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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Geschlechtsspezifische Unterschiede in der Immunantwort kdénnen fir unterschiedliche
Krankheitsverlaufe in Frauen und Mannern verantwortlich sein. Manner sind anfalliger fir
Infektionskrankheiten, wahrend chronische Krankheiten und Autoimmunerkrankungen haufiger bei
Frauen auftreten. Die intestinale Infektion mit dem protozoischen Parasiten Entamoeba histolytica
(E. histolytica) ist ein Beispiel fur eine Infektion mit geschlechtsspezifischem Krankheitsverlauf.
Manner sind haufiger von einer schweren Verlaufsform in Form eines Amoébenleberabszesses (ALA)
betroffen. Das Mausmodell fir den Amdbenleberabszess spiegelt diesen Geschlechtsdimorphismus
wider und zeigte, dass der Abszessentstehung eine Immunpathologie zugrunde liegt. Es konnte
bereits demonstriet werden, dass inflammatorische Monozyten, Kupffer-Zellen, die
IL-23/IL-17-Immunachse und das Zytokin TNF entscheidend zur Manifestierung des
Amobenleberabszesses beitragen. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass das
Geschlechtshormon Testosteron entscheidend fur die Abszessentstehung ist. In der vorliegenden
Dissertation wurden geschlechtsspezifische Unterschiede der angeborenen und adaptiven
Immunantwort wahrend der E. histolytica Infektion analysiert.

Im ersten Abschnitt wurde dargestellt, dass E. histolytica-infizierte mannliche Mause mehr
neutrophile Granulozyten und Ly6C" Monozyten in Blut und Leber aufwiesen als weibliche Mause.
Die Ly6C"" Monozyten mannlicher Mause waren zudem durch eine héhere Produktion von CXCL1
und TNF gekennzeichnet. Des Weiteren zeigten naive mannliche Mause ein groReres Reservoir an
CCR2*Ly6C" Monozyten im Knochenmark, wodurch sie fir eine schnellere Migration der Monozyten
aus dem Knochenmark in die Blutbahn pradestiniert sind. Zudem konnte CXCL1 eine entscheidende
Rolle in der Immunpathologie zugeordnet werden. Wahrend der E. histolytica Infektion induzierte
Testosteron einen Anstieg der hepatischen Ly6C" Monozyten sowie deren CXLC1, CCL2 und TNF
Produktion. Zudem bewirkte Testosteron einen Anstieg der neutrophilen Granulozyten. Der Einfluss
von Androgenen auf die CXCL1 Produktion konnte ebenfalls in humanen Monozyten in vitro bestatigt
werden.

Im zweiten Abschnitt wurde belegt, dass die intrahepatische E. histolytica Infektion einen Anstieg
der hepatischen RORyt" Th17 Zellen, Foxp3* Tregs und RORyt"Foxp3* BiTregs in Mausen beider
Geschlechter zur Folge hat. Die E. histolytica Infektion fihrte zudem zu einer Induktion von HIF-1a
in den Hepatozyten. Als Untereinheit eines Transkriptionsfaktors kann HIF-1a eine Vielzahl
immunregulatorischer Prozesse unter Hypoxie modulieren. Der Hepatozyten-spezifische HIF-1a
Knockout (Hep-HIF-1a07") hatte kontrare Auswirkungen auf die Abszessentwicklung in mannlichen
und weiblichen Mausen wahrend der E. histolytica Infektion.

Mannliche Hep-HIF-1o”~ Mause bildeten signifikant kleinere Abszesse im Vergleich zu
Kontrollmausen. Eine parallele Reduktion der /L-6 Transkripte sowie der Th17 Zellpopulation lie®
eine Beteiligung der Th17 Zellen an der Immunpathologie im ALA vermuten, die Uber HIF-1a
beeinflusst werden kann. Weibliche Hep-HIF-1a- Mause entwickelten hingegen tendenziell groRere

Lasionen, die womdglich in der Reduktion hochsuppressiver Tregs begriindet waren.



Zusammenfassung

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass geschlechtsspezifische Unterschiede in der angeborene
und adaptiven Immunantwort wahrend der E. histolytica Infektion fir einen schwereren

Krankheitsverlauf in mannlichen Individuen verantwortlich sind.
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Abstract

Sex differences in the immune system can account for different disease susceptibilities in men and
women. Men are more prone to infectious diseases, while chronic and autoimmune diseases occur
more frequently in women. The intestinal infection with the protozoan parasite Entamoeba histolytica
(E. histolytica) is an example of an infection with a sex-specific course of the disease. Men are much
more often affected by a severe form of the infection — the amoebic liver abscess (ALA). The mouse
model for the amoebic liver abscess reflects this sexual dimorphism and revealed an underlying
immunopathology. It has already been demonstrated that inflammatory monocytes, Kupffer cells, the
IL-23/IL-17 immune axis and the cytokine TNF contribute decisively to the manifestation of the
amoebic liver abscess. Additionally, it has been shown that the sex hormone testosterone is crucial
for abscess development. In this thesis, sex-specific differences in the innate and adaptive immune
response during E. histolytica infection were analyzed.

The first section revealed that male mice infected with E. histolytica had more neutrophils and Ly6C"
monocytes in their blood and liver than female mice. The Ly6C" monocytes were also characterized
by a higher production of CXCL1 and TNF. Furthermore, naive male mice showed a larger reservoir
of CCR2* Ly6C" monocytes in the bone marrow and are therefore predisposed for a faster migration
of monocytes from the bone marrow into the bloodstream. In addition, it was demonstrated that
CXCL1 plays a crucial role in the immunopathology. During E. histolytica infection testosterone
induced an increase in hepatic Ly6C" monocytes and neutrophils as well as increased CXCL1, CCL2
and TNF production of Ly6C" monocytes. Finally, the influence of androgens on the CXCL1
production could be confirmed in human monocytes in vitro.

In the second part of this thesis, it was demonstrated that the intrahepatic E. histolytica infection
caused an increase of hepatic RORyt" Th17 cells, Foxp3* Tregs and RORyt"Foxp3* BiTregs. The
E. histolytica infection also led to an increase of HIF-1a in hepatocytes. HIF-1a is part of a
transcription factor that can modulate a large number of immunoregulatory processes during
hypoxia. The hepatocyte-specific HIF-1a. knockout (Hep-HIF-1a7-) had contrary effects on the
abscess development in male and female mice during E. histolytica infection. Male
Hep-HIF-1a7 developed significantly smaller abscesses compared to control mice. A parallel
reduction of /L-6 transcripts and the Th17 cell population suggested that the Th17 cells are involved
in the immunopathology of the ALA and can be influenced by HIF-1a.. Female Hep-HIF-1a”" mice on
the other hand, tended to develop larger lesions, which may be due to a reduction of highly

suppressive Tregs.

In summary, it was shown that sex-specific differences in the innate and adaptive immune response

during E. histolytica infection account for a more severe disease progression in male individuals.

W



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Zellen des angeborenen Immunsystems

Als Zellen des angeborenen Immunsystems schitzen Monozyten, Makrophagen, Mastzellen,
dendritische Zellen (DCs), Granulozyten und natirliche Killerzellen (NK-Zellen) den Koérper vor
Gewebeverletzungen und Infektionen. Sie erkennen koérperfremde Strukturen Uber spezielle
Rezeptoren — die Pattern Recognition Receptors (PRRs) (Geissmann et al. 2010).

Aufgrund der vielen Fremdantigene aus dem Gastrointestinaltrakt, die die Leber Gber die Pfortader
erreichen, ist diese mit sehr vielen Immunzellen angereichert. Damit diese kontinuierlichen Reize
keine Uberschiellende Immunantwort hervorrufen, muss die Leber eine gewisse Immuntoleranz
besitzen (Tiegs und Lohse 2010). Besonders NK-Zellen und Kupffer-Zellen (residente Makrophagen
der Leber) spielen eine entscheidende Rolle bei der initialen Immunabwehr in der Leber.
Kupffer-Zellen schiitzen den Kérper durch Phagozytose vor Mikroorganismen, degenerierten Zellen
und Gewebetrimmern. Sie fungieren aullerdem als Antigen-prasentierende Zellen (APC) und
sezernieren eine Vielzahl von Zytokinen und Wachstumsfaktoren. Hepatische NK-Zellen kénnen
Zielzellen direkt lysieren oder deren Apoptose einleiten. Sie produzieren aufierdem grofRe Mengen
des Zytokins Interferon (IFN) y, wodurch Makrophagen aktiviert werden (Liaskou et al. 2012). Im
Gegensatz zu Kupffer-Zellen und NK-Zellen werden neutrophile Granulozyten und Monozyten erst
im Falle einer Infektion ins Gewebe rekrutiert. Neutrophile Granulozyten tragen Uber ihre
phagozytotische Aktivitat und Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine und Mediatoren wie
Reactive Oxygen Species (ROS) zur Pathogenabwehr bei. Monozyten phagozytieren Fremdpartikel
und Mikroorganismen, produzieren sowohl pro-inflammatorische als auch anti-inflammatorische
Zytokine und aktivieren als Antigen-prasentierende Zellen die adaptive Immunabwehr (Racanelli und
Rehermann 2006; Liaskou et al. 2012).

1.1.1 Monozyten und Makrophagen

Monozyten sind im Blut zirkulierende Immunzellen, die durch Phagozytose toxischer Molekile und
Zytokinproduktion zur angeborenen Immunabwehr des Wirtes beitragen. Wahrend einer Entziindung
wandern sie in das infizierte Gewebe und differenzieren zu Makrophagen und dendritischen Zellen
(Geissmann et al. 2010; Shi und Pamer 2011).

Im Menschen werden aufgrund ihrer Expression von Cluster of Differentiation 14 (CD14) sowie CD16
drei Monozytenpopulationen differenziert: die klassischen CD14*CD16, die intermediaren
CD14*CD16* und die nicht-klassischen CD14'CD16* Monozyten. Mit 80-90 % stellen die
CD14*CD16" Zellen die gréte Monozytenpopulation im peripheren Blut dar. Sie sind durch eine
hohe C-C-Chemokinrezeptor-2 (CCR2) Expression, niedrige CX3C-Chemokinrezeptor-1 (CX3CR1)
Expression sowie hoher phagozytotischer Aktivitat gekennzeichnet. CD14:CD16* Monozyten weisen
eine hohe CX3CR1 und niedrige CCR2 Expression sowie geringe phagozytotische Aktivitat auf
(Auffray et al. 2009).

In Mausen werden zwei Monozytenpopulationen unterschieden, die aufgrund ihrer Expression des

Oberflachenmolekiils Ly6C (Lymphocyte antigen 6 complex, locus C1) als Ly6C" (hohe Ly6C
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Expression) und LyBC° (geringe Ly6C Expression) Monozyten bezeichnet werden.
CD11b*Ly6CMCCR2* Monozyten zeigen den gleichen Phanotyp wie die humanen klassischen
Monozyten und werden auch inflammatorische Monozyten genannt. CD11b*Ly6C"°CX3CR1*
Monozyten sind das murine Aquivalent zu den humanen nicht-klassischen Monozyten (Geissmann
et al. 2010; Shi und Pamer 2011).

Die Klassifizierung der humanen sowie murinen Monozytenpopulationen ist hier sehr vereinfacht
dargestellt. Monozyten sind durch eine hohe Diversitat und Plastizitdt gekennzeichnet. Villani et al.
identifizierten mit Hilfe einer Transkriptomstudie vier Monozytenpopulationen im Menschen (Villani
et al. 2017). Hamers et al. unterschieden sogar acht Monozytenpopulationen aufgrund
unterschiedlicher Markerexpression (Hamers et al. 2019). In Mausen wurde neben Ly6C" und Ly6'"°
Monozyten in einigen Studien ebenfalls eine intermediére Ly6C™ Population beschrieben (Wolf et
al. 2019). Des Weiteren unterscheiden sich die murinen Monozyten, die als Vorlauferzellen fur
moDCs (monocyte-derived DCs) dienen von denen, die zu Makrophagen differenzieren (Menezes
et al. 2016; Scott et al. 2016; Bonnardel et al. 2019). SchlieRlich kénnen Ly6C" Monozyten in Ly6C"
Monozyten transdifferenzieren (Peng et al. 2015).

Wahrend einer Entziindung migrieren inflammatorische Monozyten aufgrund der Interaktion von
CC-Chemokin-Ligand-2 (CCL2) mit ihrem membrangebundenen CCR2 aus dem Knochenmark in
das periphere Blutsystem. Uber die Blutbahn gelangen Monozyten in das infizierte Gewebe. Durch
die Produktion pro-inflammatorischer Molekile wie ROS, Tumor-Nekrose-Faktor (TNF),
Interleukin (IL)-1B8 und IL-6 tragen sie primar zur Eliminierung von Pathogenen bei (Auffray et al.
2009). CCR2"- Mause, bei denen der Austritt der Ly6C" Monozyten aus dem Knochenmark gestort
ist, zeigen ein verstarktes Krankheitsbild in Listeria monocytogenes oder Toxoplasma gondii
Infektionen (Shi und Pamer 2011). Ly6C'° Monozyten hingegen patrouillieren entlang der BlutgefaRe
und werden bei Bedarf ebenfalls ins Gewebe rekrutiert (Auffray et al. 2009; Shi und Pamer 2011).
Im Gewebe differenzieren Monozyten zu moDCs und Makrophagen. Innerhalb der Makrophagen
werden die klassisch-aktivierten, inflammatorischen Makrophagen (M1) und die alternativ-
aktivierten, immunsuppressiven Makrophagen (M2) unterschieden (Auffray et al. 2009; Menezes et
al. 2016; Murray 2017). Innerhalb der M2 Makrophagen werden wiederum verschiedene
Subpopulationen differenziert (Mantovani et al. 2004). Die Polarisierung der Makrophagen in einen
M1 oder M2 Phanotyp ist lediglich eine vereinfachte Darstellung dieser heterogenen Zellpopulation.
Die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen ist sehr komplex und unterliegt verschiedenen
Einflissen. Vereinfacht dargestellt differenzieren tiberwiegend Ly6C" Monozyten aufgrund eines
inflammatorischen Milieus im Gewebe zu M1 Makrophagen. Durch die Produktion inflammatorischer
Zytokine wie IL-23, TNF, IL-1B und IL-6 tragen sie entscheidend zur Pathogenabwehr bei (Laskin et
al. 2011). Ly6C" Monozyten differenzieren wiederum in einem anti-inflammatorischen Milieu
vermehrt zu M2 Makrophagen und regulieren die Entziindungs- und Wundheilungsprozesse durch
Freisetzung anti-inflammatorischer und immunsuppressiver Zytokine wie IL-4, IL-10, IL-13 und
Transforming Growth Factor (TGF)-B (Geissmann et al. 2010). Makrophagen zeigen einen hohen
Grad an Plastizitat. So kénnen M1 Makrophagen im Laufe der Entziindung Charakteristika von M2

Makrophagen annehmen und Wundheilungsprozesse unterstiitzen (Biswas et al. 2012).
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1.1.2 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten stellen mit 50-70 % die grofte Leukozytenpopulation im humanen Blut
und die erste Verteidigungslinie gegen eindringende Krankheitserreger dar (Jaillon et al. 2020). Die
kurzlebigen Zellen zirkulieren im Blut und migrieren wahrend einer Infektion schnell zum
Entziindungsort. Die wichtigste Funktion der neutrophilen Granulozyten ist die Phagozytose von
Pathogenen. Zudem kénnen sie antimikrobielle Molekiile aus ihren Granula-Vesikeln freisetzen, die
Mikroorganismen abtdten. Ein weiterer wichtiger Mechanismus ist die NET (Neutrophil Extracellular
Trap) Formation, bei der Strukturen aus Chromatin und Proteasen genutzt werden um
Mikroorganismen einzufangen und abzutéten (Ley et al. 2018). Schlieldlich tragen neutrophile
Granulozyten durch die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine und ROS zur Pathogenabwehr
bei (Nguyen et al. 2017). Im Menschen werden neutrophile Granulozyten Uber die
Oberflachenmolekile CD66b und CD15 identifiziert, wahrend murine neutrophile Granulozyten
CD11b und Ly6G exprimieren (Eruslanov et al. 2017). Innerhalb der neutrophilen Granulozyten
werden zudem zwei Populationen unterschieden. Neutrophile Granulozyten mit einem N1-Phanotyp
produzieren pro-inflammatorische Zytokine und sind effektiver in der Bekdmpfung von Tumorzellen.
Der N2-Phanotyp charakterisiert neutrophile Granulozyten, die anti-inflammatorische Zytokine

produzieren und eine Tumorentwicklung fordern (Fridlender et al. 2009; Ohms et al. 2020).

1.1.3 Das Chemokin CXCL1

Chemokine und ihre entsprechenden Chemokinrezeptoren sind fur Entziindungsreaktionen von
wesentlicher Bedeutung, indem sie die Migration von Leukozyten in beschadigte oder infizierte
Organe regulieren. Chemokine lassen sich aufgrund ihrer Cysteinreste am Amino-Terminus in vier
Familien unterteilen: CC-, CXC-, CX3C- und C-Chemokine (Marra und Tacke 2014).

CXCL1 (auch GRO-a oder KC genannt) zahlt zur Familie der CXC-Chemokine und wird von
Hepatozyten, Kupffer-Zellen, Mastzellen, Makrophagen und Monozyten sezerniert (De Filippo et al.
2013; Zhang et al. 2013; Marra und Tacke 2014; Su et al. 2018). Durch die Bindung von CXCL1 mit
dem spezifischen Rezeptor CXCR2 werden neutrophile Granulozyten und Monozyten in
entziindetes oder verletztes Gewebe rekrutiert (Ritzman et al. 2010; De Filippo et al. 2013; Shieh et
al. 2014; Wang et al. 2018). CXCL1 ist auBerdem an der Angiogenese, der Arteriogenese, der
Tumorentwicklung und der Wundheilung beteiligt (Devalaraja et al. 2000; Vries et al. 2015; Hsu et
al. 2018).

1.2 Zellen des adaptiven Immunsystems

B- und T-Lymphozyten stellen die Immunzellen des adaptiven Immunsystems dar. Im Gegensatz
zum angeborenen Immunsystem reagieren sie mit erlernten, spezifischen Immunreaktionen. Im
Knochenmark reifende B-Zellen produzieren spezifische Antikdrper gegen fremde Antigene. Im
Thymus reifende T-Zellen erkennen fremde Antigene durch eine Prasentation tber MHC-Molekile
(Major Histocompatibility Complex) exprimiert von APCs. T-Zellen sind eine sehr diverse

Zellpopulation mit hoher Plastizitat (Chaplin 2010).
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1.21 T-Zellen

T-Zellen erkennen von APCs Uber MHC-Molekile prasentierte Antigene Uber den T-Zell-Rezeptor
(TCR). Aufgrund unterschiedlicher T-Zell-Rezeptor Strukturen lassen sich zwei Populationen der
T-Zellen unterscheiden: die aff T-Zellen und die yd T-Zellen. Wichtig fur beide Populationen ist eine
zusatzliche Expression von CD3, die essentiell fur die intrazellulare Signalweiterleitung ist. Innerhalb
der af T-Zellen unterscheiden sich wiederum zwei Zellpopulationen. CD4* T-Zellen erkennen
Antigene prasentiert iber MHC-1I Molekiile und besitzen Helferfunktionen. CD8* T-Zellen hingegen
erkennen uber MHC-I prasentierte Antigene und zeigen zytolytische Eigenschaften (Chaplin 2010).

1.2.1.1 Differenzierung der CD4* T-Zellen

Die Aktivierung einer T-Zelle ist von mehreren Signalen abhangig. Zunachst muss die CD4* T-Zelle
Uber MHC-II Molekiile prasentierte Antigene mit ihrem T-Zell-Rezeptor binden. Zusatzlich bendtigt
die T-Zelle ein zweites Signal, welches Uber kostimulatorische Molekule vermittelt wird (Smith-Garvin
et al. 2009). Nach T-Zell-Rezeptor-Antigen Interaktion kann eine CD4* Zelle in verschiedene
T-Zellpopulationen differenzieren: unter anderem in T-Helferzellen(Th)1, Th2, Th17, follikulare
T-Helferzellen und regulatorische T-Zellen (Tregs) (Zhou et al. 2009). Das Zytokinmilieu tragt hierbei
als drittes Signal entscheidend zur Differenzierung bei (Abb. 1) (Zhou et al. 2009).

Tho

TGF-B TGF-B
IL-6 IL-2
IL-21

1L-23

Th17 Treg

Abbildung 1: Schematische Darstellung der an der Th17 und regulatorischen T-Zelldifferenzierung beteiligten
Zytokine. Eine naive T-Zelle kann nach T-Zell-Rezeptor-Antigen Interaktion in verschiedene T-Zellpopulationen
differenzieren, unter anderem in regulatorische T-Zellen (Tregs) und Th17 Zellen. Hierbei tragt das Zytokinmilieu
entscheidend zur Differenzierung bei. Wahrend TGF-p und IL-6 oder IL-21 Th17 Zellen induzieren kénnen, kann TGF-f
gemeinsam mit IL-2 die Differenzierung der Tregs aktivieren. IL-23 ist dariber hinaus wichtig fir die Stabilitdét und
Funktionalitat der Th17 Zellen (erstellt nach Zhou et al. 2009).

TGF-p ist sowohl fir die Differenzierung von Tregs als auch von Th17 Zellen essentiell (Ilvanov et al.
2006; Veldhoen et al. 2006; Mangan et al. 2006). Ist zudem IL-6 prasent, wird die Differenzierung zu
Th17 Zellen induziert, wahrend die Tregs inhibiert werden (Mangan et al. 2006; Bettelli et al. 2006;
Korn et al. 2007; Gao et al. 2012). Weniger effizient ist die Differenzierung von Th17 Zellen durch
TGF-B und IL-21 (Korn et al. 2007). IL-23 bewirkt zwar einen Anstieg von IL-17-produzierenden
T-Zellen (Park et al. 2005), ist aber primar fir die Stabilitdt und Funktionalitat der Th17 Zellen und
nicht deren Differenzierung bedeutsam (Langrish et al. 2005; Bettelli et al. 2006; Stritesky et al.
2008).
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Gemeinsam mit IL-2 ist TGF-p essentiell fur die periphere Induktion der Treg-Differenzierung
(Setoguchi et al. 2005; Zheng et al. 2007).

1.2.1.2 T-Helferzellen-17 (Th17)

Th17 Zellen sind wichtige Zellen in der Immunabwehr gegen Pathogene. Namensgebend fir die
Th17 Zellen ist ihre Fahigkeit, grole Mengen an IL-17 zu produzieren. Daruber hinaus werden sie
Uber die Expression des Transkriptionsfaktors RORyt (Retinoic acid receptor-related Orphan
Receptor) und der Produktion von IL-21 und IL-22 charakterisiert (Liang et al. 2006; lvanov et al.
2006). Mause mit einem IL-17 oder IL-17 Rezeptor Knockout haben eine geschwachte
Immunabwehr gegen bakterielle, parasitare und virale Infektionen (Ye et al. 2001; Anipindi et al.
2016; Moroda et al. 2017). AufRerdem werden Th17 Zellen mit chronischen und
Autoimmunerkrankungen wie rheumatoider Arthritis, Asthma und systemischer Lupus
erythematodes in Verbindung gebracht (Dong 2008). IL-17-defiziente Mause zeigen abgeschwachte
Krankheitsverlaufe in rheumatoider Arthritis und experimenteller autoimmuner Enzephalomyelitis
(Nakae et al. 2003; Park et al. 2005). IL-17 induziert die Expression von Chemokinen wie CCL2,
CCL7, CCL20, CXCL1 und CXCL2 in murinen Fibroblasten und Lungenepithelzellen wodurch
Lymphozyten, Monozyten und neutrophile Granulozyten rekrutiert werden (Park et al. 2005).
Auflerdem kann IL-17 in Makrophagen, Knochen- und Knorpelzellen IL-1, IL-6 und TNF induzieren
und so die pro-inflammatorische Immunantwort verstarken (Onishi und Gaffen 2010). IL-17 wird von
IL-23 reguliert. IL-23p19”- Mause zeigen eine gestorte Induktion von IL-17 und Th17 Zellen (Langrish
et al. 2005; McGeachy et al. 2009; Noll et al. 2016).

1.2.1.3 Regulatorische T-Zellen (Tregs)

Tregs wirken suppressiv auf das Immunsystem und sind wichtig fir die Immuntoleranz (Li et al.
2015). Man unterscheidet Tregs, die im Thymus entstehen —tTregs oder auch natural Tregs
(nTregs) genannt—von den peripher induzierten pTregs oder iTregs. Tregs kdénnen die
immunsuppressiven Zytokine IL-10, IL-35 und TGF-B sezernieren und exprimieren den
Transkriptionsfaktor Forkhead-Box-Protein 3 (Foxp3) sowie den IL-2 Rezeptor a (CD25) (Li et al.
2015). Die suppressive Wirkung der Tregs kann auf vier verschiedene Weisen erfolgen. Tregs
kdnnen Effektorzellen Gber die Sekretion anti-inflammatorischer Zytokine wie IL-10, IL-35 und TGF-§
inhibieren. Des Weiteren kénnen sie Zielzellen tGiber Granzyme A und B lysieren oder durch einen
Uberhdhten Zytokinverbrauch den Metabolismus von Effektorzellen storen. Letztlich kdnnen sie die
Aktivierung von Effektorzellen verhindern, indem sie Antigen-prasentierende Zellen Uber
koinhibitorische Molekile wie Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated protein 4 (CTLA-4) und
Lymphocyte-Activation Gene 3 (LAG3) inhibieren. Defekte in Treg Funktionen werden mit
verschiedenen Autoimmunerkrankungen wie primar biliare oder sklerosierende Cholangitis und
autoimmuner Hepatitis in Verbindung gebracht (Liberal et al. 2015). Scurfy-Mause, die aufgrund
eines mutationsbedingten Funktionsverlusts von Foxp3 keine Tregs besitzen, haben starke
Autoimmunreaktionen im ganzen Kérper und sterben innerhalb von 3-4 Wochen nach Geburt
(Brunkow et al. 2001).
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1.3 Hypoxie-induzierbarer Faktor-1a

Der Hypoxie-induzierbare Faktor-1 (HIF-1) ist der Hauptregulator zellularer Reaktionen auf
mangelnde Sauerstoffbedingungen und kann Einflisse auf die Immunreaktionen des angeborenen
und adaptiven Immunsystems nehmen. HIF-1 ist ein heterodimerer Transkriptionsfaktor, bestehend
aus einer sauerstoffabhangigen a-Untereinheit und einer konstitutiv exprimierten B-Untereinheit
(Semenza 2004). Unter normalen Sauerstoffbedingungen wird HIF-1a von Prolylhydroxylasen
(PHDs) hydroxyliert. Dies dient als Erkennungsmerkmal fir das von-Hippel-Lindau Protein (pVHL),
welches als Teil eines Elongin C Ubiquitinligasekomplexes HIF-1a ubiquitiniert und fir den Abbau
durch das 26S Proteasom markiert (Abb.2 A) (Ohh et al. 2000). Unter hypoxischen
(sauerstoffarmen) Bedingungen verlieren die PHDs ihre Aktivitdt und HIF-1a. akkumuliert. HIF-1a
transloziert in den Nukleus und dimerisiert mit der B-Untereinheit. Durch die Bindung an Hypoxia
Response Elements (HRE) in den Promotorregionen von Zielgenen kann HIF-1a die Transkription
dieser direkt regulieren (Abb. 2 B) (Ohh et al. 2000; Semenza 2004).

A Normoxie B Hypoxie

Abbildung 2: HIF-1a unter Normoxie und Hypoxie. (A) Unter normalen Sauerstoffbedingungen wird HIF-1o von
Prolylhydroxylasen (PHD) hydroxyliert. Diese Hydroxylierung wird von dem von-Hippel-Lindau Protein (pVHL) erkannt und
HIF-1a. gebunden. Als Teil eines Elongin C Ubiquitinligasekomplexes ubiquitiniert pVHL HIF-1a und markiert es fir den
proteasomalen Abbau. (B) Unter hypoxischen Bedingungen verlieren die PHDs ihre Aktivitat und HIF-1a bleibt stabil. HIF-1a
transloziert in den Nukleus und bindet die B-Untereinheit. Gemeinsam binden sie an Hypoxia Response Elements (HRE) in
der Promotorregion von Zielgenen und steuern direkt deren Transkription (erstellt nach Ohh et al. 2000 und Semenza 2004;
Grafik erstellt mit SMART von Servier®).

In entztindeten Geweben kommt es durch den hohen Sauerstoffverbrauch infiltrierender neutrophiler
Granulozyten und Monozyten innerhalb von kurzer Zeit zur Hypoxie und einem Anstieg von HIF-1a
(Frede et al. 2006; Ben-Shoshan et al. 2008; Campbell et al. 2014). Neben Sauerstoffarmut kdnnen
aber auch Lipopolysaccharide (LPS) (Frede et al. 2006; Peyssonnaux et al. 2007), IL-6 (Shi et al.
2011), IL-1B (Frede et al. 2005; Feldhoff et al. 2017) und TGF-B (McMahon et al. 2006) HIF-1a.

induzieren oder stabilisieren. HIF-1a wird in verschiedenen Zellen des angeborenen und adaptiven
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Immunsystems exprimiert: unter anderem in Makrophagen, neutrophilen Granulozyten,
dendritischen Zellen, T- und B-Zellen (Palazon et al. 2014). Durch die direkte Beeinflussung von
Genen fir das Zelliberleben sowie Glykolyse und Angiogenese kann HIF-1a den Verlauf
verschiedener Krankheiten lenken (Semenza 2004; Taylor und Colgan 2017). In vielen
Lebererkrankungen ist eine hdéhere Expression von HIF-1cc messbar: unter anderem in
Alkohol-induzierter Hepatitis, Hepatitis C Virusinfektion, Leberkrebs und akutem Leberversagen
(Ripoli et al. 2010; Nath et al. 2011; Nishiyama et al. 2012; Tak et al. 2017; Chen und Lou 2017).
Abhangig von der Krankheit kann eine HIF-1a Induktion protektiv oder schadlich sein. Wahrend
HIF-1a bei akuten Lebererkrankungen Uberwiegend einen schitzenden Effekt aufweist, wirkt HIF-1a
tendenziell schadlich in chronischen Entziindungen (Ju et al. 2016). Mehrere Phase Il und Phase IlI
klinische Studien untersuchen derzeit die Wirkung von HIF-1a auf das Tumorwachstum in
lymphatischen Krebserkrankungen, malignen Malanomen, Glioblastomen und Ovarialkarzinomen
(Fallah und Rini 2019).

1.3.1 Immunmodulation durch HIF-1a

In T-Zellen kann HIF-1a durch die Bindung an HREs RORyt direkt aktivieren und die Differenzierung
der Th17 Zellen induzieren (Dang et al. 2011; Shi et al. 2011). In der Literatur besteht Diskrepanz
daruber, ob HIF-1a die Differenzierung und suppressive Aktivitat von Tregs stimuliert (Ben-Shoshan
et al. 2008; Clambey et al. 2012; Lee et al. 2015; Westendorf et al. 2017) oder inhibiert (Dang et al.
2011; Shi et al. 2011; Feldhoff et al. 2017).

Durch eine Modulation des Zytokinmilieus kann HIF-1a. auch einen indirekten Einfluss auf die
CD4* T-Zelldifferenzierung ausiben. Es konnte bereits beobachtet werden, dass
pathophysiologische Sauerstoffbedingungen (1 % O2) in vitro zu einer héheren Produktion von IL-2,
IL-17 und IL-22 in T-Zellen (Gaber et al. 2013; Budda et al. 2016), IL-6 in Monozyten (Matsui et al.
1999) und TNF in Makrophagen (Cramer et al. 2003) flihrten. Experimente mit HIF-1a-defizienten
Immunzellen deckten die essentielle Rolle von HIF-1a in dieser Zytokininduktion auf (Peyssonnaux
et al. 2007; Budda et al. 2016; Mingyuan et al. 2018). Die Behandlung von Mausen mit einem
Prolylhydroxylase Inhibitor (bewirkt eine HIF-1a Stabilisierung) fiihrte zu einer Induktion intestinaler
IL-22* und IL-12p40* Zellen sowie einer Reduktion von IFNy*, IL-12p70*, IL-17* und IL-23" Zellen
wahrend chemischer oder Citrobacter rodentium-induzierter Kolitis (Marks et al. 2017). Auf3erdem
zeigten Mause, die hypoxischen Bedingungen ausgesetzt wurden, hohere IL-6 Transkripte in der
Lunge (Yan et al. 1995) und /L-2 Transkripte im Gehirn (Girard et al. 2008).

1.4 Geschlechtsspezifische Unterschiede im Immunsystem

Manner und Frauen unterscheiden sich in ihren angeborenen und adaptiven Immunantworten. 80 %
der Autoimmunerkrankungen wie Multiple Sklerose, rheumatoide Arthritis und systemischer Lupus
erythematodes treten bei Frauen auf, wahrend Manner ein hdheres Risiko fur maligne
Krebserkrankungen und parasitére Infektionen tragen. In Frauen lassen sich zudem starkere

Antikoérperreaktionen auf Impfungen nachweisen. Dieser Geschlechtsdimorphismus kann auf



Einleitung

Unterschiede der Chromosomenstruktur, der reproduktiven Organe oder der Hormonlevel beruhen
(Cai et al. 2016; Klein und Flanagan 2016; Sellau et al. 2019).

Geschlechtshormone sind lipophile Steroidhormone, die in den Gonaden oder der Nebennierenrinde
aus Cholesterol synthetisiert werden. Sie lassen sich in drei Gruppen unterteilen: Androgene,
Ostrogene und Gestagene. Innerhalb der Sexualhormone gibt es einen hohen Grad an Plastizitét.
Uber enzymvermittelter Reaktionsschritte kénnen Gestagene in Androgene und Androgene in
Ostrogene katalysiert werden (Sellau et al. 2019).

Die Androgene umfassen Testosteron, Dihydrotestosteron (DHT), Androstendion, Androstendiol und
Dehydroepiandrosteron. Testosteron kann einerseits Uber die 5a-Reduktase zu DHT oder Uber die
Aromatase zu dem Ostrogen Estradiol konvertiert werden. Testosteron und DHT binden an den
Androgenrezeptor (AR). DHT =zeigt hierbei eine 2x hohere Affinitdt und 5 x niedrigere
Dissoziationsrate zum AR und wird daher als das potenteste Androgen beschrieben. DHT kann
auflerdem nicht in Estradiol umgewandelt werden (Marchetti und Barth 2013; Cai et al. 2016; Davey
und Grossmann 2016).

Der AR wird von Monozyten, Makrophagen, neutrophilen Granulozyten, T-Zellen und B-Zellen (nur
in der Entwicklungsphase) exprimiert (Gubbels Bupp und Jorgensen 2018). Androgene kénnen
entweder den klassischen AR oder nicht-klassische AR binden. Der klassische AR liegt im
Zytoplasma und ist an Hitzeschockproteine gekoppelt. Nach Bindung des Androgens dissoziieren
diese Hitzeschockproteine und der Androgen:Rezeptor Komplex kann in den Nukleus translozieren.
Er wird phosphoryliert, bildet Homodimere und kann Androgen Response Elements (ARE) in den
Promotorregionen von Zielgenen binden und gemeinsam mit Kofaktoren deren Transkription
regulieren (Marchetti und Barth 2013; Cai et al. 2016). Uber die nicht-klassischen ARs kénnen
zusatzlich innerhalb von wenigen Minuten DNA-bindungsunabhangige Signalwege induziert werden.
Nicht klassische ARs kdnnen sowohl im Zytoplasma als auch in der Plasmamembran lokalisiert sein,
wo sie mit G-Proteingekoppelten Rezeptoren assoziiert sind und Androgene direkt oder indirekt Gber
Steroid Hormone Binding Globulin (SHBG) binden. Uber DNA-bindungsabhangige und unabhangige
Signalwege kénnen ARs neben der Gonadenentwicklung und Auspragung der
Geschlechtsmerkmale somit die Transkription immunrelevanter Gene modulieren (Gubbels Bupp
und Jorgensen 2018).

1.5 Amodbiasis
Die Amdbiasis wird von dem protozoischen Parasiten Entamoeba histolytica hervorgerufen
(WHO/PAHO/UNESCO 1997). Infektionen treten hauptsachlich in tropischen und subtropischen
Regionen mit mangelnden Hygienebedingungen auf und flhren jahrlich zu etwa 55.000 Todesfallen
(Lozano et al. 2012).

1.5.1 Entamoeba histolytica (E. histolytica)
Der protozoische Parasit Entamoeba histolytica (E. histolytica) wurde erstmals 1875 von Fedor
Ldésch in Stuhlproben eines Patienten mit einer intestinalen Amdébeninfektion beschrieben (Guerrant

1986). Der Artenname Entamoeba histolytica wurde 1903 von Fritz Schaudinn aufgrund der
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Fahigkeit des Parasiten Gewebe zu lysieren, eingeflihrt. E. histolytica |asst sich taxonomisch wie
folgt einordnen: Stamm — Amoebozoa; Kasse — Entamoebidea; Ordnung — Entamoebida;

Familie — Entamobidae; Gattung — Entamoeba (Guerrant 1986; Despommier et al. 2017).

1.5.2 Lebenszyklus von E. histolytica

Die Infektion beginnt mit der Aufnahme vierkerniger E. histolytica Zysten aus kontaminierten
Nahrungsmitteln oder Trinkwasser (Abb. 3). Die saureresistenten Zysten gelangen tber den Magen
in den DUnndarm und exzystieren zu einkernigen Trophozoiten. Die sehr beweglichen Trophozoiten
gelangen in den Dickdarm, vermehren sich Uber bindre Teilung und enzystieren zu vierkernigen
Zysten. Die Trophozoiten kénnen aber auch Uber Monate und Jahre im Darmlumen persistieren,
ohne jegliche Symptome hervorzurufen (Guerrant 1986; Stanley 2003). Beide Stadien werden tber
den Stuhl ausgeschieden. Wahrend die Trophozoiten auf3erhalb des menschlichen Kérpers nicht
Uberlebensfahig sind, kénnen die Zysten in warmer, feuchter Umgebung Gber Wochen (berleben,

ohne an Infektiositat zu verlieren und neue Wirte infizieren (Despommier et al. 2017).
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Abbildung 3: Lebenszyklus von E. histolytica. Durch kontaminierte Nahrungsmittel werden die vierkernigen E. histolytica
Zysten aufgenommen. Im Dinndarm exzystieren sie zu einkernigen Trophozoiten. Die Trophozoiten wandern in den
Dickdarm, vermehren sich durch binare Teilung und enzystieren erneut. Beide Formen werden lber den Stuhl abgegeben.
In seltenen Fallen kommt es zur invasiven Infektion, bei der die Trophozoiten die Darmwand penetrieren. Folgen sind blutige
Diarrhoe, Fieber und eitrige Kolitis. Der Parasit kann in unter 1 % der Falle extraintestinale Infektionen hervorrufen, indem er

Uber die Blutbahn in Organe wie Gehirn, Lunge und Leber gelangt (Wuerz et al. 2012).

1.5.3 Krankheitsbild, Diagnose und Therapie

80-99 % der E. histolytica Infektionen verlaufen nicht-invasiv und asymptomatisch. Der Parasit kann
jedoch die Darmwand penetrieren und eine starke Schadigung des Gewebes hervorrufen — die
Amaobenruhr. Folgen sind blutige Diarrhoe, Fieber und eitrige Kolitis. In unter 1 % der Falle kdnnen
die Trophozoiten in die Blutbahn gelangen und andere Organe wie Gehirn, Lunge und Leber befallen

(Abb. 3). Der Amobenleberabszess (ALA) ist hierbei die haufigste Form der extraintestinalen
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Infektion. Die Abszesse sind von Fieber, Gewichtsverlust und Schmerzen im rechten Oberbauch
begleitet (Guerrant 1986; Despommier et al. 2017). Trotz hdherer Infektionszahlen in Frauen bilden
Manner haufiger einen Amdbenleberabszess aus. Das Risiko steigt mit der Pubertat und ist im Alter
zwischen 30 und 50 Jahren am héchsten (Blessmann et al. 2002).

Lange Zeit war die Diagnose durch mikroskopische Analysen von Stuhlproben gepragt, bei der
jedoch E. histolytica nicht von der apathogenen Art E. dispar unterschieden werden konnte. ELISAs
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) und PCRs (Polymerase Chain Reaction) stellen heute die
neuen Standards in der Diagnostik dar. Wahrend mittels ELISAs, die E. histolytica Antigene in
Stuhlproben nachgewiesen werden, lassen sich mit PCR Analysen E. histolytica spezifische Gene
in Stuhlproben identifizieren. Der Amodbenleberabszess kann neben den entsprechenden
Symptomen und einer positiven E. histolytica Stuhlprobe durch Ultraschall oder Computertomografie
diagnostiziert werden (Stanley 2003). Unbehandelt kann der Amdbenleberabszess zum Tod flhren.
Durch sehr gute Behandlungsméglichkeiten liegt die Sterberate jedoch bei nur 1-3 % (Stanley 2003).
Bei allen invasiven Formen der Amdbiasis wird das Antibiotikum Metronidazol verabreicht, welches
die Trophozoiten im Gewebe tétet. Es folgt eine zusatzliche Therapie mit Paromomycin, um die
Parasiten im Darmlumen zu eliminieren. Patienten mit einer intestinalen, asymptomatischen

Infektion werden ebenfalls mit Paromomycin behandelt (Stanley 2003; Despommier et al. 2017).

1.5.4 Pathogenitatsfaktoren

Namensgebend fur E. histolytica ist die Fahigkeit Gewebe zu lysieren und Zellverbande aufzulésen.
Dieser Fahigkeit liegen verschiedene Pathogenitatsfaktoren des Parasiten zugrunde. Mittels einem
Galaktose/N-Acetyl-D-Galaktosamin spezifischen Lektins kdnnen die Trophozoiten an das
Darmepithel adharieren (Guo et al. 2007). Diesem Lektin ist eine besonders hohe Zytotoxizitat
zuzuschreiben, da Saugetierzellen ohne N-Acetyl-Galaktose oder N-Acetyl-Galaktosaminen
resistent gegentber der Adharenz und Tétung durch E. histolytica Trophozoiten sind (Stanley 2003).
Durch die Sezernierung porenbildener Peptide — den Amoebapores—ist E. histolytica weiterhin in
der Lage, die Wirtszellmembran zu lysieren. Ebenso kann E. histolytica die Apoptose von Wirtszellen
induzieren. Schliel3lich ermdglichen Cysteinpeptidasen des Parasiten eine Degradierung der

extrazellularen Matrix und somit Lyse des Gewebes (Stanley 2003; Guo et al. 2007).

1.5.5 Amobenleberabszess im Mausmodell

Neben den E. histolytica spezifischen Pathogenitatsfaktoren sind immunregulatorische
Mechanismen des Wirts ausschlaggebend fiir den Verlauf der Infektion. Das Mausmodell fir die
hepatische E. histolytica Infektion ermdglicht eine Erforschung der immunologischen Mechanismen
der Entwicklung und Regeneration des Amdbenleberabszesses. Mause weisen den gleichen
Geschlechtsdimorphismus auf, der auch bei Menschen beobachtet wird: mannliche Mause bilden
groRe Abszesse, wahrend weibliche Mause nur kleine Lasionen aufweisen. Im Gegensatz zum
Menschen kénnen Mause die Infektion regulieren und den Abszess vollstandig ausheilen (Lotter et
al. 2006).
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1.5.5.1 Immunpathologie im ALA

Die murine E. histolytica Infektion ist mit einem starken Einstrom von Monozyten und neutrophilen
Granulozyten assoziiert (Lotter 2005). Die simultane Depletion beider Zellpopulation mit einem
aGR-1 Antikérper fuhrte —im Gegensatz zu der ausschliellichen Depletion von neutrophilen
Granulozyten mit einem aLy6G Antikdrper — zu signifikant kleineren Abszessen nach E. histolytica
Infektion (Helk et al. 2013).

Nach Eindringen der E. histolytica Trophozoiten in die Leber produzieren Kupffer-Zellen
pro-inflammatorische Zytokine wie TNF, IL-23 und IL-17 und induzieren die Synthese des
Chemokins CCL2 (Abb. 4) (Schumann et al. 2000; Shahrara et al. 2010; Noll et al. 2016). Zusatzlich
kdnnen Hepatozyten in Entziindungsreaktionen CCL2 sezernieren (Eggert et al. 2016; Ziraldo et al.
2013). Inflammatorische Ly6C" Monozyten, die den CCR2 Rezeptor exprimieren, migrieren
aufgrund des CCL2 Signals aus dem Knochenmark und gelangen tber die Blutbahn in das infizierte
Lebergewebe (Serbina und Pamer 2006; Marra und Tacke 2014). Durch das pro-inflammatorische
Milieu differenzieren infiltrierende Ly6C"M Monozyten im Gewebe zu M1 Makrophagen. M1
Makrophagen sezernieren wiederum entzindungsférdernde Molekule wie IL-6, TNF, IL-1B, INOS
(inducible Nitric Oxidase Synthase) und ROS (Kolios et al. 2006; Guo et al. 2007). Auf diese Weise
wird einerseits die Amobe abgetdtet, andererseits das Gewebe des Wirts stark geschadigt, was
schliel3lich eine Manifestierung des Amdbenleberabszesses bewirkt. TNF tragt eine entscheidende
Rolle in der Gewebeschadigung wahrend der E. histolytica Infektion. So produzieren Ly6CM
Monozyten hohe Mengen an TNF und M&ause, die mit einem neutralisierenden TNF Antikdrper
behandelt wurden, entwickeln nur kleine Abszesse (Helk et al. 2013). Die Depletion von Kupffer-
Zellen mittels Clodronat fihrte ebenfalls zu signifikant kleineren Abszessen und verdeutlichte den
Einfluss von Kupffer-Zellen in der Immunpathologie im ALA. Die Rolle von Ly6C" Monozyten und
IL-17 in der Immunpathologie wurde zudem durch eine reduzierte Abszessentwicklung in
CCR2'Mausen, bei denen der Austritt von Monozyten aus dem Knochenmark gestort ist (Helk et
al. 2013), und IL-17A"- Mausen bestatigt (Noll et al. 2016).
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Abbildung 4: Immunpathologie in der E. histolytica Infektion. Als Antwort auf eindringende E. histolytica Trophozoiten
produzieren Kupffer-Zellen pro-inflammatorische Zytokine wie IL-23 und IL-17 und induzieren die Synthese von CCL2 in
Kupffer-Zellen und Hepatozyten. Nach CCR2-CCL2-vermitteltem Austritt der Ly6C" Monozyten aus dem Knochenmark
gelangen die Monozyten Uber die Blutbahn in die Leber. Aufgrund des inflammatorischen Milieus differenzieren sie zu M1
Makrophagen und produzieren pro-inflammatorische Zytokine wie TNF. Durch diese Zytokine wird einerseits die Amobe
abgetotet, andererseits sind sie die Ursache fiir die starke Gewebeschadigung und Manifestierung des

Amébenleberabszesse (Grafik erstellt mit SMART von Servier®).

1.5.5.2 Regenerationim ALA

Ly6C' Monozyten werden mittels Chemotaxis durch Bindung von CCL3, CCL4, CCL5 oder CCL8
an ihren CCR5 Rezeptor rekrutiert, patrouillieren entlang der BlutgefaRRepithelien und dringen bei
einer Infektion in das beschadigte Gewebe ein. Dort kbnnen sie unter Einfluss anti-inflammatorischer
Zytokine wie IL-13 zu alternativ aktivierten M2 Makrophagen differenzieren. Diese tragen
insbesondere durch Expression von Arginase 1 zur Geweberegeneration im ALA bei (Tacke et al.
2007; Geissmann et al. 2010; Noll et al. 2016).
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1.5.6 Geschlechtsspezifische Unterschiede in der E. histolytica Infektion

Obwohl Frauen sich ofter mit E. histolytica infizieren und eine héhere Parasitenlast aufweisen, bilden
Manner viermal haufiger einen Amdbenleberabszess aus. Das Risiko steigt mit Eintritt in die Pubertat
und erreicht einen Hohepunkt zwischen dem 30. und 50. Lebensjahr. In diesem Alter liegt das
Geschlechterverhaltnis sogar bei 7:1 (Blessmann et al. 2002). In Mannern, die sich asymptomatisch
mit E. histolytica infiziert haben, sind im Vergleich zu Frauen hoéhere zirkulierende CCL2
Konzentrationen messbar (Bernin et al. 2014). Manner kdnnten demnach eine hdhere Pradisposition
fur CCL2-vermittelte Immunpathologie haben.

Die murine E. histolytica Infektion zeigt die gleiche geschlechtsspezifische Abszessausbildung.
Mannliche Mause entwickeln deutlich gréRere Abszesse als weibliche Mause. Weibliche Mause sind
auflerdem in der Lage, den Abszess schneller auszuheilen (Lotter et al. 2006). Lotter et al. belegten,
dass Testosteron entscheidend zur Abszessentstehung beitragt. Kastrierte mannliche Mause
entwickelten kleinere Abszesse, wahrend Testosteron-behandelte Mause grolere Abszesse
aufwiesen. Ovariektomie weiblicher Mause sowie die Behandlung mit Estradiol zeigten im
Gegensatz keinen Einfluss auf die Abszessentwicklung (Lotter et al. 2013). CCL2 und TNF, die beide
essentiell fir die Immunpathologie im ALA sind, waren auf’erdem hdher konzentriert in den Seren
E. histolytica-infizierter mannlicher Mause als in weiblichen Mausen (Sellau et al. 2020).

Fir die Resistenz in weiblichen Mausen sind IFNy und NKT-Zellen (Natlrliche Killer-T-Zellen) von
essentieller Rolle. In der E. histolytica Infektion sind sowohl héhere IFNy Konzentrationen im Serum
als auch héhere Anteile hepatischer NKT-Zellen in der weiblichen Maus messbar (Lotter et al. 2013;
Lotter et al. 2006). Anti-IFNy-behandelte M&duse und CD1d”- M&use — in denen eine Aktivierung von
NKT-Zellen nicht méglich ist — kdnnen die Abszessentwicklung schlechter kontrollieren (Lotter et al.
2009; Lotter et al. 2006). Die Behandlung mit dem NKT-Aktivator aGalactosylceramid hingegen

resultierte in kleineren Abszessen (Lotter et al. 2009).

1.6 Zielsetzung

Die Infektion mit dem protozoischen Parasiten E. histolytica fihrt zu schwereren Krankheitsverlaufen
in mannlichen Individuen (Blessmann et al. 2002; Lotter et al. 2006). Der Amdbenleberabszess stellt
die haufigste Form der extraintestinalen Amdbiasis dar und liegt einer Immunpathologie zugrunde.
Es konnte bereits demonstriert werden, dass inflammatorische Monozyten, Kupffer-Zellen, die
IL-23/IL-17-Immunachse und das Zytokin TNF entscheidend zur Manifestierung des ALAs beitragen
(Helk et al. 2013; Noll et al. 2016). Zudem konnte nachgewiesen werden, dass das
Geschlechtshormon Testosteron entscheidend fur die Abszessentstehung ist (Lotter et al. 2013). Die
geschlechtsspezifischen Unterschiede der der Immunpathologie zugrunde liegenden Mechanismen
wurden bisher jedoch nicht hinreichend aufgeklart.

Die vorliegende Arbeit soll dazu beitragen, geschlechtsspezifische Unterschiede in der angeborenen
und adaptiven Immunantwort wahrend der E. histolytica Infektion aufzudecken. Unter Zuhilfenahme
des Mausmodells fir den Amobenleberabszess sollen die neutrophilen Granulozyten und

Monozyten unter der E. histolytica Infektion geschlechtsspezifisch charakterisiert werden. Zudem
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soll untersucht werden, inwieweit Androgene das pro-inflammatorische Potential der murinen Ly6C"
Monozyten in vivo und humanen Monozyten in vitro beeinflussen kénnen.

HIF-1a ist Teil eines Transkriptionsfaktors, der in vielen Lebererkrankungen induziert wird. HIF-1a
kann viele immunregulatorische Prozesse modulieren, wie die Differenzierung der Th17 und
regulatorischen T-Zellen. Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit wird die geschlechtsspezifische Rolle
von HIF-1a in der E. histolytica Infektion ermittelt. Zur Beantwortung der Frage wurden Mause mit
einem Hepatozyten-spezifischen Knockout von HIF-1a generiert, in denen die Abszessentwicklung
untersucht wird. Zudem wird analysiert, inwieweit HIF-1oa. das Zytokinmilieu und die
T-Zelldifferenzierung wahrend der E. histolytica Infektion in mannlichen und weiblichen Mausen
beeinflusst.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
21.1 Laborequipment

Tabelle 1: Auflistung des verwendeten Laborequipments

Gerat Modell Hersteller
Biologische Sicherheits- LaminAir® HB2448 Heraeus instruments
werkbank MicroFlowM51426/5 Astec
CO:z2 Inkubator HERA cell 150i Thermo Scientific
Durchflusszytometer LSR™ |1 BD Biosciences
LSR Fortessa™ BD Biosciences
Accuri C6 BD Biosciences
ELISA Reader MRXII Dynex Technologies
Feinwaage Kern410 Kern & Sohn GmbH
Fluoreszenzmikroskop BZ-9000 Keyence
Gel-Dokumentationssystem Gel Doc XR+ Bio-Rad
Inkubator D-6450 Heraeus instruments
Kochfeld Schott Ceran® Top Line Rommelsbacher

Kihlschrank (4°C)
Labornetzgerat
Lichtmikroskop
Magnetrihrer

Mikrowelle
Minizentrifuge

Mr. Frosty™ Gefrierbehalter

Nanodrop

Neubauer Zahlkammer

pH-Meter

Pipetten

Pipettierhilfe

Schnellkochtopf
Immunhistologie
TY-Medium

Schiittler

Thermocycler
ThermoMixer
Tiefklhlschranke

-20°C

FKU 1800
EV2310
Eclipse TS100
RCT basic
MW749

Rotilabo®

Nanodrop 2000
Neubauer-Improved
Lab 850

Pipet-Lite XLS

Cell Mate I

Sicomatic®-T
Vitavit® comfort
VXR basic Vibrax®

pegstar

Compact

Oko super
RFX 51400 WA

Liebherr

Consort

Nikon

IKA

CLAtronic®

Roth

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Marienfeld Superior
Sl Analytics
Rainin

Matrix

Silit
Fissler

IKA

peqglab
Eppendorf

Liebherr

Zanussi
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-80°C
Tischzentrifuge
Ultraschallbad
Vortex-Schittler

C660 Premium
5424R
Sonorex super
VF2

New Brunswick
Eppendorf
Bandelin

IKA

Waage Kern PCB
Wasserbad 1002
Zentrifuge 5810R

Varifuge 3.0 R

Kern & Sohn GmbH

GFL
Eppendorf

Heraeus sepatech

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 2: Auflistung des verwendeten Verbrauchsmaterials

Material

Hersteller

1mL EDTA-Probenréhrchen

96-Well Mikrotiterplatte, U-Form (high binding)
96-Well Mikrotiterplatte, Polypropylen, V-Form
96-Well Mikrotiterplatte MaxiSorp® Flach-Form
ALZET osmotische Pumpe, Model 2004
Autoclip® 9 mm

CellTrics, 30 uym

Einmalspritze

FACS-Ro6hrchen

Falcons (15 mL, 50 mL)

LightCycler®96 Mikrotiterplatte 96-Well, weil
MACS® Separation Column LS

MidiMACS™ Separator

KABE Labortechnik

Greiner
Sigma-Aldrich
Nunc

Alzet

BD Biosciences

Sysmex

Braun
Sarstedt
Sarstedt
Roche

Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec

Antisedan®
Cepetor®

Reaktionsgefalt 0,5 mL Safe-Lock Eppendorf
Reaktionsgefal® 1,5 mL Sarstedt
Reaktionsgefal®1,5 mL Safe-Lock Eppendorf
S-Monovette® 9 mL AH Sarstedt
S-Monovette® 1.2 mL LH Sarstedt
TC Flasche (T 25, T 75), Standard Sarstedt
Zellsieb, 70 ym Sarstedt
2.1.3 Chemikalien
Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Chemikalien
Chemikalie Hersteller
(2-Hydroxypropyl)-p-cyclodextrin Sigma-Aldrich

Orion Pharma
CP-Pharma
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Dimethylsulfoxid (DMSQO)
Ethidiumbromidlésung (0,025 %)
Fetales Kalberserum (FCS)
Isofluran Forene® 100% (v/v)
Istotone Kochsalzlosung, 0,9%
Ketamin Inresa

L-Glutamin
Penicillin-Streptomycin

RNAse freies Wasser

RPMI 1640 (w/o L-Glutamin + Hepes)
Testosteron

Trypanblau 0,4%

Tween® 20

UltraPure™ Agarose

Roth

Roth

Capricorn Scientific
Abbott GmbH & Co. KG
Braun

Inresa Arzneimittel GmbH
Merck

Gibco

Qiagen

Gibco

Sigma-Aldrich

Gibco

Roth

Invitrogen

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

2.1.4 Kits und Reagenzien

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Kits und Reagenzien

Kit / Reagenz Hersteller
Antibody Diluent Dako
Biocoll® Biochrom

CompBeads AntiRat, AntiHamster

DPBS w/o Calcium, w/o Magnesium, steril
eBioscience™ Foxp3/Transriptionsfaktor Farbepufferset
Eukitt®

Fc-Block

GeneRuler™ 100 bp DNA-Leiter

Humaner CXCL1/GROalpha ELISA

Humaner MCP-1/CCL2 ELISA

LEGENDplex™,
CXCL1, CXCL10, IL-1B, IL-1RA, TNF)

LEGENDplex™ murin Spezialanfertigung (3-plex: TNF,
CCL2, CXCL1)

Maxima™ Erststrang-cDNA-Synthesekit fiir RT-gPCR
Maxima™ SYBR Green qPCR Master Mix

Pan Monocyte Isolation Kit, human

human Spezialanfertigung (5-plex:

Percoll®
Red HS Taq Mastermix

TRIzol® Reagenz

BD Biosciences
PAN Biotech
Invitrogen
Sigma-Aldrich
BNITM

Thermo Scientific
R&D

BioLegend
BioLegend

BioLegend

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Miltenyi Biotec
GE Healthcare
Biozym

Invitrogen
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UltraComp eBeads™ Compensation Beads
Zombie UV™ Fixable Viability Kit
Zytomed-Chem-Plus-HRP Polymer Kit

Invitrogen
BioLegend
Zytomed

2.1.5 Puffer und Medien

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Puffer und Medien und deren Zusammensetzung

Puffer / Medium

Zusammensetzung

Citratpuffer

cRPMI-Medium

ELISA Coating Buffer

Erythrozyten-Lysepuffer
FACS-Puffer

Lysepuffer

MACS Puffer

PBS (20x)

TAE Puffer (50x)

TY-Medium

4,2 g Zitronensaure-Monohydrat
2 L dH20; pH 6

500 mL RPMI 1640 ohne Hepes
5 mL L-Glutamin

5 mL Penicillin/Streptomycin

50 mL FCS

8,4 g NaHCOs3

3,56 g NazCOs

1L dH20; pH 9,5

90 % 0,16 M NH4CI 10 % 0,1 M Tris; pH 7,6
100 mL PBS

1 uL FCS

2 % SDS einer 10% Ldsung

(bei 65 °C abgekocht)

10 % 1M Tris

20 % 1M NaCl

200 mL DPBS

1 gBSA (0,5 %)

800 uL 0,5 EDTA

8 g KClI

8 g KH2PO4

46 g Na2HPO4 x 2 H20 320 g NaCl
2L dH0

68 g NaAc x 3 H20

484 g Tris

74,5 g Nax-EDTA

2L dH20;pH 7,9

100 g Trypticase
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50 g Hefeextrakt

50 g Glucose

10 g NaCl

3,8 g KeHPOq4

3 g KH2PO4

5 g L-Cystein

1 g Ascorbinsaure

114 mg Fe-Ammoniumcitrat
4,3 L dH20; pH 6,8

2.1.6 Stimulantien fiir in vitro Versuche

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Stimulantien fiir in vitro Versuche

Stimulanz Verwendete Konzentration Hersteller
Brefeldin A 50 pg/mL Sigma-Aldrich
Dihydrotestosteron (DHT) 1 nM, 10 nM, 100 nM Sigma-Aldrich
E. histolytica Lysat BNITM

murin 1 mg/mL

human 0,1 mg/mL
lonomycin 500 ng/mL Sigma-Aldrich
LPS Sigma-Aldrich

murin 5 pg/mL

human 0,1 pg/mL
PMA 50 ng/mL Sigma-Aldrich

2.1.7 Antikorper
Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Antikdrper

Name Klon Fluorochrom Hersteller Verdiinnung
Durchflusszytometrie
anti-mouse -TCR HS7-597 FITC BD Biosciences  1:400
anti-mouse CCL2 2H5 PE BioLegend 1:50
anti-mouse CCR2 475301 AF700 R&D 1:200
anti-mouse CCR2 SA203G11 PE-Cy7 BioLegend 1:200
anti-mouse CD4 RM4-5 APC BioLegend 1:200
anti-mouse CD4 RM4-5 BV510 BioLegend 1:500
anti-mouse CD11b M1/70 BV510 BioLegend 1:400
anti-mouse CD45 30-F11 BV421 BioLegend 1:300
anti-mouse CXCL1 1174A APC R&D 1:50
anti-mouse Foxp3 FJK-16s APC Invitrogen 1:100
anti-mouse IL-10 JES5-16E3 PerCP-Cy5.5 BioLegend 1:100
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anti-mouse IL-17 TC11- AF700 BioLegend 1:50
18H10.1
anti-mouse Ly6C HK1.4 FITC BioLegend 1:300
anti-mouse Ly6C HK1.4 PE BioLegend 1:900
anti-mouse Ly6C HK1-4 Per-CP-Cy5.5 BioLegend 1:300
anti-mouse Ly6G 1A8 APC-Cy7 BioLegend 1:500
anti-mouse Ly6G 1A8 AF700 BioLegend 1:400
anti-mouse Ly6G 1A8 BV785 BioLegend 1:800
anti-mouse RORyt AFKJS-9 PE eBiosciences 1:50
anti-mouse TNFa MP6-XT22 BV421 BioLegend 1:200
anti-human CD14 M2E2 AF-700 BioLegend 1:20
anti-human CD16 3G8 PerCP BioLegend 1:20
anti-human HLA-DR G46-6 BUV395 BD Biosciences  1:20
Immundepletion
anti-rigG2A 54447 R&D Systems
anti-mCXCLA1 48415 R&D Systems
Immunhistochemie
anti-mouse HIF-1a orb161305 Biorbyt 1:300

2.1.8 Oligonukleotide

Tabelle 8: Auflistung der verwendeten Oligonukleotide

Name Sequenz (5> 3) ProduktgroRe
Genotypisierung
AlbCre GAAGCAGAAGCTTAGGAAGATGG
Mutante: TGCAAACATCACATGCAC
Wildtyp: TTGGCCCCTTACCATAACTG
HIF-1oflox TGCATGTGTATGGGTGTTTTG
GAAAACTGTCTGTAACTT
gqPCR
CXCL1 ACTCAAGAATGGTCGCGAGG 89 bp
ACTTGGGGACACCTTTTAGCA
Foxp3 GGTATTGAGGGTGGGTGTCA 126 bp
AGCTGCTGAGATGTGACTGT
GAPDH ACCCTTAAGAGGGATGCTGC 82 bp
GGGACGAGGAAACACTCTCC
HIF-1a TCAGCATACAGTGGCACTCA 213 bp
AAGGGAGCCATCATGTTCCA
IL-2 ATGAACTTGGACCTCTGCGG 129 bp
ATGTGTTGTCAGAGCCCTTT
IL-6 TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC 76 bp
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TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC

IL-21 CCACAAGATGTAAAGGGGCA 301 bp
GAGGTACCCGGACACAACAT

IL-23 ACCAGCGGGACATATGAATCT 147 bp
AGACCTTGGCGGATCCTTTG

RORy AGAAGACCCACACCTCA 93 bp
CCTCACAGGTGATAACC

RPS9 CCGCCTTGTCTCTCTTTGTC 257 bp
CCGGAGTCCATACTCTCCAA

TGF-B TGGAGCAACATGTGGAACTC 108 bp
CGTCAAAAGACAGCCACTCA

Fir alle Primer der Genotypisierung wurde eine Annealing-Temperatur von 63 °C verwendet, fur die
gPCR 58 °C.

2.1.9 Mauslinien

Alle Mausexperimente wurden im Einklang mit dem deutschen Tierschutzgesetzt durchgefihrt und
durch die Behérde fir Gesundheit und Verbraucherschutz Hamburg genehmigt
(Genehmigungsnummer 51/17 und N040/2020).

Tabelle 9: Auflistung der verwendete Mauslinien

Stamm Herkunft

C57BL/6J BNITM Hauszucht

AlbCre Medizinische Klinik und Poliklinik UKE, Dorothee
Schwinge

HIF-1o/fox Jackson Laboratory

Hep-HIF-1a7 (AlbCre x HIF-10."%) BNITM Hauszucht

2.1.10 Software und Datenbanken

Tabelle 10: Auflistung verwendeter Software und Datenbanken

Software oder Datenbank Hersteller oder Internetseite
FACSDiva™ BD Biosciences

FlowJo™ Version 10 BD Biosciences
LEGENDplex ™ Version 8.0 BioLegend

LightCycler® 96 Roche

Nanodrop™ 2000 Thermo Scientific

Mac Office Version 16.39 Microsoft

Prism 8.3 GraphPad

Smart Servier smart.servier.com
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.21 Isolierung genomischer DNA aus murinem Ohrgewebe

Fur die Genotypisierung der Hep-HIF-1a7- Mause wurde die genomische DNA aus einer Ohrstanze
extrahiert. Die Ohrstanze wurde fir 30 min in 50 pL Lysepuffer + 0,25 pL Proteinase K (20 mg/mL)
bei 75 °C im Heizblock inkubiert. Nach weiteren 20 min bei 95 °C wurde die Lésung mit 400 L Tris
(10mM, pH 7,5) versetzt. Die isolierte genomische DNA wurde bei -20 °C aufbewahrt.

2.2.2 RNA Isolierung aus murinem Lebergewebe

Um die RNA aus murinem Lebergewebe zu isolieren, wurde der grofde Leberlappen entnommen und
in Flassigstickstoff schockgefroren. Ca. 150 mg gefrorenes Lebergewebe wurde mit einem StéRel in
500 yL TRIzol® homogenisiert. 100 yL Chloroform wurde hinzugefiigt und das Reaktionsgefanl
kraftig geschittelt. Nach einer Inkubation von 3 min bei Raumtemperatur (RT) wurden die Proben
bei 12.000 x g, 4 °C flr 15 min zentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde in ein neues
Reaktionsgefalt tberfiihrt. Die RNA wurde durch Mischen mit 500 uL Isopropanol und 10-mintiger
Inkubation bei RT préazipitiert und bei 12.000 x g, 4 °C fiir 10 min sedimentiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet mit 500 pL 75 % Ethanol resuspendiert und bei 12.000 x g, 4 °C fir 5 min
zentrifugiert. Nachdem der Uberstand abgenommen wurde, wurde das Pellet fiir 1 h bei 37 °C auf
einem Heizblock an der Luft getrocknet. SchlieRlich wurde die RNA in 200 pL Nuklase-freiem
Wasser geldst und die Konzentration am Nanodrop® 2000 bestimmt. Die Lagerung der RNA erfolgte
bei -80 °C.

2.2.3 cDNA Synthese

Mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase kann einzelstrangige RNA in complementary DNA
(cDNA) umgeschrieben werden.

Um aus der isolieten RNA cDNA zu synthetisieren, wurde das Maxima™ Erststrang-cDNA-
Synthesekit fur RT-gPCR von Thermo Scientific nach Herstellerangaben angewendet. Es wurde
jeweils 1 ug RNA in cDNA umgeschrieben. Nach einer 10-minttigen Inkubation bei RT, erfolgte die
Amplifikation bei 50 °C im Heizblock fir 30 min, gefolgt von der Enzyminaktivierung fur 5 min bei
85 °C. Die synthetisierte cDNA wurde bei -20 °C aufbewahrt.

2.2.4 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten Reaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ermdglicht die Vervielfaltigung
eines spezifischen DNA-Abschnittes und wurde fiir die Genotypisierung der Hep-HIF-10” Mause
verwendet. Fur die durchgefiihrten PCRs wurde der Red HS Tag Mastermix (Biozym) verwendet,
der neben einer hitzebestandigen DNA-Polymerase, Desoxynukleotide (ANTPs) und den geeigneten
Puffer enthalt. Die zuvor isolierte genomische DNA wird im ersten Schritt der PCR denaturiert. Bei
der folgenden Primerhybridisierung binden die Primer an ihre komplementare Sequenz in der
Ausgangs-DNA. Die Primer fiir die Amplifikation AlbCre und HIF-1a"% -spezifischer DNA-Abschnitte
sind in Tab. 8 aufgelistet. Die DNA-Polymerase erkennt das freie 3OH Ende der Primer und
synthetisiert eine neuen Strang entlang der komplementaren Ausgangs-DNA. Durch mehrere

Zykluswiederholungen wird die DNA exponentiell vervielfaltigt.
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Pro Probe wurde 10 uL des Red HS Taq Mastermixes (Biozym), je 0,8 uL Primer, 6,4 uL bzw. 5,8 L
H20 und 2 yL DNA eingesetzt. Die PCR wurde in 0,5 mL Safe-Lock Reaktionsgefallen im

Thermocycler (peglab) mit dem Programm in Tabelle 11 durchgefihrt.

Tabelle 11: PCR Programm fiir die AlbCre und HIF-1o°* Genotypisierung

Phase Temperatur Dauer

Denaturierung 94 °C 5 min

Denaturierung 94 °C 30s
Primerhybridisierung 63 °C 30s 35 Zyklen
Elongation 72°C 30s

Finale Elongation 72°C 5 min

2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die GroRe des amplifizierten PCR Produkts konnte mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert
werden. 2 % Agarose wurde in 1 x TAE-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht. Unmittelbar vor dem
GielRen des Gels wurde die L6sung mit einem Tropfen 0,025 %iger Ethidiumbromidlésung pro 50 mL
Agarose versetzt. Das Gel wurde in die Elektrophoreseapparatur eingesetzt und mit 1 x TAE
Laufpuffer aufgeflllt. Der verwendete PCR Red HS Tag Mastermix enthalt einen roten
Gelbeladepuffer und ermdglicht ein direktes Auftragen des PCR Produktes (10 pL) in das Gel. Zur
GroRenbestimmung wurde zusatzlich eine 100 Basenpaar (bp) DNA-Leiter aufgetragen. Die
Apparatur wurde an ein Labornetzgerat angeschlossen und der Gellauf bei 120 V fiir ca. 40 min
durchgefiihrt. Die negativ geladene DNA wandert im elektrischen Feld zur positiven Anode. Die
netzahnliche Struktur des Agarosegels ermdglicht kleineren DNA-Abschnitten hdhere
FlieRgeschwindigkeiten als langeren Abschnitten. Die Wanderstrecke korreliert daher mit der DNA-
Grole. Ethidiumbromid interkaliert in doppelstrangige DNA und ermdglicht eine Visualisierung der
DNA Banden mittels UV-Licht (254 nm).

Tabelle 12 zeigt die zu erwartenden Grofken der AlbCre und HIF-1a* Amplifikate.

Tabelle 12: Grée der AlbCre und HIF-10/°* Amplifikate

HIF-1aflox AlbCre
Wildtyp 99 bp 351 bp
Heterozygot 99 bp + 120 bp
Mutante 120 bp 390 bp

2.2.6 Quantitative Real-Time PCR (qPCR)

Bei der quantitativen Real-Time-PCR (qPCR) wird die Zunahme an amplifizierter DNA in Echtzeit
gemessen. Fur alle gPCRs wurde der Maxima™ SYBR Green qPCR Master Mix von
Thermo Scientific mit einer Primer-Endkonzentration von 0,3 uM und 50 ng cDNA verwendet.
SYBR Green ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der in doppelstrangige DNA interkaliert. Eine Zunahme
des Fluoreszenzsignals ist daher proportional zur Menge an amplifizierter DNA. Als Referenzgen

wurden die in der Maus konstitutiv exprimierten Haushaltsgene GAPDH oder RPS9 verwendet. Die
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Amplifikation und Messung eines 10 yL Reaktionsansatzes erfolgte in einer 96-Well-Mikrotiterplatte

im Lightcycler® 96 von Roche. Dabei wurde das in Tabelle 13 dargestellte Programm durchlaufen.

Tabelle 13: Verwendetes gPCR Programm

Phase Temperatur  Dauer
Initiale Denaturierung 95 °C 300s
Amplifikation
Denaturierung 95 °C 10s
Primerhybridisierung (Annealing) 58 °C 10s 50 Zyklen
Elongation 72°C 10s
Schmelzkurvenanalyse
95 °C 10s
65 °C 60 s
97 °C 1s
Abkulhlung 37 °C 30s

Die optimale Annealing Temperatur fur die Primerhybridisierung wurde zuvor mit einer Gradienten-
PCR Uberpruft und konnte fir alle verwendeten Primer auf 58 °C eingestellt werden. Fir die
quantitative Analyse wurde der Cycle of Threshold (Ct) der verschiedenen Proben ermittelt. Der
Cr-Wert gibt den Zyklus an, bei dem ausreichend Ausgangsmaterial vervielfaltigt wurde, um ein
messbares Fluoreszenzsignal zu erhalten. Um die relative Expression des Gen Of Interests (GOI)
zu ermitteln wird der Cr-Wert zunachst mit dem Cr-Wert des Haushaltsgens GAPDH bzw. RPS9
normalisiert. Hierfur wird die Differenz der beiden Cr- Werte (ACr) errechnet: Crgo; = Crgor - Crref -
Naive Leberproben wurden als Kalibrator (Kal) verwendet um den AAC; zu berechnen: AAC; =
ACr o1 — ACr ke - Daraus lasst sich die relative Genexpression = 2724¢r pestimmen (Livak und
Schmittgen 2001).

2.3 Biochemische Methoden

2.3.1 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Das in Zellkulturiiberstanden vorhandene CCL2 bzw. CXCL1 wurde mittels Enzyme-Linked
Immunosorbent Assays (ELISA) nachgewiesen. Der Sandwich ELISA ermdglicht die Detektion eines
Antigens zwischen zwei Lagen von Antikdrpern.

Es wurde der humane MCP-1/CCL2 MAX Deluxe Set ELISA von BioLegend und der humane
CXCL1/GROa DuoSet ELISA von R&D nach Herstellerangaben durchgefihrt. Zunachst wurde der
primare Antikdrper Gber Nacht auf eine 96-Well Mikrotiterplatte (Maxisorp von Nunc fir CCL2; high
binding von Greiner fur CXCL1) gebunden. Ungebundene Stellen wurden mit 1 % BSA in PBS fur
1 h blockiert. Die Proben (1:50 verdinnt fir CCL2; unverdinnt fur CXCL1) und die Standardreihe
wurden fur 2 h auf die Platte gegeben. Wahrend dieses Inkubationsschrittes band in den Proben
vorhandenes CCL2 bzw. CXCL1 an den immobilisierten Antikorper auf der Platte. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS + 0,05 % Tween folgte eine einstindige Inkubation mit einem biotinylierten
sekundaren Antikorper gerichtet gegen CCL2 bzw. CXCL1. Anschlie®end wurde die Platte erneut
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gewaschen und der sekundare Antikdrper von Avidin-Horseradish Peroxidase (HRP) fur 30 min
gebunden. Nach grindlichem Waschen wurde eine Substratldsung hinzugegeben. Die
enzymatische Reaktion der Peroxidase mit der Substratldsung fihrte zu einer Blaufarbung der
Probe. Diese Reaktion wurde im Dunkeln durchgefiihrt und nach ca. 20 min mit H.SO4 abgestoppt,
wodurch ein Farbumschlag nach gelb erfolgte. Die optische Dichte, die mit der Menge gebundenen

Analyts korreliert, wurde im ELISA Reader bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen.

2.3.2 LEGENDplex

Der Bead-basierte Immunoassay LEGENDplex von BioLegend ermdglicht die gleichzeitige Analyse
mehrerer Zytokine in einer Probe. Er beruht auf dem Prinzip des Sandwich ELISAs. Fluoreszierende
Beads, die sich in GréRe und Fluoreszenzstarke unterscheiden, sind an spezifische Antikérper
gekoppelt, die ein Analyt erkennen. Es wurde ein humaner LEGENDplex mit den Zytokinen CXCLA1,
CXCL10, IL-1pB, IL-1RA und TNF sowie ein muriner LEGENDplex mit den Zytokinen TNF, CCL2 und
CXCL1 nach Herstellerangaben in einem Volumen von 10 pyL durchgefihrt. Serumproben wurden
1:2 in Assay Puffer verdiinnt, wahrend Zellkulturiberstadnde unverdinnt eingesetzt wurden. Proben
und Beads wurden Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Beads wurden durch einen sekundaren
biotinylierten Antikérper gebunden, der wiederum von Streptavidin-Phycoerythrin (SA-PE) gebunden
wurde. Die Starke des Fluoreszenzsignals in PE korreliert daher mit der Menge an gebundenem

Analyt und konnte mittels Durchflusszytometrie gemessen werden.

2.3.3 Histologie und Immunhistologie

Mit Hilfe histologischer Untersuchungen lassen sich verschiedene Zelltypen in Gewebeschnitten
mikroskopisch charakterisieren. Wahrend in der Histologie der Nachweis mit Farbelésungen erfolgt,
werden in der Immunhistologie spezifische Antikdrper verwendet. Fir sowohl Histologie als auch
Immunhistologie wurde der infizierte Leberlappen fir mindestens 24 h bei RT in 4%
Formaldehydldsung fixiert und anschlielend in Paraffin eingebettet. Nach Aushartung wurden die
Proben in 0,2 ym Schichtdicke geschnitten und auf einem Objekttrager fixiert. Die Schnitte wurden
mittels Xylols (2 x 5 min) und absteigender Alkoholreihe (2-3 min) deparaffiniert und rehydratisiert.
Fir die Hamatoxylin-Eosin (H&E) Farbung, die zum Nachweis zellularer Strukturen angewendet
wird, folgte eine 10-minutige Farbung mit Hdmalaun nach Meyer. Nach einer 10-minutigen Blauung
unter flieRendem Leitungswasser wurden die Schnitte flir 5 min in Eosin gefarbt. Die H&E Farbung
lasst Zellkerne blau-violett und das Zytoplasma rétlich erscheinen. Fir den immunhistologischen
Nachweis von HIF-1a* Zellen wurden die Schnitte fir 3 min in Citratpuffer im Schnellkochtopf
gekocht. Diese Antigendemaskierung ist ndétig, um Antikérperbindungen nach dem
Fixierungsprozess in Formalin wieder zu ermdglichen. Um eine Hintergrundfarbung durch endogene
Peroxidase auszuschlieRen, wurde der Schnitt fur 10 min mit 3 % H202 geblockt. Unspezifische
Bindungen des 2. Antikdrpers wurden durch einen 5-mindtigen Proteinblock verhindert. Der aHIF-1a
Primarantikorper (biorbyt, Klon orb161305) wurde 1:300 in Antibody Diluent (Dako) auf den Schnitt
gegeben und bei 4 °C uber Nacht inkubiert. Es folgte eine Inkubation mit dem HRP-gekoppelten
sekundaren Antikorper fir 30 min. Zwischen den einzelnen Inkubationen wurde das Praparat 3 x fur
3 min mit Spulpuffer gewaschen. Nach der Inkubation mit dem Sekundarantikdrper wurde den ersten
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beiden Waschschritten jeweils 0,05 % Tween hinzugefiigt. Fur die Entwicklung unter
mikroskopischer Beobachtung wurde 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) verwendet, was in einer
braunlichen Farbung resultiert. Die Farbung wurde mittels dH20 abgestoppt. Eine Kerngegenfarbung
fur 1 min erfolgte mit Hamalaun nach Meyer, gefolgt von einer Blauung flr 10 min unter
Leitungswasser. Durch eine kurze aufsteigende Alkoholreihe sowie 3 x 5 min Xylol wurden die
Schnitte dehydriert und anschlieRend mit Eukitt® eingedeckt.

2.4 Zellbiologische Methoden
2.41 Kultivierung von E. histolytica

1967 konnten E. histolytica Trophozoiten aus einer Darmbiopsie eines mexikanischen Patienten mit
Amdbenruhr isoliert werden. Aus diesem Kulturisolat— HM-1:MSS genannt — konnten zwei
unterschiedliche Zelllinien generiert werden. Die Zelllinie B unterschied sich von der Zelllinie A in der
Fahigkeit, im Mausmodell Amdbenleberabszesse zu induzieren (Biller et al. 2009). Aus diesen
Zelllinien wurden Klone und Subklone hergestellt. In dieser Arbeit wurde fir alle Experimente der
hochpathogene Sub-Klon B2-5 verwendet (Meyer et al. 2016). E. histolytica Trophozoiten wurden in
TYI-S-33 Medium unter anaeroben Bedingungen bei 37 °C in T 25 Zellkulturflaschen kultiviert
(Diamond et al. 1978). Alle 2-3 Tage wurden die Konfluenz der Zellen beurteilt, die Trophozoiten
durch leichtes Schitteln abgeldst und eine angemessene Zellzahl (1-10%) in eine neue T 25

Zellkulturflasche mit frischem Medium Uberfiihrt.

2.4.2 Herstellung von E. histolytica Lysat

Zur Lysatherstellung wurden die E. histolytica Trophozoiten am Vortag in mehrere T 75
Zellkulturflaschen ausgesat, sodass sie am Folgetag einen einschichtigen Zellrasen bildeten. Das
Medium wurde bis auf 10 mL abgegossen und die Trophozoiten in dem Restvolumen durch
Schitteln geldst. Die Zelllésung wurde in ein 50 mL-Réhrchen tberfihrt und bei 300 x g, 4 °C flur
5 min sedimentiert. Anschlieliend wurde zweimal in PBS gewaschen und die Lésung in ein steriles
1,5 mL Reaktionsgefal’ Uberfuhrt. Durch viermaliges Einfrieren und Auftauen in flissigem Stickstoff
wurden die Zellen aufgeschlossen. Die Proteinkonzentration wurde am Nanodrop 2000 bestimmt.
Das Lysat wurde auf mehrere Reaktionsgefalie aufgeteilt, erneut schockgefroren und bei -80 °C

gelagert.

2.4.3 Isolierung von Leukozyten aus humanem Spenderblut

Um die mononuklearen Zellen des peripheren Bluts (Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMCs)
zu isolieren, wurde gesunden Probanden Blut in 9 mL Heparinréhrchen abgenommen. Die Versuche
wurden von der Ethikkommission der Arztekammer Hamburg genehmigt (Genehmigungsnummer
PV5252). Das Blut wurde 1:1 mit PBS verdinnt und mit der Trennldsung Biocoll 2:1 Uberschichtet.
Nach einer Zentrifugation von 30 min bei 450 x g, 21 °C ohne Bremse bildete sich ein Dichtegradient
mit folgenden Phasen: gelbliche Plasmaphase, tribe Leukozyten- und Thrombozytenphase, klare
Biocollphase und rote Erythrozytenphase (von oben nach unten). Der Leukozytenring wurde

abgenommen und in einem neuen 50 mL-Réhrchen gesammelt. Das Pellet wurde zweimal mit PBS

26



Material und Methoden

bei 300 x g, 4 °C fur 5 min gewaschen und anschlielend die Zellzahl bestimmt (siehe Abschnitt
2.4.9).

2.4.4 lIsolierung humaner CD14" und CD16" Monozyten aus PBMCs

Aus den PBMCs konnten mittels negativer Selektion iber magnetische Beads — MACS (Magnetic
Activated Cell Sorting) — die CD14* und CD16* Monozyten isoliert werden.

Die Isolierung erfolgte mit dem Pan Monocyte Isolation Kit sowie dem MidiMACS™ Magneten mit
LS Saulen (Miltenyi Biotec). Das Kit beinhaltet einen Mix aus Biotin-konjugierten Antikdrpern und
Anti-Biotin Microbeads und ermoglicht die Markierung von T-Zellen, NK-Zellen, B-Zellen, DCs und
Basophilen. Pro 1 x 107 Zellen wurde das Pellet in 40 yL MACS Puffer, 10 uL FcR Blocking Reagent
sowie 10 yL Biotin-Antibody Cocktail aufgenommen und 5 min bei 4 °C inkubiert. Es wurde 30 pL
MACS Puffer und 20 pL Anti-Biotin Microbeads hinzugegeben und 10 min bei 4 °C inkubiert. Die
Saule wurde an den Magneten platziert und zunachst mit 3 mL MACS Puffer equilibriert.
Anschliefend wurden die Zellen auf die Saule gegeben und der Durchfluss aufgefangen. Die
negative, ungebundene Fraktion enthielt die Monozyten. Die Saule wurde dreimal mit 3 mL MACS

Puffer gespllt, die Zellen sedimentiert und gezahlt (siehe Abschnitt 2.4.9).

2.4.5 Isolierung der PBMCs aus murinem Herzblut

Das mittels Herzpunktion gewonnene Blut wurde in EDTA Rd&hrchen aufgefangen, um eine
Koagulation zu verhindern. Die Proben wurden bei 850 x g, 4 °C fiir 10 min zentrifugiert. Das klare
Plasma wurde mit einer Pipette abgenommen und bei -80 °C gelagert. Anschlielfend wurde 300 pL
Blut in 10 mL PBS bei 300 x g, 4 °C fiir 5 min gewaschen und der Uberstand mit einer Stabpipette
abgenommen. Das Pellet wurde in 5mL Erylysepuffer resuspendiert, nach 5 min mit PBS
abgestoppt und die Zellsuspension erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, das
Pellet mit PBS gewaschen und die Erylyse wiederholt. Nach einem weiteren Waschschritt konnten
die Zellen flur die FACS (Fluourescence-Activated Cell Sorting) Farbung (siehe Abschnitt 2.4.13)

weiterverarbeitet werden.

2.4.6 Isolierung von Leukozyten aus murinem Lebergewebe

Die Isolierung der murinen Leberleukozyten erfolgte mittels Percoll - Dichtegradienten. Zunachst
wurde der grofe Leberlappen mit der Kolbenstange einer 5 mL Einmalspritze Utber ein 70 ym
Zellsieb in ein 50 mL-Roéhrchen zerrieben. Nach einem Waschschritt in PBS bei 300 x g, 4 °C flr
8 min wurde das Zellpellet in 5 mL 80 % Percoll in RPMI resuspendiert. Die Zellsuspension wurde
in ein 15 mL-Roéhrchen Gberfihrt und mit 40 % Percoll in RPMI tberschichtet. Im Anschluss wurden
die Proben bei 800 x g, 21 °C fir 25 min ohne Bremse zentrifugiert. Der Leukozytenring wurde
abgenommen und in ein neues 15 mL-Roéhrchen Uberfiihrt. Die Zellen wurden in kaltem PBS
aufgenommen und bei 300 x g, 4 °C fur 5 min zentrifugiert. Um die vorhandenen Erythrozyten zu
lysieren, wurde das Pellet in Erylyse-Puffer resuspendiert. Die Zelllyse wurde nach 5 min mit PBS
abgestoppt und erneut bei 300 x g, 4 °C fur 5 min zentrifugiert. Nach einem weiteren Waschschritt
in PBS, wurden die Zellen gezahlt (siehe Abschnitt 2.4.9).
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2.4.7 Isolierung von Leukozyten aus murinem Milzgewebe

Die Milz wurde mit der Kolbenstange einer 5 mL Einmalspritze Uber ein 70 um Zellsieb in ein
50 mL-Rohrchen zerrieben. Nach einem Waschschritt in PBS bei 300 x g, 4 °C fir 5 min wurde das
Zellpellet fir 5 min in Erylyse-Puffer resuspendiert und zweimal mit PBS gewaschen. Anschlie3end
wurde die Zellzahl bestimmt (siehe Abschnitt 2.4.9).

2.4.8 Isolierung von murinen Knochenmarkszellen

Femur und Tibia der Maus wurden von Muskelfleisch entfernt und die Knochen in 70 % Isopropanol
sterilisiert. Die Knochenenden wurden mit einer Schere aufgeschnitten und der Knochen mit RPMI-
Medium Uber eine 10 mL Einmalspritze mit feiner Injektionskanulle gesplilt. Die gesamte Flissigkeit
wurde in einem 50 mL-Réhrchen gesammelt und auf Eis gelagert. Nach 10 min wurde der Uberstand
abgenommen — kleinere Knochenbestandteile blieben so am Boden des Roéhrchens —und bei
300 x g, 4 °C flr 5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in Medium geldst und die Zellzahl bestimmt
(siehe Abschnitt 2.4.9).

249 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer (Tiefe 0,1 mm, 0,0025 m?) bestimmt.
Hierfir wurde zunachst eine angebrachte Verdiinnung der Zellsuspension in 0,4 % Trypanblau
hergestellt, wovon 10 pL in die Zahlkammer pipettiert wurden. Unter dem Lichtmikroskop wurden
anschlieBend die lebendigen Zellen, die den Farbstoff nicht aufnehmen, in vier GroRquadraten

gezahlt. Die Zellzahl pro mL lie® sich mit folgender Formel berechnen:

Zellzahl _ Gesamtzellzahl
mL  Anzahl ausgezahlter GroRquadrate

x Verdunnungsfaktor x 10.000

2.4.10 Humaner in vitro Stimulationsassay

Der humane Stimulationsassay wurde in einer 96-Well Mikrotiterplatte mit Rundboden durchgefiihrt.
Je 1 x 10° humane Monozyten wurden in komplettiertem RPMI-Medium ausgesét und mit 1 yg/mL
E. histolytica Lysat, 0,1 ug/mL LPS und 1-100 nM DHT (Tab. 6) bei 37 °C, 5 % COz stimuliert. Nach

24 h wurde der Uberstand abgenommen und bei -20 °C aufbewahrt.

2.4.11 Muriner in vitro Stimulationsassay

Der murine Stimulationsassay wurde in einer 96-Well Mikrotiterplatte mit Rundboden durchgefiihrt.
Je 2 x 10°® Splenozyten wurden in komplettiertem RPMI-Medium ausgesat und bei 37 °C und 5 %
CO:z2 inkubiert. Um den Proteintransport zu inhibieren und eine intrazellulare Anreicherung der
Zytokine zu ermdglichen, wurde nach 1 h 50 pyg/mL Brefeldin A hinzugegeben. Nach weiteren 3 h
wurde die Mikrotiterplatte bei 450 x g, 4 °C fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Zellpellet fur die FACS Analyse gefarbt.

2.4.12 Restimulation muriner Leberlymphozyten
Um eine intrazelluldre Zytokinproduktion nachzuweisen, mussten die aufgereinigten
Leberlymphozyten zunachst mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) und lonomycin restimuliert

werden. Die Restimulation wurde in einer 96-Well Mikrotiterplatte mit Rundboden durchgefiihrt. Je
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1 x 108 murine Leberlymphozyten wurden in komplettietem RPMI-Medium ausgesat und mit
50 ng/mL PMA und 500 ng/mL lonomycin stimuliert. PMA aktiviert die Proteinase C und lonomycin
beginstigt einen Calciumeinfluss. Durch die Restimulation mit PMA und lonomycin werden bereits
aktivierte Zellen in ihrer Zytokinproduktion stimuliert. Um den Proteintransport zu inhibieren und eine
intrazellulare Anreicherung der Zytokine zu ermdglichen, wurde nach 1 h 50 yg/mL Brefeldin A
hinzugegeben. Nach weiteren 3-5 h wurde die Mikrotiterplatte bei 450 x g, 4 °C flr 5 min zentrifugiert
und das Zellpellet fur die FACS Analyse gefarbt.

2.4.13 Farbung der Zellen fur die Analyse mittels Durchflusszytometrie

Um die Expression von extra- und intrazelluldren Proteinen mittels Durchflusszytometrie zu
analysieren, wurden die Zellen mit Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern in FACS-Réhrchen
gefarbt.

Eine Farbung der Zellen mit Zombie UV™ (1:1000 in 100 yL PBS) bei RT fir 20 min ermdglichte
einen Ausschluss von toten Zellen bei der Analyse. Zombie UV™ ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der
die beschadigte Membran toter Zellen durchdringt, wahrend lebendige Zellen mit intakter
Zellmembran nur minimal angefarbt werden. Nach 20 min wurde 1 mL FACS Puffer hinzugegeben,
die Proben bei 300 x g, 4 °C fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde
ein weiteres Mal in FACS-Puffer gewaschen. Die Oberflachenfarbung muriner Zellen erfolgte im
Fc-Block um unspezifische Bindungen der Fc-Domane des Antikérpers mit murinen Fc-Rezeptoren
zu verhindern. Die Farbung humaner Zellen wurde in FACS-Puffer durchgefihrt. Die Zellen wurden
mit dem entsprechenden Antikérper-Mastermix (siehe Tab. 7 fir alle verwendeten Antikdrper) in
50 uL Volumen bei 4 °C fiur 30 min gefarbt und mit 1 mL FACS Puffer abgestoppt. Nach einer
Zentrifugation erfolgte die Fixierung und Permeabilisierung mit dem Foxp3/Transcription Factor
Staining Buffer Set in einem Volumen von 100 pL bei 4 °C. Nach 30 min wurde 1 mL Perm/Wash
Puffer hinzugegeben und das Pellet zweimal in dieser L6sung gewaschen. Sollten auch intrazellulare
Proteine und Transkriptionsfaktoren gefarbt werden, folgte eine Inkubation flir 30 min bei 4 °C mit
einem entsprechenden Antikdrper-Mastermix in 50 yL Perm/Wash Puffer. Nach zwei weiteren
Waschschritten wurde das Pellet fur die Messung tber einen 30 ym CellTrics gefiltert und in 100 yL
Perm/Wash Puffer aufgenommen. Bei jeder Farbung diente eine Probe, die nur mit Zombie UV
gefarbt wurde, als Kontrolle. FMO (Fluoresence Minus One) Kontrollen, bei denen lediglich ein
Antikérper im Mastermix fehlte, ermdglichten zudem eine leichtere Unterscheidung von positiven

und negativen Zellen.

2.4.14 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermdglicht die Analyse von Zellen hinsichtlich ihrer extrazelluldren und
intrazellularen Molekile. In dieser Arbeit wurden die Proben sowohl am LSR Il (BD Biosciences) als
auch am Fortessa (BD Biosciences) gemessen.

Bei der Messung passiert eine Einzellsuspension eine dinne Mikrokanalklvette und wird von
verschiedenen Lasern angestrahlt. Wahrend der LSR Il einen blauen (488 nm), einen roten
(640 nm), einen violetten (405 nm) und einen UV Laser (355 nm) besitzt, ist der Fortessa mit einem

zusatzlichen gelb/griinen Laser (560 nm) ausgestattet. Hat eine Zelle einen Fluorochrom-
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gekoppelten Antikdrper gebunden, wird dieser Fluoreszenzfarbstoff von dem Laser mit der
passenden Wellenldnge angeregt und emittiert Licht einer hdheren Wellenlange. Dieses Licht wird
von verschiedenen Detektoren erkannt und in ein elektronisches Signal umgeschrieben, welches am
Computer ausgewertet wird. Neben dem spezifischen Fluorochrom-abhangigen Signal
unterscheiden sich die Zellen auch aufgrund ihrer Morphologie im Vorwarts- (forward scatter, FSC)
und Seitwartsstreulicht (sideward scatter, SSC). Je grolier eine Zelle, desto hdher ist ihr FSC,
wahrend der SSC mit der Granularitat der Zelle steigt. Die Daten wurden mit der Software FACS

Diva™ und FlowJo™ analysiert.

2.5 Mausversuche

2.5.1 Cre-loxP Zucht

Abbildung 5: Schematische Darstellung des
Crel/loxP Systems zur Zucht der
b pir-1d @ i | cro Hep-HIF-1a’ Mause. Fir die Zucht der Mause mit

— MIF1g
X [ leberspezifischem HIF-1a Knockout (Hep-HIF-1a™)

wurden HIF-14" Mause mit AlbCre Mausen

homozygot , gefloxte” HIF-1a Maus / AlbCre transgene Maus verpaart. Nachkommen der 2. Generationen waren
homozygot fiir HIF-1a" und positiv fiir die AlbCre
S Osmeranon Mutante, wodurch kein HIF-1a in der Leber
Alb | Cre » exprimiert wird.
10 X @ i 1 @ Um  Hepatozyten-spezifische HIF-1a

heterozygot “gefloxte” HIF-1a / homozygot ,gefloxte® HIF-1a Maus Knockout Mause zu erhalten, wurde das

Maus mit A/bCre Transgen

Cre-loxP  System in der Zucht
2. Generation angewendet. Die  Cre-Rekombinase

) " erkennt den spezifischen DNA Abschnitt

Cre oy

|'§ B} loxP (locus of x-over, P1) und schneidet
pir-1g

\ D den Gen-Abschnitt zwischen zwei loxP

Stellen heraus (Kim et al. 2018). Der
homozygot “gefloxte” HIF-1a Maus mit AlbCre Transgen

= leberspezfischer HIF-1a K Einsatz eines Albumin-(Alb) Promotors

vor der Cre-Rekombinase ermdoglicht die spezifische Expression in der Leber. Weibliche AlbCre
Mause wurden mit einer mannlichen HIF-1a° Maus verpaart. Bei der HIF-10°* Maus ist das Gen
HIF-1a von zwei loxP Abschnitten umgeben (floxed genannt). Nach frihestens zwei Generationen
ist sowohl AlbCre als auch HIF-10/* homozygot im Genom integriert und HIF-1c. in der Leber
deletiert (Abb. 5).

2.5.2 Induktion des Amodbenleberabszesses

Um die Abszessentwicklung im Mausmodell zu untersuchen wurden 8 — 12 Wochen alte weibliche
und mannliche C57BL/6J Mause intrahepatisch mit 2 x 10% E. histolytica Trophozoiten infiziert.
Zunachst wurden die Ma&use mit einer Lésung aus 1 uL/g Koérpergewicht (KG) Cepetor®
(Stock: 1 mg/mL) und 1,5 uL/g KG Ketamin (Stock: 50 mg/mL) in isotoner Kochsalzlésung durch

intraperitoneale Applikation narkotisiert und mittels Warmeplatte vor dem Auskihlen bewahrt. Die

30



Material und Methoden

Bauchhohle wurde gedffnet und 2 x 10° E. histolytica Trophozoiten in einem Volumen von 20 pL in
nicht-komplettiertem TY-Medium in den linken kaudalen Leberlappen injiziert. Das Peritoneum und
die Muskularisschicht wurden mit resorbierbarem Nahtmaterial verschlossen und mit
Wundklammern fixiert. Die Antagonisierung der Narkose erfolgte frihestens nach 30 min mit
0,5 uL/g KG Antisedan® (Stock: 5 mg/mL) intramuskular.

2.5.3 Immundepletion
Einen Tag vor und einen Tag nach E. histolytica Infektion wurde den Mausen 85 ug eines aCXCLA1

Antikorpers (R&D, Klon 48415) in NaCl intraperitoneal appliziert. Kontrollmause wurden mit 85 ug
der IgG2A (R&D, Klon 54447) Isotypkontrolle behandelt.

2.5.4 Gonadektomie und Testosteronbehandlung

Die Gonadektomie 8 Wochen alter mannlicher Mause wurde von Frau Dr. Julie Sellau und Herrn
Stefan Hoenow (Arbeitsgruppe Molekulare Infektionsimmunologie von Prof. Dr. Hannelore Lotter,
BNITM) durchgefiihrt. Zur Schmerzlinderung wurde den Mausen 7 Tage lang 5 mg/kg KG Carprofen
intramuskular verabreicht. Zwei Wochen nach Gonadektomie wurde den Mausen unter Isofluran-
Narkose eine osmotische Pumpe (ALZET) mit 5mg/mL Testosteron in 45%
2-(Hydroxypropyl)-p-cyclodextrin subkutan implantiert. Kontrolltieren wurde eine ALZET-Pumpe mit
Tragerldsung implantiert. Die osmotische Pumpe ermdglicht eine systemische und konstante
Verabreichung (0,25 uL pro Stunde) von Testosteron bis zu vier Wochen nach Implantation. Nach
weiteren zwei Wochen nach der ALZET-Pumpen Implantation wurden die Mause mit E. histolytica

infiziert.

2.5.5 Bestimmung der Abszessvolumina

An Tag 3 nach E. histolytica Infektion wurden die Mause euthanasiert und der infizierte Leberlappen
entnommen. Die Grolke des Abszesses liel sich mit einem Lineal ausmessen und fotografisch
dokumentieren. Um die Tiefe des Abszesses zu ermitteln, erfolgte zudem ein Schnitt durch das
betroffene Gewebe. Mit Hilfe der Software ImageJ und dem Lineal als MaRstab konnte das
Abszessvolumen errechnet werden. Aufgrund der sehr festen Struktur des Abszesses war es
auflerdem maoglich den Abszess auszuschneiden und mit einer Feinwaage zu wiegen. Unterschiede

in der AbszessgroRe konnten somit noch feiner bestimmt werden.

2.6 Statistik

Fir die statistischen Analysen wurde GraphPad Prism 8 verwendet. Flr normalverteilte Daten wurde
der unpaired bzw. paired T-test verwendet, wahrend bei nicht normalverteilten Daten der Mann-
Whitney Test durchgeflhrt wurde. Statistische Signifikanzen sind wie folgt definiert: *p < 0,05;
**p <0,01; ***p <0,001; ***p < 0,0001. Fehlerbalken geben immer den Standartfehler (standard
error of means, SEM) an.
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3 Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit behandelt die geschlechtsspezifischen Unterschiede in der angeborenen und
adaptiven Immunantwort wahrend der E. histolytica Infektion. Sie ist in zwei Teile gegliedert. Im
ersten Abschnitt wird der Einfluss von Androgenen auf Monozyten —zentrale Zellen des
angeborenen Immunsystems — analysiert. Im zweiten Abschnitt wird die Rolle von HIF-1a in der
Differenzierung der Th17 und regulatorischen T-Zellen als Aspekt der adaptiven Immunantwort auf

geschlechtsspezifische Unterschiede gepruift.

3.1 Geschlechtsspezifische Unterschiede in der angeborenen
Immunantwort: Die Rolle von Androgenen in der Rekrutierung von

Monozyten
Dem Amobenleberabszess liegt eine Immunpathologie zugrunde, die im Mausmodell primar durch
inflammatorische Ly6C" Monozyten vermittelt wird (Helk et al. 2013). Zudem konnte gezeigt werden,
dass das mannliche Geschlechtshormon Testosteron die Pathologie der Abszessentstehung
beeinflusst (Lotter et al. 2006; Lotter et al. 2013). In diesem Abschnitt der Arbeit wurde untersucht,
ob ein Zusammenhang zwischen Androgenen und dem pro-inflammatorischen Charakter der
Monozyten wahrend der E. histolytica Infektion besteht. Mit Hilfe des Mausmodells fir den
Amdbenleberabszess wurden die Monozyten mannlicher und weiblicher Mause phanotypisch
charakterisiert. Neben den bereits bekannten, maligeblich an der Immunpathologie
beteiligten Zytokinen CCL2 und TNF wurde die Rolle von CXCL1 auf die Abszessentwicklung
untersucht. Zudem wurde analysiert, ob Androgene die Zytokinproduktion von Ly6C" Monozyten in

vivo und humanen Monozyten in vitro beeinflussen.

3.1.1 Geschlechtsspezifische Unterschiede in der phanotypischen
Charakterisierung von murinen Monozyten und neutrophilen Granulozyten
Die intrahepatische Infektion mit E. histolytica fuhrt zu einer deutlich schwereren Leberschadigung
in mannlichen im Vergleich zu weiblichen Individuen (Lotter et al. 2006; Bernin et al. 2014). Dabei
konnte gezeigt werden, dass die Pathologie durch den massiven Einstrom von Ly6C" Monozyten
und neutrophilen Granulozyten vermittelt wird. Um diese beiden Zellpopulationen
geschlechtsspezifisch zu analysieren, wurden mannliche und weibliche Mause mit E. histolytica
Trophozoiten infiziert und die Leberlymphozyten an Tag 3 nach Infektion aufgereinigt. Die
CD11b*Ly6C* Zellen in Blut und Leber naiver und infizierter Mause wurden mittels

Durchflusszytometrie charakterisiert.
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Abbildung 6: Geschlechtsspezifische Unterschiede der CD11b*Ly6C* Zellen in Blut und Leber wahrend der murinen
E. histolytica Infektion. Mannliche und weibliche C57BL/6J Mé&use wurden intrahepatisch mit 2 x 10° E. histolytica
Trophozoiten infiziert und Blut und Leber an Tag 3 nach Infektion mittels Durchflusszytometrie analysiert. (A) Gating-Strategie
zur ldentifizierung von Monozyten und neutrophilen Granulozyten. Ly6C" Monozyten (B,G), Ly6C"° Monozyten (C,H),
neutrophile Granulozyten (D,l) sowie die CCR2 Expression (MFI) der Ly6C" (E,J) und Ly6C" (F,K) Monozyten des Bluts und
der Leber naiver und infizierter Mause (fusionierte Daten von zwei unabhangigen Experimenten; n=11-19). (Mann-Whitney U
Test; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001).

Der prozentuale Anteil der in der Blutbahn zirkulierenden Ly6CM Monozyten innerhalb der
CD11b*Ly6C* Zellen war sowohl in naiven als auch in infizierten mannlichen Mausen hoéher als in
den weiblichen Mausen (Abb. 6 B) (p < 0,05). Weibliche Mause wiesen hingegen eine groéllere
Ly6C'" Monozytenpopulation auf (p < 0,05) (Abb. 6 C). Die E. histolytica Infektion induzierte einen
signifikanten Anstieg der Ly6C" Monozyten sowie einen Abfall der Ly6C' Monozyten in der Leber
mannlicher Mause (p < 0,01), wahrend die Monozyten weiblicher Mause nicht beeinflusst wurden
(Abb. 6 G, H). Der prozentuale Anteil der neutrophilen Granulozyten war in infizierten mannlichen
Mé&usen in Blut (p < 0,05) und Leber (p < 0,001) héher als in weiblichen Mausen (Abb. 6 D, I). Die
Infektion bewirkte einen Anstieg der hepatischen neutrophilen Granulozyten in Mausen beider
Geschlechter (p < 0,0001). Ly6C" Monozyten im Blut naiver mannlicher Mause waren zudem durch
eine héhere Expression des CCR2 Rezeptors im Vergleich zu weiblichen Mausen charakterisiert
(p <0,01) (Abb. 6 E). Die Infektion fihrte zu einem signifikanten Abfall der CCR2 Expression auf
hepatischen Ly6C" Monozyten in Mausen beider Geschlechter und auf zirkulierenden Ly6CM
Monozyten mannlicher Mause (Abb. 6 E, J). Die CCR2 Expression der Ly6C'° Monozyten war mit
einer mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) von unter 50 (Medianmr ccr2=36,5) vernachlassigbar
(Abb. 6 F, J). CCR2 ist essentiell fir die Migration von Ly6C" Monozyten aus dem Knochenmark in
das periphere Blut und die Ausbildung des Amdébenleberabszesses (Serbina und Pamer 2006; Helk
et al. 2013). Es wurde daher untersucht, ob der im Blut gegebene geschlechtsspezifische

Unterschied in der CCR2 Expression bereits im Knochenmark veranlagt ist.
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Abbildung 7: Geschlechtsspezifische Unterschiede der CD11b*Ly6C* Zellen im Knochenmark naiver C57BL/6J
Maiuse. Analyse der Ly6C" (A) und Ly6C" (B) Monozyten, neutrophilen Granulozyten (C) sowie CCR2 Expression (MFI) der
Ly6C" Monozyten (D) des Knochenmarks naiver ménnlicher und weiblicher C57BL/6J Mause mittels Durchflusszytometrie
(dargestellt ist ein Experiment von zwei durchgefiihrten, unabhéangigen Experimenten; n=5). (Mann-Whitney U Test;
**p <0,01).

Es lieR sich ein Trend fiir prozentual mehr Ly6C" Monozyten in mannlichen und Ly6C'° Monozyten
in weiblichen Mausen wiederfinden (Abb. 7 A, B). Neutrophile Granulozyten zeigten bereits im
Knochenmark einen signifikant héheren prozentualen Anteil in mannlichen Mausen (p <0,01)
(Abb. 7 C). Ebenso war die Expression von CCR2 auf Ly6C" Monozyten des Knochenmarks in der
mannlichen Maus signifikant héher (p < 0,01) (Abb. 7 D).

Zusammenfassend demonstrierten die durchflusszytometrischen Analysen eine héhere CCR2
Expression der Ly6C" Monozyten in Knochenmark und Blut naiver méannlicher Mause sowie
prozentual mehr Ly6C" Monozyten und neutrophile Granulozyten in Blut und Leber infizierter

mannlicher Mause im Vergleich zu weiblichen Mausen.

3.1.2 CXCL1 Expression im Verlauf der E. histolytica Infektion

Neben CCL2 kdnnen Monozyten auch Uber das Chemokin CXCL1 in beschadigte und infizierte
Gewebe rekrutiert werden (Vries et al. 2015). Um die Rolle von CXCL1 in der E. histolytica Infektion
zu untersuchen, wurde zunachst geprift, ob die Infektion einen Anstieg von CXCL1 zur Folge hat.
Die Konzentrationen von CXCL1 sowie CXCL10, IL-1B, IL-1RA und TNF (siehe Appendix A) wurden
im Serum vietnamesischer ALA Patienten und endemischer Kontrollen mittels Bead-basiertem
Immunoassay (LEGENDplex) bestimmt. Lediglich bei CXCL1 konnten geschlechtsspezifische
Unterschiede bestimmt werden: die Konzentrationen waren im Serum mannlicher Kontrollprobanden
signifikant hdher als im Serum weiblicher Individuen (p < 0,05) (Abb. 8 A). Die CXCL1 Konzentration
war in Patienten mit einem Amdbenleberabszess stark erhdht. Wahrend die Konzentration in
mannlichen ALA-Patienten fast dreimal hdher war (Mediankontrole=164,53 pg/mL; MedianaLa =456,0
pg/mL), zeigten Seren weiblicher ALA-Patienten bis zu zehnfach erhdhte Konzentrationen im
Vergleich zu den Seren endemischer Kontrollen (Mediankontrotle= 41,28 pg/mL; Medianpatient=397,44

pg/mL).
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Abbildung 8: CXCL1 Expression im Verlauf der E. histolytica Infektion. (A) CXCL1 Konzentration im Serum gesunder
Kontrollprobanden (n=9 Frauen, 10 Manner) und Patienten mit einem Amdbenleberabszess (ALA; n=8). (B) CXCL1
Konzentration im Plasma mannlicher und weiblicher C57BL/6J Mause im Verlauf der E. histolytica Infektion (n=6-7). (C)
CXCL1 mRNA Expression in murinem Lebergewebe im Verlauf der E. histolytica Infektion in Relation zur RPS9 mRNA
Expression (n=4-5; mannlich). (Mittelwerte + Standardfehler; Mann-Whitney U Test; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

Um die Rolle von CXCL1 bei der Entstehung des Amdbenleberabszesses zu untersuchen, wurde
zunachst Uberprift, ob vergleichbare Ergebnisse im Mausmodell flir den Amodbenleberabszess
erzielt werden kénnen. Mannliche und weibliche C57BL/6J M&ause wurden intrahepatisch mit 2 x 10°
E. histolytica Trophozoiten infiziert. An Tag 0, 2, 4 und 6 nach Infektion wurde die CXCL1
Konzentration im Plasma mittels Bead-basiertem Immunoassay (LEGENDplex) bestimmt. Mit ca.
200 pg/mL in mannlichen und weiblichen Mausen waren die CXCL1 Konzentrationen vergleichbar
mit denen im Menschen (Abb. 8 B). Naive Tiere zeigten im Vergleich zu den humanen Daten keinen
geschlechtsspezifischen Unterschied. Die Infektion flihrte innerhalb von zwei Tagen zu einem
signifikanten Anstieg der CXCL1 Konzentration in mannlichen Mausen (p < 0,05), wahrend die
CXCL1 Konzentrationen im Plasma weiblicher Mause unverandert blieben. An Tag 4 und 6 nach
Infektion war CXCL1 daher signifikant héher konzentriert im Plasma mannlicher Individuen im
Vergleich zu den weiblichen Mausen (p < 0,01 und p < 0,05). Mittels gPCR wurde Uberprift, ob es
im Verlauf der E. histolytica Infektion auch einen Anstieg der CXCL1 Expression in der Leber gibt.
Es war ein rapider Anstieg der CXCL1 mRNA innerhalb von nur 6 h (p < 0,05) messbar, gefolgt von

einer weiteren sukzessiven Steigung in den ersten zwei Tagen nach Infektion (Abb. 8 C).

Zusammenfassend zeigte sich ein Anstieg der CXCL1 Konzentration wahrend der E. histolytica
Infektion in humanen Probanden und mannlichen Mausen. CXCL1 war au3erdem in mannlichen
Kontrollprobanden und infizierten mannlichen Mausen héher konzentriert im Vergleich zu weiblichen

Individuen.

3.1.3 Auswirkungen der CXCL1 Depletion auf die Abszessentwicklung

Die deutlich héhere Serumkonzentration von CXCL1 in den ALA-Patienten und die Parallelen im
Mausmodell lieen vermuten, dass CXCL1 eine entscheidende Rolle im E. histolytica
Infektionsverlauf zuzuschreiben ist. Um dies zu Uberprifen, wurde die Abszessentstehung unter
Depletion von CXCL1 in mannlichen Mausen untersucht: 8 Wochen alten C57BL/6J Mausen wurde
einen Tag vor E. histolytica Infektion sowie einen Tag danach ein aCXCL1-Antikérper oder Isotyp-
IgG2A intraperitoneal (i.p.) appliziert. An Tag 3 nach Infektion wurde die Abszessgrofie fotografisch
und mittels der Software ImagedJ ausgewertet. CXCL1-depletierte Mause entwickelten signifikant
kleinere Abszesse als Isotyp-behandelte Mause (p < 0,05) (Abb. 9 A). Wahrend die Depletion den
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Anteil an Ly6C" Monozyten reduzierte (p < 0,05) (Abb. 9 B), blieb der Anteil an neutrophilen
Granulozyten unverandert (Abb. 9 C).
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Abbildung 9: Auswirkungen der CXCL1-Depletion auf die Abszessentwicklung. (A) Schematischer Versuchsaufbau:
8 Wochen alte mannliche C57BL/6J M3use wurden intrahepatisch mit 2 x 10° E. histolytica Trophozoiten infiziert. Einen Tag
vor und nach der Infektion wurde intraperitoneal (i.p.) 85 ug eines aCXCL1-Antikérpers (R&D, Klon 48415) appliziert. An Tag
3 nach Infektion wurde das Abszessvolumen bestimmt (B) und die Ly6C" Monozyten (C) sowie neutrophilen Granulozyten
(D) der Leber mittels Durchflusszytometrie analysiert. Kontrollmause wurden mit 85 ug Isotyp-IgG2A (R&D, Klon 54447)
behandelt (fusionierte Daten von zwei unabhangigen Experimenten; n=5-7). (Mittelwerte + Standardfehler; Student's T-Test;
*p <0,05).

Es lasst sich festhalten, dass die CXCL1-Depletion einen protektiven Einfluss auf die
Abszessentwicklung hatte und von einer Reduzierung an Ly6C"" Monozyten begleitet war.

3.1.4 Geschlechtsspezifische Unterschiede in der TNF, CCL2 und CXCL1
Produktion muriner Ly6C" Monozyten

Um das pro-inflammatorische Potential von Ly6C" Monozyten geschlechtsspezifisch zu
charakterisieren, wurden die Splenozyten mannlicher und weiblicher Mause fir 4 h mit E. histolytica
Lysat (E. his) stimuliert. Die intrazellulare Expression von TNF, CCL2 und CXCL1 der Ly6CM
Monozyten (Ly6C'® Monozyten und neutrophile Granulozyten siehe Appendix B) wurde mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Der hohere Anteil an Ly6C" Monozyten in mannlichen Mausen
konnte auch in vitro bestatigt werden (p < 0,01) (Abb. 10 A). Die in vitro Stimulation fuhrte auRerdem
zu einer Induktion der Ly6C" Monozyten in Mausen beider Geschlechter. Die Stimulation bewirkte
lediglich einen Anstieg von TNF*Ly6C" Monozyten in méannlichen Mausen (p < 0,05) (Abb. 10 B),
wahrend keine Veranderung der CCL2 oder CXCL1 Produktion messbar war (Abb. 10 C, D).
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Abbildung 10: Geschlechtsspezifische Unterschiede in vitro stimulierter muriner Splenozyten. Splenozyten aus
mannlichen und weiblichen C57BL/6J Mausen wurden isoliert und fiir 4 h mit E. histolytica Lysat (1mg/mL) stimuliert. Ly6C"
Monozyten (A) und deren intrazellulare Produktion von TNF (B), CCL2 (C) und CXCL1 (D) wurde mittels Durchflusszytometrie
analysiert (fusionierte Daten von zwei unabhangigen Experimenten; n=13-14). (Mann-Whitney U Test;
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

Aus diesem Grund wurde die intrazellulare Zytokinproduktion der Ly6C" Monozyten im
Infektionsmodell ex vivo untersucht. Hierfir wurden die Leberlymphozyten naiver und infizierter
Méause isoliert und mit PMA (50 ng/mL) und lonomycin (500 ng/mL) fir 4 h restimuliert. Um eine
intrazellulare Anreicherung der Zytokine zu erreichen, wurde nach 1h 50 ug/mL Brefeldin A
hinzugefiigt und die Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert. Ly6C" Monozyten stellten die
Hauptquelle fur TNF, CCL2 und CXCL1 in der Infektion dar (Abb. 11 A-C). Im naiven Tier
produzierten die Ly6C" Monozyten von méannlichen und weiblichen M&ausen gleiche Mengen an TNF
und CCL2 (Abb. 11 D, E). Die Ly6C" Monozyten naiver als auch infizierter mannlicher Mause
produzierten signifikant mehr CXCL1 im Vergleich zu weiblichen Mausen (p < 0,01 und p < 0,05)
(Abb. 11 F).

Die E. histolytica Infektion induzierte die Produktion aller drei Zytokine in mannlichen und TNF und
CXCL1 in weiblichen Mausen. Der starke Anstieg der TNF* Zellen in mannlichen Mausen fiihrte

zudem zu einem starken geschlechtsspezifischen Unterschied in der infizierten Maus (p < 0,001).
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Abbildung 11: Geschlechtsspezifische Unterschiede in der TNF, CCL2 und CXCL1 Produktion muriner
Leberlymphozyten wihrend der E. histolytica Infektion. Leberlymphozyten naiver sowie mit 2 x 10° E. histolytica
Trophozoiten infizierter C57BL/6J Mause wurden aufgereinigt und fir 4 h mit 50 ng/mL PMA und 500 ng/mL lonomycin
restimuliert. Um eine intrazelluldre Anreicherung der Zytokine zu erhalten, wurde nach 1 h 50 ug/mL Brefeldin A hinzugeflgt
und die Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert. Intrazelluldare TNF (A), CCL2 (B) und CXCL1 (C) Produktion
hepatischer CD11b"9, Ly6C"9, Ly6G*, Ly6C" und Ly6C" Zellpopulationen infizierter Mause (n=6-13, mannlich und weiblich).
Gating-Strategie sowie prozentualer Anteil TNF (D), CCL2 (E) und CXCL1 (F) produzierender Ly6C" Monozyten in der Leber
naiver und infizierter Mause (fusionierte Daten von zwei unabhangigen Experimenten; n=5-8). (Student's T-Test; *p < 0,05;
**p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001).

Zusammenfassend zeigte sich ein Anstieg der intrazellularen TNF, CCL2 und CXCL1 Produktion
hepatischer Ly6C" Monozyten wahrend der E. histolytica Infektion sowie hohere Anteile an TNF*

und CXCL1* Zellen in der mannlichen infizierten Maus im Vergleich zu weiblichen Mausen.

3.1.5 Einfluss von Androgenen auf Monozyten wahrend der E. histolytica Infektion
Sowohl Ly6C" Monozyten als auch den Zytokinen TNF, CCL2 und CXCL1 konnte eine Beteiligung
an der Immunpathologie unter der E. histolytica Infektion nachgewiesen werden. Die hdhere
Expression all dieser Faktoren in der mannlichen Maus und die pathologische Rolle von Testosteron

auf die Abszessentwicklung lieen einen Einfluss von Androgenen auf Monozyten vermuten. Um die
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Kausalitat der immunologischen und hormonellen Parameter zu untersuchen, wurden 8 Wochen alte
mannliche Mause kastriert und nach zwei Wochen mittels einer subkutan implantierten osmotischen
Pumpe, die physiologische Testosteronmengen freisetzt, hormonell substituiert. Kontrolltiere
erhielten eine Tragerlésung. Weitere zwei Wochen spater folgte die intrahepatische Infektion mit
2x 105 E. histolytica Trophozoiten. An Tag 3 nach Infektion wurden die Leberlymphozyten
aufgereinigt und fir 4 h mit 50 ng/mL PMA, und 500 ng/mL lonomycin restimuliert. Um eine
intrazellulare Anreicherung der Zytokine zu erreichen, wurde nach 1 h 50 pg/mL Brefeldin A
hinzugefugt und die Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert.

Der Einfluss von Androgenen konnte bestatigt werden: Testosteron-behandelte Mause zeigten einen
erhdhten Anteil an Ly6C" Monozyten und neutrophilen Granulozyten im Vergleich zu Kontrolltieren
(p <0,05) (Abb. 12 B, C). Aulkerdem produzierten nach Testosteronbehandlung signifikant mehr
Monozyten TNF, CCL2 und CXCL1 (Abb. 12 E-G). Lediglich die CCR2 Expression der Ly6CM"
Monozyten sank mit Testosteronbehandlung (p < 0,01) (Abb. 12. D).
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Abbildung 12: Einfluss von Testosteron auf hepatische Ly6C" Monozyten und neutrophile Granulozyten in der
E. histolytica Infektion. (A) Schematischer Versuchsaufbau: 8 Wochen alte ménnliche C57BL/6J Mause wurden kastriert
und ihnen nach zwei Wochen eine osmotische Pumpe mit Testosteron oder Tragerlésung subkutan implantiert. Nach weiteren
zwei Wochen wurden die M3use intrahepatisch mit 2 x 10° E. histolytica Trophozoiten infiziert. 3 Tage nach Infektion wurden
die Leberlymphozyten isoliert und die Ly6C" Monozyten (B), neutrophile Granulozyten (C) sowie die CCR2 Expression der
Ly6C" Monozyten (D) mittels Durchflusszytometrie analysiert (fusionierte Daten von zwei unabhéngigen Experimenten;
n=10-16). Fiir die FACS Analyse der intrazelluldren TNF (E), CCL2 (F) und CXCL1 (G) Expression der Ly6C" Monozyten
wurden die Leberlymphozyten fiir 4 h mit PMA (50 ng/mL) und lonomycin (500 ng/mL) restimuliert; nach 1 h erfolgte die
Zugabe von 50 ug/mL Brefeldin A(n=7-9). (Mann-Whitney U Test; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).
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SchlieRlich wurde untersucht, ob Androgene auch humane Monozyten beeinflussen kénnen. PBMCs
aus dem Spenderblut gesunder mannlicher und weiblicher Probanden wurden aufgereinigt und die
CD14* und CD16" Monozyten mittels negativer Selektion Uber magnetische Beads isoliert. Die
Aufreinigung wurde mittels Durchflusszytometrie Uberprift und nur die Proben in die Analyse
inkludiert, bei denen tber 90 % der Zellen das humane MHC-II Molekil HLA-DR (Human Leukocyte
Antigen, Isotyp DR) sowie CD14 oder CD16 exprimierten (Abb. 13 A). Die Monozyten wurden mit
1 mg/mL E. histolytica Lysat (E. his) und 0,1 ug/mL LPS sowie 1-100 nM Dihydrotestosteron (DHT)
stimuliert und nach 24 h die CXCL1 Konzentration im Uberstand mittels ELISA bestimmt. Fir die
Stimulation wurde DHT verwendet, da es —im Gegensatz zu Testosteron — nicht in Estradiol
katalysiert werden kann und demnach eindeutige Ergebnisse liefert (Marchetti und Barth 2013).
Vorversuche zeigten, dass eine Stimulation mit LPS die CXCL1 Produktion so stark induzierte
(MedianLps = 1925 pg/mL), dass eine weitere Stimulation mit DHT keinen grof3en Anstieg erzielte
(Medianrps+pHt = 2057 pg/mL) (Abb. 13 B). Die milde Stimulation mit E. histolytica Lysat
(Medianenis= 224 pg/mL) hingegen lie} einen starken, addierenden Effekt von DHT erkennen:
Wahrend die Zugabe von 1nM DHT die CXCL1 Konzentration fast verdreifachte
(Mediang.is+t nmpoHt = 612 pg/mL), wurde sie durch 10nM DHT sogar 4,5-fach erhoht
(Mediane.nis+10 nmbHT = 1014 pg/mL). Die Zugabe von 100 nM DHT erhohte die Konzentration nicht
weiter, weshalb weitere Versuche mit 10 nM DHT durchgefihrt wurden. Obwohl DHT in Methanol
gelést wurde, konnte die Zytotoxizitdt mittels Zombie UV™ Farbung und FACS Analyse

ausgeschlossen werden (Abb. 13 C).
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Abbildung 13: Einfluss von Dihydrotestosteron auf die Zytokinproduktion in vitro stimulierter humaner Monozyten.
Humane PBMCs gesunder weiblicher und mannlicher Probanden wurden aufgereinigt und die CD14* und CD16" Monozyten
mittels negativer Selektion Gber magnetische Beads isoliert (MACS). Die Monozyten wurden mit 1 mg/mL E. histolytica (E.his)
Lysat, 0,1 ug/mL LPS und 1-100 nM Dihydrotestosteron (DHT) stimuliert und der Zelliberstand nach 24 h analysiert. (A)
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Uberpriifung der Aufreinigung der CD14* und CD16* Monozyten mittels Durchflusszytometrie. (B) Vergleich der E. histolytica
Lysat und LPS Stimulation auf die CXCL1 Konzentration (ELISA) sowie DHT Titration (n=2 unabhangige Experimente). (C)
Kontrolle der Zytotoxizitat von DHT mittels Durchflusszytometrie im Vergleich zu Methanol (n=2 unabhangige Experimente).
Die TNF (D), CCL2 (E) und CXCL1 (F) Konzentrationen im Uberstand E. his (0,1 mg/mL) und DHT (10nM) stimulierter
Monozyten wurden mittels Bead-basiertem Immunoassay (LEGENDplex) (TNF, CXCL1) oder ELISA (CCL2) bestimmt.
Dargestellt sind die Konzentrationen abzuglich der Werte fiir die unstimulierte Probe (fusionierte Daten von drei unabhangigen
Experimenten; n=4-6). (Mittelwerte + Standardfehler, Student's T-Test; *p < 0,05; **p < 0,01).

CD14* und CD16* Monozyten mannlicher und weiblicher Probanden wurden mit 0,1 mg/mL E. his
Lysat und 10 nM DHT fiir 24 h stimuliert und die Konzentration von TNF, CCL2 und CXCL1 im
Uberstand mittels Bead-basiertem Immunoassay (LEGENDplex) (TNF, CXCL1) oder ELISA (CCL2)
analysiert. Da die Probanden bereits in der Mediumkontrolle starke Unterschiede aufwiesen, wurden
die Daten auf die Werte fur die unstimulierte Probe normalisiert. Wahrend die TNF Konzentration
unverandert blieb (Abb. 13 D), zeigte sich ein Trend flr eine hohere CCL2 Konzentration in den
Uberstéanden E. his- und DHT-stimulierter Monozyten ménnlicher Probanden im Vergleich zu denen
weiblicher Probanden (p = 0,0667) (Abb. 13 E). Der gréfte Einfluss war auf die CXCL1 Produktion
zu verzeichnen (Abb. 13 F). Mit E. his Stimulation stieg die CXCL1 Konzentration im Uberstand der
Monozyten mannlicher Probanden (p < 0,5) und flhrte zu signifikant hdheren Werten im Vergleich
zu den unverénderten Konzentrationen in den Uberstédnden stimulierter Monozyten weiblicher
Probanden (p <0,01). Bei der simultanen Stimulation mit E. his und DHT bewirkte DHT einen
zusatzlichen Anstieg der CXCL1 Produktion durch Monozyten, unabhangig vom Geschlecht der

Probanden.

Es konnte demonstriert werden, dass Androgene sowohl im Mausmodell fir die E. histolytica
Infektion als auch im humanen in vitro Stimulationsversuch den pro-inflammatorischen Charakter

von Monozyten beeinflussen kénnen.

3.2 Geschlechtsspezifische Unterschiede in der adaptiven Immunantwort:
Die Rolle von HIF-1a in der Differenzierung regulatorischer und Th17

Immunzellen

Wahrend einer Entzindung kommt es durch den hohen Sauerstoffverbrauch infiltrierender
Immunzellen zu einer Hypoxie im Gewebe und einem Anstieg des Transkriptionsfaktors HIF-1a
(Frede et al. 2006; Ben-Shoshan et al. 2008; Campbell et al. 2014). HIF-1a kann direkt die
Expression von Zielgenen induzieren und zellulare Prozesse wie Erythropoese, Angiogenese und
Glykolyse modulieren (Semenza 2004; Taylor und Colgan 2017). Ein prominentes Beispiel ist die
Regulierung der Th17 und Treg Differenzierung von CD4* T-Zellen (Dang et al. 2011).

Es konnte bereits gezeigt werden, dass bei der murinen E. histolytica Infektion IL-17 induziert wird.
Der IL-17 sowie IL-23p19 Knockout, bei der die IL-17 Induktion gestort ist, fuhrte aulerdem zu
kleineren Abszessen (Noll et al. 2016). IL-17 ist daher wichtig flr die Abszessentstehung. Die Rolle
von IL-17-produzierenden Th17 Zellen in der murinen E. histolytica Infektion wurde bisher noch nicht
charakterisiert. Ebenso wurden noch keine Daten zu regulatorischen T-Zellen in der murinen

E. histolytica Infektion erhoben.
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In diesem Abschnitt der Arbeit wurde der Einfluss von HIF-1a auf die Differenzierung von
regulatorischen und Th17 Immunzellen in der E. histolytica Infektion untersucht.

C57BL/6J Mause wurden mit E. histolytica Trophozoiten infiziert und HIF-1a auf mRNA und
Proteinebene analysiert. Tregs und Th17 Zellen wurden geschlechtsspezifisch charakterisiert und
das Zytokinmilieu in der Leber wahrend der Infektion bestimmt. Schliellich wurden Mause mit einem
leberspezifischen HIF-1a Knockout geziichtet, in denen die Abszessentwicklung, das Zytokinmilieu

sowie der Einfluss auf die Tregs und Th17 Zellen geschlechtsspezifisch untersucht wurde.

3.21 HIF-1a, Th17 Zellen und Tregs in der E. histolytica Infektion

Um HIF-1a* Zellen, Th17 Zellen und Tregs in der E. histolytica Infektion zu charakterisieren, wurden
mannliche Mause intrahepatisch mit E. histolytica Trophozoiten infiziert. Das mRNA
Expressionsprofil der Leber von HIF-1a, Foxp3 und RORy (die Isoformen RORyt und RORy werden
beide aus dem Gen RORYy translatiert) wurde in den ersten 5 Tagen nach Infektion mittels gPCR
analysiert. Innerhalb von nur 6 h wurde HIF-1« signifikant induziert (p 0,01) (Abb. 14 A). Zu dem
gleichen Zeitpunkt war auRerdem eine kurzzeitige Reduktion von RORy messbar (p < 0,0001),
gefolgt von einem sukzessiven Anstieg, der nach 72 h signifikant héher war als im naiven Tier
(p <0,05) (Abb. 14 B). Foxp3 zeigte eine kontrare Regulierung zu RORy— eine rapide Induktion
innerhalb von 6 h nach Infektion, die nach 12 h wieder auf dem Niveau naiver Tiere war (Abb. 14 C).
In den darauffolgenden Stunden stieg Foxp3 wieder an und war nach 120 h erneut hdher exprimiert

als im naiven Tier.
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Abbildung 14: HIF-1a, RORy und Foxp3 mRNA Expression der Leber wahrend der murinen E. histolytica Infektion.
Mannliche C57BL/6J M&use wurden intrahepatisch mit 2 x 10° E. histolytica Trophozoiten infiziert. HIF-1« (A), RORy (B) und
Foxp3 (C) mRNA Expression der Leber im Verlauf der Infektion in Relation zur GAPDH mRNA Expression (fusionierte Daten
von zwei unabhangigen Experimenten; n=8-9). (Mittelwerte + Standardfehler; Mann-Whitney U Test; *p < 0,05; **p < 0,01;
**** <0,0001).

Um die Expression von HIF-1a auf Proteinebene im Verlauf der E. histolytica Infektion zu
untersuchen, wurden positive Zellen in Paraffin-eingebetteten Leberschnitten immunhistologisch mit
einem aHIF-1a Antikdrper nachgewiesen. Die parallele Farbung mit Hdmatoxylin und Eosin (H&E)
ermdglichte die Identifizierung zellularer Strukturen. Die H&E Farbung stellt Zellplasmen rétlich und
Zellkerne blaulich dar (Abb. 15 A). Wahrend an Tag1 nach Infektion mehrere einzelne
Immuninfiltrate in der Leber zu erkennen sind, erfolgte an Tag3 nach Infektion ein
Zusammenschluss zu einem groften Abszess. An Tag 5 nach Infektion waren deutlich weniger

Immunzellen im Inneren des Abszesses angefarbt, der auch in seiner GréRe reduziert war. HIF-1a*
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Zellen waren bereits am 1. Tag nach Infektion nachweisbar und formierten sich entlang des
Abszesses. Eine VergroRerung des Abszessrandes der Leberschnitte an Tag 3 nach Infektion
ermoglichte die Identifizierung von HIF-1a* Zellen als Hepatozyten (Abb. 15 B). Die E. histolytica
Infektion fihrt demnach zu einem hypoxischen Milieu und einem Anstieg von HIF-1a besonders in

den Leberepithelzellen.

HIF-1a

Tage nach Infektion

Abbildung 15: Immunhistologie der HIF-1a* Zellen im murinen Amobenleberabszess. Mannliche C57BL/6J Mause
wurden intrahepatisch mit 2 x 10° E. histolytica Trophozoiten infiziert. (A) Hamatoxylin & Eosin (H&E) Farbung in Paraffin-
eingebetteter Leberschnitte zum Nachweis zellularer Strukturen sowie immunhistologischer Nachweis von HIF-1a* Zellen mit
einem aHIF-1a Antikorper (Biorbyt, orb161305) im Amobenleberabszess. (B) VergrofRerte Aufnahme der HIF-1a* Zellen an

Tag 3 nach Infektion (gezeigt ist je ein reprasentatives Bild von mindestens drei durchgefiihrten Farbungen).

Mittels Durchflusszytometrie wurden die Th17 Zellen und Tregs der Leber im Verlauf der
E. histolytica Infektion charakterisiert. Innerhalb der CD45°*CD4*B-TCR* Zellen wurden die Tregs und
Th17 Zellen durch die Expression ihres spezifischen Transkriptionsfaktors unterschieden — Foxp3
fur Tregs und RORyt fir Th17 Zellen (Abb. 16 A). Drei Tage nach Infektion stiegen die Th17 Zellen
in der Leber signifikant an (p < 0,05), bereits zwei Tage spater waren sie jedoch wieder auf dem
Niveau naiver Tiere (Abb. 16 C). Noch starker war die Induktion der Tregs nach drei Tagen, die an
Tag 5 weiterhin erhdht war (p < 0,0001) (Abb. 16 D). Die erhobenen FACS Daten wurden einer Tsne
(T-distributed stochastic neighbor embedding) Analyse unterzogen. Diese Art der Analyse ermoglicht
die Visualisierung mehrdimensionaler Daten. Hierbei werden Zellen ahnlicher Morphologie und
Markerexpression gruppiert. Die Analyse ergab, dass eine Population der Tregs ebenfalls RORyt
exprimierte (Abb. 16 B) —im Folgenden als BiTregs bezeichnet. Diese Foxp3*RORyt* Zellen
zeichneten sich durch eine vergleichbare Expression von RORyt zu den Th17 Zellen (Abb. 16 F),
jedoch eine sehr viel hdhere Foxp3 Expression im Vergleich zu den Tregs aus (p < 0,0001)

(Abb. 16 G). Die BiTregs zeigten des weiteren Parallelen zu der Th17 Zelldynamik. Sie stiegen
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ebenfalls innerhalb von drei Tagen signifikant an (p < 0,05), gefolgt von einem Abfall an Tag 5
(Abb. 16 E).
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Abbildung 16: Analyse der Th17 Zellen, Tregs und BiTregs im Verlauf der murinen E. histolytica Infektion mittels
Durchflusszytometrie. Mannliche C57BL/6J M&use wurden intrahepatisch mit 2 x 10° E. histolytica Trophozoiten infiziert
und die Leberlymphozyten im Verlauf der Infektion mittels Durchflusszytometrie analysiert. (A) Gating-Strategie zur
Identifizierung von RORyt* Th17 Zellen, Foxp3™ Tregs und Foxp3"RORyt" BiTregs. (B) Tsne Analyse der RORyt und Foxp3
Expression der Leberlymphozyten an Tag 3 nach Infektion. Prozentualer Anteil der Th17 Zellen (C), Tregs (D) und BiTregs
(E) der CD45°CD4*B-TCR* Zellen der Leber im Verlauf der Infektion. Histogramm und MFI der RORyt Expression (F) der
Th17 Zellen und BiTregs sowie der Foxp3 Expression (G) der Tregs und BiTregs an Tag 3 nach Infektion (fusionierte Daten

von zwei unabhangigen Experimenten; n=9-12). (Mann-Whitney U Test; *p < 0,05; ***p < 0,001; ****p < 0,0001).

Zusammenfassend zeigte sich ein Anstieg der HIF-1o Expression in den Hepatozyten sowie eine

Induktion der hepatischen Th17 Zellen, Tregs und BiTregs wahrend der E. histolytica Infektion.

3.2.2 Geschlechtsspezifische Unterschiede der Th17 Zellen, Tregs und BiTregs im
Verlauf der E. histolytica Infektion

Um mogliche geschlechtsspezifische Unterschiede der Th17 Zellen, Tregs und BiTregs zu

untersuchen, wurde die Analyse mit naiven und infizierten mannlichen und weiblichen Mausen

wiederholt. Bei Mausen beider Geschlechter bewirkte die Infektion eine Induktion der Th17 Zellen

und BiTregs. Sowohl in naiven als auch in infizierten Mausen war der prozentuale Anteil der Th17
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Zellen jedoch grofRer in mannlichen Mausen (Abb. 17 A). Ebenso war der prozentuale Anteil der
BiTregs in mannlichen naiven Mausen grofer als in weiblichen Mausen (Abb. 17 C). Die Th17 Zellen
und BiTregs zeigten zwar eine erhéhte Expression von RORyt unter der E. histolytica Infektion
(p <0,0001), jedoch keinen geschlechtsspezifischen Unterschied in der MFI (Abb. 17 D-F).
Wahrend naive mannliche Mause einen hdéheren prozentualen Anteil an Tregs aufwiesen als
weibliche Mause (p < 0,001), war dieser Unterschied bei der Infektion nicht mehr zu beobachten. Bei
Mausen beider Geschlechter kam es zu einer starken Induktion der Tregs (Abb. 17 B). Die Tregs
weiblicher Mause zeigten jedoch eine erhdhte Expression von Foxp3 im Vergleich zu mannlichen
Mausen (Abb. 17 G, H). Der Unterschied war besonders stark in der Infektion (p <0,001), aber
bereits im naiven Tier signifikant (p < 0,05) trotz geringerer Tregs in den weiblichen Mausen. Diese

erhdhte Foxp3 MFI war auch auf den BiTregs der weiblichen Mause zu verzeichnen (Abb. 17 I).
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Abbildung 17: Geschlechtsspezifische Analyse der Th17 Zellen, Tregs und BiTregs im Verlauf der murinen
E. histolytica Infektion mittels Durchflusszytometrie. Mannliche und weibliche C57BL/6J Mause wurden intrahepatisch
mit 2 x 10° E. histolytica Trophozoiten infiziert und die Leberlymphozyten an Tag 3 mittels Durchflusszytometrie analysiert.
Prozentualer Anteil der Th17 Zellen (A), Tregs (B) und BiTregs (C) der CD45°CD4*B-TCR" Zellen der Leber naiver und
infizierter Mause. Histogramm (D) und MFI der RORyt Expression in Th17 Zellen (E) und BiTregs (F) sowie Histogramm (G)
und MFI der Foxp3 Expression von Tregs (H) und BiTregs (I) naiver und infizierter Mause (fusionierte Daten von zwei
unabhangigen Experimenten; n=10-14). (Mann-Whitney U Test; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001).
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Die geschlechtsspezifische Analyse veranschaulichte, dass der prozentuale Anteil an hepatischen
Th17 Zellen und BiTregs in mannlichen Mausen hdher war als in weiblichen Mausen. Foxp3 war

zudem in Tregs und BiTregs weiblicher Mause héher exprimiert als in denen mannlicher Mause.

3.2.3 Auswirkungen des leberspezifischen HIF-1aa Knockouts auf die
Abszessentwicklung sowie hepatischen Th17 Zellen, Tregs und BiTregs
Um die Rolle von HIF-1a in der E. histolytica Infektion zu analysieren, wurden Mause mit einem
leberspezifischen HIF-1a. Knockout (Hep-HIF-1a- Mause) nach dem Cre/loxP System generiert
(Abb. 18 A). Eine genaue Beschreibung der Zucht findet sich in Abschnitt 2.5.1. Mannliche und
weibliche Hep-HIF-10”- und AlbCre Kontrollméuse wurden intrahepatisch mit 2 x 10° E. histolytica
infiziert und der Knockout auf mRNA Ebene in mannlichen Mausen mittels qPCR bestatigt
(Abb. 18 B). An Tag 3 nach Infektion wurde der Abszess ausgeschnitten und das Gewicht mit einer
Feinwaage bestimmt. AlbCre Mause zeigten die gleiche geschlechtsspezifische Abszessausbildung,
wie er von C57BL/6J Mausen bekannt ist: weibliche Mause entwickelten nur sehr kleine Abszesse,
mannliche grofe (p < 0,0001) (Abb. 18 C). Der HIF-1a. Knockout hatte einen kontraren Einfluss auf
die Abszessentwicklung in der mannlichen und weiblichen Maus. Wahrend der Knockout in
mannlichen Mausen an Tag 3 nach Infektion zu kleineren Abszessen fiihrte (p < 0,001), zeigten die
weiblichen Mause tendenziell gréRere Lasionen (p = 0,0744). Diese gegenteilige Beeinflussung

flhrte zu gleichgroRen Abszessen in mannlichen und weiblichen Hep-HIF-1a- Mausen.
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Abbildung 18: Einfluss des leberspezifischen HIF-1a Knockouts auf die Abszessentwicklung. (A) Schematische
Darstellung der Zucht von Mausen mit einem leberspezifischen HIF-1a. Knockout (Hep-HIF-1a7). Weibliche und ménnliche
AlbCre und Hep-HIF-107" Mause wurden intrahepatisch mit 2 x 10° E. histolytica Trophozoiten infiziert. (B) Verifizierung des
HIF-1a. Knockouts mittels gqPCRs (n=5-6, mannlich). (C) An Tag 3 nach Infektion wurde der Abszess aus dem infizierten
Leberlappen ausgeschnitten und das Gewicht mit einer Feinwaage bestimmt (fusionierte Daten von zwei unabhangigen
Experimenten; n=10-13). (Mittelwerte + Standardfehler; Mann-Whitney U Test; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001).

Um zu untersuchen, ob der Einfluss von hepatischem HIF-1a auf die Abszessentwicklung im
Zusammenhang mit einer Induktion von Th17 Zellen, Tregs und BiTregs steht, wurden diese
Zellpopulationen mittels Durchflusszytometrie an Tag 3 nach Infektion in AlbCre und Hep-HIF-1a”
Mausen untersucht (Abb. 19 A, B). Sowohl mannliche als auch weibliche Hep-HIF-1a”~ Mause
zeigten eine signifikante Reduktion der Th17 Zellen und BiTregs, wodurch der

Geschlechtsdimorphismus in diesen Zellpopulationen ganzlich aufgehoben wurde (Abb. 19 C, E).
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Zudem bewirkte der Knockout eine Reduktion von Tregs im weiblichen Tier (p < 0,05), wahrend in
mannlichen Mausen keine Veranderung beobachtet wurde (Abb. 19 D). Die Héhe der RORyt und
Foxp3 Expression wurde (bis auf einen Trend zu héherer Foxp3 MFI in Mannchen, p < 0,0526) durch
den Knockout nicht beeinflusst (Abb. 19 F-I).
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Abbildung 19: Einfluss des leberspezifischen HIF-1a. Knockouts auf die Th17 Zellen, Tregs und BiTregs in der
murinen E. histolytica Infektion. Mannliche und weibliche AlbCre und Hep-HIF-1o” Mause wurden intrahepatisch mit
2 x 10° E. histolytica Trophozoiten infiziert und die Leberlymphozyten an Tag 3 nach Infektion mittels Durchflusszytometrie
analysiert. Beispielhafte Dotplots der hepatischen Th17 Zellen, Tregs und BiTregs aus AlbCre (A) und Hep-HIF-1a™ (B)
Mausen. Prozentualer Anteil der Th17 Zellen (C), Tregs (D) und BiTregs (E) der CD45*CD4*B-TCR* Zellen der Leber
(fusionierte Daten von zwei unabhangigen Experimenten; n=10-19). RORyt MFI der Th17 Zellen (F) und BiTregs (G) sowie
Foxp3 MFI der Tregs (H) und BiTregs (l) (dargestellt ist ein Experiment von zwei durchgefiihrten, unabhangigen Experimenten
n=6-10). (Mann-Whitney U Test; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001).

Zusammenfassend demonstrierte die Untersuchung des leberspezifischen HIF-1a. Knockouts einen
protektiven Einfluss in mannlichen Mausen, wahrend weibliche Mause tendenziell gréRere Abszesse
entwickelten. Der Knockout bewirkte zudem reduzierte Anteile an hepatischen Th17 Zellen und
BiTregs in Mausen beider Geschlechter und Tregs nur in weiblichen Mausen.
Geschlechtsspezifische Unterschiede in der Abszessentwicklung sowie Th17 Zellen und BiTregs

wurden durch den HIF-1a Knockout aufgeldst.
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3.2.4 mRNA Expressionsprofil regulatorischer Zytokine in der Leber im Verlauf der
E. histolytica Infektion
Uber die Bindung an Hypoxia Response Elements in den Promotorregionen von Zielgenen kann
HIF-1 die Expression dieser direkt steuern (Semenza 2009). Eine Mdglichkeit, wie der Anstieg von
HIF-1a in den Hepatozyten wahrend der E. histolytica Infektion die Th17 und Treg
Zelldifferenzierung indirekt beeinflussen kdnnte, ist Uber eine Modulation des Zytokinmilieus. TGF-j,
IL-6, IL-21 und IL-23 sind wichtige Zytokine fir die Th17 Zelldifferenzierung, wahrend TGF-$ und
IL-2 die Differenzierung zu Tregs induzieren (Zhou et al. 2009). Zunachst wurde das mRNA
Expressionsprofil dieser regulatorischen Zytokine im Verlauf der Infektion in der Leber mannlicher

C57BL/6J Mause mittels gPCR untersucht.
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Abbildung 20: mRNA Expressionsprofil regulatorischer Zytokine in der Leber E. histolytica-infizierter C57BL/6J
Miuse. Mannliche C57BL/6J Mause wurden intrahepatisch mit 2 x 10° E. histolytica Trophozoiten infiziert und das mRNA
Expressionsprofil von IL-6 (A), IL-21 (B), IL-23 (C), TGF-$ (D) und IL-2 (E) der Leber mittels gPCR in Relation zur GAPDH
mRNA Expression bestimmt (fusionierte Daten von zwei unabhéngigen Experimenten; n=7-12). (Mittelwerte + Standardfehler;

Mann-Whitney U Test; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

IL-6 wurde auf mRNA Ebene in der Leber wahrend der E. histolytica Infektion nur leicht induziert
(p <0,0989) (Abb. 20 A). Von 48 h auf 120 h nach Infektion konnte ein starker Abfall von /L-6
gemessen werden (p < 0,001). IL-21, ein weiteres Zytokin mit dem Th17 Zellen induziert werden
kénnen, war weder bei naiven noch infizierten Mausen in der Leber nachweisbar (Abb. 20 B). Die
Infektion bewirkte einen sukzessiven Anstieg von /L-23 in den ersten zwei Tagen, der nach 24 h
statistische Signifikanz erreichte (p < 0,05) (Abb. 20 C). 48°h nach Infektion war die /L-23 mRNA
Expression auf ihrem Maximalwert, gefolgt von einem rapiden Abfall innerhalb weiterer 12 h
(p < 0,001) — vergleichbar mit dem Abfall der /L-6 mRNA Expression. Das Zytokin TGF-p, welches
sowohl an der Treg als auch Th17 Differenzierung beteiligt ist, zeigte keinen Anstieg wahrend der
Infektion lediglich einen Abfall nach 24 h (p < 0,05) (Abb. 20 D). Die Expression von [L-2 stieg
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ebenfalls sukzessive im Verlauf an, war im Vergleich zur /L-23 Expression jedoch erst nach 120 h
signifikant (p < 0,01) (Abb. 20 E).

Die Analyse des Zytokinmilieus ergab einen Anstieg der /L-23 und /L-2 mRNA im Verlauf der
E. histolytica Infektion.

3.2.5 Einfluss des leberspezifischen HIF-1a Knockouts auf das Zytokinprofil
wahrend der E. histolytica Infektion

Um eine mogliche Beeinflussung des Zytokinmilieus in der Leber durch den HIF1a Knockout zu
Uberprifen, wurden mannliche und weibliche AIbCre und Hep-HIF-1o”~ Mause mit 2 x 10°
E. histolytica Trophozoiten infiziert. An Tag 3 nach Infektion wurde die RNA der Leber isoliert und
die Genexpression mittels qPCR Uberprift. Mannliche AlbCre Mause zeigten eine starkere IL-6
Expression im Vergleich zu weiblichen Mausen (p < 0,01) (Abb. 21 A). In der Hep-HIF-1a” Maus
war die /L-6 mRNA Expression signifikant verringert (p < 0,01) und unterschied sich nicht mehr von
dem der weiblichen Mause. Auch /L-23 war in infizierten mannlichen Hep-HIF-1a”- Mausen hoher
exprimiert als in weiblichen Mausen (p <0,05) (Abb.21B). In A/bCre Mausen war dieser
geschlechtsspezifische Unterschied in der /L-23 mRNA aufgrund hoher Schwankungen nicht
signifikant (p = 0,0524). Der Knockout hatte keinen Einfluss auf die Expression der /L-23 mRNA. Die
IL-2 Expression war sowohl in der mannlichen als auch weiblichen Maus im HIF-1a. Knockout
reduziert (p < 0,001 und p = 0,0503) (Abb. 21 D). Die Reduktion war starker in der mannlichen Maus,
wodurch die /L-2 Expression in der Leber weiblicher Hep-HIF-1o0”- Mause signifikant hoher war im
Vergleich zu den mannlichen Mausen (p < 0,05). Wahrend RORy auf mRNA Ebene vom HIF-1a
Knockout nicht beeinflusst war, war die Foxp3 mRNA in weiblichen Mausen reduziert (p < 0,05)
(Abb. 21 C, E).
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Abbildung 21: Geschlechtsspezifische Unterschiede im mRNA Expressionsprofil regulatorischer Zytokine in der
Leber E. histolytica-infizierter Hep-HIF-1a”- Mause. Mannliche und weibliche AlbCre und Hep-HIF-1a" M&use wurden
intrahepatisch mit 2 x 10° E. histolytica Trophozoiten infiziert und das mRNA Expressionsprofil von IL-6 (A), IL-23 (B), RORy
(C), IL-2 (D) und Foxp3 (E) der Leber an Tag 3 nach Infektion mittels gPCR in Relation zur GAPDH mRNA Expression
bestimmt (n=6-8). (Mittelwerte + Standardfehler; Mann-Whitney U Test; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

Um zu Uberprifen, ob auch die intrazellulare Zytokinproduktion der CD4* Zellen vom HIF-1a
Knockout beeinflusst wurde, wurden die Leberlymphozyten E. histolytica-infizierter AlbCre und
Hep-HIF-1a7- Mause fir 6 h mit 50 ng/mL PMA und 500 ng/mL lonomycin restimuliert. Um eine
intrazellulare Anreicherung der Zytokine zu ermdglichen, wurde nach 1 h 50 pg/mL Brefeldin A
hinzugefigt und die Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert. Aufgrund veranderter
Expressionen durch die Restimulation war eine genaue Charakterisierung der Th17 und Tregs Uber
RORyt und Foxp3 nicht moéglich. Wahrend die Th17 Zellen im HIF-1a. Knockout in Mausen beider
Geschlechter reduziert waren (siehe Abschnitt 3.2.3), konnte eine Abnahme der IL-17* Zellen unter
dem HIF-1a Knockout nur in mannlichen Mausen gemessen werden (p <0,05) (Abb.22 A).
Weibliche AlbCre und Hep-HIF-1o"- Mause produzierten gleiche Mengen IL-17, wodurch im HIF-1a
Knockout im Vergleich zu den mannlichen Mausen signifikant mehr IL-17 von weiblichen Mausen
produziert wurde (p < 0,05). Obwohl eine Reduktion der Tregs durch den HIF-1a Knockout nur in
weiblichen Mausen beobachtet werden konnte (siehe Abschnitt 3.2.3), waren IL-10* Zellen sowohl
in Lebern mannlicher als auch weiblicher Hep-HIF-1a”-Mause reduziert im Vergleich zu den AlbCre
Kontrolimausen (p < 0,05) (Abb. 22 B).

50



Ergebnisse

IL-17 — >

FSC-H

% IL-17* Zellen der
CD45*CD4*B-TCR* Zellen

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

ALA (Tag 3)

IL-10 —»

o #0 %
2
= @
gN 08 o N
c
[}
?,,L_) 0.6 & o =
N & 2
5% o04 &
T = | ° ¥} =
20 3
R*b 021 ° o
3
© o0l
AlbCre  Hep-
HIF-1a7
ALA (Tag 3)

© mannlich
© weiblich

Abbildung 22: Geschlechtsspezifische Unterschiede der intrazelluldren IL-17 und IL-10 Produktion hepatischer CD4*

T-Zellen E. histolytica-infizierter Hep-HIF-1a;" Mause. Mannliche und weibliche AlbCre und Hep-HIF-107 Méuse wurden

intrahepatisch mit E. histolytica Trophozoiten infiziert. An Tag 3 nach Infektion wurden die Leberlymphozyten aufgereinigt, fiir
6 h mit 50 ng/mL PMA und 500 ng/mL lonomycin restimuliert. Nach 1 h erfolgte die Zugabe von 50 pug/mL Brefeldin A. Die

intrazellulare Produktion von IL-17 und IL-10 wurde mittels Durchflusszytometrie analysiert. Gating-Strategie und prozentualer

Anteil der IL-17* Zellen (A) und IL-10" Zellen (B) der CD45°CD4"B-TCR* Zellen (fusionierte Daten von zwei unabhangigen

Experimenten; n=9-13). (Mann-Whitney U Test; *p < 0,05).

Zusammenfassend flihrte der HIF-1a Knockout in mannlichen Mausen zu einer Reduktion der /L-6

und /L-2 mRNA und in weiblichen Mausen zu einer Reduktion der Foxp3 mRNA. Zudem produzierten

weniger CD4* T-Zellen aus mannlichen Hep-HIF-1o0”- Mausen IL-17 und aus Hep-HIF-1a”- Mausen

beider Geschlechter IL-10 im Vergleich zu Kontrolltieren.
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4 Diskussion

Manner und Frauen unterscheiden sich malgeblich in ihren angeborenen und adaptiven
Immunantworten. Wahrend Manner ein héheres Risiko flr parasitare Infektionskrankheiten und
maligne Krebserkrankungen zeigen, treten Autoimmunerkrankungen haufiger in Frauen auf (Cai et
al. 2016; Klein und Flanagan 2016; Sellau et al. 2020). Um einzelne Krankheiten besser therapieren
zu konnen, ist es von fundamentaler Bedeutung, die molekularen, hormonellen und
immunologischen Mechanismen aufzuklaren, die diesem Geschlechtsdimorphismus zugrunde
liegen.

Die intestinale Infektion mit dem protozoischen Parasiten E. histolytica ist ein Beispiel fur eine
Infektion mit geschlechtsspezifischem Krankheitsverlauf. Manner sind viel haufiger von einer
schweren Verlaufsform in Form eines Amdbenleberabszesses betroffen. Das in dieser Arbeit
verwendete Mausmodell spiegelt diese geschlechtsspezifische Verteilung wider. Nach
intrahepatischer E. histolytica Infektion bilden mannliche Mause deutlich grélRere Abszesse als
weibliche Mause (Lotter et al. 2006).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die geschlechtsspezifischen Unterschiede in der angeborenen und
adaptiven Immunantwort wahrend der E. histolytica Infektion untersucht. Als Aspekt der
angeborenen Immunantwort wurden die Monozyten und neutrophilen  Granulozyten
geschlechtsspezifisch mittels Durchflusszytometrie charakterisiert. Hierbei wurde auflerdem die
Rolle von CXCL1 in der Abszessentstehung untersucht. Letztlich wurde geprift, welchen Einfluss
die Testosteron-Substitution auf die Monozyten und neutrophilen Granulozyten in der E. histolytica
Infektion ausubt. Als Aspekt der adaptiven Immunantwort beziglich einer E. histolytica Infektion
wurde die Modulation der CD4* T-Zelldifferenzierung durch HIF-1a in der Leber analysiert. Die
Tregs, Th17 Zellen und das Zytokinmilieu wurde in C57BL6/J Mausen untersucht. Anschlielend
wurde die Rolle von HIF-1a in der Abszessentstehung und T-Zelldifferenzierung durch Mause mit

einem Hepatozyten-spezifischen HIF-1a. Knockout aufgeklart.

4.1 Geschlechtsspezifische Unterschiede in den klassischen Monozyten

wahrend der E. histolytica Infektion
Inflammatorische Ly6C" Monozyten tragen durch die Phagozytose toxischer Molekile und durch die
Produktion pro-inflammatorischer Molekile wie ROS, TNF, IL-1 und IL-6 primar zur
Pathogenabwehr bei. Wahrend das Fehlen von Monozyten in vielen Infektionen ein verstarktes
Krankheitsbild zur Folge hat (Auffray et al. 2009; Shi und Pamer 2011), tragen sie in der E. histolytica
Infektion maRgeblich zur Manifestierung des Amoébenleberabszesses bei. CCR27- Mause, bei denen
die Rekrutierung inflammatorischer Monozyten gestort ist, bilden nach E. histolytica Infektion nur
kleine Abszesse aus, wahrend der adoptive Transfer von CCR2* Monozyten in die CCR2”- Maus
groBere Lasionen zur Folge hatte (Helk et al. 2013). Neben den CCR2* Ly6C" Monozyten sind
aullerdem Kupffer-Zellen und das Zytokin TNF entscheidende Parameter fiir die Immunpathologie
im ALA (Helk et al. 2013). Die Testosteron-Substitution von Mausen veranschaulichte zudem, dass

das Geschlechtshormon Testosteron die Abszessentwicklung mageblich beginstigt (Lotter et al.
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2013). In der vorliegenden Arbeit wurden die inflammatorischen Monozyten geschlechtsspezifisch
charakterisiert und untersucht, ob Androgene den pro-inflammatorischen Charakter der Monozyten

beeinflussen kdbnnen.

Die durchflusszytometrischen Analysen demonstrierten, dass bereits naive mannliche Mause mehr
Ly6CM Monozyten im Blut aufwiesen als weibliche Mause (Abb. 6 B). Kay et al. konnten ebenfalls
einen hoéheren prozentualen Anteil an Monozyten in den Milzen naiver mannlicher Mause
nachweisen (Kay et al. 2015). Wahrend sich naive mannliche und weibliche Mause in den Anteilen
hepatischer Ly6C" Monozyten nicht unterschieden, fiihrte die E. histolytica Infektion zu einem
signifikanten Anstieg der Ly6C" Monozyten in der Leber mannlicher Mause (Abb. 6 G). Diese
geschlechtsspezifische Induktion konnte auch in Mausen mit Zymosan-induzierter Peritonitis
beobachtet werden, in denen in mannlichen Mausen mehr Monozyten ins Blut und in die Bauchhoéhle
migrierten im Vergleich zu weiblichen Mausen (Kay et al. 2015). Die Ergebnisse wurden ebenfalls
durch SARS-CoV (Severe Acute Respiratory Syndrome CoronaVirus) infizierte Mause bestatigt, in
denen die Infektion eine hdhere Akkumulation inflammatorischer Monozyten in den Lungen
mannlicher Mause bewirkte (Channappanavar et al. 2017). Wie auch in der E. histolytica Infektion
waren die mannlichen Mause von der SARS-CoV Infektion schlimmer betroffen und die Depletion
inflammatorischer Monozyten schitzte vor der letalen Infektion. Es gibt kontroverse Ergebnisse zu
der Frage, ob sich die gleiche geschlechtsspezifische Verteilung im Menschen wiederfindet.
Wahrend eine Studie belegt, dass in Mannern prozentual mehr klassische Monozyten und in Frauen
mehr nicht-klassische Monozyten zirkulieren (Jiang et al. 2014), konnten an anderer Stelle mehr
nicht-klassische Monozyten in Mannern (Hearps et al. 2012) verzeichnet oder sogar keine
unterschiedliche Verteilung festgestellt werden (Sellau et al. 2020). In letzterer Studie waren die
klassischen Monozyten aus Mannern durch eine hdhere CCR2 Expression charakterisiert. Dieser
Geschlechtsdimorphismus zeigte sich auch in den Ly6C" Monozyten aus Blut und Knochenmark
naiver Mause (Abb. 6 E, 7 D). Mannliche Mause besitzen demnach ein gréReres Reservoir an
CCR2*Ly6C" Monozyten im Knochenmark. CCL2 war aufRerdem im Serum E. histolytica-infizierter
mannlicher Mause und im Serum asymptomatisch E. histolytica-infizierter Manner héher konzentriert
als in weiblichen Individuen (Bernin et al. 2014; Sellau et al. 2020). Durch die héhere CCR2
Expression auf den klassischen Monozyten und die hdhere CCL2 Konzentration im Serum scheinen
mannliche Individuen daher fir eine schnellere Rekrutierung von Monozyten pradestiniert zu sein.
Diese Annahme wird durch eine Transkriptom-Analyse unterstitzt, in der klassische Monozyten aus
Mannern nach LPS Stimulation eine hoéhere Anzahl an Genen exprimierten, die mit
Migrationsprozessen assoziiert werden (Sellau et al. 2020). CCR2 spielt eine wichtige Rolle in der
Rekrutierung von Ly6C" Monozyten unter inflammatorischen Bedingungen. So migrierten in
CCR2" Mause weniger Ly6C" Monozyten in die Milz nach Listeria monocytogenes Infektion
(Serbina und Pamer 2006) oder in die Leber nach E. histolytica Infektion (Helk et al. 2013). In der
Listeria monocytogenes Infektion war die geringere Infiltration von Monozyten in die Milz durch einen
Verbleib im Knochenmark zu erklaren (Serbina und Pamer 2006). Die Studie von Serbina und Pamer
veranschaulichte darliber hinaus, dass CCR2 essentiell flir den Austritt der Monozyten aus dem
Knochenmark ist. Durch die intraperitoneale Applikation von Mercaptoessigsaure wurde in Mausen

eine lokale Entziindung hervorgerufen und 2,5 Tage spater fluoreszenzmarkierte Monozyten aus
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CCR2" oder Wildtyp-Mausen injiziert. Die adoptiv transferierten Zellen aus CCR2”- und Wildtyp-
Mausen migrierten in demselben Male in den Peritonealraum. Gleiche Ergebnisse lieferte der
adoptive Transfer von fluoreszenzmarkierten Knochenmarkszellen aus CCR2”- und Kontrollm&usen
in Listeria monocytogenes-infizierte Mause: die Ly6C" Monozyten migrierten unabhangig von ihrer
CCR2 Expression gleichermalen in die Milz (Serbina und Pamer 2006). Diese Untersuchungen
belegten, dass CCR2 essentiell fur den Austritt der Monozyten aus dem Knochenmark in die
Blutbahn ist, die Rekrutierung der Monozyten in das infizierte Gewebe jedoch von weiteren
Chemokinen oder anderen Mechanismen abhangig sein muss.

Eine weitere Mdglichkeit Uber die Monozyten in das infizierte Gewebe rekrutiert werden kdnnen, ist
Uber die Interaktion des Chemokins CXCL1 mit dem spezifischen Rezeptor CXCR2. In vitro
Migrations-Versuche (Shieh et al. 2014) und in vivo Maus- und Rattenmodelle fir Herz- und
Gefalierkrankungen (Vries et al. 2015; Wang et al. 2018) belegten, dass endogenes CXCL1 die
Migration von CXCR2* Monozyten induzieren kann. Die Rolle von CXCL1 in der E. histolytica
Infektion wurde bislang nicht untersucht. Eine Analyse der Seren einer vietnamesischen
ALA-Kohorte belegte, dass CXCL1 in ALA-Patienten hdher konzentriet war als in den
Kontrollprobanden (Abb. 8 A). Gesunde mannliche Probanden zeigten zudem eine héhere CXCLA1
Konzentration als weibliche Probanden. Die Induktion von CXCL1 konnte auch in der murinen
Infektion bestatigt werden (Abb. 8 B, C). Wie auch schon viele weitere pro-inflammatorische
Zytokine wie TNF, CCL2, IL-17, IL-23, IL-6 und IL-1p (Sellau et al. 2020) war CXCL1 hoher in den
Seren infizierter mannlicher Mause im Vergleich zu weiblichen Mausen. Die Depletion von CXCL1
fUhrte zu kleineren Abszessen nach E. histolytica Infektion (Abb. 9 B). In der Literatur wird CXCL1
primar als Chemokin flir die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten beschrieben (De Filippo et al.
2013; Su et al. 2018; Wang et al. 2018). Die neutrophilen Granulozyten unterschieden sich jedoch
nicht in CXCL1-depletierten und Isotyp-behandelten Mausen (Abb. 9 D). Der prozentuale Anteil der
hepatischen Ly6C" Monozyten war nach CXCL1-Depletion jedoch signifikant verringert (Abb. 9 C).
Somit ist zu schlussfolgern, dass die Induktion von CXCL1 in der E. histolytica Infektion zu einer
Rekrutierung von Ly6C" Monozyten fiihrt und dadurch entscheidend zur Immunpathologie in der

Abszessentwicklung beitragt.

SchlieRlich wurde das pro-inflammatorische Potential der Monozyten geschlechtsspezifisch
analysiert. Neben CXCL1 wurden auch TNF und CCL2 untersucht, da diese beiden Zytokine
ebenfalls mafigeblich an der Monozyten-vermittelten Immunpathologie im ALA beteiligt sind (Helk et
al. 2013). Da die in vitro Stimulation kaum Einfluss auf die Zytokinproduktion hatte, wurde diese in
E. histolytica-infizierten M&ausen ex vivo untersucht (Abb. 11). Ly6C" Monozyten stellten die
Hauptquelle fur alle drei Zytokine in der Leber dar. Die E. histolytica Infektion fihrte zu einer
signifikanten Induktion von hepatischen TNF*, CXCL1* und CCL2* Ly6C" Monozyten besonders in
mannlichen Mausen. Die Population der CCR2* Ly6C" Monozyten ist demnach nicht nur in
mannlichen Mausen groRer, sondern zeigt nach E. histolytica Infektion auch einen starkeren
pro-inflammatorischen Charakter im Vergleich zu weiblichen Mausen. Eine héhere Produktion dieser
drei Zytokine in mannlichen Individuen lasst sich auch mit anderen Befunden belegen. In mannlichen

Patienten fiihrte eine West-Nil-Virusinfektion zu hoheren CCL2 Serumkonzentrationen und milderen
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Symptomen im Vergleich zu Frauen, in denen keine Anderung der CCL2 Konzentration zu
verzeichnen war (Hoffman et al. 2019). CCL2, TNF und CXCL1 waren zudem hdher exprimiert in
den Lungen mannlicher Mause nach SARS-CoV Infektion (Channappanavar et al. 2017). Darber
hinaus war TNF in verschiedenen Gehirnarealen mannlicher Mause nach Plasmodium berghei
Infektion héher exprimiert als in weiblichen Mausen (Legorreta-Herrera et al. 2018). Des Weiteren
sezernierten Monozyten aus gesunden mannlichen Probanden, die mit PMA und lonomycin

stimuliert wurden, mehr TNF als die Monozyten weiblicher Probanden (Bouman et al. 2004).

Das Geschlechtshormon Testosteron tragt ebenfalls entscheidend zur Immunpathologie in der
murinen E. histolytica Infektion bei (Lotter et al. 2013) und ist im Serum mannlicher Individuen héher
konzentriert (Lotter et al. 2013; Handelsman et al. 2015; Clark et al. 2019). Da sowohl der
prozentuale Anteil an Ly6C" Monozyten als auch deren TNF, CCL2 und CXCL1 Produktion in
mannlichen Mausen hdéher war, wurde untersucht, ob Testosteron einen Einfluss auf das
pro-inflammatorische Potential der Monozyten hat. Testosteron-substituierte und E. histolytica-
infizierte Mause zeigten eine erhohte Infiltration an Ly6C" Monozyten in der Leber und eine erhdhte
TNF, CCL2 und CXCL1 Expression (Abb. 12). Die Testosteronbehandlung von gesunden Mannern
im Rahmen einer randomisierten kontrollierten Studie flihrte ebenfalls zu einem Anstieg an
zirkulierenden Monozyten (Gagliano-Juca et al. 2020). Der direkte Zusammenhang zwischen
Testosteron und einer veranderten TNF Produktion wurde bereits vielfach untersucht. Die DHT
Behandlung von weiblichen Mausen nach LPS Inhalation induzierte TNF in den Bronchien, wahrend
TNF in kastrierten mannlichen Mausen niedriger konzentriert war (Card et al. 2006). Androgen-
Rezeptor Knockout Mause zeigten auflerdem eine verbesserte Wundheilung, die mit einer
reduzierten Infiltration klassischer Monozyten und reduzierten TNF Expression assoziiert war (Lai et
al. 2009). In kastrierten Mausen und mit dem Anti-Androgen Flutamid-behandelten Mausen wurde
zudem eine reduzierte TNF Expression im durch Schnittwunden verletzten Hautgewebe gemessen
(Ashcroft und Mills 2002). SchlieBlich resultierte die Testosteronbehandlung von Ratten in einer
erhdéhten TNF Expression in Harnréhrenwunden (Hofer et al. 2015). Weniger ist bisher bekannt tGber
die Induktion von CCL2 und CXCL1 durch Androgene. Testosteron induzierte zum einen die CCL2
mRNA Expression in viszeralem adipdsem Gewebe von Frauen in vitro (Crisosto et al. 2017). Des
Weiteren bewirkte DHT eine Induktion von CCL2 auf mRNA und Proteinebene in humanen
Prostatakrebszellen (Kim et al. 2013). In einem Mausmodell fir Prostatitis zeigten neutrophile
Granulozyten auflerdem erhdhte CXCL1 Transkripte in Testosteron-behandelten Mausen im
Vergleich zu Kontrollmausen (Scalerandi et al. 2018). In der Lunge von Influenza A-Virus-infizierten,
kastrierten Mausen waren zudem nach Testosteronbehandlung héhere CXCL1 Konzentrationen
messbar (Vom Steeg et al. 2020). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Testosteron das pro-
inflammatorische Potential von Ly6C" Monozyten, gemessen an ihrer CCL2, TNF und CXCL1

Produktion, induzieren kann.

Die Testosteron-Substitution kastrierter mannlicher Mause hatte eine Reduktion der CCR2
Expression auf den Ly6C" Monozyten zur Folge (Abb. 12 D). Der Zusammenhang zwischen CCR2,
Androgenen und dem Androgenrezeptor ist noch nicht hinreichend geklart und wird in der Literatur

kontrovers diskutiert. Liu et al. belegten, dass die Gonadektomie mannlicher Mause die AR mRNA
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Expression im Musculus longissimus, im Herzen, in der Milchdriise und in der Lunge induzierte (Liu
etal. 2019). Zudem ist der AR in den PBMCs kastrierter Mause héher exprimiert (Sellau et al. 2020).
Die AR Induktion nach Kastration kénnte hierbei ein Mechanismus sein, um dem Testosteronentzug
entgegenzuwirken. Die Testosteronbehandlung von E. histolytica-infizierten Mausen senkte
wiederum die AR Expression in den PBMCs (Sellau et al. 2020) und flihrte zur Reduktion der CCR2
Expression auf den Ly6C" Monozyten (Abb. 12 D). Izumi et al. demonstrierten anhand in vitro
Versuche mit humanen Prostatakrebszellen, dass die CCL2-CCR2 Achse negativ durch den
Androgenrezeptor reguliert wird. Die Blockade des ARs mittels small inhibitory RNA (siRNA)
induzierte die CCL2 Sekretion in den Uberstand. Das Ergebnis konnte auch in vivo bestatigt werden:
In den Prostatatumoren von Mausen mit einer Prostataepithelzellen-spezifischen Depletion des ARs
konnten immunhistologisch mehr CCL2* Zellen nachgewiesen werden (lzumi et al. 2013). Im
Gegensatz zu dem in vitro Versuch von lzumi et al., fihrte der gleiche Versuchsaufbau bei Kim et
al. jedoch zu einer reduzierten CCL2 Sekretion (Kim et al. 2013). Dariiber hinaus zeigten AR Mause
eine niedrigere Expression von CCR2 im Knochenmark. Mit Hilfe eines Luciferase-Reporter-Assays
konnte aulerdem festgestellt werden, dass der AR in der Anwesenheit von DHT die CCR2
Promotoraktivitdt induzieren kann (Lai et al. 2009). Die in dieser Arbeit und von Sellau et al.
dargestellten Ergebnisse der reduzierten CCR2 und AR Expression nach Gonadektomie stimmen
mit den Befunden aus Kim et al. und Lai et al. Uberein und sprechen fir eine positive Regulation der
CCR2 Expression durch den Androgenrezeptor. Zwar bewirkte die Testosteronbehandlung eine
CCR2 Reduktion doch ist hierbei zu beachten, dass die AR Expression bereits vor der Testosteron-

Substitution durch die Kastration manipuliert wurde.

Zuletzt wurde Uberprtift, ob eine Beeinflussung der Monozyten durch Androgene auch im Menschen
moglich ist. Die in vitro Stimulation mit E. histolytica Lysat und dem Androgen DHT bewirkte einen
CXCL1 Konzentrationsanstieg im Uberstand stimulierter Monozyten aus Frauen und Mannern
(Abb. 13). Diese Ergebnisse konnten durch eine Transgenderstudie erganzt werden. Die PBMCs
von Frauen, die intramuskuldre Testosteroninjektionen Uber einen Zeitraum von 219 Tagen
bekommen haben, sezernierten gegen Ende der Behandlung signifikant héhere CXCL1 und TNF
Konzentrationen nach ex vivo LPS Stimulation. CD14 ist essentiell fur die LPS-vermittelte
Signaltransduktion tber den TLR4 (Toll-like Rezeptor 4) / MD-2 (Myeloid Differentiation factor 2)
Rezeptorkomplex, weshalb lediglich CD14* Zellen durch LPS stimuliert werden (Zanoni et al. 2011).
Die grote CD14* Zellpopulation im humanen Blut sind klassische Monozyten (Auffray et al. 2009).
Die gemessenen Zytokin Konzentrationen im Uberstand sind daher iUberwiegend auf diese
Zellpopulation zurlckzuflhren. Die Zytokin Konzentrationen korrelierten jeweils mit den Testosteron-
und DHT Konzentrationen im Serum (Sellau et al. 2020). Die Testosteronbehandlung von Mannern
mit Androgendefizienz fiihrte hingegen zu einer Reduktion der TNF Serumkonzentration (Malkin et
al. 2004). Die kurzere Behandlungsdauer von nur einem Monat kdnnte jedoch die Erklarung fur die

unterschiedlichen Ergebnisse sein.

Testosteron wird in der Regel eine immunsuppressive Wirkung auf das Immunsystem zugeschrieben
(Furman et al. 2014; Gubbels Bupp und Jorgensen 2018; Tuku et al. 2020). In T-Zellen kann

Testosteron die Zellreifung und Proliferation hemmen und einen Th2-Phanotyp beglnstigen (Henze
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et al. 2020). In B-Zellen kann Testosteron die Lymphopoese und Produktion der Immunglobuline
IgG1 und IgM unterdriicken (Kanda et al. 1996; Sakiani et al. 2013). Zusammenfassend belegen die
in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse und diskutierten Studien jedoch, dass Testosteron auch
immunstimulatorisch wirken kann. Dies scheint besonders Zellen der angeborenen Immunantwort
wie Monozyten zu betreffen. In der E. histolytica Infektion induziert Testosteron das
pro-inflammatorische Potential der Ly6CM Monozyten und tréagt dadurch entscheidend zur
Immunpathologie im ALA bei. Mannliche Mause besitzen zudem ein gréfleres Reservoir an
CCR2*Ly6C" Monozyten im Knochenmark. Durch eine héhere CCL2 Serumkonzentration nach
E. histolytica Infektion sind sie daher pradestiniert fur eine schnellere Migration der Monozyten aus
dem Knochenmark in die Blutbahn. In der Leber sezernieren Kupfferzellen als Antwort auf
eindringende Trophozoiten u.a. TNF, wodurch die CXCL1 Produktion in Hepatozyten induziert
werden kann (Lo et al. 2014; Su et al. 2018). Dieser Anstieg der CXCL1 Konzentration kénnte der
Mechanismus sein, Uber den die Rekrutierung der Monozyten aus der Blutbahn in das infizierte
Lebergewebe vermittelt wird. Die in die Leber einwandernden Monozyten produzieren wiederum
CCL2 und CXCL1 und bewirken eine weitere Rekrutierung an Knochenmarks- und Blutsmonozyten.
Durch die zusatzliche Expression von TNF tragen sie mafgeblich zur Immunpathologie und

Gewebeschadigung im ALA bei.

4.2 Geschlechtsspezifische Unterschiede in den neutrophilen Granulozyten

wahrend der E. histolytica Infektion
In den ersten drei Tagen der E. histolytica Infektion kommt es zu einem erheblichen Einstrom von
neutrophilen Granulozyten in den Abszessbereich (Helk et al. 2013). Neutrophile Granulozyten
scheinen jedoch nicht essentiell fir die Immunpathologie im ALA zu sein, da eine Depletion dieser
Zellen im Mausmodell lediglich eine leichte Reduktion der Abszessbildung in mannlichen Mausen
zur Folge hatte (Helk et al. 2013). In einer Studie von Seydel et al. konnte den neutrophilen
Granulozyten wiederum eine wichtige Funktion in der E. histolytica Infektion zugeordnet werden
(Seydel et al. 1997). In dieser Studie wurde die Abszessentstehung in SCID (Severe Combined
Immunodeficiency) Mausen untersucht. SCID Mause besitzen weder funktionsfahige B- noch
T-Lymphozyten (Cossu 2010). Die Depletion von neutrophilen Granulozyten in SCID Ma&usen
bewirkte die Entwicklung grélRerer Abszesse im Vergleich zu SCID Kontrollmausen (Seydel et al.
1997). Die Autoren schlussfolgerten daher, dass neutrophile Granulozyten an der Kontrolle der
E. histolytica Infektion beteiligt sind. Es gilt hierbei jedoch zu bedenken, dass die Abszessentstehung
in SCID Mause unter Ausschluss der adaptiven Immunantwort untersucht wird. Ein Fehlen der
Interaktion zwischen Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems ware eine mdgliche
Erklarung wieso die Depletion neutrophiler Granulozyten in SCID Mausen grofiere Abszesse (Seydel
et al. 1997) und in Wildtyp-Mausen kleinere Abszesse (Helk et al. 2013) zur Folge hatte. Zudem
besitzen SCID Mause keine NKT Zellen, die essentiell fur die Kontrolle der E. histolytica Infektion
sind (Lotter et al. 2009). Da die neutrophilen Granulozyten eine so prominente Zellpopulation zu

Beginn der Infektion darstellen, ist es von besonderem Interesse die Rolle dieser Zellen aufzuklaren.

57



Diskussion

Sowohl im Knochenmark als auch im Blut war der prozentuale Anteil an neutrophilen Granulozyten
in mannlichen Mausen hoher als in weiblichen Mausen (Abb. 6, 7). Kay et al. konnten ebenfalls
nachweisen, dass naive mannliche Mause héhere Anteile an neutrophilen Granulozyten in der Milz
besitzen als weibliche Mause (Kay et al. 2015). Die E. histolytica Infektion bewirkte einen
signifikanten Anstieg der zirkulierenden neutrophilen Granulozyten in Mausen beider Geschlechter,
die Zellpopulation war in Blut und Leber mannlicher Mause jedoch gréf3er als in weiblichen Mausen
(Abb. 6). In mannlichen Mausen migrierten zudem mehr neutrophile Granulozyten in die Lunge nach
SARS-CoV Infektion (Channappanavar et al. 2017), in den Peritonealraum wahrend Zymosan-
induzierter Peritonitis (Kay et al. 2015) und in die Milz im Mausmodell fir Lupus erythematodes
(Trigunaite et al. 2013).

Neutrophile Granulozyten sind von entscheidender Bedeutung fur die Rekrutierung und
Funktionalitdt von Monozyten. So reduzierte die Depletion oder der Knockout von neutrophilen
Granulozyten die Rekrutierung von inflammatorischen Monozyten in Mausmodellen fur Virus-
induzierte Enzephalitis und der Luftsackinflammation (Air Pouch model) (Zhou et al. 2003; Shiohara
et al. 2004; Soehnlein et al. 2008). Zudem produzierten die Monozyten von Patienten mit einem
Defizit an neutrophilen Granulozyten nach LPS Stimulation geringere Mengen pro-inflammatorischer

Zytokine im Vergleich zu Kontrollprobanden (Mokart et al. 2008).

Die Testosteronbehandlung kastrierter Mause flhrte zu einem signifikanten Anstieg der hepatischen
neutrophilen Granulozyten wahrend der E. histolytica Infektion (Abb. 12 C). Dieser Einfluss von
Testosteron auf die Population der neutrophilen Granulozyten lie sich in einer Reihe von
Forschungsarbeiten bestatigen. Die Gonadektomie bewirkte eine Reduktion der zirkulierenden
neutrophilen Granulozyten in naiven Mausen (Chuang et al. 2009) sowie in einem Mausmodell fiir
Lupus erythematodes (Trigunaite et al. 2013). Eine Androgen-Substitution fihrte in beiden Arbeiten
zu einer Normalisierung des Anteils neutrophiler Granulozyten. Darliber hinaus war die Aktivitat von
neutrophilen Granulozyten, gemessen an ihrer ROS Produktion, in kastrierten Mausen mit
Verbrennungsverletzungen oder hamorrhagischem Schock (Deitch et al. 2006) und in zwei
Melanoma-Mausmodellen reduziert (Markman et al. 2020). In den Melanoma-Mausmodellen konnte
dies ebenfalls durch eine Testosteronbehandlung revidiert werden. Die Testosteronbehandlung von
Ratten flhrte zu einer hoéheren Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten wahrend einer
bakteriellen Prostataentziindung und korrelierte mit der Testosteronserumkonzentration (Scalerandi
et al. 2018). Testosteron induzierte hier einen anti-inflammatorischen N2-Phanotyp, indem die
neutrophilen Granulozyten hohe Mengen der anti-inflammatorischen Zytokine IL-10 und TGF-§
produzierten und in ihrer phagozytotischen Aktivitat gestort waren (Scalerandi et al. 2018). Dass
neutrophile Granulozyten an der Wundheilung beteiligt sein kénnen, wurde auch schon von Wang
et al. in einem Mausmodell fur sterile thermale hepatische Verletzungen nachgewiesen (Wang et al.
2017). Der Zusammenhang von Testosteron und neutrophilen Granulozyten konnte ebenfalls im
Menschen herausgestellt werden. In Prostatakrebspatienten reduzierte eine Androgen Deprivation
die Population der neutrophilen Granulozyten (Markman et al. 2020). Zudem zeigten Frauen mit
Hyperandrogenamie eine vergroRerte Population der neutrophilen Granulozyten (Alexiou et al.
2017).
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Zusammenfassend kommt es in der E. histolytica Infektion zu einem erheblichen Einstrom an
neutrophilen Granulozyten in die Leber insbesondere in mannlichen Mausen. Da diese
Zellpopulation durch Testosteron erhéht wird, stellen sie eine besonders interessante Zellpopulation
fur zuklnftige Forschungen der geschlechtsspezifischen Immunantworten dar. Die Depletion von
Neutrophilen allein fiihrte nur zu einer leichten Reduktion der Abszessgrofie. Die neutrophilen
Granulozyten unterstiitzen demnach die Rekrutierung und Funktionalitat der inflammatorischen
Monozyten, sind aber keine primaren Mediatoren der Immunpathologie. Da Testosteron einen
N2-Phanotyp beginstigen kann und mannliche Mause deutlich mehr neutrophile Granulozyten
aufweisen, ware es jedoch auch maoglich, dass sie an der Wundheilung beteiligt sind. Eine genaue
Analyse der neutrophilen Granulozyten hinsichtlich einem N1- oder N2-Phanotyp wurde die Rolle

von neutrophilen Granulozyten in der E. histolytica Infektion besser aufklaren kénnen.

4.3 Geschlechtsspezifische Unterschiede in den Th17 Zellen, Tregs und

BiTregs wahrend der E. histolytica Infektion
Dem Zytokin IL-17 konnte bereits eine entscheidende Rolle in der Abszessentstehung zugeordnet
werden. IL-17 wird im ALA induziert und IL-23p197- Mause, bei denen die IL-17 Induktion gestort ist,
entwickeln lediglich sehr kleine Abszesse nach intrahepatischer E. histolytica Infektion (Noll et al.
2016). Die Rolle von IL17-produzierenden Th17 Zellen in der E. histolytica Infektion wurde bisher
noch nicht untersucht. Ebenso wenig ist Uber die Rolle von Tregs im ALA bekannt. In der
vorliegenden Arbeit wurden diese beiden Zellpopulation erstmalig geschlechtsspezifisch in der

E. histolytica Infektion charakterisiert.

Th17 Zellen helfen dem Koérper in der Immunabwehr gegen Pathogene. Die Analyse des hepatischen
mRNA Profils im Verlauf der E. histolytica Infektion zeigte eine Reduktion der RORy mRNA innerhalb
von 6 h. Der Reduktion folgte ein sukzessiver Anstieg, sodass die RORyExpression nach 72 h héher
war als in naiven Mausen (Abb. 14 B). Die initiale Reduktion der RORy mRNA koénnte auf zwei
Tatsachen zurlickzufihren sein. Erstens wird sowohl RORyt als auch die ubiquitare zweite Isoform
RORy von dem RORy Gen transkribiert (lIvanov et al. 2006). Zweitens wird RORyt neben Th17 Zellen
auch in CD4*CD8" Zellen und Lymphoid-Tissue-inducer (LTi)-Zellen exprimiert (lvanov et al. 2006).
Der mRNA Verlauf des gesamten Lebergewebes ist daher nicht auf eine spezifische Zellpopulation
zurtckzuflhren. Die E. histolytica Infektion bewirkte einen signifikanten Anstieg der hepatischen
Th17 Zellen in Mausen beider Geschlechter innerhalb von drei Tagen (Abb. 16 C). Der Anstieg der
RORy Genexpression nach 72 h wurde daher vermutlich durch die Th17 Zellen bedingt. Sowohl in
naiven als auch infizierten Mausen war der prozentuale Anteil der Th17 Zellen in mannlichen Mausen
gréRer als in weiblichen Mausen (Abb. 17 A). Zudem zeigten mannliche Mause wahrend der
E. histolytica Infektion héhere IL-17 Konzentrationen im Plasma (Sellau et al. 2020). Die gréRRere
Th17 Zellpopulation in der mannlichen Maus kdénnte durch die Produktion von IL-17 die
pro-inflammatorische Immunantwort férdern und so zur Immunpathologie im ALA beitragen. Es ware
moglich, dass Androgene fiir eine hdhere Th17 Zellpopulation und IL-17 Produktion in mannlichen
Mausen verantwortlich sind. Diese Annahme wird jedoch durch erste in vitro und in vivo Versuche

widerlegt. Die in vitro Testosteron-Behandlung von T-Zellen demonstrierte, dass Testosteron die Th1
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und Th17 Zelldifferenzierung inhibieren kann (Massa et al. 2017). DarUber hinaus reduzierte die
Testosteron-Substitution die IL-17A-produzierenden Th17 Zellen in der Lunge von mit
Hausstaub-behandelten Mausen (Fuseini et al. 2018). Um den Einfluss von Androgenen auf die
Th17 Zellen im ALA auszuschlieRen, missten zukinftige Experimente die Zellpopulation in

Testosteron-behandelten E. histolytica-infizierten Mausen untersuchen.

Aufgrund der vielen Fremdantigene aus dem Magen-Darm-Trakt, die die Leber Uber die Pfortader
erreichen, ist sie mit sehr vielen Immunzellen angereichert. Damit diese kontinuierlichen Reize keine
Uberschieflende Immunantwort hervorrufen, muss die Leber eine gewisse Immuntoleranz besitzen.
Die Immunsuppression in der Leber wird maflgeblich von Tregs mitbestimmt (Tiegs und Lohse
2010). Wahrend der E. histolytica Infektion wurde die Foxp3 mRNA innerhalb von 6 h in der Leber
induziert (Abb. 14 C). Foxp3 kann neben Tregs ebenfalls in CD8*- und NKT-Zellsubpopulationen
oder Epithelzellen exprimiert werden (Devaud et al. 2014), wodurch womdglich der friihe Anstieg zu
erklaren ist. Die hdhere Foxp3 Genexpression 120 h nach E. histolytica Infektion (Abb. 14 C) wurde
vermutlich durch Tregs bedingt, da diese auch auf Proteinebene in der Leber an Tag 3 und 5 induziert
wurden (Abb. 16 D). Der Anteil hepatischer Tregs innerhalb der CD4*CD45*3-TCR* Zellen war in
naiven mannlichen Mausen gréfer als in weiblichen Mausen (Abb. 17 B). Mannliche Mause zeigten
ebenfalls einen héheren Anteil an Tregs in der naiven Milz (Elderman et al. 2016) und in der Milz
und Leber wahrend experimenteller autoimmuner Hepatitis (Lapierre et al. 2010). Dartiber hinaus
konnte der Einfluss von Androgenen auf die Foxp3 Expression nachgewiesen werden. DHT
induzierte die Foxp3 Expression in humanen T-Zellen von Frauen in vitro (Walecki et al. 2015). Die
Testosteron-Substitution in Ratten mit experimenteller autoimmuner Orchitis fihrte ebenfalls zu einer
erhodhten Treg Population. Die Behandlung mit Flutamid reduzierte wiederum die Treg Population
(Fijak et al. 2011). Zudem bewirkte eine einzelne Testosteron-Injektion in weiblichen Ratten zwei
Tage nach Geburt einen Anstieg der Tregs im peripheren Blut (Leposavic et al. 2009). Schliel3lich
konnte auch ein funktionales ARE in der Promotorregion des humanen Foxp3 Gens identifiziert
werden, wodurch eine direkte Regulation durch Androgene mdglich ist (Walecki et al. 2015).
Wahrend naive mannliche Mause zwar héhere Anteile an hepatischen Tregs aufwiesen, waren die
Tregs weiblicher Mause durch eine hdhere Foxp3 Expression gekennzeichnet (Abb. 17 H). Die
E. histolytica Infektion fihrte zu einem signifikanten Anstieg der Tregs innerhalb von drei Tagen in
Mausen beider Geschlechter (Abb. 17 B). Wahrend der prozentuale Anteil der Tregs in mannlichen
und weiblichen Mausen vergleichbar war, war der geschlechtsspezifische Unterschied in der Hohe
der Foxp3 Expression noch starker ausgepragt (Abb. 17 H). Chauhan et al. demonstrierten, dass
murine Tregs mit hoherer Foxp3 Expression durch eine hohe suppressive Aktivitat und Produktion
von TGF-B und IL-10 gekennzeichnet waren (Chauhan et al. 2009). Zudem zeigten die peripheren
Tregs von Patienten mit der rheumatischen Erkrankung Spondylitis ankylosans eine geringere Foxp3
Expression im Vergleich zu Kontrollpatienten. Die Tregs dieser Patienten konnten die Proliferation
von T-Effektorzellen in vitro nur eingeschrankt supprimieren (Guo et al. 2016). Es ware demnach
mdglich, dass die Tregs weiblicher Mause durch ihre hdhere Foxp3 Expression suppressiver wirken

als die der mannlichen Mause und so der Immunpathologie im ALA starker entgegenwirken kdnnen.
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Bei der durchflusszytometrischen Analyse wurde eine Population identifiziert, die sowohl Foxp3 als
auch RORyt exprimierte und als BiTregs bezeichnet wird. Die Rolle von Foxp3*RORyt" BiTregs ist
bisher noch nicht grundlegend erforscht. Eine Induktion von BiTregs wurde in Patienten mit Morbus
Chron (Hovhannisyan et al. 2011) und Darmkrebs (Blatner et al. 2012) sowie in Mausmodellen fur
Lupus erythematodes (Kluger et al. 2017) und nephrotoxischer Nephritis (Kluger et al. 2016)
beobachtet. BiTregs waren aber auch in dem peripheren Blut gesunder Probanden nachweisbar
(Voo et al. 2009; Ayyoub et al. 2009). In E. histolytica-infizierten Mausen konnte ein Anstieg der
hepatischen BiTregs an Tag 3 nach Infektion gemessen werden, der an Tag 5 wieder signifikant
verringert war (Abb. 16 E). Die Parallelen zur Th17 Zelldynamik konnten auch in dem Mausmodell
fur nephrotoxische Nephritis gezogen werden. Die Th17 Zellen und BiTregs stiegen innerhalb von
vier Tagen in Nieren und Milz an, gefolgt von einer rapiden Abnahme an den Folgetagen (Kluger et
al. 2016). BiTregs kdnnen sowohl pro-inflammatorisch als auch immunsuppressiv wirken. Sie
kénnen IL-10 sezernieren und somit die Proliferation aktivierter T-Zellen in vitro supprimieren
(Lochner et al. 2008; Kluger et al. 2016). Gleichzeitig kbnnen BiTregs IL-17 produzieren und somit
pro-inflammatorische Immunantworten férdern (Osorio et al. 2008; Voo et al. 2009; Ayyoub et al.
2009; Kluger et al. 2016). Sowohl der Transfer von exogenen Tregs als auch BiTregs schitzte Mause
vor nephrotoxischer Nephritis. In dem gleichen Modell resultierte der Knockout von RORyt in BiTregs
in einem abgeschwachten Krankheitsverlauf. Die RORyt Expression der BiTregs zeigte sich hier
demnach schadlich, was die bifunktionelle Rolle der Zellpopulation hervorhebt (Kluger et al. 2016).
Neben der Foxp3 und RORyt Expression sowie I1L-35, IL-10 und IL-17 Sekretion zeigten BiTregs
auch andere Treg und Th17 typischen Charakteristika, wie beispielsweise die Expression von
IL-23R, CD161, CCR6 und IFNy (Ayyoub et al. 2009; Hovhannisyan et al. 2011; Yang et al. 2016).
Daher wurde zunachst vermutet, dass es sich um eine Zellpopulation handelt, die von einem Treg-
Phanotyp zu einer Th17 Zelle transdifferenziert oder andersherum (Zhou et al. 2009; Hovhannisyan
et al. 2011; Komatsu et al. 2014). BiTregs zeigten jedoch auch Charakteristika, die sie als distinkte
Population definieren: eine hdhere Expression von CD103, CTLA-4 und ICOS (/Inducible T-cell
COStimulator) im Vergleich zu Tregs oder Th17 Zellen (Kluger et al. 2016; Yang et al. 2016). In der
E. histolytica Infektion war die Expression von Foxp3 auf den BiTregs héher als auf den Tregs
(Abb. 16 G). Eine hdhere Foxp3 Expression wird mit einer hdheren suppressiven Aktivitat assoziiert
(Chauhan et al. 2009; Guo et al. 2016). Zusammen mit einer héheren Expression von ICOS und
CD103 — zwei weiteren Markern, die hochpotente und suppressive Zellen beschreiben (Lehmann et
al. 2002; Strauss et al. 2008; Braun et al. 2015; Chen et al. 2018) — kdnnten BiTregs eine
Zellpopulation mit hochregulatorischer Funktion sein. Die besonders suppressive Rolle von BiTregs
konnte bereits in vivo bestatigt werden. Der adoptive Transfer von naiven CD4* T-Zellen in
RAG27 Mause, bei denen die T- und B-Zellentwicklung gestort ist, filhrt normalerweise zu einer
Darmentzindung. Der Ko-Transfer von Tregs wirkte protektiv, sodass in den Mausen nur milde
Symptome hervorgerufen wurden. Noch effektiver war jedoch der Schutz durch den Ko-Transfer von
BiTregs, nach dem die Mause keinerlei Entzindungssymptome aufwiesen (Yang et al. 2016). Kluger
et al. zeigten in einem in vitro Versuch, dass die suppressive Wirkung der BiTregs auf eine andere

Weise erfolgt als durch Tregs. Wahrend Tregs in Ko-Kulturen mit T-Effektorzellen hohe Mengen an
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IL-2 verbrauchten und so den Metabolismus der T-Effektorzellen inhibierten, produzierten BiTregs

héhere Mengen des immunsuppressiven Zytokins IL-10 (Kluger et al. 2016).

Wahrend Th17 Zellen durch TGF-B und IL-6 oder TGF-p und IL-21 induziert werden kdnnen, wird
die Treg Differenzierung durch TGF-3 und IL-2 aktiviert (Zhou et al. 2009). IL-23 ist darUber hinaus
wichtig fir die Stabilitat und Funktionalitat der Th17 Zellen (Bettelli et al. 2006; Stritesky et al. 2008).
Die E. histolytica Infektion fUhrte zu einem signifikanten Anstieg der /L-23 und /L-2 mRNA
(Abb. 20 C, E). Wahrend IL-21 nicht messbar war, konnte auch fur die /L-6 und TGF-£ mRNA kein
Anstieg gemessen werden (Abb. 20). Sellau et al. belegten, dass IL-23 und IL-6 nach E. histolytica
Infektion jedoch im Plasma erhoht waren. Die Konzentrationen waren zudem im Plasma mannlicher
Mause hoéher als im Plasma weiblicher Mause (Sellau et al. 2020). Erhdhte IL-6
Serumkonzentrationen waren auch in viethamesischen ALA-Patienten im Vergleich zu
asymptomatisch infizierten Patienten messbar (Bernin et al. 2014). In AlbCre Kontrolimausen liefl3
sich zudem eine hdhere IL-6 mRNA Expression in der Leber E. histolytica-infizierter mannlicher
Mause nachweisen (Abb. 21 A). IL-6 war auch wahrend der SARS-CoV Infektion in den Lungen
mannlicher Mause héher exprimiert als in weiblichen Mausen (Channappanavar et al. 2017). Des
Weiteren zeigten Naugler et al., dass nach chemisch-induziertem Leberschaden IL-6 im Serum
mannlicher Mause hoher konzentriert war als in weiblichen Mausen. Die hdheren IL-6
Konzentrationen korrelierten mit einem schweren Krankheitsverlauf in Leberzellkarzinomen, der
durch den IL-6 Knockout gehemmt wurde (Naugler et al. 2007). Die héheren IL-6 Transkripte in
mannlichen AlbCre Mausen sowie hOhere Plasmakonzentrationen an IL-6 und IL-23 in der
mannlichen Maus (Sellau et al. 2020) kénnten eine Erklarung fur die groRere Th17 Zellpopulation in
der Leber E. histolytica-infizierter mannlicher Mause sein. Neben der Induktion der Th17
Zelldifferenzierung kann IL-6 die Differenzierung der Tregs inhibieren (Bettelli et al. 2006; Mangan
et al. 2006). Ein moglicher Grund fir den Verlust des Geschlechtsdimorphismus in der Treg
Population unter der E. histolytica Infektion (Abb. 17 B), kdnnten gesteigerte IL-6 Konzentrationen in
der mannlichen Maus sein. Hohe IL-6 Konzentrationen kdnnten die Induktion der Tregs hierbei zum
Teil inhibieren.

Parallel zu dem Foxp3 Anstieg wahrend der E. histolytica Infektion (Abb. 16 D) wurde auch die /IL-2
mRNA 120 h nach Infektion induziert (Abb. 20 E) und spricht fir eine Induktion der Tregs Uber IL-2.
Wahrend der Infektion waren die IL-2 Transkripte in den AlbCre Mausen beider Geschlechter
vergleichbar (Abb. 21 D). In der Literatur lasst sich zudem keine Studie finden, die eine
unterschiedliche Expression von IL-2 in mannlichen und weiblichen Individuen vermuten lasst. Der
Einfluss von Androgenen auf die IL-2 Expression konnte bereits in zwei Studien ausgeschlossen
werden. Die in vitro Behandlung von murinen T-Zellen mit DHT hatte keinen Einfluss auf die IL-2
Produktion (Araneo et al. 1991). Ebenso hatte die DHT-Substitution von kastrierten Mausen keine

Unterschiede in der IL-2 Sekretion von Splenozyten zur Folge (Angele et al. 2001).

Zusammenfassend bewirkte die E. histolytica Infektion einen Anstieg der Th17 Zellen, BiTregs und
Tregs in Mausen beider Geschlechter. Die Ergebnisse dieser Arbeit und Sellau et al. (2020)
demonstrierten, dass E. histolytica-infizierte mannliche Mause hdhere hepatische IL-6 Transkripte

und Serumkonzentrationen aufweisen. Dies kdnnte die Ursache fur eine grofRere hepatische Th17
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Zellpopulation in mannlichen Mausen sein. Durch die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine
kénnten sie entscheidend zur Immunpathologie im ALA beitragen. Andererseits konnten
hochsuppressive Tregs, charakterisiert durch eine hohe Foxp3 Expression, ein regulatorischer
Mechanismus weiblicher Mause sein, um der Immunpathologie im ALA entgegenzuwirken. Die
BiTregs waren in der Leber mannlicher Mause starker vertreten und zeigten wahrend der
E. histolytica Infektion die gleiche Zelldynamik wie Th17 Zellen, was einen pro-inflammatorischen
Charakter dieser Zellpopulation vermuten lasst. BiTregs waren jedoch auch durch eine hohe Foxp3
Expression charakterisiert, die mit einer suppressiven Funktion assoziiert wird. BiTregs kdonnten
demnach eine bifunktionelle Rolle einnehmen und sowohl IL-17 als auch IL-10 produzieren. Die
genaue Funktion der BiTregs in der E. histolytica Infektion gilt es noch herauszufinden. Es ware
mdglich, dass sich die Rolle der BiTregs im Laufe der Infektion wandelt oder das BiTregs mannlicher
Mause primar einen pro-inflammatorischen Phanotyp und BiTregs weiblicher Mause einen
anti-inflammatorischen Phanotyp aufweisen. Zudem mussten zukunftige Experimente die Rolle der
Th17 Zellen und Tregs prufen, indem durch spezifische Depletion der direkte Einfluss auf die

Abszessentstehung und Wundheilung untersucht wird.

4.4 Die Rolle von HIF-1a in der Abszessentwicklung und Modulation der

Th17 Zellen, Tregs und BiTregs wahrend der E. histolytica Infektion
HIF-1a ist Teil eines Transkriptionsfaktors, der in vielen Entzlindungsreaktionen induziert wird und
die T-Zelldifferenzierung mafRgeblich regulieren kann. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht,
ob eine Induktion von hepatischem HIF-1a wahrend der E. histolytica Infektion die
T-Zelldifferenzierung und Abszessentwicklung beeinflusst. Um diese Frage zu beantworten, wurden

Mause mit einem Hepatozyten-spezifischen Knockout (Hep-HIF-1a7") generiert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass der Anstieg der Th17 Zellen, Tregs und BiTregs in der
E. histolytica Infektion durch Hepatozyten-spezifisches HIF-1a moduliert werden kann. Die murine
E. histolytica Infektion bewirkte einen Anstieg der HIF-1a. Expression vor allem in den Hepatozyten
(Abb. 14, 15). HIF-1a wurde ebenfalls in murinen intestinalen Epithelzellen wahrend chemisch-
induzierter Kolitis (Cummins et al. 2008) und in murinen Hepatozyten nach chronischem oder
moderatem Alkoholverzehr (Nishiyama et al. 2012; Roychowdhury et al. 2014) induziert. Der
Hepatozyten-spezifische Knockout flihrte in der E. histolytica Infektion zu unterschiedlichen
Abszessentwicklungen in mannlichen und weiblichen Mausen (Abb. 18). Wahrend mannliche
Hep-HIF-1a7- Mause signifikant kleinere Abszesse bildeten, wiesen weibliche Hep-HIF-10”- Mause
tendenziell gréRRere Lasionen im Vergleich zu AlbCre Kontrollmausen auf. Der Zell-spezifische
Knockout von HIF-1a. hatte auch in anderen Studien einen protektiven Einfluss. In Hepatozyten
schitzte der HIF-1a. Knockout Mause vor LPS- oder Alkohol-induziertem Leberschaden, indem die
Induktion von CCL2 und die Rekrutierung von Monozyten in die Leber reduziert wurden (Nath et al.
2011; Roychowdhury et al. 2014). DarUber hinaus bewahrte der Makrophagen-spezifische HIF-1a
Knockout durch eine reduzierte Produktion pro-inflammatorischer Zytokine Mause vor

LPS-induzierter Sepsis (Peyssonnaux et al. 2007). Schliellich waren Mause mit einem
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T-Zell-spezifischem HIF-1aa Knockout resistent gegeniber experimenteller autoimmuner
Enzephalitis und zeigten eine Reduktion der Th17 Zellen sowie Induktion der Tregs (Dang et al.
2011). Wiederum in anderen Studien zeigte sich die Stabilisierung von HIF-1a protektiv. Die
Behandlung von Mausen mit einem PHD-Inhibitor verbesserte die Wundheilung bei der chemisch-
induzierten Kolitis (Cummins et al. 2008). Mause mit einem Hepatozyten-spezifischen PHD1
Knockout waren zudem vor Ischamie-induzierten Reperfusionsschaden geschitzt (Schneider et al.
2010). In beiden Fallen war die HIF-1a Akkumulation mit einer reduzierten Apoptose von
Darmepithelzellen oder Hepatozyten assoziiert. HIF-1a stellte sich auflerdem als essentiell fur die
IFNy-vermittelte Kontrolle der Mycobacterium tuberculosis Infektion heraus (Braverman et al. 2016).
Bei einer mangelnden Sauerstoffversorgung kann HIF-1a eine Vielzahl an Genen regulieren um eine
zelluldare Anpassung und das Uberleben der Zelle zu ermdglichen. Wahrend essentielle
Zellfunktionen aufrechterhalten werden, wird die anaerobe Glykolyse induziert und
sauerstoffverbrauchende Prozesse eingeschrankt (Lum et al. 2007). So reguliert HIF-1a
verschiedene physiologische und zellulare Prozesse wie die Zellproliferation, den
Energiestoffwechsel, den Glukosetransport, Migrationsprozesse, Erythropoese und Angiogenese
(Ju et al. 2016). Aufgrund der diversen Mdglichkeiten mit denen HIF-1a die sauerstoff-abhangige
Genexpression regulieren kann, ist anzunehmen, dass HIF-1a je nach Zelltyp, Gewebe und Modell

unterschiedliche Einfliisse auf einen Krankheits- oder Infektionsverlauf nehmen kann.

In der E. histolytica Infektion konnte ein Zusammenhang zwischen dem Anstieg von HIF-1a im ALA
und den hepatischen Tregs, BiTregs und Th17 Zellen festgestellt werden. E. histolytica-infizierte
Hep-HIF-1a- Mause zeigten reduzierte Anteile an Th17 Zellen und BiTregs in Mausen beider
Geschlechter im Vergleich zu AlbCre Kontrollmausen (Abb. 19 C, E). Der in C57BL/6J und AlbCre
beobachtete Geschlechtsdimorphismus in diesen Populationen wurde damit ganzlich aufgehoben.
Tregs waren durch den HIF-1a Knockout hingegen nur in E. histolytica-infizierten weiblichen Mausen
reduziert (Abb. 19 D). In vitro Versuche konnten bereits bestatigen, dass hypoxische Bedingungen
die Foxp3 Expression in einer humanen T-Zelllinie sowie humanen und murinen mononuklearen
Zellen induzieren kann (Ben-Shoshan et al. 2008). Zudem flhrte die hydrodynamische Injektion des
HIF-1o. Gens in vivo zu einem Anstieg der Treg Population (Ben-Shoshan et al. 2008). Mause mit
Kolitis-assoziiertem Darmkrebs zeigten dartiber hinaus eine starke Hypoxie im Gewebe, die von
einer erhohten Anzahl und suppressiven Aktivitat der Tregs begleitet war (Westendorf et al. 2017).
Hypoxische Bedingungen flihrten ebenso zur Induktion von RORyt* Th17 Zellen. In Mausen fiihrte
eine fettreiche Erndhrung zu einem Anstieg der Th17 Zellen, der durch den Einsatz von siRNA gegen
HIF-1a inhibiert wurde (Liu et al. 2018). In vitro wurde zudem die Th17 Zelldifferenzierung durch
PHD-Inhibitoren gehemmt und durch PHD-Uberexpression erhéht (Singh et al. 2016). Die
Modulation der T-Zelldifferenzierung durch intrinsisches HIF-1a wurde bereits vielfach untersucht
(Dang et al. 2011; Shi et al. 2011; Clambey et al. 2012). Daruber hinaus konnten erste Befunde
belegen, dass auch eine HIF-1a Expression in anderen Zellen die T-Zelldifferenzierung beeinflussen
kann. So fuhrte der DC-spezifische HIF-1a Knockout zu einer signifikanten Reduktion der Tregs im
Mausmodell flr chemisch-induzierte Kolitis (Fliick et al. 2016). Die Knockout Mause zeigten

schwerwiegendere Entziindungssymptome und produzierten grolere Mengen
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pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-6 und IL-23. Die Autoren vermuteten daher, dass die Treg
Differenzierung durch diese Zytokine inhibiert wurde. In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig
gezeigt, dass eine Induktion von HIF-1a in den Hepatozyten ebenfalls Einfluss auf die
Differenzierung der hepatischen Tregs und Th17 Zellen nehmen kann. Auch hier stellt die Modulation
des Zytokinmilieus eine Mdglichkeit dar, wie HIF-1a in den Hepatozyten die T-Zelldifferenzierung

beeinflussen konnte.

In der Leber mannlicher Hep-HIF-1a- M&use war eine Reduktion der /L-6 mRNA und eine kleinere
Th17 Zellpopulation im Vergleich zu Kontrollmausen messbar (Abb. 19 C, 21 A). In der Leber wird
IL-6 hauptsachlich von Kupffer-Zellen produziert, kann wahrend Entziindungsreaktionen aber auch
von Hepatozyten sezerniert werden (Norris et al. 2014). Das IL-6 Gen besitzt mehrere HREs in seiner
Promotorregion und kann direkt durch HIF-1 moduliert werden (Matsui et al. 1999; Niu et al. 2019).
Hypoxische Kulturbedingungen induzierten die /IL-6 mRNA Expression in isolierten Monozyten aus
Rattenherzen und in humanen glatten Muskelzellen der Blase in vitro (Matsui et al. 1999; Wiafe et
al. 2017). Der hypoxische Einfluss auf die IL-6 Expression konnte auch in vivo bestatigt werden.
Mause, die unter hypoxischen Bedingungen gehalten wurden, zeigten hdohere IL-6 Transkripte und
Proteinkonzentrationen in der Lunge (Yan et al. 1995). Zudem flhrte die Behandlung von Mausen
mit dem HIF-1a Inhibitor PX-478 wahrend einer fettreichen Ernahrung zu einer verringerten IL-6
Genexpression (Sun et al. 2013). Innerhalb der Hepatozyten kénnte HIF-1 wahrend der E. histolytica
Infektion an HREs in der Promotorregion von /L-6 binden und so die Produktion von IL-6 innerhalb
der Hepatozyten induzieren. Sezerniertes IL-6 kann in der Leber die Differenzierung von Th17 Zellen
beglnstigen und die Treg Differenzierung inhibieren. Zwar bewirkte der Hepatozyten-spezifische
Knockout von HIF-1a auch eine Reduktion der Th17 Zellen in weiblichen Mausen (Abb. 19 C). Die
Reduktion der Th17 Zellen kann in weiblichen Mausen jedoch keinen vergleichbar groflen Effekt
ausliben, da die Th17 Zellpopulation in weiblichen Mausen grundsatzlich kleiner ist. Des Weiteren
produzierten lediglich die Th17 Zellen der mannlichen Hep-HIF-10”- M&use geringere Mengen an
IL-17 im Vergleich zu Kontrollmausen (Abb. 22 A). Ein Aspekt, der in Zukunft untersucht werden
konnte, ist der Einfluss von Androgenen auf die HIF-1a Expression. Es wurde bereits dargestellt,
dass DHT in humanen Prostatakrebszellen HIF-1a. Proteinkonzentrationen induzieren kann und
dieser Effekt von Flutamid blockiert wird (Mabjeesh et al. 2003). AuRerdem wurde HIF-1a in murinen
Granulosazellen in vitro durch Testosteron induziert (Zhang et al. 2016). Eine héhere HIF-1a
Expression in mannlichen Mausen kénnte demnach ein Grund fur héhere IL-6 Konzentrationen und

eine grollere Th17 Zellpopulation sein.

In der Leber weiblicher Mause war der prozentuale Anteil der Tregs durch den HIF-1a Knockout
reduziert und ging mit einer tendenziellen Reduktion der /L-2 Transkripte einher (Abb. 21 D). Es
wurde bereits dargestellt, dass IL-2 durch hypoxische Bedingungen induziert werden kann.
Pathophysiologische hypoxische Bedingungen flhrten in vitro zu einem Anstieg an IL-2 in PHA-
stimulierten T-Zellen (Gaber et al. 2013). In einem in vivo Modell bewirkte die Hypoxie und Ischamie
eine Induktion der IL-2 Transkripte in den Gehirnen von Ratten (Girard et al. 2008). In mannlichen

Mausen war die Reduktion der /L-2 Transkripte durch den HIF-1ac Knockout sogar starker
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ausgepragt als in weiblichen Mausen, war aber nicht mit einer Reduktion der Tregs assoziiert
(Abb. 19 D). Es lasst sich daher vermuten, dass die Induktion hepatischer Tregs in mannlichen
Mausen nicht primar Gber IL-2 vermittelt wird. Die CD4* T-Zellen in E. histolytica-infizierten
Hep-HIF-1a7- Mausen beider Geschlechter produzierten zudem signifikant weniger IL-10
(Abb. 22 B). Diese Entwicklung koénnte in weiblichen Mausen durch die Reduktion von Tregs
begriindet sein. Der Einfluss auf die IL-10 Produktion ist jedoch nicht zwangslaufig durch die Tregs
bedingt. IL-10 ist zwar ein Schlisselzytokin der Tregs, kann jedoch auch von Th1, Th2, Tr1 und Th17
Zellen produziert werden (Bedke et al. 2019). In mannlichen Mausen kénnten demnach diese
Zellpopulationen fiir eine Reduktion der IL-10 Produktion innerhalb der CD4* T-Zellen verantwortlich
sein. C57BL/6J Mause zeigten wahrend der E. histolytica Infektion einen signifikanten Anstieg der
Tregs (Abb. 17 B). Durch eine hohe Foxp3 Expression lief3 sich vermuten, dass die Tregs weiblicher
Mause hochsuppressiv wirken (Abb. 17 H). Diese hochregulatorischen Tregs kdnnten ein
Mechanismus sein, mit dem die weibliche Maus der gravierenden Immunpathologie im ALA
entgegenwirkt. Eine Reduktion dieser immunsuppressiven Tregs durch den HIF-1a. Knockout
(Abb. 19 D) in weiblichen Mausen wirde somit erklaren, wieso weibliche Mause tendenziell grof3ere

Lasionen aufweisen.

Die Modulation des Zytokinmilieus stellt jedoch nur eine Mdglichkeit dar, wie HIF-1a die Tregs und
Th17 Zellen regulieren konnte. Hepatozyten konnten Tregs aufRerdem Uber direkte
Zell-Zell-Kontakte induzieren. Burghardt et al. demonstrierten, dass murine Hepatozyten die
Differenzierung der Foxp3* T-Zellen (ber eine Interaktion der Notch-Rezeptoren (exprimiert auf
T-Zellen) mit Jagged-1 (exprimiert auf Hepatozyten) in vitro induzieren kénnen (Burghardt et al.
2014). Es konnte zudem gezeigt werden, dass HIF-1a die Expression von Jagged-1 in murinen
mesenchymalen Stammzellen induzieren kann (Gonzalez-King et al. 2017). Es ware demnach
moglich, dass die Stabilisierung von HIF-1a wahrend der E. histolytica Infektion einen Anstieg der
Jagged-1 Expression auf Hepatozyten zur Folge hat, wodurch eine Induktion der Treg

Differenzierung Uber Notch-Rezeptoren erfolgen kann.

Zusammenfassend flhrte der Hepatozyten-spezifische HIF-1a Knockout in mannlichen Mausen zu
kleineren Abszessen und war von einer reduzierten hepatischen IL-6 Genexpression, Th17
Zellpopulation und IL-17 Produktion begleitet. Es wird daher vermutet, dass HIF-1a in der
E. histolytica Infektion IL-6 induzieren kann, wodurch die Th17 Zelldifferenzierung in mannlichen
Mausen beglinstigt wird. In weiblichen Mausen hatte der Hepatozyten-spezifische HIF-1a. Knockout
eine Reduktion der Tregs zur Folge und resultierte in tendenziell groReren Lasionen. Die
immunsuppressiven Tregs kdnnten daher ein Mechanismus sein, wie weibliche Mause der schweren

Immunpathologie im ALA entgegenwirken.
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Appendix A: Geschlechtsspezifische Zytokinkonzentrationen im Serum von Probanden einer
vietnamesischen Kohorte. CXCL10 (A), IL-1B (B), IL-1RA (C) und TNF (D) Konzentrationen im
Serum weiblicher und mannlicher Kontrollprobanden (n=9 Frauen, 10 Manner) und Patienten mit
einem Amobenleberabszess (ALA; n=8). Die Konzentrationen wurden mittels Bead-basiertem

Immunoassay analysiert (Mann-Whitney U Test; *p < 0,05).
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Appendix B: Geschlechtsspezifische Unterschiede in vitro stimulierter muriner Splenozyten.
Splenozyten aus mannlichen und weiblichen C57BL/6J Mausen wurden isoliert und fir 4 h mit
E. histolytica Lysat (1mg/mL) stimuliert. Ly6C'® Monozyten (A) und neutrophile Granulozyten (E)
sowie deren intrazelluldre Produktion von TNF (B, F), CCL2 (C, G) und CXCL1 (D, H) wurde mittels
Durchflusszytometrie analysiert (fusionierte Daten von zwei unabhangigen Experimenten; n=13-14).
(Mann-Whitney U Test; *p < 0,05; **p < 0,01).
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