.4.1: Geschlechtsspezifische Chemokin- und Zytokin-Expression von mit E. histolytica spezifischen Antigenen
stimulierten MDMs. CD14"-Monozyten wurden aus dem peripheren Blut mannlicher und weiblicher Spender gewonnen
und zu monocyte derived macrophages (MDMs) maturiert. In Kultur wurden die Zellen mit EhLPPG (LPPG), soluble amebic
antigen (SAA) des apathogenen E. histolytica Klons Al oder des pathogenen Klons B2 stimuliert. 48 Stunden nach
Stimulation wurde die Expression der MDMs von (A) CCL2, (B) CCL3, (C) TNFa, (D) IL-1B, (E) IL-6 und (F) IL-10 mittels ELISA
oder Bead-basiertem Immunoassay bestimmt. (Mittelwerte + Standardfehler; Mann-Whitney U test; *p < 0,05, **p < 0,01).

Nach Stimulation mit den verschiedenen Amdbenantigenen stieg die CCL2-Expression der MDMs
tendenziell im Vergleich zur Mediumkontrolle an, wobei die Makrophagen weiblicher Blutspender
eine tendenziell starkere CCL2-Expression aufwiesen, als die MDMs mannlicher Spender
(Abb. 2.4.1 A). Ebenfalls reagierten die Makrophagen weiblicher Blutspender mit einer tendenziell
starkeren CCL3-Expression nach Stimulation mit EhLPPG, sowohl verglichen zur Mediumkontrolle als
auch im Vergleich zu mit EALPPG stimulierten Zellen mannlicher Spender (Abb. 2.4.1 B). Die
Stimulation der Zellen mit SAA-A1 und SAA-B2 bewirkte vor allem in den MDMs mannlicher Spender
einen tendenziellen Anstieg der CCL3-Expression. Die Stimulation der Makrophagen mit den ver-
schiedenen Amobenantigenen hatte wiederum keinerlei Auswirkung auf die Ausschiittung von TNFa,
interessanterweise exprimierten jedoch die MDMs mannlicher Spender signifikant mehr TNFa, als
die Makrophagen weiblicher Probanden (p < 0,01) (Abb. 2.4.1 C). Auch auf die Expression von IL-1B
hatte die Stimulation der Zellen mit den verschiedenen Amdbenantigenen keinen Einfluss
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(Abb. 2.4.1 D). Die Stimulation der MDMs mit EhLPPG oder SAA-A1l bewirkte einen tendenziellen
Anstieg der IL-6-Expression in den Makrophagen mannlicher Spender, wohingegen die Stimulation
mit SAA-B2 die IL-6-Expression der MDMs weiblicher Spender tendenziell erhéhte (Abb. 2.4.1 E). Die
IL-10-Expression wiederum zeigte sich vor allem in den MDMs weiblicher Spender nach Stimulation
mit EhLPPG oder SAA-A1 tendenziell erhéht (Abb. 2.4.1 F).

Zusammenfassend konnte keine differenzielle Expression der untersuchten Zytokine und Chemokine
aufgrund unterschiedlicher E. histolytica-Antigene beobachtet werden.

2.4.2 Untersuchung der differenziellen Immunantwort humaner mannlicher und
weiblicher MDMs nach Stimulation mit bakteriellen, parasitiren und viralen Antigenen in
vitro

Fiir den Amobenleberabszess konnte eine Gender-abhangige Entwicklung des Krankheitsbildes
festgestellt werden. Grund hierfiir ist eine iberschieBende inflammatorische Thl-Immunantwort im
mannlichen Tier, wohingegen in weiblichen Tieren eine Th2-Antwort die Ausheilung des Abszesses
beglnstigt [134]. Unter anderem durch die Ausschittung von Zytokinen tragen APCs, zu denen auch
Makrophagen zahlen, zur Polarisierung immunregulatorischer Zellen wie Monozyten in einen
Th1- oder Th2-Phdnotyp bei. Im Folgenden wurde untersucht, ob sich die Zytokin-Expression von aus
Mannern und Frauen gewonnen Makrophagen nach Aktivierung durch bakterielle, parasitdare und
virale Antigene voneinander unterscheidet.

Aus dem peripheren Blut mannlicher und weiblicher Probanden wurden dazu humane
CD14"-Monozyten isoliert und zu MDMs maturiert. Es folgte eine Stimulation der MDMs mit
Antigenen verschiedener Erreger (LPS, LTA, LPPG, SAA, HepB) fur 48 Stunden. Anschliefend wurde
der Zellkulturiiberstand in einem Bead-basiertem Immunoassay eingesetzt, um die Zytokin-
Expression der MDMs nach Aktivierung zu ermitteln. Die CCL2-Expression wurde mittels ELISA
bestimmt.

Die CCL2-Expression stieg sowohl in MDMs aus Mannern als auch aus Frauen nach Stimulation der
Zellen mit den bakteriellen Antigenen LPS und LTA signifikant an (Abb. 2.4.2 A). Die Stimulation mit
den Amoében-Antigenen EALPPG und SAA bewirkte einen signifikanten Anstieg der CCL2-Expression in
den Makrophagen weiblicher Blutspender, wohingegen nur die Stimulation mit SAA in Zellen aus
mannlichen Probanden einen signifikanten Anstieg induzierte. Weiterhin zeigte sich nach Stimulation
mit EALPPG, SAA und HepB'-Serum eine tendenziell stirkere CCL2-Expression in den Zellen
weiblicher Blutspender, als in denen mannlicher Spender. Eine erhohte Expression des Chemokins
CCL3 konnte ausschlieBlich durch die Stimulation mit LPS und LTA bewirkt werden (Abb. 2.4.2 B).
Sowohl in den MDMs mannlicher als auch in denen weiblicher Probanden stieg die CCL3-Expression
signifikant an (p < 0,0001), wobei die Zellen aus weiblichen Spendern tendenziell eine noch starkere
Expression aufwiesen. Ebenso zeigte sich nur nach Stimulation mit LPS und LTA eine signifikant
erhohte IL-10-Expression in den Zellen mannlicher und weiblicher Spender (p < 0,001) (Abb. 2.4.2 C).
Interessanterweise exprimierten die Zellen mannlicher Probanden nach LPS-Stimulation mehr IL-10,
wohingegen die aus Frauen isolierten Zellen nach LTA-Stimulation mehr IL-10 exprimierten. Wie es
schon fiir CCL3 und IL-10 zu beobachten war, bewirkte auch im Falle von TNFa lediglich die
Stimulation mit LPS und LTA einen Anstieg der Expression in MDMs mannlicher und weiblicher
Blutspender (Abb. 2.4.2 D). Es zeigte sich zudem, dass die Makrophagen mannlicher Probanden
bereits im nicht stimulierten Zustand signifikant mehr TNFa exprimierten, als die MDMs weiblicher
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Spender. Dies war auch nach der Stimulation mit LPS, EhLPPG, SAA und HepB*-Serum zu beobachten.
Lediglich nach Stimulation mit LTA hob sich dieses Verhaltnis auf und die Zellen weiblicher Spender
exprimierten sogar tendenziell mehr TNFa. Keine der Stimulanzien bewirkte eine erhohte
IL-1B-Expression in den MDMs mannlicher oder weiblicher Probanden (Abb. 2.4.2 E), wohingegen die
Stimulation mit LPS und LTA die Expression von IL-6 sowohl in MDMs mannlicher als auch weiblicher
Spender signifikant erhdhte (p < 0,0001), wobei die Makrophagen mannlicher Spender tendenziell
starker auf die Stimulation mit LTA reagierte, als die Zellen weiblicher Probanden.
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Abbildung 2.4.2: Geschlechtsspezifische Chemokin- und Zytokin-Expression stimulierter MDMs. CD14+-Monozyten
wurden aus dem peripheren Blut mannlicher und weiblicher Probanden gewonnen und zu monocyte derived macrophages
(MDMs) differenziert. In Kultur wurden die Zellen mit den bakteriellen Antigenen LPS oder LTA, den E. histolytica
spezifischen Antigenen EhLPPG (LPPG) oder soluble amebic antigen (SAA) des pathogenen Klons B2 oder einem
inaktivierten Serum eines mit Hepatitis-B-infizierten Patienten (HepB+) stimuliert. 48 Stunden nach Stimulation wurde die
Expression der MDMs von (A) CCL2, (B) CCL3, (C) TNFa, (D) IL-1B, (E) IL-6 und (F) IL-10 mittels ELISA oder Bead-basiertem
Immunoassay bestimmt. (Mittelwerte + Standardfehler; * signifikant zur entsprechenden Medium-Kontrolle, # signifikant
zum jeweils anderen Geschlecht; Mann-Whitney U test; */#p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001).

Zusammenfassend zeigte sich insbesondere nach Stimulation mit den bakteriellen Antigenen LPS und
LTA eine erhéhte Immunantwort der Makrophagen méannlicher und weiblicher Probanden. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass MDMs mannlicher Blutspender grundlegend mehr TNFa exprimierten,
als die aus Frauen generierten Makrophagen. Zudem zeigten die Zellen weiblicher Probanden eine
tendenziell starkere Expression der Chemokine CCL2 und CCL3.
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2.4.3 Einfluss des hormonell regulierten ApoA1l auf die Zytokin-Expression aktivierter
mannlicher und weiblicher Makrophagen

Die differenzielle Aktivierung der MDMs mannlicher Probanden ergab unter anderem eine verstarkte
Expression des pro-inflammatorischen Thl-Zytokins TNFa im Vergleich zu aktivierten MDMs aus
weiblichen Spendern. Im Folgenden Abschnitt sollte geprift werden, ob das Estradiol-abhangige
anti-inflammatorische ApoAl einen direkten Effekt auf die Zytokin-Expression aktivierter humaner
Makrophagen mannlicher und weiblicher Blutspender hat, was fiir die Polarisierung infiltrierender
Monozyten von entscheidender Bedeutung sein kdnnte.

Um dies zu untersuchen wurden humane CD14"-Monozyten aus dem Blut ménnlicher und weiblicher
Probanden isoliert und zu MDMs differenziert. Die Halfte der Makrophagen wurde daraufhin fir
16 Stunden mit ApoAl vorstimuliert. Zur Kontrolle wurde die andere Halfte der Zellen mit Medium
inkubiert. Es folgte eine 48-stlindige Stimulation der Zellen mit verschiedenen Erreger-Antigenen
(LPS, LTA, LPPG, SAA, HepB). Im Zellkulturiberstand wurde schlieBlich die Expression verschiedener
Zytokine und Chemokine mittels Bead-basiertem Immunoassay bestimmt. Die CCL2-Expression
wurde mittels ELISA ermittelt.

Die Vorstimulation der MDMs mit ApoAl reduzierte die CCL2-Expression der Zellen weiblicher und
mannlicher Probanden entweder tendenziell oder signifikant im Vergleich zu nicht vorstimulierten
Zellen (Abb. 2.4.3 A). Besonders deutlich zeigte sich der Effekt nach Stimulation der Zellen mit
LTA (p<0,001(m); p<0,0001(w)). Signifikant reduzierte eine Vorstimulation mit ApoAl die
CCL2-Expression sowohl nach LPS- als auch nach EhLPPG-Stimulation lediglich in MDMs mannlicher
Spender (p < 0,05) nicht jedoch in den Zellen weiblicher Probanden. Nach Vorstimulation mit ApoA1l
exprimierten die MDMs mannlicher und weiblicher Blutspender bereits in der Mediumkontrolle
mehr CCL3 (p < 0,001 (m); p < 0,05 (w)) (Abb. 2.4.3 B). Auf die CCL3-Expression nach Stimulation mit
LPS oder LTA hatte die Vorstimulation mit ApoA1l keinen signifikanten Einfluss. Tendenziell war in
MDMs mannlicher Spender jedoch ein Anstieg der CCL3-Expression zu erkennen, wohingegen in
den Zellen weiblicher Probanden ein tendenzieller Riickgang beobachtet werden konnte. Nach
Vorstimulation der MDMs mannlicher Spender, stieg die CCL3-Expression in mit EALPPG stimulierten
Zellen signifikant an (p < 0,001), nicht jedoch in den Zellen weiblicher Spender. Die Stimulation von
MDMs mannlicher und weiblicher Blutspender mit aus inaktiviertem Hepatitis-B-positivem Serum
gewonnenen Antigenen flihrte nach Vorstimulation mit ApoAl zu einem signifikanten Anstieg der
CCL3-Expression (p < 0,05). In den Makrophagen mannlicher und weiblicher Blutspender war nach
Vorstimulation mit ApoA1l bereits in der Mediumkontrolle ein signifikanter Anstieg der Expression
des Th2 Zytokins IL-10 zu beobachten (p < 0,0001 (m); p < 0,01 (w)) (Abb. 2.4.3 C). Ein dhnliches
Expressionsprofil zeigte sich auch nach Aktivierung der vorstimulierten Zellen mit EALPPG, SAA und
HepB+. Nach Stimulation der mit ApoAl vorstimulierten Zellen mit LPS und LTA zeigte sich lediglich
eine tendenziell erhohte IL-10-Expression, da bereits die nicht vorstimulierten MDMs nach
Aktivierung mit LPS und LTA mehr IL-10 exprimierten. In den vorstimulierten Zellen aus mannlichen
Spendern konnte jedoch nach LTA-Stimulation ein signifikanter Anstieg der IL-10-Expression ermittelt
werden (p < 0,01). Durch die Vorstimulation der MDMs mit ApoAl konnte die TNFa-Expression
signifikant reduziert werden, sowohl nach Aktivierung mit LPS (p < 0,01 (m); p < 0,05 (w)) als auch
mit LTA (p < 0,001 (m); p < 0,05 (w)) (Abb. 2.4.3 D). Eine Vorstimulation mit ApoAl bewirkte in
MDMs mannlicher Probanden bereits in der Mediumkontrolle einen signifikanten Anstieg der
IL-1B-Expression (p < 0,01) (Abb.2.4.3E), was auch nach Aktivierung mit den verschiedenen
eingesetzten Antigenen zu beobachten war. Hierbei induzierten die bakteriellen Antigene LPS und
LTA die starkste IL-1B-Expression in den vorstimulierten MDMs mannlicher Probanden (p < 0,0001).
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In den vorstimulierten Makrophagen weiblicher Spender konnte nach Aktivierung mit LTA, EALPPG
und SAA ein tendenzieller Anstieg der IL-1B-Expression beobachtet werden. Lediglich die Stimulation
mit LPS bewirkte in den mit ApoAl vorstimulierten Zellen weiblicher Probanden einen signifikanten
Anstieg der IL-1B-Expression (p < 0,05). Sowohl in den MDMs mannlicher Spender, als auch in den
MDMs weiblicher Spender konnte nach Vorstimulation mit ApoAl in der Mediumkontrolle bereits
eine signifikant erhohte Expression von IL-6 beobachtet werden (p < 0,0001 (m); p < 0,001 (w))
(Abb. 2.4.3 F). Auch nach Aktivierung mit EALPPG, SAA und HepB+ konnte ein signifikanter Anstieg
der IL-6-Expression in mit ApoAl vorstimulierten MDMs mannlicher und weiblicher Probanden
ermittelt werden. Nur in den vorstimulierten Zellen weiblicher Spender zeigte sich lediglich ein
tendenzieller Anstieg der IL-6-Expression. Im Vergleich zu den nicht vorstimulierten MDMs zeigte sich
in den mit ApoA1 vorstimulierten Zellen nach LPS Aktivierung kein Unterschied in der Expression von
IL-6. Die Vorstimulation der Zellen mit ApoAl bewirkte nach Stimulation mit LTA jedoch eine
signifikant reduzierte Expression des Zytokins (p < 0,05).
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Abbildung 2.4.3: Chemokin- und Zytokin-Expression stimulierter MDMs in Abhdngigkeit von ApoAl und des Geschlechts.
Aus dem peripheren Blut mannlicher und weiblicher Probanden gewonnene CD14*-Monozyten wurden zu monocyte
derived macrophages (MDMs) differenziert. In Kultur wurde die Hélfte der Zellen fiir 16 Stunden mit ApoAl vorstimuliert,
die andere Halfte mit Medium inkubiert. AnschlieBend wurden sowohl die vorstimulierten als auch die nicht-
vorstimulierten MDMs mit den bakteriellen Antigenen LPS oder LTA, den E. histolytica spezifischen Antigenen EhLPPG
(LPPG) oder soluble amebic antigen (SAA) des pathogenen Klons B2 oder einem inaktivierten Serum eines mit Hepatitis-B
infizierten Patienten (HepB+) aktiviert. 48 Stunden nach Stimulation wurde die Expression der MDMs von (A) CCL2, (B)
CCL3, (C) TNFa, (D) IL-1B, (E) IL-6 und (F) IL-10 mittels ELISA oder Bead-basiertem Immunoassay bestimmt. (Mittelwerte +
Standardfehler; * signifikant zur jeweiligen nicht-vorstimulierten Kontrolle, # signifikant zur jeweiligen Mediumkontrolle,
+ signifikant zum jeweils anderen Geschlecht; Mann-Whitney U test; */# p < 0,05, **/## p < 0,01, ***/### p < 0,001,
*EE* [HiHH p < 0,0001).
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass ApoAl die Expression von CCL2 und TNFa
herunterreguliert, die beiden Faktoren, die im murinen Modell nachgewiesen eine Abszess-
ausbildung in mannlichen Mausen begiinstigen. Zusatzlich bedingt ApoAl die Expression von IL-10,
IL-1B und IL-6, wobei das Th2-Zytokin IL-10 in die Polarisierung alternativ aktivierter
M2-Makrophagen involviert ist und IL-1B und IL-6 sowohl pro-inflammatorische als auch
anti-inflammatorische Eigenschaften aufweisen koénnen. Somit konnte gezeigt werden, dass ApoAl
z.T. tatsachlich den Phadnotyp aktvierter Makrophagen in eine Th2-Richtung beeinflusst und die
Expression derjenigen Chemokine und Zytokine herunterregulieren, die nachgewiesen die
Abszessausbildung im mannlichen Tier beglinstigen.

2.4.4 Einfluss des hormonell regulierten ApoA1l auf die Expression des humanen
Makrophagen-Markers CD206

In das infizierte Gewebe infiltrierende Monozyten differenzieren vor Ort zu Makrophagen. Im vorigen
Abschnitt konnte bereits gezeigt werden, dass ApoAl die Zytokin-Expression von ausdifferenzierten
Makrophagen beeinflussen kann. Im Weiteren sollte untersucht werden, ob ApoAl auch einen
Einfluss auf die Differenzierung stimulierter Monozyten zu Makrophagen ausiibt.

Hierzu wurden CD14'-Monozyten aus dem Blut eines mannlichen Probanden isoliert, zu MDMs
maturiert und die Halfte der Zellen mit ApoA1l vorstimuliert. Es folgte eine Aktivierung der MDMs mit
LPS, LPPG, SAA-A1, SAA-B2 oder HepB+. Vier Stunden nach Zugabe der Antigene wurden frisch
aufgereinigte Gesamt-Monozyten aus der Peripherie desselben Probanden zu den aktivierten
Makrophagen gegeben. Nach 48-stiindiger Kultivierung wurden die Zellen fir die Detektion am
Durchflusszytometer mit Antkdrpern gegen die Oberflichenmolekiile HLA-DR (MHCII-Molekil auf
Monozyten und APCs wie z.B. Makrophagen [18]) und CD206 (Marker fir humane M2-Makrophagen
und dendritische Zellen [138, 139]) behandelt und die Expression des M2-Makrophagenmarkers
CD206 vor und nach Stimulation quantifiziert.

Schon beim Gating der CD206" Zellen war ein deutlicher Unterschied zwischen den mit ApoAl
vorstimulierten und den nicht-vorstimulierten Zellen zu erkennen (Abb. 2.4.4 A). Ob und mit
welchem Antigen die Zellen nach ApoAl-Vorstimulation aktiviert wurden, schien dabei keinen
Einfluss auf die Expression von CD206 auf der Oberflache der Zellen zu haben (Abb. 2.4.4 B). Eine
Quantifizierung der Daten zeigte schlielRlich, dass die Vorstimulation der Monozyten mit ApoAl zu
einem signifikanten Anstieg der CD206-Expression fiihrte (p < 0,001) und etwa 90% aller mit ApoA1l
vorstimulierten Zellen den Marker auf ihrer Oberflache exprimierten.

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass ApoAl die Expression des M2-Makrophagenmarkers
CD206 auf Monozyten hochreguliert, was dafiir spricht, dass das Apolipoprotein die Differenzierung
von Monozyten zu regulatorischen M2-Makrophagen foérdert.
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Abbildung 2.4.4: CD206-Expression stimulierter Monozyten in Abhingigkeit von ApoAl. CD14'-Monozyten wurden aus
dem peripheren Blut eines mannlichen Spenders gewonnen und zu MDMs maturiert. In Kultur wurde die Halfte der MDMs
fir 16 Stunden mit ApoAl vorstimuliert, die andere Hélfte mit Medium inkubiert. AnschlieRend wurden sowohl die
vorstimulierten als auch die nicht-vorstimulierten Makrophagen mit LPS, den E. histolytica spezifischen Antigenen EhLPPG
(LPPG) oder soluble amebic antigen (SAA) des apathogenen Klons Al oder des pathogenen Klons B2 oder mit einem
inaktivierten Serum eines Hepatitis-B-positiven Patienten (HepB+) aktiviert. 4 Stunden nach Zugabe der Antigene wurden
frisch aufgereinigte Gesamt-Monozyten aus der Peripherie desselben Spenders zu den aktivierten Makrophagen gegeben.
48 Stunden spdter wurde die Expression des Makrophagen-Markers CD206 auf der Oberfliche der Zellen mittels
Durchflusszytometrie untersucht. (A) Gating-Strategie zur Bestimmung der CD206°-Zellen. (B) Vergleich der CD206-
Expression in Abhdngigkeit von ApoAl sowie des Stimulus. (C) Quantitative Auswertung der CD206-Expression in
Abhdngigkeit von ApoAl. (Mittelwerte + Standardfehler; Mann-Whitney U test; ***p < 0,001).

2.5 Einfluss von FXII auf den Amoébenleberabszess

In den folgenden Abschnitten wurde die Rolle des Koagulationsfaktors Xl (FXIl) bei der Entstehung
des Amdbbeneleberabszesses untersucht. Die Serinprotease FXII, auch Hageman-Faktor genannt, wird
durch den Kontakt mit negativ geladenen Oberflachen (z.B. Polyphosphaten) aktiviert und kann
sowohl Bradykinin 2 Rezeptor (B2R)-abhangige pro-inflammatorische Mechanismen aktivieren, als
auch die FXl-abhangige Fibrinsynthese induzieren [92, 95].

In Kooperation mit Dr. Andy Long (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Dr. Thomas Renné; UKE) wurde zunéachst
untersucht, ob E. histolytica eine verstarkte Polyphosphat-Synthese aufweist und welchen Einfluss
FXIl auf die Ausbildung des Amdbenleberabszesses hat. In Zusammenarbeit mit Katharina Hohn,
Leitung der Elektronenmikroskopie (BNITM) wurden hierfir elektronenmikroskopische (EM)
Aufnahmen von mit Kollagen aktivierten und nicht aktivierten E. histolytica Trophozoiten generiert.
Weiterhin wurde mit Hilfe immunohistologischer Farbungen die FXII-Expression im Lebergewebe
infizierter WT-Mause analysiert sowie die Abszessausbildung in FXII”-M&usen. Die genaue
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Bestimmung und Quantifizierung der Abszessvolumina in FXII”-M&usen wurden durch Messungen
am MRT ermittelt. Um herauszufinden, ob FXIl im Amo&benleberabszess in inflammatorische Prozesse
oder die Bildung von Fibrin involviert ist, wurden weiterhin die Abszessvolumina infizierter
B2R”"- und FXI”-Mause mit Hilfe des MRTs bestimmt.

2.5.1 Untersuchung der Polyphosphat-Aktivierung von E. histolytica
Zunachst sollte geklart werden, ob E. histolytica im Gewebe eine verstarkte Synthese von
Polyphosphaten aufweist und somit einen potentiellen Aktivator von FXII darstellt.

Um die Polyphosphat-Aktivierung der kultivierten E. histolytica Trophozoiten im Gewebe in vitro
nachzustellen und untersuchen zu kénnen, wurde der Parasit mit Kollagen stimuliert. Die im
Anschluss fixierten und permeabilisierten Zellen wurden mit polyphosphate binding domain (PPBD)
inkubiert. Diese Deletionsmutante einer rekombinanten Exopolyphosphatase hat ihre Fahigkeit zur
Katalyse der Polyphosphat-Hydrolyse verloren, exprimiert jedoch weiterhin ihre Polyphosphat-
Bindedomane. Dieser Umstand ermoglicht die Bindung von Polyphosphaten durch PPBD, welches
hier unter Zuhilfenahme eines an PPBD gekoppelten His-Tags und Immunogold-Labeling in der
Elektronenmikroskopie sichtbar gemacht wurde.

PPBD an der kein PPBD an der
Oberflache Oberflache

+ Kollagen 7 20

@ Kollagen 1 25

Abbildung 2.5.1: Polyphosphat-Synthese Kollagen-aktivierter E. histolytica Trophozoiten im EM. E. histolytica
Trophozoiten des pathogenen Klons B2 wurden mit oder ohne Kollagen kultiviert und die exprimierten Polyphosphate
mittels PPBD in der Elektronenmikroskopie (EM) sichtbar gemacht. (Oben) Anzahl der PPBD*-Trophozoiten in Abhéngigkeit
von Kollagen. (Ubersicht) Darstellung eines Trophozoiten aus der mit Kollagen behandelten Kultur sowie eine
(VergroRerung) ndhere Ansicht im 500 nm-MaRstab in denen PPBD*-Strukturen anhand der dunkler gefirbten Oberfliche
zu erkennen sind. Und reprisentative EM-Aufnahmen von je zwei Trophozoiten aus der Kultur ohne Kollagen (@ Kollagen)
und mit Kollagen (+ Kollagen).
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In den EM-Aufnahmen der mit Kollagen stimulierten E. histolytica Trophozoiten waren vermehrt
Vesikel erkennbar, die in den Trophozoiten der Kontrollkultur ohne Kollagen nicht in diesem Ausmal
nachgewiesen werden konnten (Abb. 2.5.1). Sowohl die Vesikel auBerhalb als auch innerhalb der
Trophozoiten, sowie die Plasmamembran der Zelle an sich, wiesen PPBD an der Oberflache auf. In
der mit Kollagen stimulierten Kultur waren 35% der Parasiten PPBD-positiv, wohingegen in der
Kontrollkultur nur auf 4% der Zellen PPBD nachgewiesen werden konnte.

Zusammenfassend konnte somit gezeigt werden, dass E. histolytica in Anwesenheit von Kollagen
verstarkt Polyphosphate synthetisiert und diese durch Abschniirung von Vesikeln in den extra-
zelluldren Raum desorbiert.

2.5.2 Immunbhistologischer Nachweis von FXII im infizierten Lebergewebe

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass E. histolytica in Anwesenheit von Kollagen, wie es auch
im Gewebe der Fall ist, verstirkt Polyphosphate synthetisiert. Da Polyphosphate wiederum
nachgewiesene Aktivatoren von FXIl darstellen [94, 95], einem Zymogen welches in seiner autokrin
aktivierten Form FXlla an der Inflammation beteiligt ist und somit auch in die Abszessentwicklung
involviert sein konnte, wurde im Folgenden die FXIll-Expression im Gewebe nach Infektion
untersucht.

Hierzu erfolgte eine intrahepatische Infektion mannlicher WT-Mause mit E. histolytica Trophozoiten.
An den Tagen 1, 3 und 5 nach Infektion wurde jeweils der infizierte Leberlappen entnommen und in
Paraffin eingebettet, um Gewebsschnitte anzufertigen, die im Anschluss immunhistologisch
untersucht werden konnten. Mit einem gegen verschiedene zellulaire Molekile und Ober-
flachenproteine von E. histolytica gerichtetem Kaninchen-Serum-Pool wurden die Trophozoiten in
den Lebergewebs-Schnitten sichtbar gemacht. Die Visualisierung von FXIl wurde mit Hilfe des
Antikorpers anti-FXIl erreicht und die Verwendung von DAPI bewirkte eine Blaufarbung der im
Gewebe befindlichen DNA.

Die Farbung von E. histolytica gab zu erkennen, dass die Menge der Trophozoiten im Lebergewebe
bereits flinf Tage nach Infektion deutlich reduziert war (Abb. 2.5.2 E. histolytica). Der Einsatz des
gegen FXII gerichteten Antikorpers offenbarte eine Akkumulation des Koagulationsfaktors vor allem
um die Trophozoiten (gelber Pfeil) herum (Abb. 2.5.2 FXII). Eine besonders starke Expression von FXII
konnte dabei an Tag 3 nach Infektion nachgewiesen werden. Die DAPI-Farbung machte wiederum
eine verstarkte Infiltration von Immunzellen in den Abszessbereich deutlich, welche ebenfalls drei
Tage nach Infektion ihren Hohepunkt zu haben schien.

Somit konnte in der Immunhistologie gezeigt werden, dass die Infektion mit E. histolytica eine
Aktivierung von FXIl im Lebergewebe induziert.
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Ubersicht E. histolytica FXII FXII+DAPI

Tag 1

Tag 3

Tag 5

Abbildung 2.5.2: Immunhistologischer Nachweis der FXII-Expression im Amobenleberabszess. WT-Mduse wurden
intrahepatisch mit E. histolytica Trophozoiten infiziert. Aufeinanderfolgende Schnitte von in Paraffin eingebettetem
Lebergewebe an Tag 1, 3 und 5 nach Infektion wurden immunhistologisch mit einem gegen verschiedene zelluldre und
Oberflachenproteine von E. histolytica gerichteten Kaninchen Serum Pool, mit anti-FXIl sowie mit DAPI (DNA) angefarbt. Die
Farbung mit anti-FXIl sowie DAPI wurde von Dr. Andy Long (UKE) durchgefihrt.

2.5.3 Einfluss von FXII auf den Abszessverlauf

Bisher konnten sowohl eine vermehrte Polyphosphat-Synthese der E. histolytica Trophozoiten in
Anwesenheit von Kollagen, als auch eine starke Akkumulation von FXIl im Amobenleberabszess in
raumlicher Nahe zu den Trophozoiten nachgewiesen werden. Im Folgenden sollte geklart werden,
welchen Einfluss der Knockout von FXIl auf den Abszessverlauf hat.

Hierzu wurde der Abszessverlauf in mannlichen mit E. histolytica Trophozoiten infizierten WT- und
FXII”-M&usen an den Tagen 3, 5 und 7 nach Infektion mittelt MRT erfasst. An Tag 7 nach Infektion
wurde jeweils der infizierte Leberlappen entnommen, das Gewebe mit Formalin fixiert und in
Paraffin eingebettet. In Gewebsschnitten wurden anschlieBend die in der Leber befindlichen Zellen
mittels H&E-Farbung sichtbar gemacht. Zusatzlich wurde mannlichen WT-Mausen der Antikérper
3F7 appliziert — welcher FXII bindet und depletiert — und der Abszessverlauf nach Infektion mittels
MRT dokumentiert.

Die Farbung der immunhistologischen Praparate offenbarte deutlich groRere Abszesse im Gewebe
der WT-Maus an Tag 7 nach Infektion im Vergleich zum infizierten FXII”-Gewebe (Abb. 2.5.3 A).
Zusatzlich waren ausschlieBlich in der WT-Maus in einigen Schnitten E. histolytica Trophozoiten zu
diesem Zeitpunkt nachweisbar. Im MRT zeigten sich sowohl an Tag 3 und 7 nach Infektion signifikant
kleiner Abszesse in der FXII”*-Maus im Vergleich zu infizierten WT-Tieren (p < 0,01) (Abb. 2.5.3 B),
was ebenso nach Depletion von FXII durch den Antikérper 3F7 zu beobachten war (Abb. 2.5.3 C).
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Abbildung 2.5.3: Die Entwicklung des Amdébenleberabszesses in Abhangigkeit von FXIl. WT- und FXII-Mzuse wurden
intrahepatisch mit E. histolytica Trophozoiten infiziert. (A) Immunhistologische Schnitte von in Paraffin eingebettetem
Lebergewebe an Tag 7 nach Infektion wurden mit H&E angefarbt und die Trophozoiten mit einem gegen verschiedene
zelluldre und Oberflachenproteine von E. histolytica gerichteter Kaninchen Serum Pool sichtbar gemacht. Im MRT ermittelte
Abszessvolumina in (B) infizierten FXII7"- und (C) FXll-depletierten (3F7) Mdusen an Tag 3, 5 und 7 nach Infektion sowie
T2-gewichtete reprasentative MRT-Bilder der Abszesse im zeitlichen Verlauf. (Mittelwerte + Standardfehler; Mann-Whitney
U test; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass in Abwesenheit von FXIl deutlich kleinere Abszesse
nach Infektion mit E. histolytica ausgebildet werden.

2.5.4 Untersuchung der FXII-abhidngigen Faktoren B2R und FXI nach Infektion mit
E. histolytica

In dieser Arbeit konnte bestatigt werden, dass FXIl in die Abszessentwicklung involviert ist. Da der
aktivierte FXII entweder liber B2R inflammatorische Prozesse oder aber via FXI die Fibrinbildung
aktiviert, sollte abschlieBend geklart werden, welcher der beiden Mechanismen nach Infektion mit
E. histolytica induziert wird.
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Hierzu wurden WT-, BR27- und FXI”-Miuse intrahepatisch mit E. histolytica Trophozoiten infiziert
und der Abszessverlauf an Tag 3, 5 und 7 nach Infektion mittels MRT erfasst.

Der Knockout von B2R zeigte zu keinem Zeitpunkt einen Einfluss auf den Abszessverlauf
(Abb. 2.5.4 A), wohingegen in FXI”-Miusen zu jedem Zeitpunkt signifikant kleinere Abszesse
ausgebildet wurden (p < 0,05) (Abb. 2.5.4 B).
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Abbildung 2.5.4: Abszessausbildung in B2R”- und FXI”-Mazusen. Nach intrahepatischer Infektion mit E. histolytica
Trophozoiten wurde die Abszessausbildung in (A) B2R”- und (B) FXI”-Mausen im Vergleich zu infizierten WT-Mausen
mittels MRT analysiert und quantifiziert. (Mittelwerte * Standardfehler; Mann-Whitney U test; *p < 0,05).

Zusammenfassend konnte somit gezeigt werden, dass FXI, nicht jedoch B2R, einen Einfluss auf den
Abszessverlauf hat und somit wider Erwarten nicht ein durch FXII aktivierter inflammatorischer
Mechanismus, sondern die Fibrinbildung fir die Abszessentwicklung von Bedeutung ist.
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3. Diskussion

Der Amobenleberabszess (ALA) ist eine durch den Parasiten E. histolytica ausgelGste
Infektionskrankheit des Menschen, dessen Pathologie nicht nur den Pathogenitatsfaktoren des
Erregers sondern ebenso dem Einfluss des wirtseigenen Immunsystems geschuldet ist. Der
beobachtete Geschlechtsdimorphismus in der Ausbildung der Erkrankung gab erste Hinweise auf
eine pathologische Beteiligung des Immunsystems in mannlichen Individuen. Mithilfe des
Mausmodells fiir den Amobenleberabszess, welches den im Menschen beobachteten Geschlechts-
dimorphismus wiederspiegelt, konnte gezeigt werden, dass der Schadigung des Lebergewebes nach
Infektion mit E. histolytica eine Immunpathologie zugrunde liegt. Basierend auf einer ibermaRigen
CCL2-abhangigen Rekrutierung inflammatorischer Monozyten und unter Beteiligung einer erhéhten
Expression der inflammatorischen Th1-Zytokine IL-23, IL-17 und TNFa kommt es hier, anders als in
weiblichen Individuen, zu einem schweren fokalen Leberschaden.

Im Rahmen dieser Dissertation wurden die immunpathologischen Mechanismen der ALA-Entstehung
in mannlichen Individuen weiterfiihrend geklart und potentiell protektive Mechanismen in Frauen
und weiblichen Mausen eruiert. Hierzu wurde zundchst der Einfluss von IL-23 auf die
Abszessentwicklung, die Rekrutierung von Monozyten und die Expression verschiedener relevanter
Zytokine nach Infektion mit E. histolytica im mannlichen Tier untersucht. Mit Hilfe des
IL-23p19-Knockouts, in welchem die Abszessausbildung deutlich verringert ist, konnten weitere
regulatorische Mechanismen identifiziert und untersucht werden, die der Entwicklung des
Amobenleberabszesses entgegenwirken. Dabei wurde das Th2-Zytokin IL-13 als moglicher Aktivator
der M2-Polarisierung von Makrophagen identifiziert, welche vermutlich durch die Synthese von
Arginase 1 (Argl) zur Abszesskontrolle und Gewebsregeneration beitragen.

Die in der mannlichen IL-23p197-Maus identifizierten regulatorischen Mechanismen wurden im
Anschluss in weiblichen Mausen hinsichtlich ihrer Beteiligung an der Abszesskontrolle untersucht.
Wie in der mannlichen IL-23p197-Maus zeigten sich dabei auch in weiblichen Tieren eine reduzierte
inflammatorische Immunantwort, ein Anstieg von Ly6C°-Monozyten sowie eine erhéhte Expression
von IL-13, was vermuten lasst, dass im weiblichen Tier ganz dhnliche Mechanismen fiir die
verbesserte Abszesskontrolle verantwortlich sein konnten, wie in der mannlichen IL—23p19'/'—Maus.
Ferner sollte geklart werden, weshalb weibliche Tiere auch ohne den Knockout von IL-23 nach
Infektion mit E. histolytica reduzierte Abszessvolumina aufweisen. Diesbeziglich wurde der Effekt
des anti-inflammatorischen und durch Estradiol hochregulierten Apolipoproteins A1 (ApoAl) auf die
Abszessausbildung in Mausen und die Aktivierung humaner Makrophagen untersucht. Dabei liel3en
erste Ergebnisse vermuten, dass ApoAl die Aktivierung der im ALA als regenerativ identifizierten
M2-Polarisierung verstarkt.

Neben den identifizierten immunpathologischen Mechanismen, konnte im mannlichen Tier zudem
eine Aktivierung der Koagulationsfaktor XlI (FXII)-abhangigen Fibrinsynthese durch von E. histolytica
sezernierten Polyphosphaten im Gewebe nachgewiesen werden. Der Knockout von FXII bewirkte
dabei eine verringerte Abszessausbildung was vermuten lasst, dass der Parasit die Bildung von
Fibrinkapseln nutzen kénnte, um der Eliminierung durch Komponenten des Wirts-Immunsystems zu
entgehen.
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3.1 1L-23 und die Immunpathologie im Amo6benleberabszess

Die pro-inflammatorische IL-23/IL-17-Achse ist ein bekannter Aktivator der Synthese von CCL2 [50],
einem Chemokin das die Rekrutierung inflammatorischer Ly6C"-Monozyten in infiziertes Gewebe
bewirkt [49]. Diese Zellen differenzieren im Gewebe aufgrund eines im Falle einer Infektion
vorherrschenden Th1-Zytokinmilieus zu inflammatorischen M1-Makrophagen [29], welche durch die
Expression von TNFa und iNOS zur Eliminierung von Pathogenen beitragen [28]. Es konnte gezeigt
werden, dass die Expression der Thl-Zytokine IL-23, IL-17 und TNFa sowie des Chemokins CCL2 in
mannlichen Mausen nach Infektion mit E. histolytica erhoht ist [35]. Der Knockout von IL-23
reduzierte wiederum die Expression von IL-17 und TNFo. Da die IL-23/IL-17-Achse in die
CCR2-abhangige Rekrutierung inflammatorischer TNFa-produzierender Ly6Chi—Monozyten involviert
ist, wurde in dieser Arbeit der Abszessverlauf sowie die Monozyten-Rekrutierung in IL-23p197 - sowie
in CCR2”"-M3usen genauer untersucht.

Wahrend bakterieller Infektionen mit beispielsweise Mycobacterium tuberculosis oder Toxoplasma
gondii konnte fir die IL-23/IL-17-Achse eine protektive Funktion durch die Eliminierung der Erreger
nachgewiesen werden [59, 140]. Nach Infektion mannlicher 1L-23p197-M&use mit E. histolytica
zeigten sich jedoch bereits sehr friih signifikant reduzierte Abszessvolumina sowie ein zligigeres
Absterben des Parasiten. Dies lasst auf eine pathologische Beteiligung von IL-23 an der Ausbildung
des Amobenleberabszesses schlieRen, wie es auch fiir die experimentelle autoimmune Enzephalitis
gezeigt werden konnte [57, 141]. In jedem Fall induziert die IL-23/IL-17-Achse die Synthese des
Chemokins CCL2/MCP-1 [47-50]. Die Bindung von CCL2 an dessen Rezeptor CCR2 auf der Oberfliche
pro-inflammatorischer Ly6C™-Monozyten bewirkt eine Rekrutierung der Zellen aus dem
Knochenmark entlang eines Chemokin-Gradienten in das infizierte Gewebe [49], wo diese TNFa und
iNOS exprimieren [9, 54, 58]. Wie in der IL-23p19'/'-Maus zeigten sich auch in der CCR27"-Maus
signifikant kleinere Abszesse sowie eine reduzierte Expression inflammatorischer Zytokine nach
Infektion mit E. histolytica. Zusatzlich konnte in der CCR27-Maus neben der erhéhten Anzahl
regenerativer Ly6C'°—Monozyten eine deutlich verringerte Menge inflammatorischer Monozyten
nachgewiesen werden. Anders als erwartet zeigte sich jedoch keine verminderte Rekrutierung der
Ly6Chi—Monozyten in IL—23p19"/"—Ma'usen. Stattdessen konnte auch hier ein Anstieg der regenerativen
Ly6C'°-Monozyten im infizierten Lebergewebe ermittelt werden. In der Arbeitsgruppe konnte in in
vitro Versuchen bereits gezeigt werden, dass die IL-17-Synthese, welche fiir die CCL2-Expression und
somit fur die Rekrutierung inflammatorischer Ly6Chi-Monozyten von entscheidender Bedeutung ist
[48-50], in y6-T-Zellen auch durch das E. histolytica Oberflachenprotein EhRLPPG stimuliert werden
kann [35]. Dies konnte erkldren, wieso es selbst in Abwesenheit von IL-23 nach Infektion mit
E histolytica zur Rekrutierung inflammatorischer Ly6Ch‘-Monozyten kommt. Zudem ist neben CCL2
ebenso CCL7, dessen Expression durch TNFa, IL-1B8 oder IFNy induziert wird [142], ein CCR2-Ligand
und kann somit die Rekrutierung von Ly6C"-Monozyten in infiziertes Gewebe initiieren [4, 25]. Die
Beteiligung von CCL7 an der Rekrutierung inflammatorischer Monozyten nach Infektion mit
E. histolytica sollte daher in kommenden Arbeiten geprift werden.

Zusammengefasst kann die reduzierte Abszessausbildung nach Infektion mit E. histolytica in
IL-23p197- und CCR27-Miusen nicht durch eine verringerte Anzahl pro-inflammatorischer
Ly6Chi—Monozyten, jedoch durch den Anstieg regenerativer Ly6C'°-Monozyten im Lebergewebe
erklart werden.
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3.2 Regulatorische Mechanismen im Amoébenleberabszess in Abwesenheit
von IL-23

Ly6C°-Monozyten gelten als regenerative Zellpopulation. Unter Einfluss eines Th2-Zytokinmilieus
(IL-4, 1L-10, IL-13) differenzieren diese Leukozyten im Gewebe zu M2-Makrophagen [31], die
insbesondere durch die Expression von Argl zur Regeneration beschadigten Gewebes beitragen
kénnen [30]. Da im vorigen Abschnitt dieser Arbeit ersichtlich wurde, dass nicht eine reduzierte
Rekrutierung pro-inflammatorischer Ly6C"-Monozyten sondern die erhdhte Anzahl regenerativer
Ly6C'°-Monozyten fiir eine verminderte Abszessausbildung in der IL-23p19'/'-Maus verantwortlich zu
sein scheint, wurde im Weiteren analysiert, welchen Einfluss IL-23 speziell auf die Population der
Ly6C°-Monozyten hat.

Ly6C°-Monozyten werden durch die Bindung der Liganden CCL3, CCL4, CCL5 oder CCL8 an ihren
zelleigenen Rezeptor CCR5 aus dem Knochenmark ins Blut rekrutiert [37, 38]. Dort patrouillieren die
Zellen entlang der BlutgefalRepithelien und dringen im Falle einer Infektion in das beschadigte
Gewebe ein. Dies geschieht durch Interaktion von CX5CR1 mit CX;CL1 und/oder LFA1 mit ICAM1
oder ICAM2 [37, 39]. Unter dem Einfluss von Th2-Zytokinen differenzieren die regenerativen
Ly6C°-Monozyten im Gewebe zu alternativ aktivierten M2-Makrophagen [40], die an der
Gewebsregeneration beteiligt sind [13] und sich weiterhin in verschiedene Subtypen unterteilen. Die
Polarisierung zu M2a-Makrophagen wird durch IL-4 und IL-13 vermittelt, die Polarisierung zu
M2c-Makrophagen durch IL-10 und TGF-B [31]. In infizierten IL-23p197-Mausen wurde die
mRNA-Expression der genannten in die Rekrutierung, die Adhasion sowie die M2-Polarisierung
involvierten Faktoren im Lebergewebe analysiert. Dabei konnte keine erhéhte Expression von CCL3,
CCL4, CCL5, CCL8, CX3CR1, CX3CL1, LFAL, ICAM1, ICAM2, IL-10 und TGF-B beobachtet werden. Somit
zeigte sich weder ein Einfluss von IL-23 auf die Rekrutierung, noch beziglich der Adhasion der
Ly6C'°-Monozyten. Allerdings konnte eine signifikant erhéhte Expression von IL-4 sechs Stunden und
von IL-13 zwélf Stunden nach Infektion in der Leber von IL-23p197-M&usen nachgewiesen werden.
Dies lasst vermuten, dass IL-23 einen Einfluss auf die Polarisierung der Monozyten im Gewebe hat.
Wie bereits im vorherigen Abschnitt und auch in vorigen Arbeiten gezeigt wurde, ist die
inflammatorische Immunantwort in der IL-23p197-Maus nach Infektion mit E. histolytica reduziert
[35], wodurch es zu einer Verschiebung des Zytokinmilieus von Thl zu Th2 und somit zu einem
vorteilhaften Milieu fiur die Differenzierung alternativ aktivierter M2-Makrophagen kommen koénnte.
Andersherum wirde dies bedeuten, dass die durch IL-23 hervorgerufene (iberschieBende
Inflammation in WT-Mausen die Differenzierung von Ly6C'°-Monozyten durch ein vorherrschendes
Th1-Milieu unterbindet, bis die Inflammation abklingt. Die in der IL-23p19'/'-Maus beobachteten
reduzierten Abszessvolumina konnten demnach vermutlich nicht nur einer potentiell erhdhten
Regeneration durch M2-Makrophagen, sondern bereits von Beginn an einer reduzierten
Inflammation zuzuschreiben sein.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Synthese von IL-13 sowohl auf mRNA- als
auch auf Protein-Ebene nach Infektion in der IL-23p197-Maus anstieg. Eine Depletion von IL-13 in der
IL-23p19"/"—Maus hob demnach erwartungsgemal die erhohte Regenerationsfahigkeit des Knockouts
auf und fuhrte zur Ausbildung grofRerer Abszesse. IL-13 scheint dabei ein entscheidender Faktor fiir
die Regeneration des Leberschadens zu sein, welcher, wie zuvor erwahnt, Uber die Polarisierung
regulatorischer M2-Makrophagen zu einer reduzierten Abszessausbildung beitragen kann. Aus der
Literatur sind diverse Zellpopulationen bekannt die fiir eine Produktion von IL-13 in Frage kommen
kénnen [60, 61]. Dazu zihlen z.B. CD11b*Monozyten, Ly6C™- und Ly6C°-Monozyten, Neutrophile,
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Eosinophile, T-Helferzellen, Gewebs-Makrophagen sowie ILC2s (type 2 innate lymphoid cells), welche
in dieser Arbeit hinsichtlich ihrer IL-13-Expression nach Infektion mit E. histolytica in WT- und
IL-23p19"/"—Méiusen untersucht wurden. Von den genannten Populationen zeigten dabei
ausschlieflich die CD11b+Ly6C'°-Monozyten eine verstarkte IL-13-Expression in der infizierten
IL-23p197-Maus. Zusitzlich konnte eine signifikant erhhte Argl-Expression der Ly6C°-Monozyten
nachgewiesen werden. Da Argl ein wichtiges Effektormolekiil und einen Marker alternativ aktivierter
M2-Makrophagen darstellt [30], deutet dies darauf hin, dass es sich bei den IL-13"/Argl'Ly6C"-
Monozyten im infizierten Gewebe um eine Zellpopulation handelt, die einen Ubergangszustand
zwischen Ly6C'°-Monozyten und M2-Makrophagen reprasentieren kdnnte. Ein weiterer Hinweis
darauf ist die erhdhte F4/80-Expression, die ebenfalls auf den Ly6C°-Monozyten nachgewiesen
werden konnte, wobei F4/80 ein typischer Marker gewebsresidenter Makrophagen ist. Eine
Argl1'F4/80"-Zellpopulation konnte zudem in der Immunhistologie im zentralen Abszessbereich an
Tag 3 nach Infektion im Gewebe der IL-23p197-Maus nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu
zeigte sich in der Immunhistologie im Lebergewebe von WT-Mausen eine iNOS-exprimierende
und somit pro-inflammatorische Zellpopulation im zentralen Abszessbereich. Diese Ergebnisse
weisen darauf hin, dass in der IL-23p197-Maus eine Polarisierung von Ly6C°-Monozyten zu
M2-Makrophagen im infizierten Gewebe durch IL-13 stattfinden kdnnte.

Neben der erhéhten IL-13-Synthese konnte in der IL-23p197-Maus zudem eine reduzierte IL-13Ra2-
Expression im infizierten Lebergewebe nachgewiesen werden. Dieser Rezeptor inhibiert die IL-13
Aktivitat nach dessen Bindung und wird durch die pro-inflammatorischen Zytokine TNFa, IL-17 und
IFNy heraufreguliert [68, 137], welche in Anwesenheit von IL-23 verstarkt exprimiert werden. Durch
die verringerte Expression von IL-13Ra2 wiirde der Mangel an IL-23 eine erhéhte Menge an freiem
IL-13 bewirken, welches an den funktionalen heterodimeren IL-13-Rezeptor IL-13Ral/IL-4Ra binden
kann. Diese Interaktion induziert im Weiteren Uber die Aktivierung von STAT6 die Argl-Synthese [30].
Tatsachlich konnte in IL—23p19'/'-Méiusen im Verhaltnis mehr Argl als iNOS nachgewiesen werden.
Beide Molekiile konkurrieren um L-Arginin als Substrat, wobei iNOS die Synthese von
zellschadigendem Stickstoffmonoxid (NO) und L-Citrullin induziert, Argl wiederum die Synthese von
unschadlichem L-Ornithin und Urea [30]. Da das von M2-Makrophagen ausgeschittete Argl mit
einer héheren Affinitat an L-Arginin bindet als iNOS, und in der IL-23p197-Maus eine erhéhte Argl-
Expression zu beobachten war, unterbindet demnach Argl in Abwesenheit von IL-23 sehr
wahrscheinlich die gewebsschadigende Wirkung von iINOS. Die reduzierte Expression des
IL-13-blockierenden IL-13Ra2 stellt somit einen weiteren IL-23-abhangigen Mechanismus dar, der die
M2-Polarisierung, die Argl-Synthese und die Abszesskontrolle beglinstigen kdnnte.

In diesem Abschnitt konnte somit gezeigt werden, dass IL-23 die Differenzierung von
Ly6C'°-Monozyten zu alternativ aktivierten M2-Makrophagen durch eine negative Regulation der
IL-13-Expression unterbindet. Da jedoch weder die Rekrutierung der Zellen, noch ihre Adhdsion an
die GefaRepithelien heraufreguliert war, bleibt die Frage, woher die erhéhte Anzahl regenerativer
Ly6C'°-Monozyten und M2-Makrophagen im infizierten Lebergewebe der IL—23p19"/"—Maus stammt,
wobei mogliche zugrundeliegende Mechanismen auch in der Literatur noch nicht abschliefend
geklart werden konnten. Eine mogliche Erklarung stellt die Differenzierung der Ly6C'°—Monozyten aus
im Gewebe anwesenden Ly6Chi-Monozyten dar, wie es beispielsweise bei IgE-induzierten allergisch
entzlindlichen Hautreaktionen in Mausen und auch im murinen Modell der sterilen Leberschadigung
nachgewiesen werden konnte [26, 143]. In anderen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass eine
Repolarisierung von Ly6Ch‘-Monozyten/M1—Makrophagen zu Ly6C'°—Monozyten/M2-Makrophagen
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erfolgen kann und auch intermediare Formen dieser Zellpopulationen existieren [26, 30, 143, 144]. In
dieser Arbeit konnte in der IL-23p197-Maus eine erhohte Expression des Transkriptionsfaktors Nr4al
im infizierten Lebergewebe nachgewiesen werden, welcher die Transkription von Argl induziert
[144] und somit ebenfalls zur M2-Polarisierung der Monozyten und Makrophagen im Gewebe
beitragen konnte. Weiterhin konnten Jenkins und Kollegen zeigen, dass IL-4, dessen Expression in
IL-23p19"/"—Méiusen bereits 6 Stunden nach Infektion signifikant anstieg, die M2-Polarisierung
residenter Makrophagen induziert [145]. Da IL-13 wie IL-4 Uber den heterodimeren Rezeptor
IL-13Ral/IL-4Ra agiert ist ebenso eine Beteiligung des hochregulierten Zytokins IL-13 an der
M2-Polarisierung residenter Makrophagen in der IL—23p19"/"—Maus anzunehmen. Nach Infektion mit
E. histolytica war in 1L-23p197-M&usen kein Riickgang der Rekrutierung von Ly6C™-Monozyten,
jedoch eine reduzierte Inflammation und ein zeitgleicher Anstieg der Expression von Nrdal, Argl,
IL-4 und IL-13 nachzuweisen. Somit scheint die Umpolarisierung von infiltrierenden
Ly6C"-Monozyten/M1-Makrophagen sowie residenten Makrophagen die erhéhte Zahl regenerativer
Ly6C'°-Monozyten und M2-Makrophagen in der Leber nach Infektion mit E. histolytica zu begriinden.

3.3 Geschlechtsspezifische Einfliisse auf die Immunpathologie des

Amobenleberabszesses

Weibliche Individuen bilden nach Infektion mit E. histolytica deutlich kleinere Abszesse aus, als
mannliche. In dieser Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass IL-23 in mannlichen Mausen zu einer
verstarkten Abszessentstehung beitragt. Die Abwesenheit von IL-23 bewirkte dabei neben einer
reduzierten inflammatorischen Immunantwort auch eine verstarkte IL-13-abhangige Polarisierung
regenerativer Ly6C°-Monozyten und M2-Makrophagen, welche durch die Expression von Argl zur
Regeneration beschadigten Gewebes und zur Abszesskontrolle beitragen konnen. In dieser Arbeit
sollte daher zusatzlich untersucht werden, ob die in mannlichen IL—23p19"/"—Méusen nach Infektion
mit E. histolytica beobachteten regulatorischen Mechanismen auch fiir die reduzierte
Abszessausbildung in weiblichen M&usen verantwortlich sein kénnten.

Wie in mannlichen IL—23p19'/'-Méiusen konnte auch in weiblichen WT-Mausen nach Infektion mit
E. histolytica kein Anstieg pro-inflammatorischer Zytokine oder des Chemokins CCL2 beobachtet
werden. Ebenfalls zeigte sich nach Infektion keine verdanderte Rekrutierung der CCR2-abhangigen
pro-inflammatorischen Ly6Chi—Monozyten, jedoch konnte ein Anstieg der Ly6C'°-Monozyten im Blut
weiblicher Tiere beobachtet werden. Im Gegensatz zur mannlichen IL—23p19'/'-Maus exprimierten in
weiblichen WT-Mausen nach Infektion nicht die Ly6C°-Monozyten, sondern ihr inflammatorischer
Gegenpart, die Ly6Chi—Monozyten, im Blut mehr IL-13 als die mannliche WT-Maus. Da IL-13 einen
Aktivator der M2-Polarisierung darstellt [31], konnte die verstarkte Expression des Th2-Zytokins
durch Ly6C"-Monozyten auf eine beginnende Polarisierung der Zellen zu ihrem regenerativen
Gegenpart hinweisen. Eine solche Umpolarisierung der als pro-inflammatorisch geltenden
Ly6Chi—Monozyten ZU regenerativen Ly6C'°-Monozyten konnte unter anderem bereits im murinen
Modell der sterilen Leberschadigung gezeigt werden [26]. Im Blutserum konnte nachgewiesen
werden, dass es in weiblichen Tieren, im Gegensatz zu mannlichen Mausen, nach Infektion nicht zu
einer verstarkten Induktion inflammatorischer Prozesse kommt. So war neben IL-23 und IL-17
beispielsweise auch die IFNy-Expression in der weiblichen WT-Maus nach Infektion mit E. histolytica
nicht erhoht. Dabei initiiert die IL-23/IL-17-Achse durch Aktivierung von CCL2 die Rekrutierung
inflammatorischer Ly6Chi—Monozyten [4, 49], wobei das pro-inflammatorische Zytokin IFNy die
Synthese des Rezeptors IL-13Ra2 induziert, welcher die Aktivitat von IL-13 durch dessen Bindung
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hemmt [68]. Die Abwesenheit der pro-inflammatorischen Aktivatoren der M1-Polarisierung nach
Infektion mit E. histolytica im Weibchen kdnnte somit ausreichend sein, um eine Polarisierung der
Ly6Chi—Monozyten zu einem M2-Phanotyp zu induzieren, wie es auch nach IL-23-Depletion in einem
murinen Tumormodell gezeigt werden konnte [30]. Diese ersten Ergebnisse deuten darauf hin, dass
in weiblichen Mdusen dhnliche Mechanismen in die Kontrolle des Amdbenleberabszesses involviert
sind, wie sie in der IL-23p19'/'-Maus aufgezeigt werden konnten. Dennoch zeigten sich Unterschiede:
1. Im infizierten weiblichen Tier wurden die Ly6C°-Monozyten vermehrt im Blut nachgewiesen und
somit aufgrund der Infektion ins Gewebe rekrutiert, wohingegen die Ly6C°-Monozyten in der
IL-23p19"/"—Maus scheinbar direkt im Gewebe aus residenten Zellen differenzierten. 2. Im Vergleich
zur infizierten mannlichen WT-Maus produzierten im Weibchen nicht die Ly6C°-Monozyten, sondern
die Ly6C"-Monozyten differenziell mehr IL-13, wohingegen in IL-23p197-Mausen eine differenzielle
IL-13-Expression der Ly6C'°—Monozyten nachgewiesen werden konnte. Dennoch bedingte scheinbar
sowohl in der mannlichen 1L-23p197-Maus als auch in weiblichen WT-Mausen das Ausbleiben der
Inflammation bei gleichzeitig erhohter IL-13-Expresson die regulatorische M2-Polarisierung von
Monozyten und Makrophagen und somit eine erhohte Gewebsregeneration bei zeitgleich reduzierter
Gewebsschadigung.

Es blieb jedoch die Frage zu klaren, wieso Weibchen nicht wie Mannchen mit einer verstarkten
Inflammation sondern mit einer Th2-Immunantwort auf das Eindringen von E. histolytica in das
Lebergewebe reagieren. Die Tatsache, dass weibliche Mause auch ohne einen Knockout von IL-23
kleinere Abszesse ausbilden, als mannliche Tiere, deutete darauf hin, dass hormonell regulierte
Mechanismen an der Abszesskontrolle im Weibchen beteiligt sein kdnnten. Daher wurde in dieser
Arbeit der Einfluss des Apolipoproteins A1l (ApoA1l) auf die Abszessausbildung untersucht, welches
anti-inflammatorische Eigenschaften und in seiner Promotorregion unter anderem eine
Bindungsdomane fiir das weibliche Hormon Estradiol aufweist [79, 80]. Den anti-inflammatorischen
Eigenschaften von ApoAl liegt eine erhohte Phosphorylierung von STAT3 zugrunde. Die
STAT3-Signalkaskade hat dabei nicht nur eine reduzierte Expression pro-inflammatorischer Zytokine
wie IL-1B, IL-6 und TNFa zur Folge, sondern auch einen Anstieg der IL-10-Expression [90, 91],
welches, wie oben erwahnt, ebenfalls die Polarisierung von Monozyten zu gewebsregenerierenden,
regulatorischen M2-Makrophagen unterstitzt [30]. Da alle Ergebnisse dieser Arbeit darauf
hinweisen, dass ebendiese Zellen an der Abszesskontrolle in mannlichen IL—23p19"/"— sowie in
weiblichen WT-Mausen beteiligt sind, und das Estradiol-abhangige ApoA1l entsprechend der Literatur
somit auch im Amobenleberabszess einen Einfluss auf den Krankheitsverlauf haben kénnte, wurde
der Abszessverlauf in mannlichen und weiblichen ApoAl'/'-Méusen untersucht. In mannlichen Tieren
zeigte sich dabei an Tag 3 und 5 nach Infektion kein Unterschied in der Abszessausbildung. An Tag 7
nach Infektion blieben die Abszessvolumina in der ApoAl”-Maus jedoch auf demselben hohen
Niveau, wohingegen in WT-Mausen ein Riickgang der Gewebsschadigung zu beobachten war. Es ist
anzunehmen, dass die Menge an ApoAl in der mannlichen WT-Maus zu gering ist, als dass sie bei der
anfanglich starken pro-inflammatorischen Immunantwort einen Einfluss auf die Abszessausbildung
haben kdnnte und dass die Abszessvolumina in mannlichen WT-Mausen zu diesen Zeitpunkten
bereits ein maximales Niveau erreicht haben. Die an Tag 7 nach Infektion in mannlichen
ApoAl”-Miusen unverdndert hohen Abszessvolumina, bei gleichzeitigem Riickgang der Gewebs-
schadigung in mannlichen WT-Mausen, deuten darauf hin, dass ApoAl im mannlichen Tier an der
Ausheilung des Amobenleberabszesses zu diesem Zeitpunkt beteiligt sein konnte. In weiblichen
ApoAl”-Miusen zeigte sich stattdessen zu jedem untersuchten Zeitpunkt eine deutlich verstirkte
Abszessausbildung im Vergleich zu weiblichen WT-Mausen. Diese Beobachtung lasst vermuten, dass
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ApoAl im weiblichen Tier an der Abszesskontrolle beteiligt ist. Wie zuvor erwdahnt hemmt die durch
ApoA1l aktivierte STAT3-Signalkaskade die Expression der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1pB, IL-6
und TNFa [30]. Die hoheren ApoAl-Level in der Leber weiblicher WT-Tiere kénnten somit nach
Infektion mit E. histolytica eine schnellere und effektivere Hemmung der Inflammation erméglichen
und eine verbesserte Ausheilung begiinstigen. Zusatzlich konnte in weiblichen ApoA1”-Miusen ein
Riickgang der regenerativen Ly6C'°-Monozyten sowie eine reduzierte IL-13-Expression der
Ly6C"-Monozyten nachgewiesen werden. Dies kdnnte sich durch die reduzierte STAT3-Aktivierung in
Abwesenheit von ApoAl erkldren lassen, welche fiir die M2-Polarisierung von grolRer Bedeutung ist.

Somit konnte in diesem Abschnitt gezeigt werden, dass weibliche Mause kleinere Abszesse ausbilden
und eine hohere Anzahl regenerativer Ly6C'°—Monozyten sowie eine verstarkte Expression von IL-13
durch Ly6C"-Monozyten aufweisen, was auf eine verstirkte M2-Polarisierung im Vergleich zum
mannlichen Tier hindeutet. Zuséatzlich konnte nachgewiesen werden, dass ApoAl, vermutlich durch
eine STAT3-abhangige Inhibition der Inflammation bei zeitgleicher Aktivierung der M2-Polarisierung,
an der Abszesskontrolle im weiblichen Tier beteiligt ist.

3.4 Makrophagen-Aktivierung und -Differenzierung in Abhdngigkeit von
Geschlecht und ApoA1l

Die bereits diskutierten Ergebnisse zeigten, dass die Polarisierung von Monozyten und Makrophagen
entscheidend fiir die Ausbildung eines Amobenleberabszesses ist. Die durch TNFa und andere
pro-inflammatorische Zytokine induzierte M1-Polarisierung filihrte dabei zu einer verstarkten
Abszessausbildung in mannlichen Miusen, wohingegen ein Th2-Zytokinmilieu in IL-23p197- und
weiblichen Mausen die regulatorische M2-Polarisierung bewirkte. Das fiir die Polarisierung der Zellen
entscheidende Zytokinmilieu wird unter anderem durch die Aktivierung residenter Makrophagen wie
Kupffer Zellen im Gewebe nach Infektion bestimmt, was somit auch den residenten Makrophagen
eine entscheidende Rolle in der Abszessentstehung zukommen lasst. Die Tatsache, dass Frauen und
weibliche Mause nach Infektion mit E. histolytica kleinere Abszesse ausbilden, als Manner und
mannliche Mause, lie8 darauf schliefSen, dass geschlechtsspezifische Hormone einen Einfluss auf die
Aktivierung von Monozyten und Makrophagen wahrend einer Infektion haben kénnten. In dieser
Arbeit konnte bereits nachgewiesen werden, dass das Estradiol-regulierte ApoAl die Polarisierung
eines M2-Phanotyps begilinstigt. Aus diesem Grund war zu vermuten, dass die Stimulation von
Makrophagen mannlicher und weiblicher Individuen mit verschiedenen Antigenen eine differenzielle
Zytokin-Expression induziert und dass ApoAl einen Einfluss auf diese Vorgange hat.

Um diese Hypothese zu lberpriifen, wurden CD14"-Monozyten aus dem Blut méannlicher und
weiblicher Probanden isoliert und durch Zugabe von M-CSF zu monocyte derived macrophages
(MDMs) differenziert, welche in vitro die Population residenter Gewebsmakrophagen darstellen
sollten. Nach differenzieller Aktivierung der MDMs wurde deutlich, dass die Makrophagen
mannlicher Blutspender unabhangig vom Stimulus signifikant mehr TNFa exprimierten, wohingegen
Makrophagen weiblicher Spender eine tendenziell verstarkte IL-10-Expression aufwiesen. Wahrend
TNFa eine Polarisierung von inflammatorischen M1-Makrophagen induziert [29], wurde fiir IL-10
eine Beteiligung an der regenerativen M2-Polarisierung und demzufolge der Hemmung
pro-inflammatorischer Zytokine wie TNFa nachgewiesen [31, 146]. Somit schienen die Makrophagen
mannlicher Probanden nach in vitro Stimulation mit E. histolytica-Antigenen durch die Ausschittung
von TNFa tatsachlich eine M1-Polarisierung zu férdern, wohingegen die MDMs weiblicher Spender
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durch die reduzierte TNFa-Expression bei gleichzeitig erhohter IL-10 Synthese zu einem Th2-Milieu
beitrugen und demzufolge eine M2-Polarisierung begiinstigten. Der unter anderem durch IL-10
induzierbare M2-Phanotyp inhibiert die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und
bewahrt so das Gewebe vor weiterer Schadigung [146]. Weiterhin zeigte sich nach Aktivierung der
MDMs weiblicher Blutspender eine tendenziell erhéhte Expression der Chemokine CCL2 und CCL3,
welche vor allem in die Rekrutierung der inflammatorischen klassischen CD14"*CD16™- und
intermediiren CD14""CD16"-Monozyten im Menschen involviert sind [10-12]. Zunichst scheint eine
verstarkte Rekrutierung inflammatorischer Monozyten in Frauen nicht in das Bild einer reduzierten
Abszessausbildung zu passen. Allerdings zeigte sich nach Infektion weiblicher Mause mit E. histolytica
eine erhdhte IL-13-Expression inflammatorischer Ly6C"-Monozyten im Blut, und auch die
Makrophagen humaner weiblicher Blutspender synthetisierten nach Stimulation in vitro weniger
pro-inflammatorisches TNFa und verstarkt anti-inflammatorisches IL-10. Wie es in der Maus fiir die
Umpolarisierung von inflammatorischen Ly6C™-Monozyten zu Ly6C°-Monozyten gezeigt werden
konnte, kénnten auch die durch CCL2 und CCL3 in das Gewebe rekrutierten, inflammatorischen
humanen Monozyten aufgrund des scheinbar eher anti-inflammatorischen Zytokin-Milieus eine
Polarisierung zum regulatorischen M2-Phanotyp durchlaufen und somit der Abszessausbildung in der
Frau entgegenwirken. Demnach wiére, wie in der weiblichen Maus, auch in Frauen nicht der
urspriingliche Phanotyp sondern die Polarisierung der Monozyten aufgrund eines Th2-Zytokinmilieus
fir die Abszesskontrolle von entscheidender Bedeutung. In vorigen Arbeiten konnte allerdings
gezeigt werden, dass NKT-Zellen nach ihrer Aktivierung in weiblichen Ma&usen verstarkt
pro-inflammatorisches IFNy synthetisierten, wodurch die NO-Synthese in Makrophagen und somit
die Eliminierung von E. histolytica sowie eine schnellere Abszessausheilung induziert werden — ein
Effekt, der zudem durch Behandlung mit Testosteron vermindert wird [131]. Moglicherweise bewirkt
die verstarkte und frihe pro-inflammatorische NO-Synthese in weiblichen Tieren ein schnelles
Absterben des Parasiten. Bedingt durch die zudem beobachtete Tendenz zur M2-Polarisierung in
weiblichen Individuen kénnte im Anschluss zligig die Aktivierung regulatorischer Prozesse und somit
eine Gewebsregeneration induziert werden. In Mausen konnte diesbezliglich bereits eine Beteiligung
des durch Estradiol regulierten ApoAl an der Abszesskontrolle in weiblichen Tieren nachgewiesen
werden. Eine Stimulation humaner MDMs mannlicher und weiblicher Spender mit ApoA1l 16 Stunden
vor Aktivierung der Zellen mit verschiedenen Erreger-Antigenen bestatigte die Vermutung, dass das
Apolipoprotein die Abszesskontrolle auch in Frauen begiinstigt. Die Vorstimulation mit ApoAl
bewirkte sowohl in den MDMs weiblicher als auch mannlicher Blutspender eine reduzierte
Expression von TNFa sowie eine verstarkte Ausschittung von IL-10 im Vergleich zu Makrophagen, die
nicht mit ApoA1l vorstimuliert wurden. IL-10 induziert dabei im Menschen eine verstarkte Expression
von CD16 auf Monozyten [146], was auf eine Polarisierung der Zellen weg von ihrem
inflammatorischen Phanotyp (CD14) hin zu einer regulatorischen Funktion deutet. Zusitzlich konnte
in der Durchflusszytometrie nachgewiesen werden, dass ApoAl die Expression von CD206 auf
humanen Monozyten induziert. CD206 wird vor allem auf alternativ aktivierten Makrophagen
exprimiert und ist somit ein weiterer Marker flir die M2-Polarisierung [138, 139].

Zusammenfassend konnte in diesem Abschnitt gezeigt werden, dass Makrophagen aus Frauen nach
Aktivierung weniger TNFa und mehr IL-10 exprimierten, als die Makrophagen méannlicher Probanden.
ApoAl, dessen Expression unter anderem durch das weibliche Hormon Estradiol reguliert wird,
verstarkte ein Th2-Expressionsprofil in Makrophagen und induzierte die Differenzierung von
Monozyten zu CD206-positiven M2-Makrophagen. Somit lassen die Ergebnisse dieser Arbeit dhnliche
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Mechanismen vermuten, die in Frauen und weiblichen Mausen zur Abszesskontrolle nach Infektion
mit E. histolytica beitragen.

3.5 Zur Rolle des Koagulationsfaktors XII bei der Entstehung des

Amobenleberabszesses

Der durch negativ geladene Oberflachen aktivierte Koagulationsfaktor XII (FXIl) ist ein potenter
Aktivator der Fibrinsynthese und ist dariiber hinaus an pro-inflammatorischen Mechanismen beteiligt
[93]. Uber die FXll-abhingige Aktivierung von FXI induziert der Koagulationsfaktor die Bildung eines
Fibrinnetzwerkes [96-98]. Fibrin ist dabei neben Kollagen ein wichtiger Bestandteil der Strukturen
duBerer Abszessmembranen, die sich nach Infektion um einen Erreger bilden kénnen [99]. Die
Beteiligung von FXIl an pro-inflammatorischen Prozessen beruht auf dessen Aktivierung des
Gewebshormons Bradykinin, welches liber die Bindung an den Bradykinin 2 Rezeptor (B2R) die
Synthese von NO und die Rekrutierung von Monozyten durch residente Makrophagen induziert
[101]. Zu den FXll-aktivierenden Molekiilen zahlen unter anderem Polyphosphate (polyP), langkettige
Polymere aus Phosphat-Untereinheiten, die eine negativ geladene Oberflache aufweisen [94, 95] und
in allen pro- und eukaryotischen Zellen zu finden sind. Fir die apathogene Amdbenspezies
Dictyostelium discoideum konnte ein deutlicher Anstieg der Polyphosphatsynthese wahrend der
Entwicklungsphasen des Einzellers nachgewiesen werden [147]. Da es sich auch bei E. histolytica,
dem Erreger des Amobeneleberabszesses, um einen amoboiden Organismus handelt, war
anzunehmen, dass auch dieser Parasit in der Lage sein konnte vermehrt polyP zu synthetisieren und
FXII zu aktivieren.

Durch Kultivierung von E. histolytica Trophozoiten in Anwesenheit von Kollagen wurde die Fahigkeit
zur polyP-Synthese des amdboiden Parasiten in Zusammenarbeit mit Dr. Andy Long (Institut fdr
Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Dr. Thomas Renné,
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE)) untersucht. Es stellte sich heraus, dass in
Anwesenheit von Kollagen, wie es auch im Gewebe der Fall ware, die polyP-Synthese von
E. histolytica bereits in vitro um das 7-Fache erhoht war. Darliber hinaus konnte mittels
immunhistologischer Untersuchungen um die Trophozoiten herum ab Tag 3 nach Infektion vermehrt
FXIl im Lebergewebe nachgewiesen werden, was vermutlich durch die verstarkte polyP-Synthese
E. histolyticas zu begriinden ist. Um zu klaren, ob FXIl einen Einfluss auf die Abszessausbildung hat,
wurde diese in mannlichen FXII”- sowie in WT-Madusen, in denen FXII mittels des gegen den
Koagulationsfaktor gerichteten Antikorpers 3F7 depletiert wurde [92], im MRT analysiert. Da sowohl
der Knockout von FXII als auch dessen Depletion zu reduzierten Abszessvolumina fiihrte, konnte mit
FXIl ein weiterer wirtseigener Faktor identifiziert werden, welcher zur Abszessentstehung beitragt.
Durch die Unterstitzung der Synthese von Bradykinin und durch dessen Bindung an den zelluldren
Oberflachenrezeptor B2R kann FXIl pro-inflammatorische Signalkaskaden induzieren [100, 101]. Da
bereits gezeigt werden konnte, dass inflammatorische Faktoren wie TNFa und NO nach Infektion mit
E. histolytica im mannlichen Tier zur Abszessausbildung beitragen [35], bestiinde die Moglichkeit,
dass die zusatzliche Aktivierung pro-inflammatorischer Signalkaskaden durch FXIl diesen Prozess
weiter verstarken. Alternativ dazu kann FXIl Gber die Aktivierung von FXI die Synthese von Fibrin
forcieren. Da Fibrin einen wichtigen Bestandteil duerer Abszessmembranen darstellt und an der
Einkapselung der Trophozoiten auch tatsachlich beteiligt ist, schien auch dieser durch FXII
induzierbare Mechanismus fir die Abszessausbildung relevant. Im MRT konnte schlieBlich gezeigt
werden, dass der Knockout von FXI, nicht jedoch der des Rezeptors B2R, die Abszessvolumina
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reduzierte. Entgegen der Erwartung verstarkte der durch E. histolytica Polyphosphate aktivierte FXII
somit nicht die inflammatorischen Prozesse via FXI, sondern trug Uberwiegend zur Synthese des zur
Abkapslung des Erregers bendtigten Fibrins via B2R bei. Eine dhnliche Beteiligung von FXII an der
Pathologie konnte in einem Thrombose Modell nachgewiesen werden. Hier wurde gezeigt, dass FXII
konzentrationsabhangig, wie auch im Modell fir den Amd&benleberabszess, lber die Bildung
kompakter und dichter Fibrinstrukturen zur Pathologie der Erkrankung beitragen kann [93]. Romer et
al. zeigten zudem, dass eine erhohte Fibrinsynthese, bzw. ein reduzierterer Plasmin-vermittelter
Abbau von Fibrinstrukturen, eine verringerte Wundheilung zur Folge hat [148]. Im Amd&ben-
leberabszess konnte die erhohte Polyphosphatsynthese der E. histolytica Trophozoiten solch
pathologische Level der FXII-Aktivierung und somit eine dichtere Abszessstruktur bewirken, was eine
reduzierte Rekrutierung von Immunzellen in das abszesszierte Gewebe bedingen und so die
Abszessausheilung behindern konnte. Ebenso kénnte die verstarkte Fibrinsynthese eine Einkapselung
der Trophozoiten bewirken, was die Eliminierung des Parasiten durch Zellen des angeborenen
Immunsystems erschweren wiirde.

Der Abbau von Fibrinnetzwerken, die Fibrinolyse, wird unter anderem durch das Enzym Plasmin
katalysiert [149]. Weibliche, Plasmin-defiziente Mause die einer Ovarektomie unterzogen wurden,
zeigten eine reduzierte Regenerationsfahigkeit im Vergleich zu nicht-kastrierten, Plasmin-defizienten
weiblichen Mé&usen [150]. Grandas et al. konnten zeigen, dass Ostrogene die Expression
fibrinolytischer Proteine, wie das der Matrix Metalloproteinase MT1 (MT1-MMP) unterstiitzen [151,
152]. Dies kdonnte mit ein Grund dafir sein, weshalb weibliche Individuen die Abszessausbildung
besser kontrollieren kénnen, als mannliche: Ostrogene wiirden somit die Fibrinolyse unterstiitzen,
eine Abkapselung des Parasiten verhindern und damit die zelluldire Resolution des
Krankheitsprozesses beglinstigen. Dies zu untersuchen ware ein wichtiger Bestandteil zukinftiger
Forschungen.
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4. Material & Methoden

4.1 Material

4.1.1 Chemikalien

Tabelle 4.1.1: Verwendete Chemikalien

Material & Methoden

Antisedan® Orion Pharma

Brefeldin-A Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Cepetor® CP-Pharma

Fetales Kalberserum (FCS) PAA Laboratories GmbH
HPLC-Wasser Pierce

Isofluran Forene® 100% (v/v)

Abbott GmbH & Co. KG

Ketamin Inresa

Inresa Arzneimittel GmbH

L-Glutamin PAA Laboratories GmbH
MgCl, Promega
Penicillin Grinenthal GmbH

RPMI-1640 w/o L-Glutamin

PAA Laboratories GmbH

Streptomycin

Riemser Arzneimittel

Nicht gelistete Chemikalien wurden von Carl Roth, Merck oder Sigma-Aldrich Chemie GmbH bezogen.

4.1.2 Kits und Reagenzien

Tabelle 4.1.2: Verwendete Kits & Reagenzien

ApoAl, human

Academy Bio-medical Co.

Biocoll Biochrom

CD14 Magnetic Particles, anti-human BD Biosciences
DPBS w/o Calcium, w/o Magnesium, steril PAN Biotech
DCS SuperVision 2 Single Species HRP-Polymer Ratte DSC-diagnostics
ELISA-Kit CCL2 Biolegend
LEGENDplex™ bead-based immunoassay, customised Biolegend

Maxima® First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR

Thermo Scientific™

Maxima® SYBR Green qPCR Master Mix (2x)

Thermo Scientific™

M-CSF, human (recombinant)

Biolegend

Pan Monocyte Isolation Kit, human

Miltenyi Biotec (MACS)

Percoll

GE Healthcare

Perm/Wash-Puffer (10x) Biolegend

QlAamp DNA Mini Kit Qiagen

RNAlater Ambion
RNase-Free DNase Set Qiagen

RNeasy® Mini Kit Qiagen

TRIzol® Invitrogen

Vector® M.O.M.™ Immunodetection Kit Vector Laboratories
Ventana diagnostic systems Roche

Zombie UV™ Fixable Viability Kit Biolegend
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4.1.3 Gebrauchsmaterial

Tabelle 4.1.3: Verwendete Gebrauchsmaterialien

96-Well Platte, Polypropylen, V-bottom

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

EDTA Probenrdhren

KABE Labortechnik GmbH

FACS-Rohrchen

Sarstedt

High-Binding 96-Well ELISA-Mikrotiterplatte

Greiner bio-one

MACS Separation Columns LS

Miltenyi Biotec

Multivette® 600 Z-Gel

Sarstedt

Nunc™ Lab-Tek™ Il Chamber Slides™

Thermo Scientific™

ReaktionsgefaRRe, DNA-, DNase-, RNase-frei

Biozym Scientific

S-Monovette

Sarstedt

Tissue Culture Plates 6-Well Flat bottom

Sarstedt

Gebrauchsmaterialien des normalen Laborbedarfs wurden nicht separat aufgefihrt.

4.1.4 Gerite

Tabelle 4.1.4: Verwendete Gerdte

ClinScan 7 T MRT

Bruker Biospin GmbH

ELISA-Reader MRXI|

Dynex Technologies

Eppendorf BioPhotometer Eppendorf
Eppendorf Zentrifuge 5810R Eppendorf

FACS LSR I BD Biosciences
NanoZoomer 2.0-HT Digital slide scanner Hamamatsu
Nikon ECLIPSE TS100 Mikroskop Nikon

Nikon INTENSILIGHT C-HGFI Nikon
Rotor-Gene RG-3000 Corbett Research
Tecnai Spirit transmission electron microscope FEI

Geradte des normalen Laborbedarfs wurden nicht separat aufgefiihrt.

4.1.5 Software & Datenbanken

Fiir das Erstellen dieser Arbeit wurden folgende Softwares und Internetdatenbanken verwendet:

Tabelle 4.1.5: Verwendete Software und Internetdatenbanken

EndNote X4 Thomson Reuters
FACSDiva™ Becton Dickinson Biosciences
FlowJo 10.1 Treestar

MacVector 12.6

International Biotechnologies

Microsoft® Office 2010

Microsoft Corporation

Mouse Genome Informatics

http://www.informatics.jax.org

LEGENDplex™ Version 7.0
(Free analysis Software)

Biolegend

OsiriX Imaging Software DICOM Viewer
(Open Source Version 32-bit 5.6)

http://www.osirix-viewer.com

Primer 3

http://frodo.wi.mit.edu

Primer-BLAST

http://www.ncbi.him.nih.gov/tools/primer-blast/

PRISM® 6 for OSX

GraphPad

Rotor-Gene real time Analysis 6.0

Corbett Life Sciences
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4.1.6 Antikorper & rekombinante Molekiile

Tabelle 4.1.6: Verwendete Antikorper

Name Klon Konjugat Hersteller

Durchflusszytometrie

anti-human CD206 15-2 APC Biolegend
anti-human HLA-DR L243 AF700 Biolegend
anti-mouse Argl 658922 APC R&D Systems
anti-mouse CD11b M1/70 PerCP Biolegend
anti-mouse CD11c HL3 FITC BD Biosciences
anti-mouse CD127 A7R34 APC eBiosciences
anti-mouse CD3 17A2 FITC Biolegend
anti-mouse CD4 GK1 APC/Cy7 Biolegend
anti-mouse CD90.2 30-H12 Alexa Fluor® 700 Biolegend
anti-mouse F4/80 BMS8 PE Biolegend
anti-mouse IL-13 eBiol3A PE-Cy7 eBiosciences
anti-mouse Ly6C HK1.4 FITC Biolegend
anti-mouse Ly6G 1A8 APC Biolegend
anti-mouse Siglec-F E50-2440 PE-CF594 BD Biosciences
Isotyp 1gG,s (Argl) 658922 APC R&D Systems
Isotyp 1gG1 K (IL-13) eBRG1 PE-Cy7 eBiosciences
MACS

anti-human CD14 MdadP9 - BD Biosciences
Immunhistochemie

anti-mouse 7/4 (1:800) 7/4 - Cedarline
anti-mouse Argl (1:1000) 19/Arginase | - BD Biosciences
anti-mouse CD11b (1:4000) ab133357 - Abcam
anti-mouse F4/80 (1:3000) Cl:A3-1 - Serotec
anti-mouse FXII polyklonal - Sigma Aldrich
anti-mouse iNOS (1:50) ab15323 - Abcam
anti-mouse Ki-67 (1:50) cIlB56 - BD Biosciences

Immundepletion/Applikation

anti-1L-13-mAb 413-ML - R&D Systems
mouse riL-13 P600 - Biolegend
goat 1gG (IL-13) polyklonal - R&D Systems

4.1.7 Oligonukleotide

Wenn nicht anders angegeben, wurden die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide mit Hilfe
der Internetdatenbank Primer 3 und der Software Mac Vector entworfen. Die Synthese der
Oligonukleotide erfolgte durch MWG. Die Oligonukleotide wurden bei -20 °C gelagert. Die
Schmelztemperatur (Tm) der Oligonukleotidpaare wurde mittels Schmelzpunkt-Analyse in der gPCR
unter Verwendung des Maxima® SYBR Green qPCR Master Mix (2x) von Thermo Scientific ermittelt
und kann in individuellen gPCR-Laufen um bis zu 0,5 °C abweichen. Der Threshold der Primerpaare
wurde jeweils im ersten gPCR-Lauf festgelegt und in allen folgenden Laufen beibehalten.
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Tabelle 4.1.7: Sequenz, Schmelztemperatur (Tm), Threshold und anzunehmende ProduktgroRe der in der gPCR
eingesetzten Oligonukleotide

Name Sequenz Tm Threshold  ProduktgroRe

[5'-3'] °cl [bp]

Argl_for GGAGACCACAGTCTGGCAGTTGGAA

Argl_rev GAGCTGGTTGTCAGGGGAGTGTTGA 82,5 0,02212 116

CCL2_for TCTCTCTTCCTCCACCACCA

CCL2_rev CGTTAACTGCATCTGGCTGA 83,5 0,1126 107

CCL3_for ACACCCTGTTTCGCTGTAGG

CCL3_rev GATTCCTGGAAGGTGGTCAA 78, 0,03119 133

CCL4-1_for CCCACTTCCTGCTGTTTCTC

CCL4-1_rev GTCTGCCTCTTTTGGTCAGG 80,5 0,01553 124

CCL5-4_for CTGCTGCTTTGCCTACCTCT

CCL5-4_rev CCTTCGAGTGACAAACACGA 82 0,01208 109

CCL8-1_for ACGCTAGCCTTCACTCCAAA

CCL8-1_rev TATCTGGCCCAGTCAGCTTC 81 0,00866 144

CCR2-3_for ACACCCTGTTTCGCTGTAGG

CCR2-3_rev GATTCCTGGAAGGTGGTCAA 78, 0,03119 133

CX3CL1 for TGGGATTCGTGAGGTCATCT

CX3CL1_rev CGCGTTCTTCCATTTGTGTA 81 0,01487 4

CX5CR1_for ATCCAGTTCAGGGAAGGAGG

CX5CR1_rev AGACTGGGTGAGTGACTGGC 81 0,02163 90

EhActin_for TTAACTGAAAGAGGATATGCT

EhActin_rev TTCACTGCTTGATGCAGCTTTTTG 79,5 0,02731 106

EhCPA1_for TGCATCATCTGTTCAATTCC

EhCPA1_rev CAACACCATATCCACCAGCA 73,6 0,03014 98

Gapdh_for GGGTGTGAACCACGAGAAAT

Gapdh_rev CCTTCCACAATGCCAAAGTT 80,5 0,03879 128

ICAM1-1_for CTTCCAGCTACCATCCCAAA

ICAM1-1_rev CTTCAGAGGCAGGAAACAGG 82,5 0,03092 103

ICAM2-1_for ACTCCACAGACCCCACAGAC

ICAM2-1 rev CTCAAAGGCCTTCTCACCAG 80,5 0,04613 108

IL-4_for CCAAGGTGCTTCGCATATTT

IL-4_rev ATCGAAAAGCCCGAAAGAGT 76,7 0,0285 153

IL-4Ra_for TTAGTGTCAGTGTGGTGCGCTGTA

IL-4Ra_rev TCTCAGCCTCCAACAAGTCGGAAA 84,2 0,02624 198

IL-10_for CCAAGCCTTATCGGAAATGA

IL-10_rev TCTCACCCAGGGAATTCAAA 79,3 0,01615 153

IL-13-5_forl CCTGGCTCTTGCTTGCCTT

IL-13-5_rev1 GGTCTTGTGTGATGTTGCTCA 83,5 0,03055 116

IL-13Ral_for CCTTGCTTCTGTGGTAGTAGAG

IL-13Ral_rev AAAGGGCCAGGAGGAAATAC 79,7 0,02217 98

IL-13Ra2_for GGAAAGGAGGACAAAGAGGTC

IL-13Ra2_rev GATTTAGTGTGCTGAAAGCTCTACTC 747 0,04834 103

iNOS_for TGGTGGTGACAAGCACATTT

iNOS_rev AAGGCCAAACACAGCATACC 80 0,1392 119
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Name Sequenz Tm Threshold  ProduktgroRe

[5-3] [°cl [bp]

ITGAL-1_for CTATCACTGCCGAACAAGCA

ITGAL-1_rev AGCAGAGGCCACTGAGGTAA 83,7 0,04359 179

Nr4al-1_for ACACCGGAGAGTTTGACACC

Nrdal-1_rev CGAGGATGAGGAAGAAGACG 83,5 0,05801 104

RPS9_for CCGCCTTGTCTCTCTTTGTC

RPS9_rev CCGGAGTCCATACTCTCCAA 86 0,03058 177

TGFB1-3_for TGGAGCAACATGTGGAACTC

TGFB1-3_rev CGTCAAAAGACAGCCACTCA 80,5 0,01208 108

TGFB2-2_for ACACACACACACCCAGCAGT

TGFB2-2_rev CTTCGGGTGAGACCACAAAT 82,5 0,01201 159

[153]

4.1.8 Medium & Zusitze

TY-I-SS-Medium (TY-Medium) [154] RPMI-Medium (komplett human)
80 g Trypticase Pepton 500 mL RPMI-1640

40 g Hefeextrakt 50 mL FCS

40 g Glucose 5 mL L-Glutamin

8 g NaCl 5 mL Pen/Strep

4 g K,HPO,

2.4 g KH,PO,

4 g L-Cystein

0,8 g Ascorbinsaure
91,2 mg Fe-Ammoniumcitrat

Die Bestandteile des E. histolytica-Kulturmediums TY-I-SS wurden in 4350 mL Aqua bidest geldst und
der pH-Wert mit 5 M NaOH auf 6,8 eingestellt. Das Medium wurde anschlieRend fir 30 min im
Dampfdruckkochtopf autoklaviert.

4.1.9 Puffer & Losungen

Citratpuffer (Histologie) ELISA-Substratlésung
4,2 g Citrat 200 pL TMB-Stammlosung
add. 2 L Aqua tridest, pH 6,0 1,2 uL H,0,

12 mL ELISA-Substratpuffer
ELISA-Substratpuffer

0,1 M Phosphat (pH 5,5) ELISA-TMB-Stammlosung
15,6 g NaH,PO,xH,0 30 mg Tetramethylbenzidin (TMB)
in 500 mL I6sen 5 mL DMSO

add. 1 L Aqua bidest, pH 5,5
FACS-Puffer

Erythrozyten-Lyse-Puffer 1L1xPBS
10% 0,1 M Tris HCI (pH 7,5) 1% FCS
90% 0,16 M NH,CI 0,1% Natriumazid (NaNs)
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MACS-Separations-Puffer 10x NaPBS

200 mL 1x PBS, pH 7,2 (Ca*'/Mg** frei) 23,86 g Na,HPO,x2H,0 (67mM)
1 g BSA (0,5%) 10,28 g NaH,PO,x2H,0 (33mM)
800 pL 0,5 M EDTA (2mM) 163,6 g NaCl (1,4 M)

add. 2 L Aqua bidest, pH 6,8
20x PBS (Caz+ und Mg.- frei)

8 g KClI TE-Puffer (Histologie)
8 g KH,HPO, 7,88 g Tris-HCL

46 g Na,HPO, 1,86 g EDTA

320 g NaCl pH 8,0

add. 2 L Aqua bidest add. 50 mL Aqua bidest

4.1.10 Entamoeba histolytica & Gewinnung von solube amebic antigen (SAA)
Die Systematik von E. histolytica lautet wie folgt: Domane Eukaryota, Stamm Amoebozoa, Klasse
Entamoebidea, Gattung Entamoeba, Art Entamoeba histolytica (SCHAUDINN, 1903).

In dieser Arbeit wurde mit dem pathogenen E. histolytica-Stamm HM-1:IMSS gearbeitet, welcher
1964 aus einem an Amobenkolitis erkrankten Patienten isoliert wurde. Mittlerweile existieren
verschiedene Zelllinien dieses Stammes [155], welche dauerhaft in axenischer, mikroaerophiler
Kultur ohne Wirtspassage gehalten werden. In dieser Arbeit wurde sowohl mit dem apathogenen
Klon Al aus der Zelllinie HM-1:ISS-A, als auch mit dem pathogenen Klon B2 aus der Zelllinie
HM-1:1SS-B gearbeitet. Letzterer zeichnet sich durch eine besonders stabile Induktion des Amdben-
leberabszesses im Mausmodell der Erkrankung aus, weshalb in dieser Arbeit ausschliel3lich Klon B2
fiir die Infektion der Tiere verwendet wurde.

Zur Herstellung von soluble amebic antigens (SAA) aus E. histolytica Trophozoiten der Klone Al oder
B2 fiir die Stimulation in der Zellkultur wurden 1 x 10° Trophozoiten tber 24 Stunden in einer 75 mL
Kulturflasche kultiviert. Durch Inkubation auf Eis fiir 5 min wurden die adharenten Trophozoiten in
steriler Atmosphdre geldst. Nach anschlieBender Sedimentation bei 430 x g und 4 °C fir 5 min
wurden die Zellen dreimalig mit Natrium-PBS (NaPBS) gewaschen, der Uberstand verworfen und das
Amobenpellet abschlieRend im Residualvolumen geldst. Die Lyse der Trophozoiten wurde durch
dreimaliges Einfrieren und Auftauen in CO,/Ethanol forciert. Es folgte eine finale Zentrifugation bei
9000 x g und 4 °C fiir 10 min. Der das SAA-enthaltende Uberstand wurde abgenommen und in ein
steriles 1,5 mL-Reaktionsgefal} Gberflihrt. Nach dem Schockgefrieren des Amoében-Extrakts mittels
flissigen Stickstoffs wurde dieses bei -80 °C gelagert.

4.1.11 Mause

Die Systematik der Hausmaus lautet wie folgt: Domane Eukaryota, Stamm Chordata, Klasse
Mammalia, Ordnung Rodentia, Uberfamilie Muroidae, Familie Muridae, Unterfamilie Murinae,
Gattung Mus (Mause), Art Mus Musculus (LINNAEUS, 1758).

Die in dieser Arbeit durchgefihrten Tierversuche wurden im Rahmen des Sonderforschungsprojektes
841 (,Leberentziindung: Infektion, Immunregulation und Konsequenzen”) durchgefiihrt und unter
den Voraussetzungen nach §8 des Tierschutzgesetzes Deutschland durch die Behoérde fir
Gesundheit und Verbraucherschutz Hamburg genehmigt (23/09; 46/13). Folgende Mausstamme,
basierend auf dem Hintergrund der C57BL/6-M&use, wurden verwendet:
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Tabelle 4.1.11: Verwendete Mausstamme

Mausstamm Bezogen von Phanotyp
C57BL/6J (WT) Hauszucht BNITM Wildtyp
ApoA1l-Knockout Hauszucht BNITM Fehlen des Gens des Apolipoproteins Al
B2R-Knockout Thomas Renné, UKE Fehlen des Gens fiir den Bradykinin B2
Rezeptor
CCR2-Knockout Daniel Engels, Universitat Fehlen des Gens des Chemokinrezeptors
Bonn CCR2, Ly6C"-Monozyten verbleiben im
Knochenmark
FXI-Knockout Thomas Renné, UKE Fehlen des Gens fiir Koagulationsfaktor XI
FXII-Knockout Thomas Renné, UKE Fehlen des Gens fiir Koagulationsfaktor XII
IL-13tg Universitat Kiel Kontinuierliche Uberexpression von IL-13
IL-23p19-Knockout Christoph Hoélscher, Fehlen des Gens der IL-23p19-Untereinheit
FZ Borstel und somit des Zytokins IL-23

4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Isolierung der Gesamt-RNA aus murinem Lebergewebe

Zur Isolierung der Gesamt-RNA aus murinem Lebergewebe wurde der groRe Leberlappen (lobus
lateralis sinister) einer Maus entnommen, in sechs Teile geteilt und jeweils zwei Leberstiicke in 1 mL
RNA/ater in einem 1,5 mL-Reaktionsgefald auf Eis gegeben. Nach Inkubation des Gewebes bei 4 °C
Uber Nacht in RNA/ater wurden die Leberstiicke mit Hilfe einer sterilen Pinzette aus dem
ReaktionsgefaR enthommen und in 500 pL Trizol® in einem 1,5 mL-Safe-Lock-Reaktionsgefal} (iber-
fahrt. Es folgte eine Homogenisierung des Gewebes durch handisches Morsern. Nach Zugabe von
weiteren 500 pL Trizol® wurde das homogenisierte Lebergewebe durch Zentrifugation bei 16.000 x g
und 4 °C fur 10 min sedimentiert. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 mL-Safe-Lock-
ReaktionsgefalRR tberfihrt, mit 200 uL kaltem (4 °C) Chlorophorm versetzt und fiir 30 sek kraftig
geschittelt. Nach 3-mintiger Inkubation bei RT wurde das Gemisch erneut zentrifugiert (15 min,
4°C, 16.000 x g), der Uberstand in ein neues 1,5 mlL-Safe-Lock-ReaktionsgefaR uberfiihrt, an-
schlielend mit 500 pL Isopropanol versetzt und das Gemisch kraftig geschittelt. Nach 10-minitiger
Inkubation bei -80 °C wurde die RNA bei 16.000 x g und 4 °C fir 15 min pelletiert und zwei Mal mit
jeweils 1 mL 75% Ethanol gewaschen (je 5 min, 4 °C, 13.000 x g). Der Uberstand wurde sorgfiltig
abgenommen und verworfen und das Pellet fiir 10 min bei RT an der Luft getrocknet. Zum Lésen des
Pellets wurde dieses mit 200 uL RNase-freien Wassers versetzt und bei 56 °C unter stdndigem
Schitteln resuspendiert. Die isolierte RNA wurde bei -80 °C gelagert oder sofort weiterverarbeitet.

Die Aufreinigung der RNA erfolgte durch Zuhilfenahme des RNeasy® Mini Kits (QIAGEN), welches
zeitgleich fur die Durchfiihrung eines DNase-Verdaus auf der Sdule verwendet wurde. Dabei wurden
je 100 uL der mittels Trizol®/Chloroform-Aufreinigung isolierten RNA pro Siule eingesetzt und
entsprechend der Angaben des Herstellers verfahren. Das Eluieren der RNA von der Saule erfolgte
durch zweimalige Zugabe von 50 pL RNase-freien Wassers. Der Erfolg des auf der Saule
durchgefiihrten DNase-Verdaus wurde mittels gPCR gepriift. Gegebenenfalls wurde ein weiterer
DNase-Verdau im ReaktionsgefdalS nach Protokoll des Herstellers (QIAGEN) durchgefihrt. Die
Ausbeute und Reinheit der RNA wurde bei 260 und 280 nm am Photometer ermittelt, die Lagerung
erfolgte bei -80 °C.
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4.2.2 Reverse TransKkription

Zur cDNA-Synthese wurde das Kit Maxima® First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR (Thermo
Scientific) verwendet. Nach Angaben des Herstellers wurde 1 pg RNA fiir die Reaktion eingesetzt. Die
Amplifikation erfolgte bei 50 °C fir 30 min und wurde durch Inaktivierung des Enzyms bei 85 °C
(5 min) gestoppt. Die synthetisierte cDNA wurde fiir maximal zwei Wochen bei -20 °C gelagert.

4.2.3 Quantitative Realtime-PCR (qPCR)

Die quantitative Realtime-PCR (gPCR) ermoglich sowohl die Vervielfidltigung als auch die
Quantifizierung eines Amplifikats. In dieser Arbeit wurde hierfir der Fluoreszenzfarbstoff
SYBR®Green | verwendet, welcher in doppelstrangige DNA interkaliert und dadurch eine Quanti-
fizierung des Produkts bereits wahrend der Amplifikation ermoglicht. Dabei steigt die Lichtemission
des Farbstoffs proportional zur Menge der amplifizierten cDNA an.

Die gPCR wurde mittels RotorGene 3000 (Corbett Life Science) in einem 10 pL-Ansatz mit Maxima®
SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Scientific) und einer Primer-Endkonzentration von 0,3 uM
sowie 1 pL cDNA (50 ng) durchgefiihrt. Um mégliche Ungenauigkeiten beim Uberfiihren der cDNA
auszuschlielen und zu relativieren, wurde mit Doppelansatzen gearbeitet.

In den ersten sechs von insgesamt 45 Amplifikations-Zyklen erfolgte eine schrittweise Verringerung
der Annealing-Temperatur von 64 °C auf finale 58 °C um jeweils 1 °C (touch-down), was eine erhohte
Spezifitdat der Amplifikation bedingt. Die Auswertung der Fluoreszenzmessungen erfolgte mit Hilfe
der Software Rotor-Gene real time Analysis 6.0 und ausschlieBlich mit den Werten, die in der
exponentiellen Phase der gPCR gewonnen wurden, da nur in dieser Phase der sogenannte Threshold
der Fluoreszenzstarke liberschritten wird und optimale Reaktionsbedingungen gegeben sind. Durch
die wahrend der Reaktion durchgefiihrte Schmelzpunktanalyse ergibt sich fir jedes Oligo-
nukleotidpaar ein spezifischer Schmelzpunkt. Nur Produkte, die den fiir das Amplifikat spezifischen
Schmelzpunkt aufwiesen (s. Tab. 4.1.6), wurden fir die weitere Analyse der Ergebnisse verwendet.

Tabelle 4.2.3: Reaktionsschritte der gPCR

Phase Temperatur Dauer
Aktivierung der Polymerase 95 °C 10 min
45 Zyklen
Schmelzen 94 °C 30 sek
,'L\nne‘almg (in de;n ersten 6 Zyklen 64— 58 °C
jeweils abzgl. 1 °C pro Zyklus) 40 sek
Schmelzen 95 °C 30 sek
Schmelzen 95 °C 1 min
Schmelzkurvenbestimmung
Schmelzen 67 °C 1 min

67 -95°C 8 sek/Schritt

Abkihlen 40 °C 20 sek
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Fir die Auswertung der gPCR wurde der Cycle of threshold (Ct) herangezogen. Dieser wird in der
exponentiellen Phase der Amplifikation bestimmt und entspricht dem Zyklus, bei welchem die
Emission einer Probe die des Hintergrunds Ubersteigt. Wurde der Ct fiir ein Oligonukleotidpaar
einmal bestimmt, so wurde dieser Wert in allen folgenden gPCR-Ldufen beibehalten (Tab. 2.1.6). Die
Normalisierung der jeweiligen cDNA-Konzentration eines Zielgens erfolgte mit Hilfe der in der Maus
konstitutiv exprimierten Haushaltsgene rps9 und gapdh und wurde wie folgt berechnet:

CtReferenzgen - CtZieIgen = ACt

Die relative Expression des Zielgens im Bezug zu den Referenzgenen wurde zunachst fir jedes
Referenzgen einzeln wie folgt ermittelt [156]:

Rel. EXpressionyieigen = 2°*

Die Ergebnisse wurden schlielich ohne Angabe eines Fehlers gemittelt. Flir die Berechnung wurde
eine Amplifikationseffizienz von 2 (100%) angenommen, da kein Vergleich zwischen den Produkten
verschiedener Oligonukleotidpaare, sondern immer nur ein Vergleich zwischen den Produkten der-
selben Oligonukleotidpaare vorgenommen wurde und fiir jeden Lauf mit denselben Reagenzien die
gleiche Effizienz angenommen werden kann.

4.3 Biochemische Methoden

4.3.1 CCL2-ELISA

Der enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) diente der Quantifizierung von Protein-
konzentrationen mit Hilfe spezifischer Antikdrper z.B. in Zellkulturiiberstanden oder im Blutserum. In
dieser Arbeit wurde hierzu zunachst ein gegen CCL2 gerichteter Antikérper (capture Antikorper)
1:200 mit 1Ix Coating Buffer A verdinnt und auf der Polystyrol-Oberflaiche einer Maxi-Sorb
Mikrotiterplatte Uber Nacht bei 4°C immobilisiert. Nicht-gebundene Antikérper wurden
anschlieBRend durch viermaliges Waschen mit 0.05 % Tween in PBS entfernt. Das Blockieren
unspezifischer Bindestellen erfolgte durch eine einstiindige Inkubation mit PBS/BSA bei RT. Nach
viermaligem Waschen mit PBS/0,05 % Tween wurden die Zellliberstande/das Blutserum in einer 1:20
Verdiinnung mit 1x Assay Diluent A auf die vorbehandelte Platte gegeben und tber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Im Anschluss an viermaliges Waschen mit PBS/0,05 % Tween erfolgte eine Inkubation mit
einem fiir das Zielprotein CCL2 spezifischen Biotin-konjugierten Antikérper (Detektions-Antikorper;
1:200 in 1x Assay Diluent A) fir eine Stunde bei RT auf dem Schittler. Es wurde erneut 4 Mal mit
PBS/0,05 % Tween gewaschen, danach erfolgte eine Inkubation mit Meerrettich-Peroxidase-
gekoppeltem (HRP, horseradish peroxidase) Streptavidin (1:1000 in 1x Assay Diluent A) welches
wahrend einer 30-mindtigen Inkubation bei RT auf dem Schittler an das Biotin des Detektions-
Antikorpers bindet. Nach finf weiteren Waschschritten mit PBS/0,05 % Tween wurde TMB-haltige
Substratlosung hinzugegeben. Der Umsatz des Substrates mittels HRP fihrte zu einem Farbumschlag
in Abhangigkeit der Menge des gebundenen Sekundarantikérpers. Durch Zugabe von 2 M H,SO,
wurde die Reaktion gestoppt und die photometrischer Messung am ELISA-Reader MRXII, Dynex
Technologies bei einer optischen Dichte von 450 und 570 gemessen und quantifiziert. Das Chemokin
CCL2 wurde in dieser Arbeit mittels ELISA Kits von R&D Systems entsprechend der Angaben des
Herstellers nachgewiesen und die Zellliberstande in Triplikaten analysiert.

67



Material & Methoden

4.3.2 Bead-basierter Inmunoassay (LEGENDplex™)

Der in dieser Arbeit verwendete Bead-basierte Immunoassay der Firma Biolegend beruht auf den
grundlegenden Prinzipien eines Sandwich-ELISAs, wie in Abschnitt 4.3.1 beschrieben, jedoch kénnen
mit dieser Methode die Konzentrationen mehrerer Analyte in nur einer Probe zur selben Zeit
qguantifiziert werden. Dies gelingt durch den Einsatz von Beads unterschiedlicher Grofse, welche eine
APC-Eigenfluoreszenz aufweisen und jeweils mit einem spezifischen Antikdrper gegen das Protein
von Interesse gekoppelt werden kdnnen (Capture Beads). So wird gewahrleistet, dass in einem
Gemisch gleich mehrere verschiedene Analyte von spezifischen Beads gebunden werden kénnen. Mit
Hilfe fluoreszierender PE-gekoppelter Detection-Antibodies wird anschlieBend die Messung der
Analyte am Durchflusszytometer ermdglicht. Die abschlieRende Quantifizierung erfolgt mittels der
Software LEGENDplex™ Version 7.0 unter Verwendung einer Standardkurve. Dabei wurde fiir jede
Analyt-spezifische Bead-Population mit Hilfe des vom Hersteller mitgelieferten Standard-Cocktails
eine eigene Standardkurve bis 10.000 pg/mL erstellt.

Zur Durchfiihrung des LEGENDplex™ wurden in die Vertiefungen einer 96-Well-Polypropylen-
Mikrotiterplatte 6,25 pL Assay-Puffer vorgelegt und anschlieBend die Probe (Zellkulturiberstand
oder Blutserum) hinzugegeben. Nach Zugabe der Analyt-spezifischen Capture-Beads sowie der
biotinylierten Detection-Antibodies erfolgte eine lichtgeschiitzte Inkubation des Gemischs tiber Nacht
bei 4 °C unter standigem starkem Schiitteln. Am Folgetag wurde PE gekoppeltes Streptavidin (SA-PE)
beigefligt, welches wahrend einer 30-miniitigen lichtgeschiitzten Inkubation bei RT unter standigem
Schiitteln an die Detection-Antibodies im Gemisch bindet. Im Anschluss erfolgte eine Zentrifugation
der verwendeten Mikrotiterplatte fiir 5 min bei 1000 x g und RT. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgenommen und verworfen und die Beads in 150 pL Wasch-Puffer geldst. Nach einem weiteren
Waschschritt wurden die Beads sowie die gebundenen Analyte nach Angaben des Herstellers am
Durchflusszytometer LSRII vermessen.

In dieser Arbeit wurde im Falle von Zellkulturiiberstinden mit %-Volumen (je 6,25 uL) der
Herstellervorgaben gearbeitet, im Falle von Blutserum mit % Ansatz. Weiterhin wurden die Proben in
Doppelansatzen analysiert, wobei Non-Responder von der Auswertung ausgeschlossen wurden.

4.3.3 Histologie & Immunhistochemie

Sowohl die Histologie als auch die Immunhistochemie dienen dem mikroskopischen Nachweis
verschiedener Zelltypen in Gewebeschnitten, nutzen hierfiir jedoch verschiedene Hilfsmittel. So
werden bei der Histologie lediglich Farbel6sungen verwendet, wahrend bei der Immunhistochemie
Antikorper, die mit Fluoreszenzfarbstoffen, Enzymen oder partikularem Material wie Goldpartikeln
oder auch radioaktiven Isotopen gekoppelt sind, genutzt werden. In dieser Arbeit wurden Gewebe-
schnitte murinen Lebergewebes erstellt. Hierfiir wurde der groRe Leberlappen infizierten und nicht
infizierter Mause entnommen und fir mind. 24 Stunden in 4% Formaldehydldsung bei RT
konserviert. In Kooperation mit Anke Kuhfuss und Birgit Raschdorff (Abteilung Pathologie von Prof.
Dr. Racz, Bernhard-Nocht-Instituts fiir Tropenmedizin (BNITM) Hamburg) sowie Claudia Marggraff
(Abteilung Molekulare Parasitologie von Prof. Dr. Tannich, BNITM) wurde das Gewebe in Paraffin
eingebettet und nach Aushartung als Schnitte von 0,2 um Schichtdicke auf Objekttragern fixiert. Um
verschiedene Zellpopulationen in einer Gewebeprobe nachweisen zu kénnen, wurden aufeinander-
folgende Schnitte mit verschiedenen histologischen und immunhistochemischen Verfahren
behandelt. Zur allgemeinen Darstellung einzelner Zellen im Gewebe wurde zunachst die
Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H&E) durchgefiihrt, durch welche Zellplasma rotlich und der Zellkern
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blau-violett erscheinen. E. histolytica Trophozoiten erscheinen in dieser Farbung weiR. Um diese
spezifisch anzufarben, wurde die sogenannte E. his-Farbung angewandt. Bei dieser handelt es sich
um ein immunhistochemisches Verfahren, bei dem zur Visualisierung der Trophozoiten ein
Kaninchenserum als Primarantikorper verwendet wird, welches gegen verschiedene Proteine von
E. histolytica gerichtet ist (170-kD Lektin; surface protein (P) 1; superoxide dismutase surface;
Verdinnung 1:30000) (zur Verfligung gestellt von Iris Bruchhaus und Egbert Tannich, Abteilung
Molekulare Parasitologie, BNITM). Weiterhin wurde zum Nachweis von Neutrophilen Granulozyten
(Neutrophilen) und Monozyten ein gegen das Oberflichenprotein 7/4 gerichteter Primarantikorper
eingesetzt (a-7/4; Klon 7/4; Cedarlane; Verdiinnung 1:1000). Zur Visualisierung von Makrophagen
wurde ein Primarantikérper verwendet, welcher gegen das Makrophagen-spezifische Oberflachen-
protein F4/80 gerichtet ist (a-F4/80; Klon Cl:A3-1; Serotec; Verdiinnung 1:3000). Beide Antikdrper
wurden mit Hilfe eines horseradish Peroxidase (HRP)-gekoppelten Sekundarantikérpers (DSC) und
der Entwicklung mit dem Substrat 3,3’-Diaminobenzidin (DAB) (40 uL DAB Konzentrat in 100 uL DAB
Substratpuffer) visualisiert, wobei eine mikroskopisch detektierbare braunliche Farbung entsteht. Fir
die Detektion von Argl im Gewebe wurde ein gegen das Apolipoprotein gerichteter Antikérper
verwendet (a-Argl) und mit Hilfe des Vector® M.O.M.™ Immunodetection Kits von Vector
Laboratories fir die Analyse am Mikroskop visualisiert.

Die Farbung von iNOS und CD11b erfolgte in Kooperation mit der Pathologie des Universitats-
klinikums Hamburg-Eppendorf (UKE). Die Visualisierung von iNOS wurde dabei mit Hilfe des
polyklonalen a-iNOS-Antikérpers (Abcam; Verdinnung 1:50) und CD11b mittels des monoklonalen
a-CD11b-Antikorpers [EPR 1344] (Abcam; ab133357; Verdiinnung 1:4000) sowie unter Verwendung
des Ventana diagnostic systems (Roche) erreicht. Die Farbung von Ki-67 erfolgte in Kooperation mit
Penelope Pelczar aus der medizinischen Klinik und Poliklinik des UKEs. Hierbei wurde der gegen Ki-67
gerichtete monoklonale Maus anti-human Antikérper B56 verwendet (BD Biosciences; Verdiinnung
1:50) und mittels eines HRP-Sekundarantikdrpers und dessen Substrat DAB sichtbar gemacht. Die
Visualisierung von FXII erfolgte in Kooperation mit Dr. Andy Long vom Institut fiir Klinische Chemie
und Laboratoriumsmedizin des UKEs. Die Detektion von FXIl wurde dabei U{ber einen
o-FXII-Antikorper (Abcam) erreicht und ebenfalls durch HRP-DAB-Reaktion fiir die Mikroskopie
visualisiert.

4.3.4 Elektronenmikroskopie

Um die durch E. histolytica-Trophozoiten synthetisierten Polyphosphate (polyP) in der
Elektronenmikroskopie (EM) sichtbar zu machen, wurde der Parasit zunachst Uber Nacht auf
Glass-Chamber-Slides bei 37 °C bis zu einer Konfluenz von 70 — 80% kultiviert. Anschliefend erfolgte
die Behandlung der Trophozoiten mit Typ | Kollagen und Ca®" fir 4 Stunden bei 37 °C, um die
polyP-Synthese im Parasiten zu stimulieren. Es folgte ein Waschschritt durch vorsichtiges Ab-
pipettieren des Uberstandes, Zugabe von PBS und erneuter vorsichtiger Abnahme des Uberstandes.
Zum Fixieren der Zellen wurden diese fir 15 min mit 4% Paraformaldehyd in PBS bei RT inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen erfolgte die Permeabilisierung der Zellen mittels 0,05% Saponin in PBS
fir 30 min. Auf eine 30-minitige Inkubation mit Blockier-Losung (2% FCS in PBS) folgten ein
Waschschritt sowie eine einstlindige Inkubation mit dem gegen polyP gerichteten Antikdrper
polyphosphate binding domain (PPBD; PPXA12; 100 pg/mL) bei 37 °C. Dieser kann aufgrund seines
His-Tags mit einem anti-His-Tag-Immunogold-Antikérper in der Elektronenmikroskopie sichtbar
gemacht werden. Die weitere Verarbeitung der Praparate erfolgte durch Katharina Hohn, Leiterin der
Elektronenmikroskopie des BNITMs, und beinhaltete die Dehydrierung in einer aufsteigenden
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Ethanol-Reihe mit anschlieBender Einbettung in epoxy resin (Epon). Mit Hilfe des Ultracut
E Ultramicrotomes (Reichert) wurden ultradiinne Schnitte angefertigt, welche schlieRlich in einem
Tecnai Spirit transmission electron microscope bei 80 kV begutachtet wurden.

4.4 Zellbiologische Methoden

4.4.1 Kultivierung von E. histolytica

Die Kultivierung von E. histolytica Trophozoiten wurde durch Dr. Jenny Matthiesen und Corinna
Lender durchgefiihrt und erfolgte in komplettiertem TY-I-SS-Medium in 70 mL- oder 250 mL-
Kulturflaschen bei 37 °C unter axenischen, mikroaerophilen Bedingungen. In regelmaRigen
Abstianden wurden die adhdrenten Trophozoiten durch Inkubation auf Eis von der Kulturflasche
abgel6st, 4 — 10 % der Zellsuspension in eine neue Kulturflasche Gberfiihrt und diese mit frischem
komplettiertem TY-I-SS-Medium aufgefiillt.

4.4.2 Isolierung von Leukozyten aus murinem Gewebe
Zur Analyse verschiedener Leukozyten-Populationen wurden diese aus murinem Blut oder Leber-
gewebe isoliert.

4.4.2.1 Isolierung von Leukozyten aus murinem Blut

Zur Untersuchung der Ly6C"- und Ly6C"°-Monozyten im Blut von mannlichen und weiblichen WT- und
ApoAl”-Miusen mittels Durchflusszytometrie wurden wenige Tropfen peripheren Blutes in
EDTA-ROhrchen entnommen. Nach anschlieffender 2 — 3-minliitiger Inkubation mit 2 mL auf 37 °C
vorgewdrmtem Erylyse-Puffer wurden die Zellen bei 300 x g und 4 °C fiir 8 min in PBS sedimentiert.
Zur Analyse der Zellen mittels Durchflusszytometrie siehe Abschnitt 4.4.7 und 4.4.8.

4.4.2.2 Isolierung von Leukozyten aus murinem Lebergewebe

Zur Isolierung der Leukozyten aus murinem Lebergewebe wurde zunadchst der grofSe Leberlappen
eines infizierten oder nicht infizierten Tieres mit 10 mL eiskaltem PBS perfundiert, entnommen und
bis zur Weiterverarbeitung in kaltem PBS gelagert. Das Gewebe wurde im Anschluss mit 10 mL PBS
und einem flachen Méorser durch ein 70 um Sieb in ein 50 mL Falcon gerieben. Nach einem
Waschschritt bei 300 x g und 4 °C fiir 8 min wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in
5 mL 80 % Percoll in RPMI resuspendiert. Das Gemisch wurde in ein 15 mL Falcon Gberfiihrt und mit
5mL 40 % Percoll in RPMI vorsichtig Uberschichtet. Die Auftrennung der Zellen im Percoll-
Dichtegradienten erfolgte durch Zentrifugation ohne Bremse bei 1250 x g und 21 °C fiir 25 min. Die
obere Schicht des Gradienten wurde abgenommen und verworfen. Die Interphase, welche sowohl
Lymphozyten als auch Erythrozyten enthielt, wurde grol3zligig aufgenommen, in ein neues 15 mL
Falcon Gberfiihrt und zweimal mit 10 mL PBS gewaschen. Im Anschluss wurde das Zellpellet mit 1 mL
Erylysepuffer versetzt, das Gemisch fir eine Minute bei RT inkubiert und sofort mit 10 mL PBS
versetzt und gewaschen. Wenn notig, erfolgte eine zweite Erylyse mit derselben Vorgehensweise.
Das weitestgehend Erythrozyten-freie Zellpellet wurde abschlieRend in 1 mL PBS resuspendiert und
die Zellen entsprechend der Abschnitte 4.4.7 und 4.4.8 fiir die Analyse mittels Durchflusszytometrie
weiterfiihrend behandelt.
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4.4.3 Isolierung humaner Zellen aus peripherem Blut
Fiir die Stimulation und Analyse humaner Zellen in vitro erfolgte die Isolation verschiedener Zell-
populationen aus humanem peripherem Blut.

4.4.3.1 Isolierung humaner PBMCs aus peripherem Vollblut

Die Entnahme peripheren Blutes humaner mannlicher und weiblicher Blutspender in Heparin-
Réhrchen erfolgte durch Dr. Egbert Tannich (BNITM). Jeweils 15 mL Blut wurden im Anschluss in
einer sterilen Atmosphare mit 15 mL DPBS in einem 50 mL Falcon vermengt. In einem weiteren
50 mL Falcon vorgelegtes Biocoll (15 mL) wurde anschlieRend mit dem Blut/DPBS-Gemisch
Uberschichtet. Es folgte eine Zentrifugation bei 430 x g und 21 °C fir 30 min ohne Bremse, um eine
gute Auftrennung der Zellen im Dichtegradienten zu erreichen. Die obere gelbliche Plasmaphase
wurde bis auf ca. 2 cm oberhalb der Interphase abgenommen und verworfen. Die Leukozyten- und
Thrombozyten-haltige Interphase wurde abgenommen (ca. 15 mL). Dabei wurden je zwei Fraktionen
gepoolt, in ein neues 50 mL Falcon UGberfiihrt und mit DPBS versetzt. Nach einer Zentrifugation bei
300 x g und 4 °C fiir 20 min wurde der Uberstand verworfen. Dabei wurde das Falcon im Anschluss in
einer waagerechten Position gehalten, das Thrombozyten-haltige Residualvolumen abpipettiert und
ebenfalls verworfen. Die Zellpellets wurden jeweils in 1 mL DPBS resuspendiert, in einem 50 mL
Falcon gepoolt und erneut in DPBS gewaschen. Die gewonnenen PBMCs wurden im Anschluss zur
Isolation von Gesamt- oder CD14'-Monozyten verwendet (s. 4.4.3.2 und 4.4.3.3).

4.4.3.2 Isolierung der Gesamt-Monozyten aus humanen PBMCs

Zur Isolierung der Gesamt-Monozyten aus humanen PBMCs wurde eine Negativselektion der Zellen
mit Hilfe des Pan-monocytes-Kits (Miltenyi) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Dabei
wurden die PBMCs zunachst durch ein mit MACS-Puffer angefeuchtetes 30 um Nylonsieb gefiltert
und der Durchfluss bei 300 x g und 21 °C fir 10 min zentrifugiert. Pro 1 x 10’ Zellen wurden 30 pL
MACS-Puffer, 10 uL FcR blockin reagent und 10 uL Biotin-Antibody hinzugegeben, das Pellet
resuspendiert und das Gemisch gut gevortext. Nach einer Inkubation bei 4 °C flir 5 min wurden pro
1 x 10’ Zellen erneut 30 pL MACS-Puffer sowie 20 pL Anti-Biotin hinzugefiigt. Das Gemisch wurde gut
gevortext und fir 10 min bei 4 °C inkubiert. Eine der Zellzahl entsprechende Anzahl LS-Sdulen wurde
an einem Magneten befestigt und die Saulen jeweils mit 3 mL MACS-Puffer gewaschen. Im Anschluss
wurde die Probe auf die LS-Saulen gegeben (max. 1 x 10® gelabelte Zellen pro Saule) und in einem
15 mL Falcon aufgefangen. AbschlieBend wurden die Sdulen je dreimal mit 3 mL MACS-Puffer
gewaschen. Der gesamte Durchfluss wurde sedimentiert, das Pellet in einem seiner Grolle
entsprechenden Volumen RPMI-human-komplett geldst und die Zellzahl bestimmt. Die gewonnenen
Gesamt-Monozyten wurden im Anschluss in einem in vitro Stimulationsassay eingesetzt (s. 4.4.6.2).

4.4.3.3 Isolierung von CD14+-Monozyten aus humanen PBMCs

Humane PBMCs wurden wie in Abschnitt 4.4.3.1 beschrieben aus peripherem Blut isoliert und mit
5 mL MACS-Puffer fiir 5 min bei, 4 °C und 300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgenommen und verworfen. Das Zellpellet wurde in 50 pL magnetischen anti-human CD14-Beads
pro 1 x 10° gezihlten Zellen geldst und das Gemisch fiir 30 min bei RT inkubiert. Im Anschluss wurde
1 mL MACS-Puffer hinzugefiigt, die Suspension in ein FACS-R6hrchen Uberfihrt und fir 10 min am
Magneten inkubiert. Die nicht gebundenen CD14-Zellen wurden vorsichtig abgenommen. Das die
CD14"-Fraktion enthaltende Tube wurde vom Magneten genommen und die Beads sowie die daran
gebundenen Zellen vorsichtig durch Zugabe von 1 mL MACS-Puffer gel6st. Es folgte eine 4-minlitige
Inkubation am Magneten mit angeschlossenem Waschschritt wie zuvor beschrieben, sowie eine
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weitere Inkubation am Magneten fir 4 min in 1 mL MACS-Puffer. Der Uberstand wurde
abgenommen, die an die Beads gebundenen CD14"-Zellen in 1,5 mL RPMI-human-komplett geldst
und die Zellzahl bestimmt. Je 1 x 10° CD14"-Monozyten wurden in ein Well einer 6-Well-Platte
ausgesaht und die Generierung von monocyte derived macrophages (MDMs) eingeleitet (s. 4.4.4).

4.4.4 Generierung humaner MDMs aus CD14+-Monozyten

CD14*-Monozyten wurden wie in Abschnitt 4.4.3.3 beschrieben aus humanem peripheren Blut
isoliert und je 1 x 10°-Zellen in ein Well einer 6-Well-Platte in 5 mL RPMI-human-komplett ausgesaht.
Nach Zugabe von 10 ng/mL M-CSF wurden die Zellen fiir eine Dauer von 7 — 10 Tagen bei 37 °C und
5% CO, kultiviert. An Tag 3 und 5 erfolgte jeweils ein Mediumwechsel. Dabei wurden 2,5 mL Medium
vorsichtig abgenommen und verworfen und 2,5 mL frisches RPMI-human-komplett sowie weitere
10 ng/mL M-CSF hinzugegeben. Zur Ernte der adhirenten Makrophagen wurde zunichst der
gesamte Uberstand abgenommen, 1 mL frisches RPMI-human-komplett hinzugegeben und die Zellen
mit Hilfe eines Cell-Scrapers vom Boden der Kulturplatte gelost.

4.4.5 Zellzahlung

Zur Bestimmung der Zellzahl, der E. histolytica-Trophozoiten, der murinen Leukozyten sowie der
humanen PBMCs, Monozyten und MDMs wurden die Zellen im Verhaltnis 1:10 mit dem Farbstoff
Trypan-Blau versetzt. Dieser bewirkt eine Blaufarbung toter Zellen, wodurch diese im Mikroskop von
vitalen Zellen unterschieden werden kdnnen und eine Zahlung ausschlielSlich Letzterer ermdoglicht
wird. 10 pL der Zellsuspension wurden in eine Neubauer-Zahlkammer (Neubauer bright-line, Tiefe
0,1 mm, 0,0025 mm?®) gegeben, vier GroRquadrate der Zdhlkammer ausgezahlt und die Zellzahl pro
mL wie folgt berechnet:

Zellzahl  Gesamtzellzahl in ausgezahlten Grofiquadraten

Verdi kt 10.000
mL ausgezihlte GroRquadrate x Verdiinnungsfaktor x

4.4.6 In vitro Stimulationsassays humaner Zellen
Humane Gesamt- oder CD14*-Monozyten wurden wie in Abschnitt 4.4.3.2 und 4.4.3.3 beschrieben
aus dem peripheren Blut humaner Blutspender isoliert. CD14*-Monozyten wurden zunichst wie in
4.4.4 beschrieben zu MDMs differenziert. Generierte MDMs sowie Gesamt-Monozyten wurden
anschlieRend in in vitro Stimulationsassays eingesetzt.

4.4.6.1 In vitro Makrophagen-Stimulationsassay

Humane monocyte derived macrophages (MDMs) wurden wie in Abschnitt 4.4.4 beschrieben
generiert und geerntet. Je 5 x 10* MDMs wurden in 50 pL in ein Well einer 96-Well-Kulturplatte
gegeben. Ein Teil der Zellen wurde mit 50 puL humanem RPMI-komplett versetzt, ein weiterer Teil mit
100 pg/mL ApoAl in 50 puL RPMI-human-komplett. Nach 16-stiindiger Inkubation bei 37 °C und
5% CO, wurde je eine Stimulanz in 100 uL RPMI-komplett-human zu den Zellen gegeben. Die
Konzentrationen der Stimulanzien waren dabei wie folgt: 0,1 pg/mL LPS; 50 mg/mL LTA; 10 pg/mL
EhLPPG; 100 pg/mL SAA; 2 x 10° infection units eines humanen inaktivierten Hepatitis B-positiv
Serums. Fir die Konzentrationsbestimmung verschiedener Chemokine/Zytokine mittels Bead-
basiertem Immunoassay (s. 4.3.2) wurde der Uberstand der MDMs nach 48 Stunden in eine
Polypropylen-Platte Uberflihrt und bis zur Weiterverarbeitung im Bead-basierten Immunoassay
bei -20 °C gelagert.
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4.4.6.2 In vitro Monozyten & Makrophagen-Stimulationsassay

Humane MDMs wurden wie in Abschnitt 4.4.4 beschrieben generiert. Je 2 x 10* MDMs wurden in
50 uL RPMlI-komplett-human in ein Well einer 96-Well-Kulturplatte gegeben. Ein Teil der Zellen
wurde fiir 16 Stunden mit 100 pg/mL ApoA1l in 50 uL RPMI-human-komplett bei 37 °C und 5% CO,
kultiviert, wahrend zu den restlichen Zellen ApoAl-freies RPMI-komplett-human gegeben wurde. Im
Anschluss wurden die MDMs mit 50 pL RPMI-komplett-human versetzt, welches je eine der
folgenden Stimulanzien in der entsprechenden Konzentration enthielt: 0,1 pg/mL LPS; 10 ug/mL
EAhLPPG; 100 pg/mL SAA; 2 x 10° infection units eines humanen inaktivierten Hepatitis B-positiv
Serums. Wahrend der 4-stlindigen Stimulation erfolgte die Isolation humaner Gesamt-Monozyten
aus peripherem Blut (s. 4.4.3.1 und 4.4.3.2). Je 6 x 10* aufgereinigte Gesamt-Monozyten wurden im
Anschluss in 50 yL RPMI-komplett-human zu den vorstimulierten MDMs gegeben. Nach einer
48-stiindigen Inkubation bei 37 °C und 5% CO, wurden die Zellen geerntet und fir die Analyse im
Durchflusszytometer weiterverarbeitet (s. 4.4.7 und 4.4.8).

4.4.7 Antikérperfirbung fiir die Durchflusszytometrie

Fiir die Charakterisierung von murinen und humanen Zellen anhand ihrer Oberflachenmolekiile und
die Analyse der intrazellularen Zytokin-Expression per Durchflusszytometrie wurden die Zellen
zunachst wie in den entsprechenden Abschnitten beschrieben prapariert. Es folgte eine
Zentrifugation fiir 4 min bei 4 °C und 300 x g. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in
300 pL PBS resuspendiert. Um tote Zellen wahrend der Analyse von lebenden Zellen unterscheiden
zu konnen, wurde die Probe (murin/human) fir 15 min bei RT mit einem lebend/tot-Farbstoff im
Verhaltnis 1:1000 unter Lichtausschluss inkubiert. Nach anschlieBender Zentrifugation fiir 4 min bei
4 °C und 300 x g wurde der Uberstand verworfen und ein weiterer Waschschritt in PBS durchgefiihrt.
Murine Zellen, nicht jedoch humane Zellen, wurden im Anschluss fiir 20 min bei 4 °C in 100 puL
Fc-Block (1:10; Ratte anti-Maus CD16/CD32-Antikérper aus dem Uberstand von CD16/CD32
Hybridomzellen (Fc-y I/l Rezeptor), zur Verfligung gestellt von Thomas Jacobs, Abteilung fur
Immunologie, BNITM) geblockt. Nach Verwerfen des Uberstands wurde das Pellet (murin/human) in
100 pL Fixierungs-Puffer-Losung (Biolegend) resuspendiert und die Zellen fiir 20 min bei RT im
Dunkeln fixiert. Nach einem Waschschritt folgte eine Zentrifugation in 150 pyL Permeabilisierungs-
puffer (4 min bei 4°C und 300 x g; Biolegend). Im Anschluss wurde das Pellet mit 100 pL
Permeabilisierungspuffer versetzt und die Zellen fiir 15 min bei RT und unter Ausschluss von Licht
permeabilisiert. Flr die intrazelluldre Farbung wurden die Zellen fir eine Stunde bei 4 °C (murin)
oder flr 45 min bei RT (human) mit einem zuvor austitrierten optimalen Volumen der jeweiligen
Antikorper unter Ausschluss von Licht inkubiert. Dabei wurde der jeweilige Antikérpermix in 100 uL
Permeabilisierungspuffer zu der 100 plL Zellsuspension hinzugegeben. Nach zweimaligem Waschen
mit je 2 mL PBS wurden die Zellen in 200 pL PBS aufgenommen und mittels Durchflusszytometrie am
LSRIl analysiert (s. 4.4.8).

4.4.8 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie dient der qualitativen und quantitativen Analyse von Zellen in einer Probe.
Dabei passieren die mittels einer hochprazisen Kivette vereinzelten Zellen nacheinander einen
Laserstrahl. Das durch das Passieren der Zellen entstehende Streulicht erreicht einen Detektor,
welcher die empfangenen Daten auswertet. Der ermittelte Forwardscatter (FSC) stellt dabei ein Mal
fir die Beugung des Lichts im flachen Winkel dar und hangt vom Volumen der Zelle ab. Die
Granularitat einer Zelle spiegelt sich im Sidewardscatter (SSC) wieder, welcher ein Mal3 fiir die
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Brechung des Lichts im rechten Winkel darstellt. Weiterhin kann eine Differenzierung der Zellen
anhand ihrer Eigenfluoreszenz sowie der Fluoreszenz spezifischer gebundener Antikérper erreicht
werden. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen erfolgten am LSRII. Zur Analyse der Daten
wurden die Zellen von Interesse zundchst anhand ihrer GroRe (FSC-A) und Granularitat (SSC-A)
eingegrenzt. Durch Verwendung der Parameter SSC-A und SSC-H erfolgte der Ausschluss von
Zelldubletten. Mit Hilfe eines lebend/tot-Farbstoffs, welcher eine Farbung toter Zellen erwirkt,
konnten diese in der weiteren Analyse ebenfalls ausgeschlossen werden. Abschlielend wurden die
Zellen einer Probe anhand der Fluoreszensemission der an spezifische Molekiile von Interesse
gekoppelten Antikdrper mit Hilfe der Software FACS Diva™ sowie FlowJo analysiert.

4.5 Das murine Infektionsmodell des Amobenleberabszesses

4.5.1 Induktion des Amobenleberabszesses

Um den Amobenleberabszesses (ALA) im Mausmodell zu untersuchen, wurden 8 —12 Wochen alte,
mannlichen oder weibliche C57BL/6J (WT)- sowie diverse Knockout-M&use intrahepatisch mit
E. histolytica Trophozoiten durch PD Dr. med. vet. Hannelore Lotter oder Dr. rer. nat. Helena Fehling
infiziert. Etwa 10 min nach intraperitonealer (ip) Applikation eines Sedativums (pro Tier: 6,25 puL
Cepetor (1 mg/mL), 27 plL Ketamin Inresa (50 mg/mL), 66 uL steriles PBS) wurde die Bauchhdéhle der
Tiere mit einem ca. 1 cm groRen Schnitt eroffnet. Es folgte eine Injektion von 1,25 x 10° E. histolytica
Trophozoiten des pathogenen Klons B2 in 25 pL nicht-komplettiertem TY-I-SS-Medium in den linken
kaudalen Leberlappen. Nach erfolgreicher Injektion wurde das Bauchfell verndht und die Wunde mit
Wundklammern fixiert. 45 min nach Einleitung der Sedierung erfolgte die intramuskulare Applikation
von 50 pL Antisedan® pro Tier (1:10 in sterilem PBS verdiinnt; 5 mg Atipamezolhydrochlorid, 1 mg
Methyl-4-hydroxybenzoat), was den Kreislauf der Tiere stabilisiert und zeitgleich das Aufwachen
einleitet. Wahrend des gesamten Vorgangs wurden die Mause mittels Warmeplatten vor dem
Auskihlen geschiitzt. Die Tiere standen unter standiger Beobachtung. Die Wundklammern wurden
friihestens flinf Tage nach dem Eingriff entfernt.

4.5.2 Immundepletion und Neutralisation in vivo
Zur Depletion von IL-13 in minnlichen WT- und IL-23p197-Miusen wurden den Tieren 100 pg eines
a-IL-13-Antikorpers in 100 puL PBS einen Tag vor Infektion mit E. histolytica Trophozoiten i.p.
appliziert. Als Kontrolle dienten WT- und IL-23p197-Tiere, denen 100 g eines Ziege-Kontroll-IgG-
Antikorpers zum selben Zeitpunkt verabreicht wurden.

Die Depletion von FXIl in mannlichen WT-Mausen erfolgte durch retro-orbitale Applikation von
100 pg/mL des gegen FXII gerichteten Antikrpers 3F7 in PBS 30 min vor Infektion mit E. histolytica
Trophozoiten. Kontrolltieren wurden 100 pg/mL eines Kontroll-IgGs verabreicht.

4.5.3 Applikation von rIL-13 und rIL-13 /a-IL-13 in vivo

Die Applikation von rekombinantem IL-13 (rIL-13) in mannlichen WT-Mausen erfolgte durch die
Verabreichung von 1,2 pg rIL-13 in 100 uL PBS i.p. direkt im Anschluss an die Infektion sowie an Tag 1
und 2 nach Infektion mit E. histolytica Trophozoiten. Zur Kontrolle wurden WT-Mausen 100 ul PBS
appliziert.
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Zur Herstellung des riL-13/a-1L-13-Komplexes wurden 9 pg rIL-13 mit 48 pg a-1L-13 in 1032 pL PBS fur
10 min bei RT inkubiert. Im Anschluss wurden WT-Mausen je 1,2 pg riL-13 und 6,4 pg a-IL-13 in
150 pL PBS i.p. direkt im Anschluss an die Infektion an Tag 1 und 2 nach Infektion appliziert. Den
Tieren einer WT-Kontrollgruppe wurden je 6,4 ug eines Ziege-Kontroll-lgG-Antikorpers in 150 uL PBS
verabreicht.

4.5.4 Bestimmung der Abszessvolumina mittels MRT

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist ein bildgebendes Verfahren, bei welchem Atomkerne im
Gewebe durch hochfrequente elektromagnetische Strahlung angeregt und visualisiert werden
kénnen. Dazu wird in einem Magnetresonanztomographen ein starkes auReres Magnetfeld angelegt,
entlang dessen sich die einzelnen Atomkerne ausrichten. AnschlieBend werden kurze intensive
elektromagnetische Impulse passender Frequenz auf das im MRT befindliche Objekt eingestrahlt. Da
Wasserstoff zu einem hohen Anteil in biologischem Gewebe vorhanden ist und durch magnetische
Strahlung angeregt werden kann, wird bei einer MRT-Messung der Kernspin des Wasserstoff-Isotops
fir die Bildgebung genutzt. Ein Teil der Energie der elektromagnetischen Impulse wird bei der
Messung von den Wasserstoff-Atomkernen aufgenommen und im Anschluss zeitversetzt wieder
abgegeben. Die dabei entstehenden elektromagnetischen Wellen werden von einer Empfangerspule
verarbeitet und in ein visuelles Bild umgerechnet. Da sich Wasserstoffatome fiir die Messung am
MRT am besten eignen, lassen sich wasserhaltige Gewebe besonders differenziert darstellen. Diese
erscheinen auf den Schnittaufnahmen hell, Organe hingegen stellen sich deutlich dunkler dar.
Wasserarme Strukturen wie Knochen erscheinen hingegen fast schwarz. Auch BlutgefaRe und der
Darm heben sich aufgrund ihres hohen Luftgehalts nicht gut vom Hintergrund ab.

Um die Entwicklung des Amobenleberabszesses tber den Verlauf der ersten sieben Tage nach
Infektion genauer analysieren zu kénnen und dabei die Anzahl der Versuchstiere so gering wie
moglich zu halten, wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Jan Dieckhoff, Dipl. Phys. Thomas Ernst und
Priv. Doz. Dr. med. Harald Ittrich der Radiologie des UKEs eine Messung der Abszessvolumina mittels
MRT durchgefiihrt. An Tag 3, 5 und 7 nach intrahepatischer Infektion der Mause mit E. histolytica
Trophozoiten wurden diese im Kleintier-MRT (Bruker ClinScan 7 T, Bruker BioSpin) analysiert,
welcher mit einer Flussdichte von 7 Tesla (T) und der Verwendung einer zirkular polarisierten
Sende-Empfang-Volumenspule fiir Mause (Mouse Body Coil, 40 mm Resonatorldnge, 40 mm
Innendurchmesser; Bruker BioSpin) arbeitet. Wahrend der gesamten Untersuchung wurden die
Mause mit einem Gasgemisch aus 98 % Sauerstoff und 1,5 — 2,0 % Isofluran bei einer Gasflussrate
von 500 mL/min sediert und ihre Kérpertemperatur mit Hilfe einer Warmematte aufrechterhalten.
Um klare Bilder zu generieren, wurden die Messungen moglichst in den Atempausen der Tiere
durchgefiihrt, weshalb die Atemfrequenz dauerhaft Giberwacht wurde.

Die Untersuchung des Amdbenleberabszesses wurde mittels T2-gewichteterTurbo-Spin
Echo-Sequenz (T2SE) durchgefiihrt. Die physikalischen Parameter dieser Sequenz waren 32 mm
Field-of-View, 256 x 256 Bildpunkte, eine Schichtdicke von 0,6 mm, ein Schichtabstand von 0 %
(VoxelgréBe 125 x 125 x 600 um?), ein TR von 935 ms (effektives TR = 1500, entsprechend der
mittleren Atemrate), ein TE von 51 ms, 4 Mittelungen, ein Turbofaktor von 14 sowie ein Flipwinkel
von 180 Grad. Unter Verwendung der genannten Parameter hob sich der Amdébenleberabszess als
weile Struktur deutlich von dem dunkel-erscheinenden Lebergewebe ab.
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Die transversalen Schnitte wurden im Anschluss mit Hilfe des Programms OsiriX Imaging Software
DICOM Viewer ausgewertet. Hierbei wurde der Abszess in jedem Schnitt digital per Hand umrandet
und, unter Berlicksichtigung des Abstandes zwischen den einzelnen Schnitten, das Volumen des
Abszesses berechnet.

4.6 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen wurden in dieser Arbeit mit Hilfe der Software PRISM® 6 for OSX
(Graphpad) durchgefiihrt. Es wurde je nach Statistik sowohl der Unpaired Student’s t-Test als auch
der parameterfreie Mann-Whitney U-Test angewandt.
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