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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die intestinale Infektion mit dem protozoischen Parasiten Entamoeba histolytica
(E. histolytica) kann zu einer invasiven Amaobiasis fihren, die in etwa 10 % der Falle in
der Ausbildung eines Amoébenleberabszesses (ALA) resultiert, welcher, unbehandelt
im Menschen zum Tod fuhren kann. Neben E. histolytica-assoziierten
Pathogenitatsfaktoren ist die Bildung des ALA auf eine Uberreaktion des
Immunsystems zurtickzufihren. Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) ist ein
gram-positives Bakterium, welches zu einer generalisierten Infektion, der Listeriose,
fuhrt, in deren Verlauf schwere Komplikationen wie Sepsis oder Enzephalitis auftreten
konnen. In beiden Infektionen spielen Ly6C" Monozyten eine wichtige Rolle in der
Immunantwort des Wirts. Pro-inflammatorische Ly6C" Monozyten sind eine
heterogene Population angeborener Immunzellen, die pathogenabhangig
divergierende Einflusse auf den Verlauf von Infektionserkrankungen ausiben. Es
wurde bisher gezeigt, dass pro-inflammatorische Monozyten die Ausbildung des ALA
foérdern und die immunpathologische Reaktion unterstitzen, jedoch zur Kontrolle der
Listeriose essentiell sind und in diesem Kontext protektive Eigenschaften besitzen. In
der vorliegenden Dissertation wurden Ly6C" Monozyten im Kontext beider Infektionen
auf transkriptioneller und phanotypischer Ebene untersucht, um deren divergierende
Funktionen zu analysieren.

Im ersten Teil der Arbeit wurde dargestellt, dass das Transkriptom der
Ly6CM Monozyten aus beiden Infektionsmodellen grundlegende Unterschiede
aufwies. Eine Analyse entwicklungsspezifischer Transkriptionsfaktoren zeigte, dass
sich Ly6CM Monozyten in der Infektion mit L. monocytogenes (berwiegend in
neutrophilen-ahnliche Monozyten und pro-inflammatorische M1-Makrophagen
differenzieren. Im Kontext des ALA nehmen Ly6C" Monozyten hingegen einen anti-
inflammatorischen Phanotyp an und entwickeln sich verstarkt zu M2-Makrophagen.
Weiterhin wird durch die Infektion mit E. histolytica in der Leber verstarkt anti-
inflammatorisches IL-10 gebildet, wobei die Infektion mit L. monocytogenes zur
Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-6 oder CCL2 flhrt.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Expression zur Klassifizierung von Ly6C"
Monozyten bisher nicht im Fokus stehender Oberflachenmolekile analysiert, um eine
detailliertere Klassifizierung der Ly6C" Monozyten zu ermdglichen. Es konnte gezeigt
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werden, dass CD14, CD38 und CD86 zur tiefergehenden Klassifizierung von Ly6C"
Monozyten genutzt werden koénnen und bereits bekannte Kombinationen von
Oberflachenmarkern erganzen. In Abh&ngigkeit des Pathogens exprimierten pro-
inflammatorische Monozyten verstarkt CD14 und CD38 (E. histolytica) oder CD38 und
CD86 (L. monocytogenes). Zusatzlich produzierten Ly6CM Monozyten im Rahmen
einer L. monocytogenes Infektion grol3e Mengen reaktiver Sauerstoffspezies (ROS),
was durch die Infektion mit E. histolytica nicht zu beobachten war. Der adoptive
Transfer protektiver Ly6C" Monozyten aus der Listeriose in das ALA-Modell flihrte zu
einer signifikanten Verkleinerung der Abszessgrof3e, was die Moglichkeiten zur
therapeutischen Nutzung von Ly6C" Monozyten unterstreicht.

Zusammenfassend wurden anhand phé&anotypischer und funktioneller Analysen
Unterschiede zwischen Ly6C" Monozyten aus beiden Infektionsmodellen identifiziert,
die zur Beschreibung eines immunpathologischen und eines regulativen Phanotyps

innerhalb der Ly6C" Monozyten genutzt werden kénnen.
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Abstract

The intestinal infection with the protozoan parasite Entamoeba histolytica
(E. histolytica) can cause an invasive amoebiasis that results in the development of an
amoebic liver abscess in approximately 10 % of the cases which will be fatal if left
untreated. The development of the ALA is driven by E. histolytica derived pathogenicity
factors as well as by the overreaction of the host’'s immune system. Listeriosis is a
generalised infection caused by the gram-positive bacterium Listeria monocytogenes
(L. monocytogenes) which can lead to severe complications like encephalitis or sepsis.
Pro-inflammatory Ly6C" monocytes, a heterogeneous group of innate immune cells,
play an important role in the host’s immune defence against both pathogens, having
diverging effects on the course of the disease. The development of the ALA and a
corresponding immunopathology are fostered by Ly6CM monocytes, nevertheless they
have a protective role in listeriosis by controlling the bacterial load. In this thesis the
transcriptional and phenotypical differences of Ly6CM monocytes from both infection
models were examined to highlight their diverging functions.

The first part showed that there are highly significant differences in the transcriptome
of Ly6CM monocytes from both infection models. In more detail, during infection with
L. monocytogenes Ly6C" monocytes develop towards neutrophil-like monocytes and
predominantly differentiate into M1 macrophages whereas infection with E. histolytica
results in an anti-inflammatory phenotype of the Ly6C" monocytes and differentiation
into M2 macrophages. Furthermore, during ALA development more anti-inflammatory
IL-10 is produced in the liver while pro-inflammatory cytokines like IL-6 or CCL2 are
secreted during L. monocytogenes infection.

In the second part, the expression of specific surface markers on Ly6C" monocytes
was analysed to ensure a more detailed classification. The results showed that CD14,
CD38 and CD86 can be used as additional markers to improve the subdivision of
Ly6C" monocytes. During listeriosis the expression of CD38 and CD86 is enhanced
whereas during E. histolytica infection CD14 and CD38 were higher expressed on
Ly6C" monocytes. Moreover, the production of reactive oxygen species (ROS) is
supported by the infection with L. monocytogenes while it is decreased in Ly6CM
monocytes following infection with E. histolytica. Finally, it was shown that the transfer
of Ly6C" monocytes from L. monocytogenes infected mice into recipient mice infected
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with E. histolytica results in a significant decrease in abscess size, underlining the
therapeutical potential of Ly6C" monocytes.

Taken together, by using phenotypical and functional analyses the differences
between Ly6CM monocytes from both infection models were identified thus the
characterisation of an immunopathological and a protective phenotype within Ly6CM

monocytes is possible.
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1 Einleitung

Die Rolle pro-inflammatorischer Monozyten wird im Hinblick des Einflusses auf
Infektions- oder Autoimmunerkrankungen kontrovers diskutiert. Sie kénnen sowohl
protektive als auch immunpathologische Funktionen austiben und den
Krankheitsverlauf ~ stark  beeinflussen. Diese gegensatzliche Rolle pro-
inflammatorischer Monozyten wurde in der vorliegenden Arbeit im Kontext zweier
hepatischer Infektionen im Tiermodell untersucht. Hierbei handelt es sich um die
hepatische Infektion mit dem Parasiten Entamoeba histolytica (E. histolytica), die zur
Ausbildung eines Amobenleberabszesses (ALA) fiuhrt und in deren Folge pro-
inflammatorische Monozyten zur Immunpathologie beitragen. Das zweite
Infektionsmodell stellt die Infektion mit Listeria monocytogenes (L. monocytogenes)
dar, in deren Kontext pro-inflammatorische Monozyten protektiv wirken. Im Folgenden

werden zunachst immunologische Grundlagen erlautert.

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem besteht aus der angeborenen und der erworbenen (adaptiven)
Immunitat. Das adaptive Immunsystem setzt sich im Wesentlichen aus Dendritischen
Zellen, T-Zellen und B-Zellen zusammen, die Uber die Generierung von Antikdrpern
eine spezifische Immunantwort ausbilden. Das angeborene Immunsystem stellt die
erste Verteidigungslinie des Korpers dar und besteht aus zellularen und humoralen
Bestandteilen. Die humoralen Bestandteile stellen einerseits Interleukine dar, die
andere Immunzellen aktivieren oder inhibieren kdénnen und andererseits das
Komplementsystem, welches fremde Zellen erkennt und zur Lyse dieser Zellen fuhrt.
Die zellularen Bestandteile der angeborenen Immunantwort sind eosinophile,
neutrophile und basophile Granulozyten sowie Monozyten, Makrophagen,
Dendritische Zellen, Mastzellen und natirliche Killerzellen. Hierbei stellen neutrophile
Granulozyten mit 50-70 % die grof3te Population an Immunzellen im Blut dar (1). Sie
sind sehr kurzlebige Zellen und wandern im Falle einer Infektion sehr schnell in das
betroffene Gewebe ein, phagozytieren dort Pathogene und schuitten in grol3em Mal3e

reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und pro-inflammatorische Zytokine aus (2).
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1.2 Monozyten — Zellen des angeborenen Immunsystems

Monozyten sind Zellen des angeborenen Immunsystems und gehoren, wie auch die
Dendritischen Zellen und die gewebsspezifischen Makrophagen, zur Gruppe der
mononukledren Phagozyten (3). Sie entstehen aus Vorlauferzellen aus dem
Knochenmark oder der Milz, den Granulozyten- und Makrophagen-Vorlauferzellen
(GMP) oder den Makrophagen und Dendritische Zellen-Vorlaufern (MDP) und
besitzen eine Lebensdauer von 1-2 Tagen (4, 5). Nach dem Austritt aus ihrem
Ursprungsgewebe zirkulieren sie durch den Blutstrom und werden in Gewebe
rekrutiert (pro-inflammatorische Monozyten) oder patrouillieren an der Oberflache von
Blutgefal3en (anti-inflammatorische Monozyten) (6-8).

Im Menschen sind drei Subtypen von Monozyten eindeutig beschrieben, die auf
Grundlage der Expression von CD14 und CD16 in klassische CD14*CD16,
intermediare CD14*CD16* und nicht-klassische CD14'CD16* Monozyten unterteilt
werden (siehe Abbildung 1) (9). In der Maus werden drei Populationen von Monozyten
postuliert, wobei diese, in Anlehnung an die Expression des Oberflachenmolekiils
Ly6C, in pro-inflammatorische Ly6CM und anti-inflammatorische Ly6C'© Monozyten
unterteilt werden. Die Ly6C" Monozyten entsprechen dabei den klassischen und die
Ly6Cl> Monozyten den nicht-klassischen humanen Monozyten. Die intermediaren
Monozyten in der Maus (Ly6C™) sind bisher nicht vollstandig charakterisiert, auch
wenn gezeigt wurde, dass sie eine heterogene Zellpopulation bilden (10). Bisher
konnten zwei Subpopulationen innerhalb der Ly6C™™ Monozyten identifiziert werden,
wobei eine Population positiv fur CD209a ist und vermutlich Vorlaufer von
Dendritischen Zellen mit monozytarem Ursprung (moDC) darstellt (11). Die andere
Subpopulation stellt mdglicherweise eine Entwicklungsstufe zwischen Ly6C" und
Ly6C'® Monozyten dar, da diese Population transkriptionelle Charakteristika beider
Zelltypen aufweist (12). Jung und Trzebanski weisen in ihrem Review jedoch darauf
hin, dass keine Einigkeit Uber die Ly6C™ Zellen besteht und sie nur eine
Entwicklungsstufe bilden kdnnten, ohne eine eigenstandige Monozytenpopulation
darzustellen (4). Aufgrund der bisher nicht eindeutigen Definition der intermediaren
Monozyten in der Maus werden diese im Rahmen dieser Arbeit nicht als eigenstandige

Zellpopulation betrachtet.
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Abbildung 1: Einteilung muriner und humaner Monozyten anhand der Expression spezifischer
Oberflachenmolekule

Verandert nach: (4, 9, 10, 13, 14)

Monozyten sind, sowohl im Menschen als auch in der Maus, Zellen mit hoher
Plastizitat, wobei besonders die Entwicklungslinien pro-inflammatorischer Monozyten
sehr vielfaltig und bisher nicht vollstandig geklart sind. Im Hinblick auf murine
Monozyten ist ein akzeptiertes, vorlaufiges Modell die Einteilung von Monozyten in die
zwei bereits erwahnten Subpopulationen, pro-inflammatorische Monozyten (Ly6C)
und anti-inflammatorischen Monozyten (Ly6C'°). Aufgrund der prominenten Rolle der
pro-inflammatorischen Monozyten fur die beiden untersuchten Infektionsmodelle wird

der Fokus der Arbeit auf diesem Zelltyp liegen.

1.2.1 Entwicklungsmoglichkeiten von Monozyten in verschiedene

Subpopulationen

Neuere Erkenntnisse, besonders auf Grundlage von Einzelzell-Sequenzierungen,
deuten darauf hin, dass sich Ly6CM-Monozyten in mindestens 4 verschiedene
Subpopulationen entwickeln kdnnen. Die bisher am Kklarsten definierten
Subpopulationen sind hierbei Neutrophilen-ahnliche Monozyten (nMo), Dendritische
Zellen-ahnliche Monozyten (dcMo), SatM-Monozyten (SatMo) und plastische
Monozyten (Mo) (4, 15). Die Analyse der Genexpression dieser Zellen, zeigt deutlich
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auf, dass nMo viele Gene exprimieren, die typischerweise von neutrophilen
Granulozyten exprimiert werden, wie z.B. s100a8 oder elane wohingegen dcMo viele
Gene exprimieren, die mit der Antigenprasentation assoziiert sind, wie z.B. cd74 (15,
16). Eine umfassende Beschreibung der phéanotypischen Charakteristika dieser
Zelltypen ist bisher nicht erfolgt. Es besteht bisher keine Einigkeit dartiber, ob diese
Zelltypen, analog zu den Ly6C" Monozyten, tatsachlich eigenstandige Populationen
darstellen oder sie verschiedene Entwicklungsstufen von Monozyten sind (4, 17).
Nachdem sie aus dem Knochenmark in die Blutbahn gelangt sind, zirkulieren pro-
inflammatorische Monozyten mit dem Blutstrom und wandern u.a. in infiziertes oder
entzindetes Gewebe ein. Aul3erdem entwickeln sie sich, bei fehlendem
inflammatorischen Stimulus, in anti-inflammatorische Ly6C!° Monozyten (13). Die
Konversion von Ly6C" in Ly6C'® Monozyten wird z.B. durch das Delta-likel Protein
(DII1), welches auf Endothelzellen vorkommt, vermittelt. Durch Bindung von DII1 an
den Notch2 Rezeptor konnte, in der Arbeit von Gamrekelashvili et al., in einem in-vitro
Experiment gezeigt werden, dass Ly6C" Monozyten sich durch diese Bindung zu
Ly6C'® Monozyten entwickeln. Diese Entwicklung betrifft sowohl die geringere
Expression von Ly6C als auch die verstarkte Expression der Transkriptionsfaktoren
nr4al und pou2f2 (18).

1.2.2 Rekrutierung und Migration pro-inflammatorischer Monozyten

Ly6C" Monozyten exprimieren, im Gegensatz zu Ly6C'° Monozyten, den C-C
Chemokin Rezeptor 2 (CCR2), welcher den Rezeptor fir den C-C Chemokin Ligand 2
(CCL2) bildet (19). CCL2 sorgt fur die Freisetzung der Monozyten aus dem
Knochenmark und das Einwandern in infizierte Gewebe (20, 21).

Durch eine Blockade oder den genetischen Knock-out von CCR2 kann die Freisetzung
aus dem Knochenmark und die Rekrutierung von Monozyten in die Gewebe verhindert
werden (22). Murine Modelle eines CCR2 Knock-outs weisen deutlich geringere
Zellzahlen an pro-inflammatorischen Monozyten in der Zirkulation auf (23). Allerdings
ist CCR2 zwar der wichtigste, aber nicht der einzige Rezeptor, der fir die Rekrutierung
von pro-inflammatorischen Monozyten verantwortlich ist, da diese z. B. auch uber
CCR5 und CXCR3 vermittelt werden kann (20, 24). Weiterhin kbnnen Monozyten aus
der Milz weitestgehend CCR2 unabhangig mobilisiert werden, da in deren Fall

Angiotensin Il der entscheidende Faktor ist (5, 25, 26). Diese Populationen, die aus
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der Milz rekrutiert wird (25, 26), weist im Vergleich zu Monozyten aus dem
Knochenmark eine unterschiedliche Zytokinexpression auf (5). In infiziertem oder
geschadigtem Gewebe wird durch eine Vielzahl an Zellen CCL2 sezerniert, was zur
Rekrutierung pro-inflammatorischer Monozyten fihrt (27). Im Gewebe werden Ly6C"
Monozyten u.a. durch IFNy und TNFa aktiviert und tragen zur Auslésung einer pro-
inflammatorischen Immunantwort bei. Allerdings kdnnen die pro-inflammatorischen
Faktoren, insbesondere IFNy und TNFa, auch selber sekretieren und damit die
Inflammation verstarken (28—31). Monozyten phagozytieren vorhandene Pathogene
oder Zelltrimmer, flllen das Reservoir von gewebsspezifischen Makrophagen auf
(32-34), und konnen somit zum Aufldsen der pro-inflammatorischen Situation
beitragen (35).

1.2.3 Differenzierung von Ly6C" Monozyten in Makrophagen

Entzundliche Prozesse oder Infektionen kénnen die Apoptose von Makrophagen, wie
den Kupffer-Zellen der Leber, induzieren. Die abgestorbenen Zellen werden einerseits
durch Zellteilung der noch bestehenden gewebsspezifischen Makrophagen ersetzt
und andererseits durch einwandernde Ly6CM Monozyten aus dem Blut, die sich in
residente  Makrophagen entwickeln (36). Jedoch entwickeln sich nicht alle
infiltrierenden Monozyten in Makrophagen, sondern kénnen ebenfalls als residente
Monozyten erhalten bleiben (5). Der Ursprung gewebsspezifischer Makrophagen sind
embryonale Stammzellen, die sich komplett unabhangig von hamatopoetischen
Stammzellen, den Vorlaufern der Monozyten, ausbilden (17, 37). Gewebsspezifische
Makrophagen monozytaren Ursprungs haben mit jenen embryonalen Ursprungs sehr
groBe Ahnlichkeit, jedoch bestehen weiterhin konsistente transkriptionelle und
epigenetische Unterschiede (12). In einem Modell, in welchem die Kupffer-Zellen
spezifisch depletiert wurden, konnte gezeigt werden, dass die Entwicklung von Ly6CM
Monozyten zu gewebsspezifischen Makrophagen der Leber hauptsachlich in den
24 Stunden nach dem Absterben der Kupffer-Zellen stattfindet (33). Obwohl die
Population der Kupffer-Zellen erst nach finf Tagen wieder vollstandig aufgefullt ist,
kann einen Tag nach der Depletion kein verstarkter Einstrom pro-inflammatorischer
Monozyten festgestellt werden (33). Inflammatorische Zustande konnen zur
unkontrollierten Aktivierung von Ly6C"-Monozyten fiihren. Dieser Mechanismus spielt

eine wichtige Rolle bei der Arteriosklerose, kardiovaskularen Erkrankungen (38) oder
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Ischamie und Perfusion (26, 39). Eine korrekte Aktivierung von Monozyten ist bei der
Bekampfung von Infektionserkrankungen, wie Malaria oder Dengue ebenfalls
entscheidend, da in diesen Erkrankungen einem Grol3teil der schweren Verlaufe eine
Immunpathologie zu Grunde liegt (40—-42).

Die Differenzierung pro-inflammatorischer Monozyten im Gewebe umfasst vor allem
drei Mdglichkeiten. Sie kbnnen sich in pro-inflammatorische Makrophagen (M1), anti-
inflammatorische Makrophagen (M2) oder in Dendritische Zellen mit monozytarem
Ursprung (Tip-DC) entwickeln (35). Die Determinierung dessen ist von vielen Faktoren
abhangig, hierzu zéhlen das Zytokinmilieu im Gewebe, vorhandene Pathogene bzw.
von diesen freigesetzte Molekile und auch das vorherige Priming der Monozyten
durch Zytokine oder Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMP), wie z.B.
LPS (43, 44). Hohe Konzentrationen an IL-4, IL-10, IL-13 und TGF-B sind fur die
Entwicklung in Richtung M2-Makrophagen verantwortlich (35, 45), wohingegen IFNy,
IL-18 und TNFa die Bildung von M1-Makrophagen unterstitzen (45, 46). Die
Entwicklung der Makrophagen ist, analog zu der der Ly6C" Monozyten, sehr variabel
und es gibt eine grol3e Vielfalt an Subtypen und Entwicklungsschritten (47).

Die Entwicklung und Aktivierung pro-inflammatorischer Monozyten muss sehr gut
reguliert werden, da eine zu starke Aktivierung und verstarkte Bildung von M1-
Makrophagen zu Uberbordender Entzindung und einer sich selbst verstarkenden
Entziindungskaskade, auf der Grundlage der Ausschittung von z.B. IFNy und TNFa
fuhren kann (48). Eine zu starke Aktivierung von M2-Makrophagen hingegen tragt zu

Fibrose und UbermaRigem Gewebewachstum bei (48, 49).

1.2.4 Antigenprésentation, Phagozytose und ROS-Produktion als

zellbiologische Charakteristika pro-inflammatorischer Monozyten

Monozyten gehoren zu den Antigen-prasentierenden Zellen (APC), nehmen Antigene
aus ihrer Umgebung auf und kénnen diese auf ihrer Oberflache prasentieren (50). Die
Erkennung der Antigene erfolgt vor allem Uber Toll-Like Rezeptoren wie TLR4 und
TLR7, die in hohem Mal3e auf der Oberflache von Monozyten exprimiert werden (51).
AnschlieRend erfolgt die Phagozytose, der Verdau im Phagosom und die
abschlieBende Prasentation Gber einen Haupthistokompatibilitdts-Komplex (MHC II).
Die Intensitdt der Phagozytoseaktivitat gibt einen Aufschluss (ber den

Aktivierungsstatus der Monozyten und kann somit zur phanotypischen
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Charakterisierung herangezogen werden. So steigt die Phagozytoseaktivitat pro-
inflammatorischer Monozyten wahrend einer Sepsis an (52). Zur Untersuchung dieser
Eigenschaft stehen einfache Testsysteme zur Verfigung, die mittels
durchflusszytometrischer Analyse die Menge aufgenommener Farbstoff-markierter
Partikel bestimmen (53). Die Phagozytoseaktivitdt ist fur die untersuchten
Infektionsmodelle jedoch nur bedingt aussagekraftig, da L. monocytogenes
phagozytiert werden kann, E. histolytica aufgrund der Grof3e jedoch nicht.

Ein weiteres Charakteristikum von Monozyten ist die Produktion intra- und
extrazellularer reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) wie z.B. H202 oder Oz. Diese
werden zum Abtdten sowohl intra- als auch extrazellularer Pathogene benétigt und
unter inflammatorischen Bedingungen verstarkt gebildet (54, 55). Zum Nachweis von
ROS gibt es photometrische und durchflusszytometrische Testsysteme, wobei der
intrazellulare ROS Nachweis gréRere Robustheit und eine geringere Fehleranfalligkeit
besitzt (56). Eine weit verbreitete Substanz zum Nachweis von ROS ist 2,7-
Dichlorfluorescein-Diacetat (DCFDA) oder dessen Derivate. Das Nachweisprinzip
dabei ist, dass DCFDA in die Zelle diffundiert und dort von Esterasen deacetyliert wird.
Dieses Zwischenprodukt wird durch vorhandene ROS oxidiert, wobei fluoreszierendes
2,7-Dichlorfluorescein (DCF) entsteht (56). Das Ergebnis, die Fluoreszenzintensitat,
kann je nach Testsystem durchflusszytometrisch oder photometrisch bestimmt
werden. Nachteilig hierbei ist, dass die ROS intrazellular bestimmt werden, was keinen
direkten Riuckschluss auf die Menge extrazellularer ROS, die z.B. zur Bekampfung von

E. histolytica benotigt werden, zulasst.

1.2.5 Zytokinproduktion von Monozyten

Das Immunsystem wird von vielen Signalen beeinflusst. So haben verschiedene
Zytokine  stimulierende  (pro-inflammatorische) oder inhibierende  (anti-
inflammatorische) Wirkung auf die Aktivitdt von Immunzellen. Diese Botenstoffe
kénnen einerseits von Immunzellen selbst aber auch von anderen Korperzellen
produziert werden und auf viele verschiedene Zelltypen wirken. Monozyten
produzieren, je nach Aktivierungszustand und umgebendem Milieu, sowohl pro- als
auch anti-inflammatorische Zytokine. Pro-inflammatorische Monozyten produzieren
z.B. TNFa oder IL-6, wohingegen anti-inflammatorische Monozyten z.B. IL-10 oder

Argl bilden (43, 57). Durch eine quantitative oder qualitative Determinierung der
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Zytokinmenge kénnen Rickschlisse auf den Aktivierungsstatus sowie die Funktion
der Monozyten gewonnen werden. Problematisch hierbei ist, dass die Monozyten
meist fir mehrere Stunden in Kultur gehalten und stimuliert werden mussen.

Ein wichtiges pro-inflammatorisches Zytokin, dass von Monozyten produziert wird, ist
IL-18, welches der IL-1 Familie zugeordnet wird. Es bindet an den IL-18 Rezeptor,
welcher durch die IL-18Ra1 Kette und die IL-18Rp Kette, auch IL-18RAP genannt,
gebildet wird (58). Die Bindung von IL-18 an den Rezeptor fuhrt zur Aktivierung einer
Signalkaskade tUber MyD88, IRAK und TRAF6 und schliel3lich zu der Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NFkB, welcher die Transkription weiterer pro-inflammatorischer
Zytokine, Chemokine und Adhasionsmolekule induziert (59-61). Die Wirkung von IL-
18 wurde bisher vor allem auf Zellen des angeborenen Immunsystems, jedoch auch
einigen wenigen T-Zell Subtypen, nachgewiesen (62, 63). Die biologische Funktion
des IL-18 wird durch das IL-18 Bindeprotein (IL-18BP) inhibiert (64). Im Menschen sind
4 Subtypen des IL-18BP(a-d) beschrieben, wobei in der Maus bisher nur ein Typ des
IL-18BP identifiziert wurde (58). Die Bindung an IL-18 findet bei IL-18BP mit hoherer
Affinitat als die Bindung zum IL-18 Rezeptor statt (65). Die Induktion der Expression
von IL-18BP, z.B. durch die Applikation von Remifentanyl, zeigt in einem Rattenmodel
fur Ischamie und Perfusion hepatoprotektive Effekte (66). Weiterhin kann IL-18BP
auch 1L-37 binden und die biologische Funktion dieses Zytokins inhibieren (64).

In der nachstehenden Tabelle sind die weiteren Zytokine, die fiir die vorliegende Arbeit

von Bedeutung sind, vergleichend dargestellt.

Tabelle 1: Ubersicht der fiir diese Arbeit wichtigsten Zytokine

Zusammengestellt mit Informationen aus: (58, 64, 67—73)

Zytokin Produktion Zielzellen Funktion

IFNy T-Zellen, NK- Makrophagen, DZ, Vermittlung von Zytotoxizitat,
Zellen, NKT-Zellen NK-Zellen, T-Zellen, Erh6hung der MHC | und
B-Zellen, Epithelzellen MHC II Expression,

Stimulation von Immunzellen,

TNFa Monozyten, u.a. Monozyten, Induzieren von Apotose,
Makrophagen, NK- Makrophagen, Produktion von
Zellen, T-Zellen, Mastzellen, Collagenasen, Produktion

Epithelzellen, T-Zellen von Akute-Phase Proteine,

12
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IL-6

IL-10

IL-17

IL-18

IL-18BP

CCL2

CCL3

Epithelzellen,
Fibroblasten,
Makrophagen,
Monozyten

CD4* und CD8" T-
Zellen, B-Zellen,
Monozyten,
Makrophagen, DZ
Twl7 Zellen,
Monozyten, NK-
Zellen, DZ

Makrophagen, DZ

Mononukleére
Zellen (z.B.
Monozyten)

u.a. Epithelzellen,
Makrophagen,
Kupffer-Zellen,
Hepatozyten
Knochen,
Knochenmarkszell

en

u.a. T-Zellen, B-
Zellen, Hepatozyten,
Monozyten,
Makrophagen

Makrophagen, T- und
B- Zellen, NK-Zellen,
Mastzellen, DZ,
Granulozyten

u.a. Epithelzellen,

mesenchymale Zellen

u.a. Monozyten,
Makrophagen,
aktivierte Tu-Zellen
IL-18 / IL-37

u.a. Monozyten, T-
Zellen, NK-Zellen, B-
Zellen, Makrophagen,
Dz

Neutrophile,
Eosinophile,
Monozyten, T-Zellen,
NK-Zellen

Stimulation der IL-6
Produktion, l6st Fieber aus
Regulation von:
Immunantwort, Akut-Phase
Reaktion, HAmatopoese,
Entziindung, T-Zell und B-
Zell-Proliferation

Inhibierung von IFNy-
Produktion in T-Zellen,
allgemeine
Immunsuppression
Rekrutierung von
Immunzellen, Induktion der
Expression pro-
inflammatorischer Zytokine
und Chemokine

Induktion der Expression pro-
inflammatorischer Zytokine
und Adhasionsmolekile
Bindung und Inhibierung der
biologischen Funktion von IL-
18 und IL-37

Chemotaxis von Immunzellen
in infiziertes oder zerstortes

Gewebe
Chemotaxis von Neutrophilen

und Monozyten, pro-

inflammatorische Aktivierung
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1.2.6 Immunologische Charakterisierung von Monozyten anhand spezifischer

Oberflachenmolekile

Wie bereits erwahnt, kbnnen Monozyten in pro- und anti-inflammatorische Monozyten
unterteilt werden. Diese unterscheiden sich jedoch nicht nur anhand ihrer Aufgaben
im Immunsystem sondern damit einhergehend auch in der Expression zellspezifischer
Oberflachenmolekiile. Die wichtigsten und meist genutzten Molekule zur
Klassifizierung muriner Monozyten sind CD11b, CCR2, Ly6G und Ly6C (4, 9, 14). Im
Rahmen dieser Arbeit werden Monozyten mit folgenden Charakteristika beschrieben:
Sie sind positiv fur CD11b und Ly6C und negativ fir Ly6G. Die Einteilung in pro- und
anti-inflammatorische Monozyten erfolgt zuséatzlich anhand von CCR2 und dem
Expressionsniveau von Ly6C. Pro-inflammatorische Monozyten (Ly6C") werden als
CD11b*, Ly6G-, Ly6CM, CCR2*" definiert, wohingegen anti-inflammatorische
Monozyten (Ly6C') folgende Kombination aufweisen: CD11b*, Ly6G-, Ly6C'°, CCR2".
Beispielhaft ist nachstehend die durchflusszytometrische Charakterisierung

dargestellt.
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Abbildung 2: Schema der durchflusszytometrischen Charakterisierung von Monozyten

Definition der Zellen auf Grundlage der Expression der wichtigsten Oberflachenmolekile CD11b (C), Ly6C und
Ly6G (D) und CCR2 (E)
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Eine detailliertere Einteilung von Ly6C" Monozyten in nMO, dcMO und saa3*/cxcl10*
Monozyten wurde bisher vor allem auf Grundlage von Transkriptionsfaktoren
postuliert, jedoch nicht auf Ebene spezifischer Oberflachenmarker untersucht (15, 74).
Eine Verifizierung dieser neuen Einteilung von Monozyten auf Proteinebene,
besonders im Zusammenhang mit einer Infektion, steht noch aus. Mit CD43 und
CD62L konnten bisher zwei zusatzliche Oberflachenmolekiile identifiziert werden, die
eine Kkleinteiligere Einteilung inflammatorischer Monozyten in der Homdoostase
ermdglichen koénnen (14, 75). Eine umfassende Untersuchung in einem
Infektionsmodell ist zum aktuellen Zeitpunkt nicht veroffentlicht. In der vorliegenden
Arbeit wurden bisher nicht im Fokus stehende Oberflichenmolekile zur
Charakterisierung von Ly6C" Monozyten herangezogen. Diese, sowie die wichtigsten

Standardmarker, werden im Folgenden genauer erlautert.

CD11b

Es bildet zusammen mit CD18 ein Integrin-Heterodimer, welches auch als Mac-1
bekannt ist (76). Die Expression von CD11b ist auf vielen Immunzellen, vor allem
Zellen der myeloiden Entwicklungslinie, welche Monozyten, Makrophagen,
Neutrophile, Dendritische Zellen und NK-Zellen beinhaltet, beschrieben (77, 78).
CD11b aktiviert viele pro-inflammatorische Mechanismen, wie Migration und
Transmigration von Immunzellen (79). Weiterhin spielt es eine Schltsselrolle in der

Phagozytose von Bakterien oder apoptotischen Zellen (80).

Ly6C

Es gibt zwei Formen dieses Oberflachenmolekiils, Ly6C1 und Ly6C2, wobei beide
Formen eine hohe Ubereinstimmung der Gen- und Proteinsequenz (>95%) aufweisen
und durch Antikorper nicht voneinander zu unterscheiden sind (81).

Dieser Marker wird auf vielen Zellen des adaptiven und angeborenen Immunsystems,
wie T-Zellen, NK-Zellen, Monozyten und Dendritischen Zellen exprimiert (81). Er wird
einerseits zur Identifizierung von aktivierten Effektor T-Zellen (82) genutzt und
andererseits zur Unterscheidung muriner Monozyten in jene mit hoher Expression
(Ly6CM) und jene mit niedriger Expression (Ly6C'°) (14). Die Expression von Ly6C ist
durch Interferon induzierbar (83) und die Aktivierung und Funktionalitat von T-Zellen

ist an das Vorhandensein von Ly6C gebunden (84). Weiterhin gibt es Publikationen,
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die auf einen Einfluss von Ly6C auf die Aktivitdt und Migration von neutrophilen

Granulozyten und Monozyten hindeuten (85, 86).

Ly6G

Zusammen mit Ly6C bildet Ly6G, welches ein Glycosylphosphatidylinositol
verankertes Protein ist, den Antigenkomplex GR-1 (81, 87). Dieser wurde zunéchst als
Identifizierungsmarker fir Monozyten und neutrophile Granulozyten benutzt, bevor die
Auftrennung in Ly6C und Ly6G mdglich war (81). Die Expression von Ly6G ist
besonders auf neutrophile Granulozyten sowie Monozyten wahrend ihrer Reifung im
Knochenmark beschrankt. In der Zirkulation und in Geweben exprimieren Monozyten
kein Ly6G. Neutrophile Granulozyten hingegen exprimieren Ly6G verstarkt wahrend
der Differenzierung und Reifung, weshalb Ly6G als wichtiger Ausschlussmarker fur
neutrophile Granulozyten genutzt wird (87—89). Die Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten in entziindetes Gewebe hangt essentiell mit der Expression von Ly6G
zusammen (90) und die Nutzung von Ly6G-blockierenden Antikorpern beeinflusst

ebenfalls die Mobilitat und das Migrationsverhalten neutrophiler Granulozyten (91, 92).

CCR2

Der C-C Chemokin Rezeptor Typ 2 (CCR2) ist ein chemotaktischer Rezeptor, der vor
allem auf pro-inflammatorischen Monozyten exprimiert wird, obwohl er auch auf
Dendritischen Zellen (93) und T-Zellen (94) nachweisbar ist. Das C-C Chemokin 2
(CCL2) bindet an diesen und ist sowohl fiir das Verlassen der pro-inflammatorischen
Monozyten aus dem Knochenmark, als auch fiur das Einwandern pro-
inflammatorischer  Monozyten in infiziertes oder entzindetes Gewebe
verantwortlich (95, 96). Die Blockade der Interaktion von CCL2/CCR2 als anti-
inflammatorische Therapie ist in den vergangenen Jahren intensiv erforscht worden
und bietet ein grofRes therapeutisches Potenzial im Bereich der Krebs- und
Autoimmunerkrankungen (97-100). Die Generierung der CCR2 Knock-out Maus
(CCR27) stellte einen wichtigen Schritt in der Erforschung des Migrationsverhaltens
von Monozyten dar. Es konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die Migration von
Monozyten in-vivo und in-vitro beeintrachtigt ist und durch den CCR2” keine CCL2-
abhangige Mobilisierung von Monozyten erreicht wird (101). Zusatzlich konnte in der
Arbeit von Boring et al. eine Verminderung der Zytokinprduktion durch den CCR2"
festgestellt werden.
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In vielen murinen Erkrankungsmodellen sind CCR27 Mause weniger anfallig oder
ganzlich geschutzt vor diesen Erkrankungen. Dies gilt z.B. fur das Modell der multiplen
Sklerose, EAE, (102) sowie fur die Dextran-Sodium-Sulfat induzierte Colitis (103).
Bakterielle und virale Infektionen, wie L. monocytogenes (104), T. gondii (105),
Chikungunya (CHIKV) oder Ross River Virus (RRV) (106) weisen hingegen zumeist
eine hohere Suszeptibilitat und einen schwereren Verlauf im CCR27 auf. Sowohl die
milderen Verlaufe in EAE und Colitis als auch die schwereren Verlaufe in
Infektionsmodellen sind auf die verringerte Rekrutierung pro-inflammatorischer

Monozyten durch den CCR2 Knock-out zuriickzufuhren.

CD14

Dieses Oberflachenmolekil zahlt zu den Struktur-Erkennungs-Rezeptoren (PRR) und
ist bei der Erkennung von Lipopolysaccharid (LPS), einem wichtigen Baustein
bakterieller Zellmembranen, beteiligt, indem es zusammen mit Toll-Like Rezeptor 4
(TLR 4) und dem Lipopolysaccharid-Bindeprotein den LPS-Rezeptor bildet (107, 108).
Die Bindung von LPS fuhrt zur Aktivierung des TLR4-Signalweges tber MyD88 und
TRIF/TRAM, was in der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP-1, NF-kB oder IFR3
resultiert und zur Produktion pro-inflammatorischer Zytokine fuhrt (109). Zusétzlich
dient CD14 als Co-Rezeptor fur verschiedene Toll-Like-Rezeptoren (TLR) an der
Zelloberflache oder in Endosomen und tragt damit zur Bildung von Typ-I Interferon bei
(110). CD14 wird vor allem auf Makrophagen und Monozyten exprimiert (111), ist aber
in einigen Fallen auch auf neutrophilen Granulozyten (112) oder Dendritischen Zellen
(113) vorhanden. Es werden zwei Formen von CD14 im Korper gebildet, eine
membran-gebundene Form (mCD214) und eine l6sliche Form (sCD14), welche
entweder durch Abtrennung von mCD14 entsteht oder direkt aus Vesikeln sekretiert
wird (114). Die genaue Funktion von sCD14 ist noch nicht vollstandig geklart, jedoch
hat es z. B. einen Einfluss auf die Uberlebensrate von Zellen in Krebsmodellen (115).
Der Signalweg nach Bindung von LPS an CD14 und die Aktivierung der folgenden

Signalkette ist in nachstehender Abbildung schematisch dargestelit.
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Extrazellularraum
Zellmembran

Intrazellularraum

Abbildung 3: Signalweg des Toll-like-Rezeptor 4 nach Bindung von LPS durch LBP und CD14

LPS = Lipopolysaccharid, LBP = LPS Bindeprotein; verandert nach: (116)

Der Knock-out von CD14 fuhrt bei intranasalen Infektionen mit Mycobacterium
tuberculosis oder Streptococcus pneumoniae zu einer deutlich erhéhten
Uberlebensrate sowie geringerer Inflammation (117) und geringerer Bakterienlast in
der Lunge (118). Mittels CD14 und CD16 erfolgt die Charakterisierung humaner
Monozyten, wahrend CD14 im murinen Modell bisher keinen Standardmarker zur
Charakterisierung darstellt.

CD38

Die Erstbeschreibung von CD38 erfolgte als Marker fir den Aktivierungsstatus von T-
Zellen, wird jedoch auch auf B-Zellen, Dendritischen Zellen, Monozyten, Makrophagen
und neutrophilen Granulozyten exprimiert (119). Eine wichtige Rolle von CD38 ist die
Wirkung als Ektoenzym, denn es wandelt, pH-Wert abh&ngig, NAD* in cyclisches
ADPR (cADPR) (neutraler pH) oder in saurem Milieu NADP+ in NAADP um (120).
Beides sind sekundéare Botenstoffe, die zur Freisetzung von Calcium aus dem
Endoplasmatischen Retikulum oder aus dem Lysosom sorgen und damit die
Autophagie unterstitzen oder hemmen (121, 122). Unter physiologischen
Bedingungen spielt die Umwandlung von NAD™ in cADPR die wichtigere Rolle und
findet zu groRen Teilen im extrazellularen Raum statt. Durch den Verbrauch von
extrazellularem NAD reguliert CD38 auch die Menge an verfigbarem Adenosin, was
besonders im Hinblick auf die immunsuppressive Wirkung von Adenosin (123), durch
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Bindung an purinerge Rezeptoren, von Bedeutung ist. Weiterhin tragt ADPR als
second-messenger Molekil entscheidend zur Chemotaxis von Immunzellen bei. Die
Blockade von CD38 oder die Inhibierung der cADPR/ADPR Signalkette fuhrt zu stark
eingeschrankter Migration von Immunzellen wie Monozyten, Makrophagen oder
Dendritischen Zellen durch chemotaxische Molekile (124-126).

Die Expression von CD38 in humanen und murinen Makrophagen wird z.B. durch LPS
oder IFNy induziert (127, 128), und die Aktivierung von CD38 durch Bindung eines
Liganden wie CD31 resultiert in der Expression von Zytokinen wie IL-1p, IL-6 und IL-
10. Es gibt Hinweise auf zusatzliche Funktionen von CD38 in der Aktivierung und
Mobilisierung von Neutrophilen (129), der Beschleunigung des Altersprozesses (120)
und einen Einfluss auf das Tumorwachstum bei einigen Krebsarten (130-132).
Zusatzlich zeigen HIV-1 infizierte Patienten erhdhte Expression von CD38 auf CD8*
T-Zellen, die sich in einem fortgeschrittenen Stadium der Entwicklung von AIDS
befinden (133). Andererseits besteht eine Korrelation zwischen hoher CD38
Expression auf CD4* T-Zellen und geringer Viruslast in HIV-Patienten (134).

Ein Knock-out von CD38 fuhrt auf zellularer Ebene zu einer eingeschrankten
humoralen Immunantwort auf Grundlage inhibierter Proliferation und Immunglobulin-
M Sekretion in B-Zellen (135, 136). Die Blockade von CD38 z.B. im Rahmen einer
Antikorpertherapie zur Krebsbehandlung fihrt zur erhéhten Suszeptibilitat gegenuber

sekundaren Infektionen (137).

Neutraler pH Saurer pH
NAD* NADP* + NA
ADPR @
cADPR NAADP
Extrazellularraum
Zellmembran
Intrazellularraum
cADPR NAADP

O
\5‘9

Abbildung 4: Enzymatische Funktion und intrazellularer Einfluss des Ektoenzyms CD38

verandert nach: (138, 139)
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Der CD38” fuhrt weiterhin bei einer Infektion mit L. monocytogenes zu einer
schlechteren Kontrolle der Bakterienlast in der Leber und der Milz, was zu hoheren
Bakterientitern fihrt (104). Ebenso steht der Knock-out von CD38 im Zusammenhang
mit hdherer Suszeptibilitdt gegentber Mycobacterium avium (140) oder Streptococcus
pneumoniae (129, 140). Zusatzlich fuhrt der CD38”- zu schnellerer Entwicklung von
einigen autoimmunen Erkrankungsmodellen (140). In einem Modell der
neurologischen Ischamie zeigt eine Defizienz von CD38 hingegen positive Effekte auf
den  Heilungsverlauf  vermutlich  aufgrund  geringerer  Postischamischer
Zytokinproduktion (141).

CD74

Das Typ-ll membranintegrierte Protein CD74 weist viele verschiedene Funktionen im
Korper auf (142). Es wird vor allem auf Antigen prasentierenden Zellen wie Monozyten
oder Dendritischen Zellen exprimiert, ist jedoch auch auf B-Zellen zu finden und wird
auf vielen Tumorzellen verstarkt exprimiert (143, 144). Es wirkt als Rezeptor fur den
Makrophagen Migration Inhibitorischen Faktor (MIF) und ist bei der
Antigenprasentation und der Geweberegeneration beteiligt (145, 146). Bezogen auf
Monozyten spielt CD74 vor allem fur die Antigenprasentation und als Rezeptor fur MIF
eine wichtige Rolle. MIF ist ein pro-inflammatorisches Zytokin, welches die
Zellproliferation aktiviert und viele weitere Funktionen besitzt (147). Als invariante
Kette des MHCII-Komplexes kommt CD74 aul3erdem eine prominente Rolle bei der
Antigenprasentation zu (148). Einerseits ist es am Transport des MHCII-Komplexes
an die Oberflache beteiligt, andererseits schitzt es die Bindungsstelle des MHC-II
Komplexes vor der Bindung unerwinschter endogener Proteine (149). Ein Knock-out
von CD74 hat, wie auch bei CD38, keinen klaren Phanotyp, weist jedoch vor allem
immunsupprimierende Eigenschaften auf. In einem Model einer okularen Infektion mit
Pseudomonas aeruginosa entwickelten Mause mit einer CD74-Defizienz mildere
Symptome (150). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass LPS-induzierte myokardiale
Anomalien im Tiermodell des CD74 Knock-out nicht mehr auftreten (151) und

autoimmune Erkrankungsmodelle weniger schwerwiegend verlaufen (152).
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Abbildung 5: Signalweg in der und Wirkung auf die Zelle der durch CD74 vermittelten Bindung von MIF
Verandert nach: (153, 154)

CD86

Dieses  Oberflachenmolekil, ein 70 kDa groRes Glycoprotein  mit
Transmembrandoméane und groRer intrazellularer Domane, bildet zusammen mit
CD80 einen immunologischen Komplex auf Antigen-prasentierenden Zellen
(Monozyten, Makrophagen, Dendritische Zellen) (155, 156). Weiterhin wird CD86 auf
B-Zellen exprimiert, wenn diese z.B. mit IL-4 stimuliert werden. Die Bindung von CD86
an CD28 auf reifen, naiven T-Zellen fuhrt zur Aktivierung der T-Zellen, wohingegen die
Interaktion mit dem ko-inhibitorischen Molekil Cytotoxic T-lymphocyte-associated
protein 4 (CTLA-4) inhibierend auf regulatorische T-Zellen wirkt (157). CD86 wird als
Oberflachenprotein zur Charakterisierung pro-inflammatorischer M1-Makrophagen
verwendet, da diese mittels CD86 u.a. T-Zellen aktivieren kdnnen (158, 159). Die
Blockierung von CD86 durch monoklonale Antikdrper resultiert in verminderter T-
Zellen Stimulation durch Antigen-prasentierende Zellen und fuhrt damit zu geringerer
Aktivitat von T-Zellen (160).

Der genetische Knock-out von CD86 hat grol3e Auswirkungen auf das Immunsystem
und fahrt sowohl zur Veranderung der Abstol3ungsreaktion auf xenographe Organe
(161) als auch zur héheren Suszeptibilitat gegendber T. cruzii Infektionen (162). Die
Ausbildung einer kompletten humoralen Immunantwort nach intravendser

Verabreichung von Antigen istim CD86”- vermindert (163). Weiterhin werden Anséatze
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zur Blockade von CD86 mittels Antikorper intensiv  erforscht, um
Transplantatabstof3ungen zu verhindern (164, 165).

T-Zelle APC

. stimulierendes Signal

. inhibierendes Signal

Abbildung 6: Molekulare Bindungspartner von CD86 auf T-Zellen und Auswirkungen auf die T-Zelle
verandert nach: (166, 167)

1.3 Listeria monocytogenes und immunologische Grundlagen der Listeriose

L. monocytogenes ist ein gram-positives stédbchenformiges Bakterium, welches
ubiquitar vorkommt (168). Es ist Katalase-positiv sowie Oxidase-negativ und besitzt,
obwohl es keine Sporen bildet, eine hohe Widerstandskraft gegentber verschiedenen
Umwelteinflissen, wie Trockenheit, extremen Temperaturen oder auch dem pH-
Wert (169). L. monocytogenes besitzt eine hohe Pathogenitat und verursacht in
verschiedenen Tierspezies sowie dem Menschen Erkrankungen, die als Listeriose

bezeichnet werden (170).
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Abbildung 7: Infektionsroute von L. monocytogenes und mégliche befallene Organe im Verlauf der
Listeriose

Veréndert nach: (171, 172)

Die Infektion mit Listerien erfolgt fast immer durch verunreinigte Nahrungsmittel wie
Fleischwaren oder Molkereiprodukte und sie gehdren zusammen mit Salmonella,
Toxoplasma, Campylobacter und dem Norovirus zu den am haufigsten durch
Lebensmittel Ubertragenen Krankheitserregern (173). Im Darm werden Listerien von
Makrophagen phagozytiert oder sie induzieren die Aufnahme in nicht-phagozytierende
Zellen mit Hilfe von InternalinA und B (174). Im Anschluss an die Aufnahme durch die
Zielzellen gelangen sie auf der Vakuole ins Zytoplasma der Zielzelle, wobei Poren-
formenden Proteinen wie Listeriolysin O oder Phospholipasen eine essentielle
Bedeutung zukommt (175). Im Zytoplasma vermehren sich die Listerien (176) und
konnen durch die Bildung Aktin-bindender Proteine, z.B. actA, das Zytoskelett der
Zelle nutzen, um direkt in benachbarte Zellen einzudringen (177). Diese Fahigkeit
spielt eine besondere Rolle bei der Ausbildung einer Enzephalitis, da

L. monocytogenes Epithelien wie die Blut-Hirn-Schranke Giberwinden kann (175).

Die meisten Félle einer Listeriose verlaufen mild oder asymptomatisch, wobei die
Letalitdt bei alteren Menschen (>60 Jahre) und immunsupprimierten Personen stark
erhoht ist (172). Eine weitere Gruppe mit stark erhohtem Risiko sind Neugeborene
sowie Fo6ten, die aufgrund ihres noch unterentwickelten Immunsystems weniger

Abwehrmoglichkeiten gegen diesen Keim besitzen (170).
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Als problematisch stellt sich weiterhin die rechtzeitige Diagnose dar, da diese anhand
der Symptomatik (Fieber, Muskelschmerzen, Erbrechen, Durchfall) nicht immer
zweifelsfrei moglich ist. Zusatzlich werden Blutbildanalysen, Erreger-spezifische PCR
oder die Anzucht der Erreger aus dem Blut oder Liquor zur Sicherung der Diagnose
bendtigt (172, 178). Im Blutbild der Patienten ist meist eine Leukozytose zu erkennen,
eine Erhbhung des Anteils an Leukozyten im Blut, seltener tritt eine wirkliche
Monozytose, eine Erhéhung des Anteils an Monozyten im Blut der Patienten, auf (179).
Wird eine Infektion mit L. monocytogenes zu spat erkannt und es entwickelt sich eine
Listerien-Meningitis oder eine Listerien-Sepsis, verlaufen diese auch mit
medikamentdser Therapie in 13 — 21 % der Falle tddlich (172). Eine Therapie erfolgt
mit Ampicillin, Amoxicillin oder auch Gentamycin (178). Die Inzidenz der Listeriose liegt

in Deutschland bei bis zu 600 Fallen pro Jahr mit einer Letalitat von 7% (172).

1.4 Entamoeba histolytica und immunologische Grundlagen der Entwicklung

des Amodbenleberabszesses

E. histolytica ist ein anaerob lebender einzelliger Parasit und der Erreger der
Amdbiasis. Jedes Jahr treten schatzungsweise 40 Millionen Infektionen auf, welche
zu etwa 50.000 Todesfallen pro Jahr fihren (180). Damit ist eine Infektion mit E.
histolytica die dritt haufigste Parasiten-bedingte Todesursache (181). Der weitaus
grofdte Anteil an Infektionen mit E. histolytica findet in tropischen und subtropischen
Landern wie Indien, Mexiko, Brasilien oder Nigeria (182) statt. In industrialisierten
Landern finden kaum Ubertragungen statt, was vor allem an besseren hygienischen
Standards liegt. Die Aufnahme infektioser Zysten erfolgt Uber kontaminierte
Lebensmittel oder Wasser (183). Als Zysten liberstehen die Zellen die Magenpassage
und gelangen in den Darm des Wirtes, wo sie excystieren, zu Trophozoiten werden
und die Darmschleimhaut besiedeln (183). Einige Trophozoiten entwickeln sich zu
Zysten, losen sich von der Darmmukosa, werden tber den Stuhl ausgeschieden und

kénnen somit verbreitet werden (183).

24



Einleitung

Kontaminierte
Lebensmittel

Infektidse Zysten

Abbildung 8: Lebenszyklus von E. histolytica und hauptsachlich auftretende Abszesse in Folge einer
invasiven Amébiasis

Verandert nach: (184, 185)

Infektionen mit E. histolytica verlaufen in den meisten Fallen asymptomatisch. Bei
einer apparenten Infektion treten hingegen Symptome wie blutige Diarrhoe,
abdominale Beschwerden und Fieber auf (186). Die Diagnose der Infektion kann tber
mikroskopische Stuhluntersuchung erfolgen, jedoch werden, aufgrund der héheren
Sensitivitat, mittlerweile PCR und, bei extraintestinaler Infektion, serologische
Bestimmung von Antikérpern mittels ELISA bevorzugt (184, 187). Zur Behandlung
einer Amdbiasis werden Metronidazol, Tinidazol oder Paromomycin eingesetzt.

Die Kklinisch bedeutsamste Komplikation einer intestinalen Amobiasis stellt die
Ausbildung eines Amobenabszesses dar. Im Verlauf der Amdbbiasis kdnnen
Trophozoiten die Darmmukosa Uberwinden, in den Blutstrom Ubergehen und in
periphere Organe gelangen. Werden die Amoben durch den Blutstrom in die Leber
transportiert, flhren sie hier zur Ausbildung eines ALA (185). Die Ausbildung des
Amdbenleberabszess ist einerseits auf Pathogenitatsfaktoren der Amdben und
andererseits auf eine Uberreaktion des Immunsystems auf die Amoben (188, 189)
zurtickzufuhren. Beim Eindringen von E. histolytica in das Lebergewebe sorgen die
Amoben selbst durch Sekretion von Virulenzfaktoren, wie Cysteinproteasen,
Prostaglandin E2 oder dem E. histolytica homolog des Monocyte Migration Inhibitory
Factors (EhMIF) dafur, dass das Immunsystem sehr stark aktiviert wird (189). Als
erstes stromen neutrophile Granulozyten in das Gewebe ein, welche durch
Ausschuttung zytotoxischer Granula dazu beitragen die Amdben abzutéten (190). Der

25



Einleitung

massive Einstrom und das Absterben der neutrophilen Granulozyten, sowie die bereits
genannten Pathogenitatsfaktoren bewirken die pro-inflammatorische Aktivierung von
Monozyten und Makrophagen (189, 191). Diese sind an der Beseitigung der Amoben
durch Ausschuttung pro-inflammatorischer Zytokine und Mediatoren, wie TNF und
ROS beteiligt, verstarken dabei jedoch den Einstrom von Immunzellen sowie die
Uberreaktion der leberstandigen Makrophagen, welche den Infektionsherd
umschlie3en und zur Bildung des Abszesses fuhren (181, 189, 192, 193).

1.5 Die Bedeutung pro-inflammatorischer Monozyten in der Listeriose und dem

Amobenleberabszess

Im Hinblick auf beide Infektionen konnten bereits divergierende Einflisse pro-
inflammatorischer Monozyten auf den Verlauf der Infektion festgestellt werden (104,
194).

Phagozytierende Zellen wie Monozyten, neutrophile Granulozyten und auch andere
Zellen des angeborenen Immunsystems sind, besonders zu Beginn der Infektion
essentiell fir die Bekampfung einer Infektion mit L. monocytogenes (27, 195). In den
ersten Tagen sind fast ausschliellich die Zellen des angeborenen Immunsystems flr
die Bekampfung der Infektion verantwortlich. In einem Mausmodell der Listeriose, in
welchem die Rekrutierung pro-inflammatorischer Monozyten stark vermindert ist
(CCR27), ist die Bakterienlast in der Leber und der Milz signifikant erhoht (104). Im
spateren Verlauf einer Listeriose ist die adaptive Immunantwort entscheidend beteiligt.
Durch cytotoxische T-Zellen werden infizierte Zellen abgetttet und sorgen somit fur
eine Eliminierung der Bakterien (196, 197). Aus diesem Grund sind Personen mit
geschwachter adaptiver Immunantwort, wie beispielsweise HIV Patienten oder altere

Menschen, deutlich anfalliger fir schwere Verlaufe einer Listeriose (170).
Die schlechtere Kontrolle der Bakterienlast in der Leber und der Milz in der CCR2"

Maus zeigt die protektive Wirkung pro-inflammatorischer Monozyten im

Infektionsmodell der Listeriose auf.
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Abbildung 9: Auswirkungen der Depletion von CCR2 auf die Infektion mit L. monocytogenes

Anstieg der Bakterienlast in der Leber anhand der Kolonie-bildenden-Einheiten (CFU) an Tag 2 nach der Infektion
mit L. monocytogenes in C57BI6/J Wildtyp und CCR2 Knock-out (CCR2*) Mausen, Daten entnommen aus (104).

Im Infektionsmodell der hepatischen Amobiasis kommt den Ly6C" Monozyten in der
pro-inflammatorischen Kaskade, die zur Ausbildung des ALA fiihrt, eine Schlisselrolle
zu. Der Amobenleberabszess im CCR27 ist an Tag 3 nach Infektion, dem Zeitpunkt
der maximalen Auspréagung, signifikant schwécher ausgepréagt (siehe Abbildung 10).
Die Depletion von neutrophilen Granulozyten durch Clodronat verringert das Volumen
des ALA hingegen nicht signifikant (194). Die Uberreaktion des Immunsystems
(Immunpathologie) auf die Amdben in der Leber ist maf3geblich fir die Ausbildung des
Abszesses verantwortlich, da immunsupprimierende Medikamente die Ausbildung
eines ALA verhindern bzw. abschwachen (198). Diese Immunpathologie ist, wie
bereits beschrieben, zu groem Teil von Monozyten und Makrophagen verursacht,

was diese Zelltypen auch als therapeutische Ansatzpunkte besonders interessant

macht.
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Abbildung 10: Auswirkung der Depletion von CCR2 auf die Infektion mit E. histolytica
Darstellung der GréRe des Amobenleberabszess an Tag 3 nach der Infektion [mm?2]; Vergleich zwischen Wildtyp-
Tieren und CCR27; Daten entnommen aus: (194).

Weiterhin ist bekannt, dass Monozyten durch Zytokine in ihrem Phanotyp beeinflusst

werden konnen. Die Depletion von IL-23 fuhrt zu signifikant geringeren
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AbszessgroéfRen im Vergleich zu Kontrolltieren (siehe Abbildung 3) (199). Diese
Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass eine spezifische therapeutische
Beeinflussung von Monozyten mdoglich ist, um den Verlauf der Erkrankung
abzumildern. Anstatt einer generellen Immunsuppression, wie durch die Depletion von
IL-23, ist ein selektiver Mechanismus wiinschenswert, der spezifisch auf die Ly6C"
Monozyten wirkt. Fur die Entwicklung eines spezifischen Therapeutikums ist jedoch
ein  besseres Verstandnis der Rolle der Monozyten im Verlauf des

Amobenleberabszesses unerlasslich.
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Abbildung 11: Einfluss der Depletion von IL-23 auf die Entwicklung des Amdbenleberabszesses
Darstellung der Gréf3e des Amobenleberabszess an Tag 3, 5 und 7 nach der Infektion; Vergleich zwischen Wildtyp

und IL-23"- M&usen; Daten entnommen aus (199).

1.6 Zielsetzung

Pro-inflammatorische Monozyten haben im Kontext der hepatischen Amdbiasis und
der Infektion mit L. monocytogenes unterschiedliche Auswirkungen auf den
Infektionsverlauf. Der protektiven Funktion in der Listeriose, die u.a. die Phagozytose
der Bakterien umfasst, steht die Verstarkung der Immunpathologie in der hepatischen
Amobiasis gegeniber, die zur Ausbildung des Amobenleberabszesses fuhrt. Bisherige
Ergebnisse und neue Untersuchungen lassen die Vermutung zu, dass pro-
inflammatorische Monozyten keine homogene Zellpopulation bilden. Diese These
sollte mit Hilfe der beschriebenen Infektionsmodelle, untersucht werden. Hierzu wurde
eine Transkriptomstudie der Ly6C" Monozyten aus beiden Modellen angefertigt, auf
Grundlage derer eine differenziertere Genexpressionsanalyse erfolgte.

Es sollten die Unterschiede in entwicklungsspezifischen Genen,

Transkriptionsfaktoren und Genen, welche fir Oberflachenproteine codieren,
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analysiert werden. Weiterhin wurde die Lokalisation der Monozyten und das
Zytokinmilieu im infizierten Lebergewebe untersucht.

Im Verlauf beider Infektionsmodelle wurde eine detaillierte Charakterisierung der
Ly6C" Monozyten aus beiden Infektionen auf Grundlage der Expression spezifischer
Oberflachenmarker sowie anhand der Produktion intrazellularer reaktiver
Sauerstoffspezies vorgenommen werden, um eine phanotypische Beschreibung der
jeweiligen Subpopulation zu ermdglichen.

AbschlieRend wurde mittels adoptivem Transfer der Monozyten vom Modell der
Listeriose in das Modell der hepatischen Amdbiasis untersucht, ob der protektive

Phanotyp der Monozyten stabil und auf eine andere Infektion tbertragbar ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerate

Tabelle 2: Gerate

Gerat

Modell / Hersteller

Chirurgische Klammern
Durchflusszytometer

Edelstahlkugeln
EPC-Inkubator
EPC-Schuttler

Gelelektrophorese-System

Infrarotlampe

Isoflurananlage

Kochplatten
Mikroskope

PCR Maschine
Pipetten

Photometer
gPCR Maschinen

Schermaschine

Sterilwerkbank

Warmeplatten

Zellkulturbrutschranke

Woundclip Autoclip 9mm, #427631; Becton Dickinson
FACSAria Il, LSR 11, Accuri C6, Fortessa; BD Biosciences
5 mm; Qiagen

Thermomixer 5436; Eppendorf

Vortexgenie 2, Scientific Industries

Gene Power Supply GPS 200/400; Pharmacia

EVL 310; Consort

SIL-06; Sanitas

FlowMeter, Penton Sigma Delta Verdampfer,
Absaugeinrichtung VaporGuard; UNO

CT1810; Rommelsbacher

Eclipse TS100; Nikon

BZ-X; Keyence

Primus 96 plus; MWG AG Biotech

Pipet-Lite XLS, Gilson

Nano-Drop 2000c; ThermoFisher Scientific
Quantitative real-time PCR Cycler ,CorbettRG6000%;
Qiagen

LightCycler 480 II; Roche

GT420 Isis; Aesculap

Nunc-Microflow; Microflow GmbH

Lamin Air HB2448; Heraeus Instruments
Temperature Controller, CU0901432; UNO
HERA cell 150i; ThermoFisher Scientific

B 6060; Heraeus instruments

Innova Co170; New Brunswick Scientific
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Zellaufschluss
Zellkulturflaschen
Zellkulturplatte

Zellsiebe

Zentrifugen

TissueLyser LT; Qiagen

T25, T75, T150; Sarstedt

6-, 12-, 24-, 48-Wells, TC-Standard; Sarstedt
96-Well CELLSTAR; Greiner

70 um #83.3945.070; Sarstedt

50 pum steril, #CT190207; Sysmex

50 um unsteril, #CT191040

5424 D, 5810 R, 5427R; Eppendorf

Varifuge 3.0R; Heraeus Sepatech

2.1.2 Oligonukleotide fur die PCR

Tabelle 3: Oligonukleotide fir die PCR

Gen

Primersequenz 5°> 3¢

gapdh

iI-18

[1-18r

[1-18bp

[I-18rap

rps9

ncfl

Fwd: GGTGTGAACCACGAGAAAT
Rev: CCTTCCACAATGCCAAAGTT
Fwd: CAAAGAAAGCCGCCTCAAACC
Rev: AAAGTTGTCTGATTCCAGGTCTCC
Fwd: CACTGTCTTCTGCTGTCTGGAG
Rev: GTGGCTGTTTCATTCCTGTGC
Fwd: ACCTCACCCCTCTCTCTAAGG
Rev: ACTGCCTCCTTGGAGTTTGTT
Fwd: ACTTGAAACCCTCTTCCTCCAG
Rev: ACTTTGAAACCCTCTTCCTCCAG
Fwd: GCTAGACGAGAAGGATCCCC
Rev: TTGCGGACCCTAATGTGACG
Fwd: AAGCTCCTGGATGGCTGGT
Rev: CCTGGCGCTCACCCTTTGT
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2.1.3 Laborreagenzien

Tabelle 4: Laborreagenzien

Reagenz

Firma/ Zusammensetzung

Antibody-Diluent
Ammoniumchlorid (NH4CI)
Ampuwa H.0
Ammonium-Eisen(lIl)-Citrat
Atipamezol

L(+)Ascorbinsaure

Chloroform

CM-H2DCFDA

L-Cystein Hydrochlorid Anhydrid

Ethanol
BBL Hefeextrakt
QuantiFAST SYBR Green RT-PCR Kit

cDNA Synthese Kit: Maxima Erststrang-
cDNA-Synthesekit

DMEM

Eukitt

Fetales Kélberserum (FCS)

Fc-Block

Gentamycin

Glucose

L-Glutamin

Isopropanol

Isofluran

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2POa4)
Di-Kaliumhydrogenphosphat (K:HPO4)
Ketamin

Kompensationsbeads

Fa. Zytomed #ZC025-100

Fa. Roth #K298.1

Fa. Fresenius

#F5879; Fa. Sigma Aldrich

Antisedan, 134786-3; Fa. Orion Pharma
#20150.184; Fa. VWR Chemicals
#102442; Fa. Merck

Fa. ThermoFisher Scientific

#C19051353; Fa. US Biological Life
Sciences

#100983; Merck

#211929, Fa. BD Biosciences

Fa. Qiagen

K 1642; Fa. ThermoFisher Sientific

Fa. Sigma-Aldrich

Fa. PAN-Biotech

#X997.3; Fa. Roth
Fa. PAA
#6752.4; Fa. Roth

Fa. Piramal Healthcare

#104873; Fa. Merck
#105104; Fa. Merck
Ketamin Inresa 10 mL; Fa. Inresa GmbH

One Comp Beads, #01-1111-42;
Fa. Invitrogen

One Comp Ultra Beads, #01-2222-42;
Fa. Invitrogen
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LIVE/DEAD® Fixable Blue Dead Cell Stain
Kit, for UV excitation

Maxima First Strand Synthesis Kit with
dsDNase

Medetomidin
Molekulargewichtsmarker fur
Agarosegelelektrophorese

Monozytenisolations-Kit

Chirurgisches Nahtmaterial
Natriumacetattrihydrat
Natriumchlorid
Natriumhydroxid

Di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
(NazHPO4*2H,0)

Paraformaldehyd (PFA)
Penicillin/Streptomycin- 100x Mix
Percoll

Perm/Wash

Phagocytose-Kit

Proteaseinhibitor
Restriktionsenzyme
RNase-Free Dnase Set (50)
RPMI

Trimethylbenzidin (TMB)
TRIS

TRIzol Reagenz

BBL Trypticase Peptone
Tween20

Ultrapure Agarose

gPCR-Kit: Maxima SYBR Green 2x gPCR
Master Mix

Rinderserum

Vitamin-Mix (Diamond Vitamin Tween 80
Solution)

Zitronensaure-Monohydrat

Fa. ThermoFisher Scientific

Fa. ThermoFisher Scientific

Cepetor; Fa. CP Pharma
Fa. ThermoFisher Scientific
GeneRuler 100 bp Gene Ladder

EasySep Mouse Monocyte, #19801A;
Fa. StemCell

Monocyte Isolation Kit mouse (BM), #130-
100-629; Fa. Miltenyi

Vicry Plus VCP 315H; Fa. Ethicon

#3957.1; Fa. Roth
#106469; Fa. Merck
#4984.1; Fa. Roth

#K12297505; Fa. Merck

#PS-B; Fa. Capricorn

Fa. GE Healthcare

#51-2091KZ; Fa. BD Biosciences

Phagocytosis Assay-Kit (IgG-PE) #600540;
Fa. Cayman Chemicals

Fa. Roche

Fa. ThermoFisher Scientific
#79254; Fa. Qiagen

Fa. Sigma-Aldrich

#4855.2; Fa. Roth
#15596026; Fa. Life Technologies
#211921; Fa. BD Biosciences

#16500-500; Fa. Invitrogen
Fa. ThermoFischer Scientific

ABS-1A Lot: CP18-2056; Fa. Capricorn
Fa. BioConcept; #5-78F00-I

Fa. Sigma Aldrich; #C7129-500G
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2.1.4 Puffer und Kulturmedien

Tabelle 5: Verwendete Puffer und Kulturmedien

Name

Zusammensetzung / Firma

Citratpuffer fur IHC

DMEM-Medium
DPBS
FACS-Puffer

PFA-L6sung zur Fixierung von Zellen

RPMI-Medium

Erythrozytenlysepuffer

LEGENDplex Lysepuffer

Percoll-Lésung

Phosphat gepufferte Saline (PBS)

Spulpuffer fur IHC

TAE-Puffer fur
Agarosegelelektrophorese

TMB-Stammldsung
TBE-Puffer

TY-Medium (ohne Rinderserum,
Vitaminmix, Penicillin/Streptomycin =
inkomplettes TY- Medium)

Zitronensaure-Monohydrat 2,1 g/L; pH 6,0 mit
NaOH einstellen

+10 % FCS, 1 % L-Glutamin, 0,5 % Gentamycin
Dulbecco’s PBS Fa. Pan Biotech
2 % FCS in PBS, steril filtriert

Stammldsung: 4 % PFA in PBS l6sen; zur
Anwendung ggf. in PBS verdinnt

Fa. Pan Biotech

+10 % FCS, 1 % L-Glutamin, 0,5 % Gentamycin
9 Teile 0,16 M NH4CI + 1 Teil 0,17 M TRIS
0,16M NH.4CI: 8,5 g/L in dH.O

TRIS Base (pure): 20,6 g/L, pH 7,6

0,05 % Tween 20; eine Tablette
Proteaseinhibitor; in PBS; steril filtrieren

100 %iges Percoll: 1 Teil 10-fach PBS + 9 Teile
Percoll

40/80 %iges Percoll: 4/8 Teile 100% iges Percoll
+ 6/2 Teile komplettes RPMI Medium

20 x Stammldsung: KCl 4 g/L; KH2PO4 4 g/L;
Na;HPO.*2H,0 23 g/L; NaCl 160 g/L; pH nicht
eingestellt

NaCl 8,2 g/L; TRIS Base (pure) 1,2 g/L; Tween
20 250 pL/L; pH 7,4; in dH.0

50x Stammldsung: Natriumacetattrinydrat 34 g/L;
TRIS Base (pure) 242 g/L; Dinatrium-EDTA 37,25
g/L; pH 7,9; in dH20

30 mg Tetramethylbenzidine in 5 mL DMSO
0,89 M Tris; 0,89 M H3BO3; 20 mM EDTA
Angaben fir Endvolumen von 4350 mL:

Trypticase 100 g; Hefeextrakt 50 g; Glucose 50 g;
NaCl 10 g; K:HPO, 3,8 g; KH2PO4 3 g; L-Cystein
5 g; Ascorbinsaure 1 g; Fe(lll)Ammoniumcitrat
114 mg; pH 6,8

500 mL Rinderserum
150 mL Vitamin-Mix

50 ml Pencillin-Streptomycin-Mix
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2.1.5 Antikorper

Tabelle 6: Antikdrper

Epitop Klon / Cat.No. Anwendung Konjugierter Firma
Farbstoff
CD4 RM 4-5 FACS FITC Biolegend
APC
GK1.5 PE BD Bioscience
CD8 53-6.7 FACS Alexa Fluor 488 Biolegend
PE
APC
FITC BD Bioscience
CD11b M1/70 FACS BV510 Biolegend
CDl1c N418 FACS FITC Biolegend
CD14 Sal4-2 FACS BVv421, PE-Texas Biolegend
Red
CD19 FACS Biolegend
CD38 90 FACS PE-Cy7 Biolegend
CD49b DX5 FACS PE Biolegend
CD62L MEL-14 FACS BV711 Biolegend
CD74 In1/CD74 FACS AF647 Biolegend
CD86 GL-1 FACS AF700 Biolegend
CD206 C068C2 FACS BV605 Biolegend
CCR2 FAB55381RS FACS AF750 R&D Systems
CX3CR1 SAO11F11 FACS PerCP/Cy5.5 Biolegend
F4/80 BM8 FACS Bv421 Biolegend
BV650
IL-18R FAB1216T FACS AF594 R&D Systems
Ly6C HK1.4 FACS FITC Biolegend
PE
APC
Ly6G 1A8 FACS APC Biolegend
BV785
APC/Cy7
NK1.1 PK136 FACS Bv421 Biolegend
IL-18BP Bs-4040R IHC Bioss
F4/80 MCA497RT IHC BioRad
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714 CL8993AP IHC Cedarlane

CD11b Ab133357 IHC Abcam

Rgs16 Orb412239 IHC Biorbyt
Orb312923

Argl 610709 IHC BD Biosciences

2.1.6 Verwendete Antikbrpermischungen zur Farbung spezifischer Epitope

Tabelle 7: Farbeansatz fur die Antikdrperfarbung im ROS-Assay (Panel 1)

Epitop Farbstoff Eingesetzte
Verdinnung des
Antikdrpers

Ly6C PE 1:800
Ly6G APC 1:400
CD11b BV510 1:400
F4/80 Bv421 1:100
CCR2 AF750 1:100
CD38 PE/Cy7 1:600
CX3CR1 PerCP-Cy5.5 1:100
Fc-Block Ad 30 pL
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Tabelle 8: Farbeansatz fiir die Antikérperfarbung zur Analyse von Oberflachenproteinen auf Monozyten

(Panel 2)
Epitop Farbstoff Eingesetzte
Verdinnung des

Antikorpers
Ly6C FITC 1:400
Ly6G BV785 1:400
CD11b BV510 1:200
F4/80 BV650 1:200
CCR2 AF750 1:100
CX3CR1 PerCP-Cy5.5 1:400
CD14 Bv421 1:200
CD38 PE/Cy7 1:600
CD49b PE-Texas 1:200
CD74 AF647 1:200
CD86 AF700 1:400
IL-18R AF594 1:100

Fc-Block Ad 30pL

Tabelle 9: Farbeansatz fur die Antikdrperfarbung zur Analyse der IL-18R-Expression (Panel 3)

Epitop Farbstoff Eingesetzte
Verdlnnung des

Antikorpers
Ly6C APC 1:400
Ly6G BV785 1:400
CD11b BV510 1:400
F4/80 BUV737 1:200
CD11lc FITC 1:100
CD19 PE-Cy7 1:100
IL-18R AF594 1:100
CD3 AF700 1:100
NK1.1 Bv421 1:100

Fc-Block Ad 30 pL
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Tabelle 10: Farbeansatz fur die Antikérperfarbung zur Analyse von Oberflachenproteinen auf Monozyten
im adoptiven Transfer (Panel 4)

Epitop Farbstoff Eingesetzte
Verdinnung des

Antikorpers
CX3CR1 PerCP-Cy5.5 1:400
Ly6C FITC 1:400
CD38 PE-Cy7 1:600
CD45.1 PE 1:200
CCR2 AF750 1:100
CD86 AF700 1:400
CD74 AF647 1:200
Ly6G BV785 1:400
CD45.2 BV650 1:200
CD11b BV510 1:200
CD14 Bv421 1:400
F4/80 BUV737 1:200
Viability Zombie UV 1:1000

Fc-Block Ad 30 pL

Tabelle 11: Féarbeansatz fur die Antikérperfarbung zur Charakterisierung immunologischer
Zellpopulationen (Panel 5)

Epitop Farbstoff Eingesetzte
Verdlinnung des

Antik6rpers
CX3CR1 PerCP-Cy5.5 1:400
CD45 FITC 1:100
CD38 PE-Cy7 1:600
SiglecF PE 1:100
CCR2 AF750 1:100
CD86 AF700 1:400
Ly6C APC 1:600
Ly6G BV785 1:400
F4/80 BV650 1:200
CD11b BV510 1:400
NK1.1 Bv421 1:100

Fc-Block Ad 30 pL
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2.1.7 Mause und Mikroorganismen

Tabelle 12: M&duse und Mikroorganismen

Stamm Herkunft Abkurzung in
der Arbeit
C57 BL/6J Wildtyp BNITM Hamburg WT
C57 BL/6J CD38 Knock-out UKE - Zur Verfligung gestellt von Prof. CD38™"
Dr. Hans-Willi Mittriicker (UKE)
C57 BL/6J IL-18 Knock-out Jackson Laboratories — zur Verfugung  IL-18
gestellt von Prof. Dr. Manuel Friese -
Zucht am BNITM Hamburg
C57 BL/6J CD45.1 BNITM Hamburg CD45.1
C57 BL/6J CCR2 knock-out BNITM Hamburg CCR27
Entamoeba histolytica Klon: BNITM Hamburg B2-5
B2-5
Listeria monocytogenes Zur Verfigung gestellt von Prof. Dr. LIS
Stamm EGD Hans-Willi Mittriicker (UKE)
Listeria monocytogenes Zur Verfigung gestellt von Prof. Dr. LISAactA

Stamm AactA

2.2 Methoden

Hans-Willi Mittrticker (UKE)

2.2.1 Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung von Listeria monocytogenes

Die Anzucht von L. monocytogenes (Stamm EGD und AactA) erfolgte auf TSB-Agar

bzw. in TSB-Medium. Eine dauerhafte Kultur wurde nicht durchgefiihrt, sondern nur

kurzzeitige Anzuchten zur Gewinnung von Infektionsstocks oder hitze-inaktivierten

L. monocytogenes.

2.2.1.2 Generierung der Infektionsstocks von Listeria monocytogenes

Ein Infektionsstock mit bekannter Zellzahl (bereitgestellt von der AG Mittriicker (UKE))

wurde genutzt um C57BI6/J Mannchen zu infizieren. Die Infektionsdosis lag bei 1x10*

Bakterien pro Tier und wurde wie in 2.2.1.3 beschrieben durchgefihrt. An d3 p.i. wurde
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ein Leberlappen des infizierten Tieres entnommen, homogenisiert und anschliel3end
mit sterilem PBS bis 1077 verdunnt. Aus den Verdiinnungstufen 104 bis 10" wurden
100 pL auf Palcam-Agarplatten ausplattiert und 48 h bei 37 °C inkubiert. Die Bebritung
fand auf Palcam-Agar statt, da dieser als Selektivagar fir L. monocytogenes genutzt
wird. Dieser Selektivhahrboden ist durch die Zugabe von Lithiumchlorid, Ceftazidim,
Polymyxin B und Acriflavin hochselektiv und durch die Verstoffwechselung von
enthaltenem Asculin und anschlieBender Reaktion mit weiteren Inhaltsstoffen
entstehen schwarze Hofe um Kolonien von L. monocytogenes. Im Anschluss an die
Inkubation erfolgte das Uberfiihren einer Einzelkolonie, die einen schwarzen Vorhof
aufwies, in 100 mL vorgewarmtes TSB-Medium. Die Kultur inkubierte G.N. bei 200 rpm
und 37 °C. AnschlieRend erfolgte die Abschéatzung der Zelldichte mittels Messung der
ODe0o (ODsoo von 1.0 = 8x10° Zellen / mL). Im Anschluss wurde die Kultur auf zwei 50
mL Schraubdeckelgefal3e aufgeteilt und bei 2000 x g, 4 °C fur 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgekippt und das Pellet zweimal mit eiskaltem, sterilem PBS
gewaschen. Im néchsten Schritt erfolgte ein Resuspendieren der Zellen in 50 mL
sterilem PBS/10% Glycerin. Die Suspension wurde aliquotiert und bei -80°C gelagert.
Zur exakten Bestimmung der koloniebildenden Einheiten (KBE), wurde ein Aliquot mit
sterilem PBS bis 108 verduinnt, anschlieRend 100 uL der 10 bis 10 Verdiinnungen
jeweils auf einer TSB-Agarplatte ausplattiert und t.N. bei 37°C inkubiert. Am Folgetag

wurde die Zellzahl nach folgender Formel bestimmit:

KBE = 10 * Zellzahl * Verdiinnungsstufe

Die Infektionsstocks fur L. monocytogenes AactA wurden, aufgrund der fehlenden
Fahigkeit zur Ausbildung einer stabilen Infektion, direkt aus einer Ubernachtkultur

gewonnen und es erfolgte keine Passage Uber eine Maus.

2.2.1.3 Intravendse Infektion mit Listeria monocytogenes

Die Infektion mit L. monocytogenes erfolgte intravends und ohne Narkose. Die Tiere
wurden mit Hilfe einer Infrarotlampe erwarmt und anschlieRend in eine Fixationsréhre
platziert. Die L. monocytogenes (EGD = 1x10* bzw. AactA = 1x107) wurden in einem

Volumen von 200 pL PBS (auf 37°C vorgewarmt) i.v. in die Schwanzvene injiziert. Die
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Injektion dauert nur wenige Sekunden. Im Anschluss, sofern keine Blutungen

auftraten, wurden die Tiere zuriick in den Kafig gesetzt.

2.2.1.4 Kryokonservierung und Auftauen von Entamoeba histolytica

Der im Folgenden beschriebene Ablauf gilt fir eine T25-Zellkulturflasche. Der
Gefrierbehélter wurde 45 min vor Benutzung zur Vorkihlung bei -20 °C gelagert. Die
verwendeten Kryo-Réhrchen mit Schraubdeckel wurden mit 100 pl DMSO und 60 pL
50 %iger Sucroselésung (beides steril) beflllt.

Die Amoben sollten eine Konfluenz von ca. 90% aufweisen. Das alte Medium wurde
entfernt und die Amdében in 5 mL eiskaltem TY-Medium abgel6dst und resuspendiert.
Im Anschluss wurden 840 pL der Zellsuspension in die vorgefillten
SchraubdeckelgefalRe tberfuhrt. Die beflillten R6hrchen wurden in den Gefrierbehalter
gegeben und U.N. in einer -80 °C Tiefkuihltruhe gelagert. Hierdurch erfolgte ein
definiertes Abkihlen der Suspension von 1 °C/min. Im Anschluss wurden die Kryo-
Rohrchen zur Langzeitlagerung in Kryotanks, welche fliissigen Stickstoff als Kiihimittel
verwenden, Uberfuhrt.

Zur Uberprifung der Kryokonservierung, wurde einige Tage spater ein Aliquot
entnommen und entsprechend folgendem, allgemein gtiltigem, Ablauf aufgetaut.
Direkt nach der Entnahme aus dem Kryotank wurde das Rohrchen auf Eis gelagert.
Mit vorgewarmtem TY-Medium (37°C) wurde das RoOhrchen aufgefullt und die
Suspension zigig zum Schmelzen gebracht. Der gesamte Inhalt wurde, zusammen
mit vorgewarmtem TY-Medium, in eine T25-Zellkulturflasche gegeben und diese
randvoll geflllt. Nach 24 Stunden erfolgte ein Wechsel des Mediums durch
vorsichtiges Abgie3en und anschlieRendem Befiillen mit neuem vorgewérmtem

Medium.

2.2.1.5 Anfertigung des TY-Mediums, Standardkultur von Entamoeba histolytica und

Ansetzen der OP-Amoben

Das TY-Medium wurde wie in Tabelle 5 angegeben zusammengefiigt und in einem
Endvolumen von 4350 mL geldst. Im Anschluss wurden jeweils 435 mL des Mediums
in  Schottflaschen aufgeteilt. Das Autoklavieren des Mediums erfolgte in

Schnellkochtdpfen, in denen es bei voll aufgebautem Druck fur 15 min gekocht wurde.
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Nach dieser Kochzeit kiihlten die Topfe, bis zum Abbau des Uberdruckes ab, und das
Medium wurde bis zur Komplettierung bei 4°C gelagert.

Zur Komplettierung wurden 50 mL hitzeinaktiviertes Rinderserum, 15 mL Vitamin-Mix,
und jeweils 0,5 % (v/v) Penicillin und Streptomycin hinzugegeben. Nach Zugabe aller
Substanzen erfolgte die Lagerung der Flaschen ebenfalls bei 4°C. Vor der Nutzung fir
die Kultur wurde das Medium nochmal steril filtriert.

Die Kultivierung von E. histolytica erfolgte in T25-Zellkulturflaschen. Bei Erreichen
einer Konfluenz von 90 % wurde das Medium abgegossen und die Zellen durch
kraftiges Schitteln und nachfolgendem Abspulen mittels Stabpipette in 5 mL frischem,
vorgewarmtem Medium abgel6dst. Anschlielend wurde in neue vorgefilite Flaschen
ein Aliquot der Zellsuspension gegeben, um eine passende Verdiinnung zu erreichen.
Die Flaschen wurden randvoll geflllt, um damit eine anaerobe Kultivierung zu
erreichen. Die Bestimmung der passenden Verdinnung konnte nicht anhand fester
Kriterien erfolgen. Generell ist davon auszugehen, dass ein Drittel der abgeldsten
Zellsuspension eingesetzt werden muss, damit 24 h spater wieder 90 % Konfluenz
erreicht werden. Bei jeder Verlangerung der Wachstumsphase um 24 h sollte die
Menge der eingebrachten Zellsuspension gedrittelt werden (48 h ein Zehntel; 72 h ein
Drei3igstel). Aufgrund der gro3en Anfalligkeit von E. histolytica, gegeniber auch
kleinen Veré&nderungen &ufRerer Parameter, wurden immer verschiedene
Verdinnungen fir die Kultivierung genutzt und dabei auch das Wachstumsverhalten
der vergangenen Tage berlcksichtigt. Beispielhaft hierfur waren fir 48 h
Wachstumsphase je eine Kulturflasche mit 1/5 und 1/10 und fur 72 h 1/10, 1/20 und
1/30 der Zellsuspension.

Fur die Durchfihrung der Induktionen des ALA wurde E. histolytica zusatzlich speziell
kultiviert. Hierfir wurden die Amoben 24 h vor der OP aus den T25-Zellkulturflaschen
in T75-Zellkulturflaschen Uberfuihrt, was vom Ablauf dem bei der Routinekultur
entsprach. Die Amdben, die fur die OP genutzt werden, sollten eine Konfluenz von ca.
50 % aufweisen. Ahnlich wie bei der Standardkultur ist auch beim Ansetzen der OP-
Amoben von einer Varianz des Wachstums auszugehen, weshalb verschiedene
Verdinnungen angesetzt wurden. Als passend haben sich meist die
Verdinnungsstufen 1:3 und 1:4 herausgestellt. Aus einer passend bewachsenen T75-

Zellkulturflasche enthélt man die Anzahl an Amében um etwa 3-5 Tiere zu operieren.
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2.2.2 Tierexperimentelle Arbeiten

Alle tierexperimentellen Arbeiten wurden nach Begutachtung durch die Hamburger
Behorde fir Gesundheit und Verbraucherschutz genehmigt und unter
Bertcksichtigung aller tierschutzrechtlichen Kriterien durchgefuhrt (N082/2018).
C57BL/6J (Wildtyp), C57/BL6J CCR27 und C57/BL6J IL-187 wurden im Tierhaus des
Bernhard-Nocht-Institutes fur Tropenmedizin geztuchtet und wéhrend ihrer gesamten
Lebensdauer unter 50-60 % Luftfeuchtigkeit, 12 Stunden Tag/Nacht-Rhythmus und
einer Umgebungstemperatur von 21 °C gehalten. Das Euthanasieren der Tiere vor der
Organentnahme erfolgte durch den Einstrom von 20% CO2/Minute, Uber eine
Verwirbelungsplatte in den Kafig, bis zum Atemstillstand und anschlie3ender
Herzpunktion bzw. cervikaler Dislokation.

2.2.2.1 Induktion des Amobenleberabszesses

Der erste Schritt stellte das Ablésen der Amdben und das Einstellen der korrekten
Zellzahl/mL dar. Hierfur wurde das Medium, bis auf ca. 15 mL, aus den T75-
Zellkulturflaschen abgegossen und die Flaschen auf Eis gelegt. Nach einer Inkubation
von 5-10 min auf Eis wurden die Amoben durch kraftiges Klopfen vom Boden der
Zellkulturflaschen geldst und anschlieBend in 50 mL Schraubdeckelgefal3e Uberfihrt.
In diesen erfolgte die Zentrifugation bei 300 x g, 4°C fur 5 min, nach derer der
Uberstand abgekippt und die Zellen im Riickfluss resuspendiert wurden. Die Zellzahl
der Suspension wurde durch Zahlen mit der Neubauer-Zahlkammer bestimmt und
durch Verdinnen mit inkomplettem TY-Medium oder erneute Zentrifugation und
Resuspendieren in geringerem Volumen auf 1x10’ Zellen/mL eingestellt. Die
Zellsuspension wurde moglichst schnell fur die Induktion des ALA verwendet und bis
dahin auf Eis gelagert.

Fur die intrahepatische Infektion mit E. histolytica wurden die Tiere zunachst in
Narkose gelegt. Zur Einleitung der Narkose wurde eine Losung intraperitoneal
verabreicht, die aus 1 mg/kg KG Meditomidin und 75 mg/kg KG Ketamin in Saline
(0,9% ige NaCL-L6sung) besteht. Von dieser Injektionslésung wurden 8 pL pro g/KG
I.p. injiziert. Die Toleranzzeit dieser Methode betragt pro Tier etwa 60 min. Nach dem
Einsetzen der Narkose, erfolgter Rasur, Auftragung von Augencreme und
Hautdesinfektion mit iodhaltiger Losung, wurde fur die intrahepatische Injektion der
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Amdben eine Laparotomie durchgefiihrt. Die Grol3e des Schnittes betrug ca. 5 mm.
Es wurden 2x10° E. histolytica Trophozoiten in einem Volumen von 20 pl unter die
Leberkapsel des grofRen Leberlappens injiziert. Im Anschluss erfolgte das
VerschlieRen des Peritoneums und der Muskularisschicht mit einer U-Naht aus
resorbierbarem Nahtmaterial und der &uReren Haut mit einem chirurgischen Wundclip.
Die intramuskuléare Injektion von 2,5 mg/kg KG Atipamezol in Saline fuhrte zur
Aufhebung der Narkose innerhalb von 10 min. Die Tiere lagen wahrend der gesamten
Behandlung bis zum Erlangen des vollen Bewusstseins auf 37 °C warmen

Warmeplatten.

2.2.2.2 Isolierung und Antikorperfarbung von Splenozyten

Den zu untersuchenden Tieren wurde die Milz entnommen, in PBS tberfihrt und, bis
die Organentnahme fir alle Tiere abgeschlossen war, auf Eis gelagert. Die Milzzellen
wurden durch Nutzung eines Zellsiebes (70 pum) vereinzelt und insgesamt in 10 mL
PBS aufgenommen. Danach erfolgte eine Zentrifugation bei 300 x g und 4°C fir 5 min.
Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 3 mL Erythrozytenlyse-Puffer
suspendiert und die Suspension fur 5 min bei RT inkubiert. Anschliel3end erfolgten die
Zugabe von 10 mL PBS und eine erneute Zentrifugation (300 x g, 4 °C, 5 min). Der
Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 3 mL Medium resuspendiert und die Lésung
durch ein Zellsieb (50 um) gegeben, um entstandene Zellklumpen zurtickzuhalten. Im
Anschluss erfolgte die Bestimmung der Zellzahl, nach derer das entsprechende
Volumen in 3 mL Polystyrolrdhrchen (FACS-R6hrchen) Uberfihrt und mit 1 mL PBS
aufgefillt wurde. Fur die Farbung wurden 2x10°8 Zellen pro Probe eingesetzt. Danach
folgte erneut eine Zentrifugation (300 x g, 4 °C, 5 min) wonach der Uberstand entfernt,
und Antikorperlésung hinzugegeben wurde. Diese bestand aus den verwendeten
Antikorpern, die in der passenden Konzentration in murinem Fc-Block angesetzt

wurden (
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Tabelle 8, Tabelle 9).

Nach Zugabe der Antikdrperlosung wurden die Proben fur 30 min bei 4°C inkubiert.
Anschlie3end wurden die Proben dreimal mit 2 mL PBS gewaschen. Nach dem dritten
Waschschritt wurde das Pellet in 100 pL 1%iger PFA-LOsung resuspendiert und
mindestens 30 min maximal U.N. bei 4°C fixiert. Die Messung der Proben erfolgte bis

maximal 24 h nach der Fixierung.

2.2.2.3 Isolierung und Antikorperfarbung von Lymphozyten aus der Leber

An verschiedenen Tagen im Infektionsverlauf wurden Lymphozyten aus der Leber von
naiven und infizierten Versuchstieren isoliert. Hierzu wurde jeweils der grof3e
Leberlappen entnommen und, bis die Organentnahme bei allen Versuchstieren
abgeschlossen war, in PBS auf Eis gelagert. Im Anschluss wurden die Leberlappen
mit Hilfe eines 70 um Zellsiebes in ein 50 mL Schraubdeckelgefal3 (2 mL PBS
vorgelegt) homogenisiert. Die Zellsiebe wurden zweimal mit 5 mL PBS gespiilt.
AnschlieRend wurden die Proben zentrifugiert (5 min, 300 x g, 4°C), der Uberstand
verworfen, das Pellet in 5 mL 80 %igem Percoll resuspendiert und die Suspension in
15 mL SchraubdeckelgefaRe Uberfihrt. Im Anschluss daran erfolgte vorsichtiges
Uberschichten mit 5 mL 40%igem Percoll, wonach die Proben zentrifugiert (1500 x g,
21°C, 25 min, Be- und Entschleunigung auf niedrigster Stufe) wurden und die
intermediare Phase mit einer 1000 mL Kolbenhubpipette entnommen wurde. Sie
wurde in ein neues 15 mL Schraubdeckelgefal? Gberfuhrt, anschlie3end mit PBS auf
15 mL aufgefullt und zentrifugiert (5 min, 300 x g, 4°C). Das entstandene Pellet wurde
in 2 mL Erythrozytenlyse-Puffer resuspendiert, fir 5 min inkubiert, anschlieRend mit
10 mL PBS abgestoppt und zentrifugiert (5 min, 300 x g, 4°C). Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet im Ruckfluss resuspendiert und in 3 mL Polystyrolrdhrchen
(FACS-R06hrchen) uberfiihrt. Diese wurden mit 1 mL PBS beflllt, anschliel3end
zentrifugiert (5 min, 300 x g, 4°C) und der Uberstand ganzlich dekantiert. AnschlieRend

wurden die Proben mit 30 uL Antikorperldsung (
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Tabelle 8) vermischt und fur 30 min, 4°C inkubiert. Nach der Farbung wurden die
Proben dreimal mit jeweils 2 mL PBS gewaschen und nach der letzten Zentrifugation
in 100 pL 1%iger PFA-L6sung resuspendiert und fir mindestens 30 min oder U.N. bei

4°C fixiert. Die Messung der Proben erfolgte bis maximal 24 h nach der Fixierung.

2.2.2.4 Terminale Blutenthnahme und Verarbeitung des Blutes zur Antikorperfarbung

Direkt nach Eintritt des Todes der Tiere, erkennbar durch Ausbleiben des
Atemreflexes, wurde eine Herzpunktion durchgefuhrt, um terminal das Blut zu
entnehmen. Das Blut wurde in 1,6 mL Heparinréhrchen tberfiihrt und bis zur weiteren
Verwendung auf Eis gelagert. Das Blut aus den Heparinréhrchen wurde vollstéandig in
ein 50 mL Schraubdeckelgefal® dberflihrt. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von
20 mL Erythrozyten-Lysepuffer und eine Inkubation von 5 min. Danach wurden 30 mL
PBS hinzugegeben, die Proben zentrifugiert (400 x g, 10 min, 4°C), der Uberstand
grofldtenteils dekantiert, jedoch der letzte Rest vorsichtig mit einer Stabpipette
abgenommen und das Pellet in 20 mL frischen Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert.
Nach 5 min Inkubation wurden 30 mL PBS hinzugegeben, die Proben zentrifugiert und
der Uberstand entfernt. Das Pellet wurde im Rickfluss resuspendiert, die
Zellsuspension uber ein 50 um Zellsieb gegeben und dieses mit 1 mL FACS-Puffer
gespult. Es wurden, soweit vorhanden, 2x108 Zellen zur Farbung eingesetzt. Die

Proben wurden mit 30 puL Antikorperlosung (
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Tabelle 8) vermischt und fur 30 min, 4°C inkubiert. Nach der Farbung wurden die
Proben dreimal mit jeweils 2 mL PBS gewaschen, nach der letzten Zentrifugation in
100 pL 1%iger PFA-L6sung resuspendiert und fur mindestens 30 min oder U.N. bei

4°C fixiert. Die Messung der Proben erfolgte bis maximal 24 h nach der Fixierung

2.2.2.5 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer (Tiefe 0,1
mm, 0,0025 m2).

Hierfir wurde zunéchst eine geeignete Verdinnung (meist 1:50 oder 1:100) der
Zellsuspension in 0,4 % Trypanblau hergestellt, wovon 10 uL in die Zahlkammer
pipettiert wurden. Unter dem Lichtmikroskop wurden anschlieRend die lebendigen
Zellen in vier Grol3quadraten gezahlt. Die Zellzahl pro mL wurde mittels folgender
Formel berechnet:

Zellzahl mL = Gesamtzellzahl Anzahl ausgezahlter GroRquadrate x
Verdinnungsfaktor x 10.000

2.2.2.6 Determinierung der Menge an intrazellularen reaktiven Sauerstoffspezies

Bevor die Untersuchung durchgefiihrt werden konnte, musste die Nachweisreagenz
titriert werden. Diese (CM-H2DCFDA) lag in 50 pg Aliquots vor und wurde in 100 pL
purem Ethanol gel6st. Hieraus wurde eine 1:100 Verdinnung in purem Ethanol
angesetzt. Aus dieser 1:100 Verdinnung wurden Gesamtverdiinnungen von 1:2000,
1:5000; 1:10.000 und 1:20.000 in DPBS angefertigt. Es wurde jene Konzentration
benutzt, die bei pro-inflammatorischen Ly6C" Monozyten aus naiven Tieren ca. 30-
50 % ROS* Zellen ergab.

Die Bestimmung der intrazellularen Konzentration an reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS-Assay) wurde fur beide Infektionsmodelle an den Tagen 1, 2 und 3 nach
Infektion sowie flir naive Tiere durchgefuhrt. Hierzu wurden die Tiere ggf. wie bereits
beschrieben mit dem jeweiligen Erreger infiziert. An den zu untersuchenden
Zeitpunkten wurde von den Tieren die Milz entnommen, in PBS Uberfuhrt und auf Eis
gelagert. Die Milzzellen wurden wie bereits beschrieben vereinzelt (siehe 2.2.2.2). Im
Anschluss erfolgte die Bestimmung der Zellzahl und das Uberfiihren der
entsprechenden Anzahl an Splenozyten (2x108 pro Ansatz) in eine 96-Well U-Boden

Platte. Die Zellen wurden noch zweimal mit DPBS gewaschen und anschliel3end in
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100 pL der entsprechenden Verdinnung des CM-H2DCFDA oder DPBS (Kontrolle)
resuspendiert. Darauffolgend wurden die Zellen bei 37 °C, 5 % COz2 lichtgeschuitzt fur
30 min inkubiert und danach zweimal mit DBPS gewaschen und abschlieRend in
Antikdrperlosung (Tabelle 7) resuspendiert. Die Farbung erfolgte fir 30 min bei 4 °C
im Dunkeln und abschlie3end wurden die Proben zweimal mit DPBS gewaschen. Die
Analyse der Menge intrazellularer reaktiver Sauerstoffspezies erfolgte am
Durchflusszytometer LSR Il. Die Versuche wurden zusammen mit Malte Vogelsang
durchgefuhrt und sind zum Teil in seiner Bachelorarbeit ,Zur Rolle von
inflammatorischen Effektormolekilen im Infektionsmodell fur Listeria monocytogenes
und Entamoeba histolytica® enthalten, die am 07.07.2020 an der Hochschule fur
angewandte Wissenschaften Hamburg eingereicht wurde.

2.2.2.7 Determinierung der Abszessgewichte

Um die Gewichte der Leberabszesse zu bestimmen, wurde der gesamte entnommene
Leberlappen, inklusive des Abszesses, abgetrocknet und anschlieRend gewogen.
Darauffolgend wurde der Abszess mit Hilfe eines Skalpells aus dem Leberlappen
herausgeschnitten. Weiterhin konnte in diesem Schritt beurteilt werden, ob es sich um
einen Abszess oder einen Leberinfarkt handelt. Ein Abszess bildet feste, scharf
abgegrenzte Strukturen im tiefen Lebergewebe aus, wahrend ein Infarkt eine grofRe
oberflachliche Verhartung und Verfarbung des Lebergewebes verursacht, jedoch nicht
in die Tiefe es Gewebes reicht.

2.2.2.8 Adoptiver Transfer von Monozyten

Fur den adoptiven Transfer von Monozyten wurden C57BIl/6 CD45.1 Tiere mit
L. monocytogenes AactA infiziert. An d2 p.i. wurde submandibular ein Tropfen Blut
entnommen und der Aktivierungsstatus der Monozyten anhand der
Oberflachenmarker (Panel 2) analysiert. Gleiches wurde fir naive C57BI/6 CD45.1
Tiere durchgefuhrt. An d3 p.i erfolgte das Euthanasieren der Tiere mittels CO2 und
cervikaler Dislokation. Es wurden die Milz entnommen und die beiden Hinterbeine
abgetrennt. Die Knochen der Hinterbeine wurden mit 2 mL ausgespult. Hierfur wurde
der Oberschenkelknochen als auch der Unterschenkelknochen vom Gewebe getrennt
und vom Ful3-, Knie- und Huiftgelenk abgetrennt. Im Anschluss wurde das

Knochenmark it Hilfe einer Kantle herausgespult und tber ein Zellsieb vereinzelt. Die
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Milzzellen wurden wie bereits beschrieben vereinzelt und alle Zellen in PBS
(2% FBS+1mM EDTA) resuspendiert. Die Zellzahl wurde determiniert, die Zellen auf
1x108/ mL eingestellt und die Isolierung der Monozyten mit dem EasySep™ Monocyte
Isolation Kit der Fa. StemCell Technologies durchgefiihrt. Es wurde nach der
zugehdrigen Arbeitsvorschrift vorgegangen. Nach Erhalt der isolierten Zellen, wurden
diese auf eine Zellzahl von 5x108/ mL eingestellt. Aufgrund der geringen Zellzahl aus
naiven Milzen, wurden Zellen aus dem Knochenmark hinzugeftigt, um die notwendige
Zellzahl an zu transferierenden Monozyten zu erreichen. Im Selben Verhaltnis wurden
den Milz-Monozyten aus den infizierten Tieren, Monozyten aus dem Knochenmark
infizierter Tiere hinzugefugt. Wahrend der Isolierung wurden zeitgleich die Amoben far
die Operation vorbereitet (2.2.1.5). Die Isolierung und Reinigung der Monozyten wurde
mit freundlicher Unterstiitzung von Claudia Marggraff durchgefihrt.

Nach Abschluss der ALA-Induktion wurden 1x10° isolierte Monozyten intravends in
jede Rezipientenmaus gegeben. Die Reinheit und die Effizienz der Isolierung und die
Expression spezifischer Oberflachenmolekile der isolierten Monozyten wurde mit

einem kleinen Aliquot der Zellen durchflusszytometrisch untersucht (

49



Material und Methoden

Tabelle 8).

An Tag 3 nach der ALA-Induktion wurden die Tiere euthanasiert, die Leber, Milz sowie
das Blut entnommen. AnschlieRend erfolgte das Auswiegen des Abszessgewebes und
die Aufbereitung der Zellen zur Analyse mittels Durchflusszytometrie (2.2.2.2, 2.2.2.3,
2.2.2.4). Zusatzlich wurde 20 puL Leberhomogenat in 180 puL TriZol aufgenommen und
fur spatere Analysen bei -80°C gelagert. Weiterhin wurden die Blutproben zentrifugiert
(10min, 4°C, 2000 x g) um Serum zu erhalten, welches ebenfalls fir spatere Analysen

bei -80°C gelagert wurde.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 FACS-Sortierung von Monozyten und Next-Generation Sequencing

Die Vorbereitungen fir das FACS-Sorting begannen 24 h vor dem Experiment. Die
15 mL Schraubdeckelgefalle, in die spater die Zellen sortiert wurden, wurden mit 5 mL
RNAprotect Cell reagent beflllt und anschlieBend auf einem Rollschittler bis zur
Verwendung inkubiert.

Es wurden verschiedene biologische Zustande untersucht: naive Tiere, ALA d3 p.i.,
ALA d5 p.i., LIS d3 p.i. und LIS d5 p.i. Im Folgenden wurden jeweils flinf Leberlappen
in denen ein ALA sichtbar war und je drei Leberlappen aus den LIS-Tieren zu einer
biologischen Probe vereint.

Die Tiere wurden mit CO2 getttet und anschlie3end erfolgte die Perfusion der Leber
mit 5 mL PBS und die Entnahme des entsprechenden Leberlappens. Dieser wurde im
Anschluss mit einem Spritzenstempel durch ein 70 um Zellsieb homogenisiert und
dieses mit 10 mL PBS gespuilt. Nachfolgend erfolgte eine Zentrifugation bei 300 x g,
4°C fur 5 min. Der Uberstand wurde dekantiert, das Pellet in 5 mL 40% Percoll
resuspendiert und in ein 15 mL Schraubdeckelgefald tberfuhrt. Anschliel3end folgte
eine Zentrifugation bei 400 x g, 30 min, RT und Bremse und Beschleunigung auf
niedrigster Stufe. Der Uberstand wurde dekantiert, das Pellet in 3 mL Erythrozyten-
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Lysepuffer resuspendiert und fur 5 min, RT inkubiert. AnschlieRend erfolgte ein
Auffullen des GefaRes mit PBS und eine Zentrifugation 300 x g, 4°C, 5 min. Der
Uberstand wurde abgegossen, das Pellet im Ruckfluss resuspendiert, die gesamte
Suspension in 3 mL Polysterolréhrchen (FACS-Rohrchen) tberfuhrt, das Réhrchen
zusatzlich mit 500 pL FACS-Puffer ausgespilt und diese anschlieBend ebenfalls in
das FACS-RoOhrchen gegeben. Im Anschluss wurde das FACS-RdAhrchen zentrifugiert
(300 x g, 4°C, 5 min) und der Uberstand entfernt. Es wurden 50 pL Blocklésung (1 pL
Rattenserum; 0,5 puL Fc-Block (anti CD16 +CD32); 48,5 uL FACS-Puffer) und 50 pL
Farbelésung (0,75 pL Ly6C-FITC; 0,5 puL CD11b-APCCy7; 0,5 pL Ly6G-APC;
48,15 pL FACS-Puffer) in das Rohrchen gegeben, das Pellet darin resuspendiert und
fur 30 min bei 4°C inkubiert. Nach der Farbung wurden die Proben dreimal mit 2 mL
FACS-Puffer gewaschen, jeweils bei 300 x g, 4°C fur 5 min zentrifugiert und
abschlieBend in 500 pL FACS-Puffer resuspendiert. Wahrend des FACS-SORT
wurden die Zellen in die vorbereiteten 15 mL Schraubdeckelgefale mit 5 mL
RNAprotect Cell Reagent sortiert, nach Abschluss der Sortierung invertiert und .N.
bei RT inkubiert. Am Folgetag wurde die RNA mit dem RNeasy Plus Micro Kit der Fa.
Qiagen nach Herstellerangaben aus den sortierten Zellen isoliert, wobei <5x10°8 Zellen
eingesetzt wurden. Nach Abschluss der RNA Isolation erfolgte die Bestimmung der
RNA-Integritat mittels Messung am Agilent RNA 6000, auch hier wurde nach Angaben
aus dem Herstellerhandbuch vorgegangen.

Die RNA wurde auf Trockeneis gelagert und zu BGI nach Hongkong geschickt, wo die
Sequenzierung durchgefuhrt wurde. Die Isolierung der Zellen und Aufarbeitung der
RNA wurden von Dr. Jill Noll und Dr. Karsten Yan durchgefihrt. Die Analyse und
Aufbereitung der Rohdaten tbernahm im Rahmen des SFB841 Dr. Christian Casar.
Die Feinauswertung und Zusammenstellung der Graphen und Abbildungen erfolgte,

soweit nicht anders angegeben, vom Verfasser selbst.

2.2.3.2 RNA Isolierung, DNase Verdau und Synthese von komplementarer DNA
(cDNA)

Zur RNA-Isolierung wurden Gewebeproben mit 1000 pL TRIzol-Reagenz versetzt. Der
Aufschluss der Gewebe erfolgte anschlieRend durch Homogenisierung mit dem
TissueLyzer LT unter Verwendung einer 5 mm Edelstahlkugel per

Eppendorfreaktionsgefal’ (EPC) fur 4 min bei 50 Hz. Fur den Aufschluss von Zellen ist
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Vermengung mit TRIzol-Reagenz und anschlieBendes grundliches Vortexen
ausreichend. Danach wurde in einem Verhaltnis von 1:6 (v/v) Chloroform
hinzugegeben, die Probe intensiv gemischt und im Anschluss fir 3 min bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte eine Zentrifugation fur
15 min bei 12.000 x g und 4 °C. Die obere, wassrige Phase wurde in ein neues EPC
Uberfahrt, 800 pL Isopropanol hinzugegeben und intensiv gemischt. Nach 10 min
Inkubation bei RT wurde die Probe bei 4°C und 12.000 x g fir 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 500 pL Ethanol (75%) suspendiert.
Abschliel3end folgte erneute Zentrifugation bei 4°C und 12.000 x g 10 min, der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 500 pL Ethanol (75%) resuspendiert.
Nach weiterer Zentrifugation bei 4°C, 12.000 x g fir 10 min wurde der Uberstand
komplett entfernt und das Pellet bei Raumtemperatur getrocknet. Anschlieend wurde
das Pellet in 50 uL RNase-freiem Wasser (Leberproben: 200 pL) resuspendiert. Als
letzter Schritt erfolgte die Bestimmung der RNA-Konzentration mittels Nano-Drop
Photometer und anschliel3end wurden die Proben bei -80°C gelagert.

Fur den DNase-Verdau wurde das RNase-Free DNase Set der Fa. Qiagen verwendet.
Es wurde nach den Herstellerangaben gearbeitet. Die Deaktivierung der DNase
erfolgte durch 15-mindtige Erhitzung des Ansatzes auf 75°C. Im Anschluss erfolgte die
Lagerung der DNase-verdauten Proben bei -80°C.

Zur Generierung von cDNA aus isolierter RNA wurde das Maxima First Strand cDNA
Synthesis Kit der Fa. ThermoFisher genutzt. Es wurde, wie in der zugehdrigen

Arbeitsvorschrift beschrieben, vorgegangen.

2.2.3.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR zur Determinierung der optimalen Annealing Temperatur der verwendeten
Primer wurden mit dem Maxima SYBR Green 2x qPCR Master Mix der Fa.
ThermoFisher durchgefiihrt. Die Ansatze der Reaktionen waren wie folgt

zusammengesetzt und liefen mit folgendem Programm.
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Tabelle 13: PCR Reaktionsansatz fur die Bestimmung der optimalen Annealing Temperatur

Reagenz

Volumen

SYBR Green Master Mix
Primer Forward

Primer Reverse

cDNA

Wasser

5uL

0,5 pL (10 pmol)
0,5 L (10 pmol)
0,5 L (100 ng)
Add 10 pL

Tabelle 14: PCR Programm zur Bestimmung der optimalen Annealing Temperatur

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Time [s]
Initiale Denaturierung 95 180
Denaturierung 95 30
Annealing 54-64 20 40
Elongation 72 15 Zyklen
Finale Elongation 72 300
Die Bewertung der optimalen Annealing Temperatur erfolgte mittels

Agarosegelelektrophorese (2% Agarose in TAE-Puffer). Zur Detektion der DNA wurde
den Gelen interkalierender Farbstoff (SYBR Green) zugesetzt (0,05 pL / mL Gel).
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2.2.3.4 Quantitative Polymerasekettenreaktion (qQPCR)

Zur Beurteilung der quantitativen Genexpression wurde eine gPCR mit folgender
Zusammensetzung der eingesetzten Reagenzien und folgendem Programm
durchgefuhrt. Es wurde das Maxima SYBR Green 2x qPCR Master Mix Kit der Fa.
ThermoFisher genutzt.

Tabelle 15: Allgemein genutzter qPCR Reaktionsansatz

Reagenz Volumen
Maxima SYBR-Green 2x gPCR Master 5puL

Mix

Primer fwd (10 pmol) 0,5 pL

Primer rev (10 pmol) 0,5 uL

cDNA 0,5 pL (100 ng)
Wasser Add 20 pL

Tabelle 16: Allgemein genutztes gPCR Programm

Reaktionsschritt T[°C] Time [s]
Anfangsdenaturierung 95 180

Denaturierung 95 30 40
Annealing/Elongation 60 20 Zyklen

Schmelzkurvenanalyse von 67 — 95 °C

Die Bewertung der optimalen Annealing Temperatur erfolgte mittels
Agarosegelelektrophorese (2% Agarose in TAE-Puffer). Zur Detektion der DNA wurde
den Gelen interkalierender Farbstoff (SYBR Green) zugesetzt (0,05 pL / mL Gel).

2.2.4 Biochemische Methoden

2.2.4.1 LEGENDplex zur Beurteilung der Zytokinproduktion
Der LEGENDplex (Biolegend) wurde mit Zellkulturiberstanden, Blutplasma und

lysiertem Lebergewebe durchgefuhrt. Das Lebergewebe wurde vorher extra
behandelt, um die Zellen zu lysieren. Hierzu wurde eine bestimmte Menge an Leber

(ca. 0,15 g) entnommen. Das Gewebsstiick wurde anschlieRend durch ein Zellsieb
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(70um) homogenisiert, um die Zellen zu vereinzeln und zu lysieren. Das Zellsieb wurde
im Anschluss mit 2 mL LEGENDplex-Lysepuffer gewaschen und die gesamte
Suspension 30 Sekunden gevortext. Danach erfolgte eine Zentrifugation der Ansatze
(8000 x g, 5 min, 4 °C). Es wurden 500 pL des entstandenen Uberstandes
abgenommen und in ein EPC uberfihrt. Dieser Uberstand wurde direkt als Probe im
LEGENDplex eingesetzt.

Fur die Durchfuhrung des Legendplex mussten alle genutzten Materialien auf
Raumtemperatur erwarmt sein, bevor sie eingesetzt wurden. Fir den LEGENDplex
wurden 6,25 uL Assay Buffer, 6,25 puL Probe, 6,25 pL Mixed Beads und 6,25 pL
Detektions-Antikdrper eingesetzt. Fir die Tests wurden 96-well V-Boden Platten
genutzt. Die Durchfuihrung erfolgte jeweils nach Herstellerangaben aus der dem Kit
beiliegenden Arbeitsanweisung.

Die Analyse erfolgte an einem geeigneten Durchflusszytometer (BD Accuri, BD LSRII).
Der Ablauf der Datenanalyse ist der zum Kit zugehdrigen Arbeitsanleitung zu

entnehmen.

2.2.4.2 Immunhistochemische Untersuchung von Paraffinschnitten

Zur Vorbereitung der Einbettung in Paraffinwachs wurden die genutzten Leberlappen
mindestens 24 h vorher in Formalin (4% Formaldehydlosung) fixiert. Das Einbetten
und Schneiden der Praparate wurde durch die Mitarbeiter der AG Zoonosen unter
Leitung von Prof. Dennis Tappe durchgefuhrt.

Fur die Farbung der Praparate wurde zunachst die Paraffinschicht entfernt und die
Praparate hydratisiert. Hierfir wurden die Glasobjekttrager, auf denen die Schnitte
fixiert wurden, zweimal fur 7 min in Xylol inkubiert. Im Anschluss erfolgten
Waschschritte in einer absteigenden Alkoholreihe (99,8%; 99,8 %; 90 %; 80 %; 70%)
fur je 5 Minuten. Darauffolgend konnten die Objekttrager bis zur weiteren Verwendung
einige Stunden in Spulpuffer gelagert werden. Nachfolgend an die Entparaffinierung
und Hydratisierung erfolgte die Antigendemaskierung durch Kochen in Citratpuffer.
Hierfir wurden 2 L des Citratpuffers in einen Schnellkochtopf geflllt und die
Objekttrager in einen geeigneten Stander hineingegeben. Der Puffer wurde bei
geschlossenem Ventil fir 2 min zum Kochen gebracht, bis der Druck vollstdndig
aufgebaut war. Danach wurde der Druck abgelassen und ca. 1 L Kkaltes

Leitungswasser hinzugegeben, um die Lésung abzukihlen. Der Stadnder mit den
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Objekttragern wurde anschlie3end entnommen und zugig in Spulpuffer tberfuhrt. Alle
weiteren Schritte wurden, wenn nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur auf
einem Schuttler bei 100 rpm durchgefihrt. Im Anschluss an die Antigendemaskierung
erfolgte ein Wasserstoffperoxid-Block mit 3%iger H202-Ldsung fur 10 min, gefolgt von
drei minitigem Waschen in Waschpuffer. Danach erfolgte ein Proteinblock mit 3 %
BSA-LOsung in Spulpuffer fir mindestens 10 min und anschlielBendem Waschen in
Waschpuffer fir 3min. Darauffolgend wurde der Primarantikorper in Antibody-Diluent
in der jeweiligen Verdinnung auf den Objekttrager aufgebracht. Die Inkubation erfolgte
U.N. bei 4°C ohne Schitteln. Nach der Inkubation des Priméarantikorpers wurde der
Objekttrager dreimal fur 5 min in jeweils frischem Spulpuffer gewaschen. Die weitere
Verfahrensweise war abhangig vom genutzten Sekundarsystem.

ZytoChem-Plus HRP Polymer-Kit (Farbung von CD11b und E. histolytica):

Im Anschluss an den letzten Waschschritt nach dem Primarantikdrper erfolgte eine 20-
mindtige Inkubation mit PostBlock (Reagent 2) mit anschlieBendem dreifachen 5-
mindtigem Waschen in Spulpuffer. Danach wurde fir 30 min mit dem HRP-Polymer
(Reagent3) inkubiert und abschlieBend dreimal flr 2 min mit Spulpuffer gewaschen.
DCS DetectionLine SuperVision2 (Farbung von Ly6C):

Im Anschluss an den letzten Waschschritt nach dem Primarantikérper erfolgte eine
zehn minitige Inkubation mit dem Polymer-Enhancer (RT, in feuchter Kammer).
Darauffolgend wurden die Schnitte dreimal fir 2 min in Spulpuffer gewaschen,
anschlieBend fur zehn Minuten (RT, feuchte Kammer) mit HRP-Polymer-Reagenz
inkubiert und dreimal fir 2 min in Spulpuffer gewaschen.

Nach dem letzten Waschschritt des Objekttragers folgte bei beiden Systemen die
enzymatische Farbreaktion. Hierfir wurde zunachst eine Entwicklerlésung angesetzt
(I mL Substratpuffer + 2 Tropfen DAB-Substrat). Einige Tropfen dieser
Entwicklerldsung wurden auf den Schnitt aufgegeben und anschlieRend die Farbung
sofort mikroskopisch begutachtet. Nach Erlangen einer ausreichenden Farbintensitat
erfolgte das Abstoppen der Reaktion durch Abklopfen der Entwicklerlésung und
Uberfiihrung in Wasser. Als Kontrolle der Spezifitat der Farbung wurde ein
Objekttrager nur mit dem Sekundarsystem behandelt und anschlie3end entwickelt. Im
Anschluss an die Antikdrperfarbung erfolgte eine Gegenfarbung des Gewebes mit
Hamatoxylin nach Meyer fir 3 min. Nach diesen 3 min, wurde der Objekttrager fir 10
min unter flieBendem Leitungswasser gespult. Zum Schutz des Gewebes wurden die
Schnitte mit Eukitt® eingedeckt. Hierzu wurde der Objekttrager mittels einer
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aufsteigenden Alkoholreihe (70 %; 80 %; 90 %; 99,8 %, 99,8 %) und anschliel3ender
dreimaliger 5 minutiger Inkubation in Xylol dehydratisiert. Abschlie3end wurde der

Schnitt mit Eukitt® permanent eingedeckt.

2.2.5 Statistische Auswertung der Daten

Die statistische Beurteilung der Ergebnisse erfolgte mittels GraphPad Prism Version 9.
Soweit nicht anders angegeben, wurde fiur alle erhaltenen Ergebnisse eine Nicht-
Normalverteilung der Werte angenommen. Aufgrund zu kleiner Gesamtstichproben
konnten nicht immer Tests auf eine Normalverteilung durchgefuhrt werden. Aus
diesem Grund wurde bei t-Tests mit zwei Stichproben mit unbekannter Verteilung der
Mann-Whitney-Test genutzt. Die Signifikanzen sind in den Abbildungen mit Sternen
visualisiert. Als Signifikanzwert wird der p-Wert ermittelt: p-Werte (Mann-Whitney-t-
Test und Students-t-Test) <0,05 = *; <0,01 = **; <0,001 = ***; <0,0001 = ****,
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3 Ergebnisse

3.1 Zytokinmilieu und Lokalisation der Monozyten in der Leber im Verlaufe der

Infektion mit E. histolytica und L. monocytogenes

Die Bildung von z.B. CCL2 und CCL3 verantwortet die Rekrutierung pro-
inflammatorischer Monozyten (CCL2) oder neutrophiler Granulozyten (CCL3) in
Gewebe. Die Ausschuttung von Zytokinen wie IL-10 oder IFNy im Gewebe beeinflusst
sowohl die bereits vorhandenen als auch neu einstromende Zellen. Durch die
verstarkte Produktion von IFNy werden pro-inflammatorische Kaskaden aktiviert,
wohingegen IL-10 als anti-inflammatorischer Marker zur Regulierung und Kontrolle der
Immunantwort dient. Die Konzentrationen dieser vier wichtigen Zytokine wurden
mittels Multizytokin-Test im Leberhomogenat im Verlauf beider Infektionsmodelle

bestimmt.
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Abbildung 12: Zytokinkonzentrationen in der Leber nach Infektion mit E. histolytica oder L. monocytogenes
Mannliche C57BI/6 Wildtyp Mause wurden entweder intrahepatisch mit E. histolytica (2x10°) oder intravends mit
L. monozytogenes (2x10%) infiziert, zu den indizierten Zeitpunkten die Leber entnommen und aus dem
Leberhomogenat die Zytokinkonzentrationen mittels Multizytokin-Assay (Legendplex, BioLegend) determiniert.
(A) CCL2, (B) IL-10, (C) CCL3 und (D) IFNy Konzentrationen im Leberlysat von E. histolytica oder
L. monocytogenes infizierten Mausen; n=5; gezeigt ist eins von drei reprasentativen Experimenten; Daten sind als
Median = SD dargestellt; Signifikanzwerte wurden mittels Mann-Whitney-Test bestimmt (*p <0.05; **p <0.01; ***p
<0.001).
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Die Konzentration von CCL2 steigt vom naiven Zustand (ca. 10 pg/mL) bis zum Tag 3
nach Infektion im ALA-Modell auf ca. 50 pg/ml signifikant an (p<0,05). An d5 p.i. ist die
Konzentration wieder im Bereich der naiven Tiere (Abbildung 12A). Wahrend der
Infektion mit L. monocytogenes (LIS-Modell) ist ein sehr schneller Anstieg der CCL2-
Konzentration auf 80-100 pg/mL an d1 und d2 p.i. zu verzeichnen. Dieser sinkt zu d3
und d5 signifikant ab, liegt jedoch mit etwa 40 pg/mL noch tber dem Niveau naiver
Proben.

Die Konzentrationen von IL-10 liegen im ALA-Modell an allen untersuchten
Zeitpunkten signifikant Uber denen der naiven Proben und es ist ein signifikanter
Anstieg von d1 p.i. (ca. 380 pg/mL) zu d5 p.i. (ca. 500 pg/mL) zu erkennen (Abbildung
12B). Im Vergleich dazu ist im LIS-Modell keine erhéhte Produktion von IL-10 zu
erkennen und die Konzentration an allen Zeitpunkten ist signifikant niedriger als im
ALA-Modell (p<0,05).

Ein a&hnliches Bild ergibt sich beim Blick auf die Konzentrationen von CCL3 (Abbildung
12C), welches an allen untersuchten Tagen signifikant geringere Konzentrationen im
LIS-Modell, als zum jeweiligen Zeitpunkt im ALA-Modell, aufweist. In ALA-Modell steigt
die Konzentration zu d3 p.i. an und liegt an 5 p.i. (ca. 200 pg/mL) signifikant (p<0,01)
Uber dem Niveau naiver Proben. Im LIS-Modell ist keine signifikante Veranderung der
CCL3-Konzentrationen zu erkennen.

Im ALA-Modell ist die IFNy-Menge im Vergleich zum naiven Status erst an d3 p.i.
(Abbildung 12D) signifikant erhoht. Im LIS-Modell ist hingegen schon an dl1 p.i.
signifikant mehr IFNy nachweisbar als in naiven Kontrolltieren.

Die Konzentration der untersuchten Zytokine im zeitlichen Verlauf der Infektionen zeigt
teils grof3e Unterschiede zwischen beiden Modellen, sowohl in der Kinetik als auch
den absoluten Mengen. In der Infektion mit L. monocytogenes sind pro-
inflammatorische Zytokine in héherer Konzentration nachweisbar, wobei im ALA-
Modell anti-inflammatorisches IL-10 in signifikant héheren Konzentrationen vorliegt.

Neben der Expression der Zytokine wurde auch die Lokalisation der Monozyten in der

Leber im Verlauf beider Infektionsmodelle untersucht.
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Abbildung 13: Lokalisierung von CD11b* und Ly6C* Zellen sowie E. histolytica Trophozoiten in der Leber

Ménnliche C57BI/6 Wildtyp Mause wurden entweder intrahepatisch mit E. histolytica (2x10%) oder intravends mit
L. monocytogenes (2x10%) infiziert, zu den indizierten Zeitpunkten die Leber entnommen, immunohistochemisch
behandelt und geféarbt. Die Schnitte wurden mit Hamatoxylin-Eosin und monoklonalen Antikérpern gegen CD11b
(EPR1344), Ly6C (ER-MP20) und einem polyklonalen Antikdrper gegen E. histolytica gefarbt. Gezeigt sind
reprasentative Schnitte, ausgewahlt aus 3 biologischen Replikaten; braunliche Farbung bedeuten positive Signale;
grofRe Bilder = 20x VergréRerung, kleine Ausschnitte = 40x Vergrof3erung.

Die Betrachtung der Hamatoxylin-Eosin-Farbung ermdoglicht eine histologische
Beurteilung des Gewebes. In beiden Infektionsmodellen bilden sich Abszessstrukturen
aus. Diese sind im ALA-Modell durch grol3e Bereiche lysierten Gewebes
gekennzeichnet, was im LIS-Modell nicht der Fall ist (siehe Abbildung 13A+B). Ein
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weiterer deutlicher Unterschied liegt in der Lokalisation der CD11b* und Ly6C* Zellen.
Diese erscheinen im ALA-Modell vor allem auf3erhalb des Abszesses als ringahnliche
Struktur, wobei die vollstdndige Braunfarbung des Abszesses als unspezifische
Farbung einzuschatzen ist, da keine distinkten Zellen angefarbt werden. Im LIS-Modell
sind die CD11b* als auch die Ly6C* Zellen direkt in den Abszessstrukturen lokalisiert.
Im naiven Gewebe (Abbildung 13C) sind nur wenige CD11b* und Ly6C* Zellen
vorhanden, die sich dazu noch homogen verteilen. Die Anfarbung der E. histolytica
Trophozoiten (Abbildung 13D) beweist das Vorhandensein dieser innerhalb des
Amdbenleberabszesses und, dass an d3 p.i. noch intakte Parasiten in der Leber

vorliegen und die Infektion somit nicht vollstandig bekampft wurde.

3.2 Transkriptomanalyse pro- und anti-inflammatorischer Monozyten aus der
Leber

Aus beiden Infektionsmodellen wurden Monozyten isoliert um eine mMRNA-
Sequenzierung durchzufuhren. Diese Methode ermdglicht einen tiefgehenden Einblick
in die zellularen Reaktionen der untersuchten Zellpopulation zum Zeitpunkt der
Isolation. Es wird die Analyse aller abgelesenen Gene durchgefiihrt und durch den
Vergleich zwischen beiden Infektionsmodellen kdénnen besonders aktivierte oder
herunterregulierte Gene untersucht werden. Der generelle Versuchsablauf ist in
Abbildung 14A dargestellt. Die Infektion der Versuchstiere sowie die Isolation der
Monozyten und anschlieBend der RNA wurden von Jill Noll und Karsten Yan
durchgefuhrt. Die Analyse der Daten wurde, in Zusammenarbeit mit Christian Casar,

vom Verfasser selbst durchgefuhrt.
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Abbildung 14: Schematischer Ablauf und durchflusszytometrische Daten der Transkriptomstudie

(A) Mannliche C57BI/6 Wildtyp Mause wurden entweder intrahepatisch mit E. histolytica (2x10°) oder intravends
mit L. monocytogenes (2x10%) infiziert, zu den indizierten Zeitpunkten die Leber entnommen, die Ly6C" und Ly6C'°
Monozyten durchflusszytometrisch sortiert und anschlieBend fiir die Transkriptomstudie prapariert. Prozentuale
Verteilung von CD11b* (B), Ly6C" (C) und Ly6C'° (D) Zellen in der Leber infizierter Tiere an d3 und d5 p.i. sowie
zusammengefasste Daten fiur CD11b, Ly6C" und Ly6C® (E); absolute Anzahl an isolierten Ly6C" (F) und Ly6C'"
(G) Zellen aus der Leber infizierter Tiere an d3 und d5 p.i.; Daten sind als Median + SD dargestellt; n= 4 infizierte
Tiere pro Zeitpunkt ; Signifikanzwerte wurden mittels Mann-Whitney-Test bestimmt (*p <0.05; **p <0.01; ***p
<0.001; ****p <0.0001).

Die Analyse der prozentualen Verteilung der Zellpopulationen zeigt, dass an d5 p.i. im
LIS-Modell signifikant mehr CD11b* Zellen (Abbildung 14B) in der Leber infizierter
Tiere vorhanden sind als im ALA-Modell. Die prozentuale Verteilung der pro-
inflammatorischen Monozyten (Ly6CM) ist hingegen zu beiden Zeitpunkten gleich
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(Abbildung 14C). Einzig der Anteil anti-inflammatorischer Ly6C'© Monozyten ist im LIS-
Modell an d5 p.i. signifikant geringer als im ALA-Modell (Abbildung 14D). Die gleichen
Ergebnisse zeigen sich, wenn man beide Zeitpunkte zusammengefasst betrachtet
(Abbildung 11E). Es ist jedoch deutlich zu erkennen, dass die absolute Anzahl pro- als
auch anti-inflammatorischer Monozyten in der Leber L. monocytogenes infizierter
Tiere signifikant hoher ist als im ALA-Modell (Abbildung 14E+F).

Eine tiefergehende Analyse der transkriptionellen Unterschiede erfolgte auf Grundlage
einer Hauptkomponentenanalyse (PCA) sowie der Klassifizierung der signifikant
regulierten Gene nach Genontologie Gruppen (GO-Terms). Anhand der Auftragung
mittels Hauptkomponentenanalyse (PCA) kann die Verschiedenheit untersuchter
Gruppen quantifiziert werden. Je groRRer die Entfernung zweier Datenpunkte, desto
unterschiedlicher und umgekehrt. Es zeigt sich, dass 4 Hauptgruppen (Cluster A-D)
identifiziert werden konnten (Abbildung 15A).
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Abbildung 15: Darstellung der transkriptionellen Unterschiede in Ly6C" und Ly6C'® Monozyten aus beiden
Infektionsmodellen

(A) Hauptkomponentenanalyse der Ly6C" und Ly6C'° Monozyten aus naiven (do) und infizierten Tieren an d3 und
d5 p.i., Cluster A: LIS-Modell Ly6C", Cluster B: LIS-Modell Ly6C'°, Cluster C: ALA-Modell und naiv Ly6C", Cluster
D: ALA-Modell und naive Ly6C'"; (B) Analyse signifikant regulierter Gene in der Gruppe der Ly6C" (gelb) und Ly6C"

(blau) Monozyten anhand der Einteilung in GO-Terme.
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Die Ly6C" Monozyten aus dem LIS-Modell (Cluster A) heben sich deutlich von den
Ly6C" Monozyten aus dem ALA-Modell (Cluster C) ab. Nach dieser Analyse sind die
pro-inflammatorischen Monozyten aus dem ALA eher mit denen aus naiven Tieren zu
vergleichen. Ahnlich verhalt es sich mit den Ly6C'® Monozyten, wobei hier auf eine
detailliertere Analyse verzichtet wird. Im Vergleich der pro-inflammatorischen
Monozyten aus beiden Modellen sind 5486 Gene exklusiv signifikant reguliert, jedoch
nur 54 exklusiv zwischen den anti-inflammatorischen Monozyten und 194 Gene sind
in beiden Gruppen reguliert (Abbildung 15B). Die Aufschliisselung nach Genontologie
zeigt besonders bei den Ly6CM Monozyten eine groRe Bandbreite an regulierten
biologischen Prozessen, bei denen ,Response to stimulus (G0:0050896) und
.Jmmune response“ (GO:0002376) fur den vorliegenden infektionsbiologischen
Hintergrund besonders interessant sind. Zusammenfassend kann gesagt werden,
dass die Untersuchung der GO-Terme aufzeigt, dass insgesamt 17 GO-Terme mit
Bezug auf das Immunsystem reguliert sind. Bei den anti-inflammatorischen Monozyten
wird kein GO-Term aus diesem Bereich reguliert, wobei auch etwa 100 mal mehr Gene

zwischen den Ly6C" Monozyten aus beiden Modellen signifikant reguliert sind.
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Abbildung 16: Regulierte Gene im Vergleich der beiden Infektionsmodelle in pro- und anti-
inflammatorischen Monozyten

Volcano-Diagramm zur Visualisierung signifikant (roter Punkt) und nicht signifikant (schwarzer Punkt) regulierter
Genen im Vergleich der Infektion mit L. monocytogenes (links) und E. histolytica (rechts) in (A) Ly6C" Monozyten

und (B) Ly6C'® Monozyten; zusammengefasste Daten von d3 und d5 p.i..
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Dies verdeutlicht die Auftragung der Ergebnisse als Volcano-Plot. In diesem werden
die Anderungsrate der Genexpression (foldchange) und der logarithmierte
Signifikanzwert (p-value) gegeneinander aufgetragen (siehe Abbildung 16). Die
absolute Anzahl signifikant regulierter Gene ist bei den Ly6C" Monozyten, wie bereits
beschrieben, groR3er, jedoch sind die logp-values mit >600 auch tber zehnmal hdher
als bei den Ly6C'© Monozyten, was auf eine starkere Regulierung hindeutet.

Die erste Analyse der Transkriptomsequenzierung zeigt, trotz der gleichen
durchflusszytometrischen Sortierung in beiden Infektionsgruppen, sehr groR3e
Unterschiede zwischen Ly6C" Monozyten in beiden Infektionsmodellen. Aufbauend
darauf wurden einige Gengruppen, wie z.B. Transkriptionsfaktoren und
Polarisierungsmarker,  detaillierter  untersucht. Die  Untersuchung  der
Transkriptionsfaktoren ermdglicht die genauere Beurteilung der zuklnftigen
Entwicklung der vorliegenden Zellen. Alle in den folgenden Abschnitten untersuchten

Gene sind zwischen beiden Infektionsmodellen signifikant reguliert.
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Abbildung 17: Pathogen abhéngige Entwicklung pro-inflammatorischer Monozyten in beiden
Infektionsmodellen

(A) Heatmap zur Visualisierung von stérker (rot) und schwacher (blau) exprimierten Transkriptionsfaktoren im
Verhaltnis zu naiven Proben, zusammengefasste Daten beider Zeitpunkte (d3 und d5 p.i.), im Verlauf beider
Infektionen; (B) zeitlich analysierte Expression der Transkriptionsfaktoren mafb, fos, irfl, ifi04; (C) Schematische
Darstellung der Polarisierung von Ly6C" Monozyten in M1 bzw. M2 Makrophagen unter Beteiligung einiger

wichtiger Transkriptionsfaktoren und im Kontext der untersuchten Infektionsmodelle.
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Es zeigt sich, dass es durch die Infektion mit L. monocytogenes zu einer, im Vergleich
zu den naiven Proben, verstarkten Expression von Transkriptionsfaktoren (Abbildung
17A) kommt, die vor allem auf eine IFNy gesteuerte Immunantwort und klassische pro-
inflammatorische M1-Polarisation hindeuten, wie z. B. irf2, mndal, irfl, hmgb2 oder
ifi202. Weiterhin ist eine verminderte Expression von Faktoren zu erkennen, die eine
anti-inflammatorische M2-Polarisation begtinstigen, wie z. B. mafB, tsc22d3, fos oder
nr4al. Die Unterschiede in der Genexpression im Vergleich zu naiven Proben fallen
im ALA-Modell geringer aus als im LIS-Modell, jedoch werden auch im ALA-Modell
einige Transkriptionsfaktoren deutlich starker exprimiert (mafb, foxpl, zbtb44) oder
herunterreguliert (mfge8, ier2, zbtb20, batf3) als in naiven Proben.

Anhand der zeitlich aufgelésten Expressionsanalyse (Abbildung 17B), ist die
Infektionsmodell-spezifische Aktivierung oder Reduktion der
Transkriptionsfaktorexpression klar zu erkennen. So wird z.B. fos im ALA-Modell erst
ab d3 p.i. starker exprimiert, wohingegen es im LIS-Modell an d3 p.i. deutlich weniger
exprimiert wird als in den naiven Proben. Eine gegensatzliche Entwicklung zeigen z. B.
irfl oder ifi204, bei denen eine Induktion im LIS-Modell vorliegt, jedoch keine
Regulierung im ALA-Modell. Besonders pro-inflammatorische IFNy induzierte
Transkriptionsfaktoren werden ausschlie3lich im LIS-Modell verstarkt exprimiert,
wohingegen keine Verédnderung im ALA-Modell zu erkennen ist.

Die Analyse der Transkriptionsfaktoren, die fur Zellentwicklung und Polarisierung
verantwortlich sind, unterstreicht und verdeutlicht die grof3en Unterschiede, die sich
aus der Analyse der Transkriptomstudie ergeben haben. Zusatzlich gibt diese
Untersuchung einen ersten Anhaltspunkt, worliber sich die Unterschiede der Ly6C"
Monozyten aus beiden Infektionsmodellen definieren lassen. Aufbauend auf diesen
Erkenntnissen wurden weitere Gene untersucht, die vor allem in jungerer
Vergangenheit als Indikatoren fur die Entwicklungslinie von Monozyten genutzt

wurden (siehe 1.2.6).
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Abbildung 18: Expressionsniveau entwicklungsspezifischer Gene in pro-inflammatorischen Monozyten
Vergleich des relativen Expressionsniveaus anhand einer Heatmap (rot=hohe Expression; blau=geringe
Expression) zwischen beiden Infektionsmodellen und naiven Proben; analysiert sind Gene, die mit folgenden
Entwicklungen assoziiert sind (A) Ubergang von Ly6C" zu Ly6C'® Monozyten, (B) Proliferation sowie Ausbildung
eines saa3*/cxcl10* ahnlichen Phanotyps, (C) Ausbildung eines Neutrophilen-ahnlichen Phanotyps, (D) Ausbildung
eines Dendritischen Zellen ahnlichen Phanotyps; Daten sind von beiden Zeitpunkten zusammengefasst (d3 und
d5 p.i.).

In der Betrachtung der Expressionsunterschiede beziiglich des Uberganges von
Ly6C" in Ly6C'> Monozyten (Abbildung 18A) ist erkennbar, dass bis auf ly6c2 und csfl
alle Gene wahrend einer Infektion mit L. monocytogenes herunterreguliert werden,
wohingegen nur sehr geringe Veranderungen im Vergleich der naiven Proben mit dem
ALA-Modell festzustellen sind. Die Auswahl untersuchter Gene, die fur Proliferation
und Entwicklung von cxcl10*/saa3* Monozyten verantwortlich sind (Abbildung 18B),
sind bis auf illb alle im LIS-Modell hochreguliert. Im ALA-Modell ist nur eine sehr
geringe Veranderung im Vergleich zu Monozyten aus naiven Tieren zu erkennen. Die
Gene illb und csf2rb werden starker und cxcll0 wird im ALA-Modell schwécher
exprimiert als in den naiven Proben. Noch deutlicher ist die starke Aktivierung von
Ly6CM Monozyten im LIS-Modell mit Blick auf die Gene, die die Entwicklung zu
Neutrophilen-dhnlichen Monozyten (nMo) indizieren (Abbildung 18C). Alle
analysierten Gene werden in den pro-inflammatorischen Monozyten aus dem Modell

der Infektion mit L. monocytogenes starker exprimiert als im naiven Zustand,

69



Ergebnisse

wohingegen kein Unterschied zwischen dem ALA-Modell und naiven Proben
vorhanden ist. Die Entwicklung in Dendritische Zellen-ahnliche Monozyten (DCMo)
weist nicht so ein klares Bild auf, wie die vorherigen analysierten Gruppen. Nur die
Gene, die mit dem MHC-Komplex in Verbindung stehen (h2aa, h2abl, h2kl, h2ebl,
h2dmb1, cd74), werden im LIS-Modell deutlich starker exprimiert (Abbildung 17D) als
in den Proben des ALA-Modells oder des naiven Zustandes. Andere wichtige Gene
jedoch, wie pou2f2, flt3, pidl und hpgd, werden im LIS-Modell deutlich schwéacher
exprimiert als in der naiven Kontrollgruppe. Nur fir diese Gene ist auch im ALA-Modell
eine Veranderung zu erkennen, jedoch ist hier eine verringerte Expression, wenn auch
weniger stark als im LIS-Modell, gegenuber der naiven Kontrollgruppe zu verzeichnen.
Die Analyse ergab eine verstarkte Expression von Genen im LIS-Modell, die fur die
Entwicklung in nMO, cxcl10*/saa3* Monozyten und teilweise in DCMo verantworlich
sind. Wohingegen im ALA-Modell nur wenige Gene signifikant reguliert werden, die im
Zusammenhang mit cxcl10*/saa3* Monozyten und DCMo Entwicklung stehen. Ein
weiterer Fokus wurde auf die Untersuchung von Genen gelegt, die fur
Oberflachenproteine kodieren. Unterschiede in der Expression wirden, wenn auf
Proteinebene Ubertragbar, eine bessere Differenzierung der pro-inflammatorischen

Monozyten ermdglichen. Hierzu wurde eine Auswahl entsprechender Gene analysiert.
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Abbildung 19: Expression Oberflachenprotein-codierender Gene in pro-inflammatorischen Monozyten aus
beiden Infektionsmodellen

Relative Beurteilung des Expressionsniveaus anhand (A) einer Heatmap (rot=starke Expression; blau=geringe
Expression) sowie absolutes Expressionsniveau (B+C) auf Grundlage der Auftragung der normalisierten Zahlung
der Transkripte aus der Sequenzierung fuir eine Auswahl an Genen, die fur Oberflachenproteine codieren, Daten
sind als Median = SD dargestellt, Farbcode: schwarz = naive d3, schwarz-gestreift = naive d5, griin = ALA d3 p.i.,
griin-gestreift = ALA d5 p.i., blau = LIS d3 p.i., blau-gestreift = LIS d5 p.i.; grafisches Modell zur Unterscheidung
der Monozyten aus dem ALA-Modell (D) und dem LIS-Modell (E) anhand der Expression von Genen, die fir

Oberflachenproteine codieren; (A-C) jeweils 4 Tiere pro Zeitpunkt.

Besonders interessant, im Zusammenhang mit einer detaillierteren Einteilung der pro-
inflammatorischen Monozyten, sind jene Gene, die spezifisch in einem
Infektionsmodell reguliert werden. Aus Abbildung 19A ist zu erkennen, dass wahrend
einer Infektion mit L. monocytogenes cd38, cd74 und ly6c2 starker exprimiert werden
als in der ALA- oder naiven Kontrollgruppe. Auf der anderen Seite sind cd14 und cd244
nur wahrend einer Infektion mit E. histolytica starker exprimiert. Diese relativen
Angaben kdnnen fur cd14, cd38, cd74 und ly6c2 quantifiziert werden. Aus Abbildung
19B und C ist ersichtlich, welche signifikanten Anderungen es auf Ebene der mittleren

normalisierten Transkriptzahlen im Verlauf der Infektion gibt. Fur cdl14 ist eine
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Verdopplung der Transkripte im ALA-Modell festzustellen und cd38 wird in relevanten
Mengen nur an d3 p.i. im ALA-Modell und im LIS-Modell an d3 und d5 p.i. exprimiert.
Die relative Erhdohung der Expression von cd74 und ly6c2 im LIS-Modell ist auch in
absoluten  Zahlen  erkennbar. Zusatzlich zu den schon erwahnten
Oberflachenmolekilen weisen cd177, cx3crl und adgre4 eine stark verminderte
Expression im LIS-Modell auf, jedoch nur geringere Veranderungen im ALA-Modell im

Vergleich zur naiven Kontrollgruppe.

3.3 Durchflusszytometrische Analyse

Ausgehend von der detaillierten Analyse der Transkriptomstudie wurde die
Entwicklung der Ly6C" Monozyten in beiden Infektionsmodellen mittels
Durchflusszytometrie auf Proteinebene untersucht. Zusatzlich wurden neutrophile
Granulozyten in die Analyse mit einbezogen, da sie fur den Verlauf der Infektion mit
E. histolytica eine entscheidende Rolle spielen. Zur differenzierten Analyse der Ly6C"
Monozyten und der neutrophilen Granulozyten wurde Panel 1 (siehe 2.1.6) genutzt.
Im Folgenden wird immer die Expression in der Leber dargestellt und erlautert. Die
Expressionsdaten fur Milz, Blut und Knochenmark sind Anhang 1 zu entnehmen.

Aufgrund der Expressionsergebnisse der Transkriptomstudie wurden CD14, CD38
und CD74 als weitere Oberflachenmarker fir die Typisierung von Ly6C" Monozyten
ausgewahlt. Zusatzlich ist mit CD86 ein bekannter Marker fir inflammatorische
Makrophagen in das Panel aufgenommen worden, auch wenn die Transkriptmenge

durch beide Infektionen nur minimal beeinflusst wird (siehe Abbildung 19C).
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Abbildung 20: Analyse der Expression spezifischer Oberflachenmolekile auf pro-inflammatorischen

Monozyten im Zeitverlauf beider Infektionsmodelle

Die Infektionen wurden nach 2.2.1.3 und 2.2.1.5 durchgefuihrt, zu den indizierten Zeitpunkten die Leber entnommen
und die Ly6CM Monozyten durchflusszytometrisch analysiert; (A) Auswahlstrategie (Gating) der
Durchflusszytometrie zur Beschreibung pro-inflammatorischer Monozyten; (B) Relative Entwicklung der Ly6Ch
Zellpopulation im Verlauf beider Infektionsmodelle (ALA = Quadrate; LIS = Dreiecke) ausgehend vom naiven
Zustand Uber 12, 24, 48,72 und 120 Stunden nach Infektion; Histogramm der Féarbung und Darstellung der positiv
angefarbten Ly6CM Monozyten in % fur (C) CD14, (D) CD38, (E) CD74 und (F) CD86 im Verlauf beider
Infektionsmodelle (ALA = Quadrate; LIS = Dreiecke) und im Vergleich zur naiven Kontrollgruppe (Kreise); Daten
sind als Median + SD dargestellt; nnaiv=27, ninfizien=12-19; Flr alle Gruppen erfolgte ein Normalverteilungstest;
Signifikanzwerte wurden entweder mittels Mann-Whitney-Test (Nicht-Normalverteilung) (*p <0.05; **p <0.01; ***p
<0.001; ****p<0.0001) oder mittels Students-T-Test (Normalverteilung) (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001;
***xn<0.0001) bestimmt.

Die Definition der Ly6C" Monozyten in der durchflusszytometrischen Analyse wurde
nach der in Abbildung 20A dargestellten Auswabhlstrategie (Gating) durchgefuhrt. Es
zeigte sich, dass der prozentuale Anteil pro-inflammatorischer Monozyten an allen
CD11b* Zellen bis 72 h p.i. in beiden Modellen gegenlaufig ist. Die Infektion mit

L. monocytogenes fiihrt zu einem starken Anstieg des prozentualen Anteils an Ly6C"
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Monozyten von ca. 10% (naiv) auf ca. 17% an 12h p.i., wahrend im ALA-Modell zu
diesem Zeitpunkt ein Absenken auf ca. 3 % zu beobachten ist (Abbildung 20B). Zum
Zeitpunkt 24 h p.i. betragt der Anteil an Ly6CM Monozyten aus den CD11b* Zellen in
beiden Infektionsmodellen ca. 5%, wonach sich der Anteil im ALA-Modell allerdings
auf das Niveau der naiven Kontrolle erhéht (ca. 10%). Der Anteil im LIS-Modell sinkt
jedoch auf ca. 3% ab und liegt nun signifikant niedriger als im ALA-Modell (p<0.0001).
Zum Zeitpunkt 72 h p.i. steigt der Anteil auch im LIS-Modell wieder auf das Niveau im
naiven Zustand an und es gibt ab hier keinen signifikanten Unterschied zwischen
beiden Gruppen.

Die Expression von CD14 (Abbildung 20C) im Zeitverlauf zeigt im ALA-Modell nur zum
12h p.i. Zeitpunkt eine Abnahme der CD14* Zellen und liegt sonst sowohl im naiven
Zustand, als auch in allen untersuchten Zeitpunkten im ALA-Modell, bei etwa 90%. Im
Verlauf der Infektion mit L. monocytogenes sinkt der Anteil CD14* Zellen signifikant
(p<0.001) auf 60 % (d1 und d3 p.i.) bzw. auf 40% (p<0.0001) an d2 p.i. ab. Zum
Zeitpunkt d5 p.i. steigt die Expression wieder auf ca. 85% und liegt auf einem Niveau
mit dem naiven Zustand.

CD38 hingegen ist an allen Zeitpunkten im ALA-Modell signifikant starker (p<0.0001)
exprimiert als im naiven Zustand, wobei ca. 40% der Ly6C" Monozyten CD38* sind
(Abbildung 20D). Der Anteil CD38* Zellen steigt im Verlauf der E. histolytica Infektion,
zu 12 h p.i. (ca.90%), sehr schnell an und sinkt von d2 p.i. zu d5 p.i. auf ca. 60 % ab.
Im LIS-Modell sind zum Zeitpunkt 12 h p.i. 80 % der Ly6C" Monozyten CD38*. Dieser
Anteil steigt zu d2 p.i. auf etwa 90 % an und bleibt an den restlichen untersuchten
Tagen auf diesem Niveau. Damit sind an d3 und d5 p.i. im LIS-Modell signifikant
(p<0.001; p<0.0001) mehr Zellen positiv fiar CD38 als im ALA-Modell. Ein
unterstitzendes Ergebnis wurde mittels Bestimmung des Medians der
Fluoreszenzintensitat (MFI), welcher die Starke der Fluoreszenz und damit die Menge
des nachgewiesenen Proteins quantifiziert, erhalten und ist in Anhang 2 dargestellt.
Aus der Untersuchung der Expression von CD74 im Verlauf der Infektion (Abbildung
20E) lassen sich keine eindeutigen Erkenntnisse gewinnen. Zwar unterscheidet sich
die Expression zwischen den Modellen und im Vergleich zum naiven Zeitpunkt
teilweise signifikant, jedoch ist in keinem Modell ein eindeutiger Trend zu geringerer
oder starkerer Expression zu erkennen. Anders verhalt es sich bei CD86 (Abbildung
20F), wo zu allen untersuchten Zeitpunkten der Anteil CD86* Ly6C" im ALA-Modell
signifikant hoher ist (p<0.05; p<0.01; p<0.001) als im naiven Zustand. Der Anteil
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CD86* Zellen ist im ALA-Modell konstant bei 40%, im naiven Zustand jedoch bei ca.
25 %. Im Verlauf der Infektion mit L. monocytogenes steigt der Anteil ebenfalls und
liegt an d2 und d3 p.i.,, mit ca. 60%, signifikant (p<0.001; p<0.0001) hoher als zum
gleichen Zeitpunkt im ALA-Modell. Allerdings sinkt im LIS-Modell an d5 p.i der Anteil
auf etwa 25 % ab und liegt damit signifikant (p<0.0001) unter den Werten aus dem
ALA-Modell an d5 p.i.

Auf Grundlage dieser Daten konnen Ly6C" Monozyten aus beiden Modellen anhand
unterschiedlicher Oberflaichenmarker detaillierter beschrieben werden. Zur
Bestimmung neuer, monozyten-spezifischer Marker ist jedoch die singulare
Expression nicht ausreichend. Zur Beantwortung dieser Fragestellung ist eine
Auftragung sinnvoll, die die Expression mehrerer Marker auf denselben Zellen
veranschaulicht. Hierfir wurde die Methode der Hierachial-Stochastic-Neighbour-
Embebbing (HSNE) Analyse verwendet. HSNE fasst Zellen, die aufgrund der
Expression definierter Oberflachenmarker sehr ahnlich sind, zu Gruppen zusammen.
Fur jede Gruppe wird die Expression eines Markers farblich dargestellt und durch die
Kombination mehrerer Bilder ist das Expressionsverhalten von Zellgruppen schnell zu
erfassen. Die dargestellten Oberflachenmolekile, der nachfolgenden HSNE, sind
Ly6C, CD14, CD38, CD74 und CD86. Zellen mit einer hohen Expression eines
Markers erscheinen rotlich, wohingegen blaue Téne niedrige Expression bedeuten.
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Abbildung 21: Hierachial-Stochastic-Neighbour-Embedding Analyse zur Darstellung komplexer
Expressionsmuster auf pro-inflammatorischen Monozyten im Verlauf beider Infektionsmodelle

Analyse der Expression basierend auf den Molekilen Ly6C, CD14, CD38, CD74 und CD86; analysierte Zellen
wurden ausgewahlt nach CD11b* Ly6C* Ly6G™ und aus 5 biologischen Proben von naiven, E. histolytica und
L. monocytogenes infizierten Tieren zusammengefasst und auf 1x10° Zellen normalisiert; Zellen wurden aus der
Leber infizierter Tiere zu den indizierten Zeitpunkten isoliert und durchflusszytometrisch analysiert; Entwicklung des
Gruppierungsclusters ist komplett computergesteuert und datenabhangig (hohe Expression=rot, niedrige

Expression=blau); jeweils 5 Tiere pro Zeitpunkt.

Ahnlich wie bei der PCA zur Untersuchung der Transkriptomdaten bedeutet eine groRRe
Entfernung der Zellgruppen voneinander auch einen grof3en Unterschied, wohingegen
sehr ahnliche Zellen eng beieinander liegen. Aufgrund dessen, dass in einer HSNE
die MFI zur Berechnung der Grafik genutzt wird, kbnnen geringe Unterschiede des
Expressionsniveaus im Vergleich zu Abbildung 20 auftreten. Durch die Visualisierung
mittels HSNE (siehe Abbildung 21) wird verdeutlicht, dass die Ly6C" Monozyten aus
allen drei Gruppen (Naiv, ALA, LIS) an dl1 p.i. nah zusammen sind und die
Unterschiede in der Expression besonders bei CD38 und CD86 auftreten. Im Verlauf
beider Infektionen unterscheiden sich die Zellen zunehmend und entfernen sich in der
Auftragung weiter voneinander. Aus den Ly6CM Monozyten jedes Infektionsmodells
gehen zu den untersuchten Zeitpunkten Zellgruppen hervor, die sich auch im Vergleich
zu den naiven Monozyten teilweise sehr deutlich voneinander unterscheiden. Die
Einteilung der Monozytengruppen anhand der Expression der untersuchten Marker ist

in Tabelle 17 zu sehen.
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Tabelle 17: Vergleichende Auflistung der exprimierten Marker an der Oberflache der Ly6C" Monozyten aus
beiden Infektionsmodellen

Beschreibung der Gruppen erfolgt anhand starker/mittlerer Expression der Marker CD14, CD38, CD74, CD86

dl p.i. d3 p.i. d5 p.i.
Infektion mit Gruppe 1: CD74+, Gruppel: CD14+/-, Gruppe 1: CD14+,
E. histolytica CD86 +/- CD74+/-, CD86 +/- CD74+
Gruppe 2: CD38+/-
Infektion mit Gruppe 1: CD38+, Gruppe 1: CD38+,  Gruppe 1: CD14+,
L. monocytogenes CD74+, CD86+/- CD74+, CD86+ CD38+
Gruppe 2: CD38+,  Gruppe 2: CD14+/-,
CD86+ CD38+, CD74+,
CD86+/-

Zusammenfassend sind mittels HSNE-Analyse Zellcluster identifiziert worden, die sich
in der Expression der untersuchten Oberflachenproteine deutlich voneinander
unterscheiden. Auf Grundlage dessen konnte eine Ahnlichkeitsverteilung erzeugt
werden die aufzeigt, dass die Cluster aus der PCA der Transkriptomdaten auf

Proteinebene, zumindest in &hnlicher Art und Weise, wiederzufinden sind.

3.3.1 Analyse der Expression spezifischer Oberflachenmolekile auf
neutrophilen Granulozyten

Vergleichend zu der Analyse der Monozyten wurde die Zellpopulation der neutrophilen
Granulozyten bezuglich der Expression der beschriebenen Oberflachenmarker

untersucht (Abbildung 22). Die prozentuale Entwicklung der Population unterscheidet
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sich, im Gegensatz zu den Ly6CM Monozyten, zu keinem der untersuchten Zeitpunkte
zwischen beiden Infektionsmodellen (Abbildung 22B).
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Abbildung 22: Analyse der Expression spezifischer Oberflachenmolekiile auf neutrophilen Granulozyten
im Zeitverlauf beider Infektionsmodelle

Die Infektionen wurden nach 2.2.1.3 und 2.2.1.5 durchgefiihrt, an den indizierten Zeitpunkten wurde die Leber
entnommen und die Ly6G* neutrophilen Granulozyten durchflusszytometrisch analysiert; (A) Auswahlstrategie
(Gating) in der Durchflusszytometrie zur Beschreibung neutrophiler Granulozyten; (B) Entwicklung der neutrophilen
Granulozyten Zellpopulation im Verlauf beider Infektionsmodelle (ALA = Quadrate; LIS = Dreiecke) ausgehend vom
naiven Zustand uber 12, 24, 48,72 und 120 Stunden nach Infektion; Histogramm der Farbung und Darstellung der
positiven Zellen in % fir (C) CD14, (D) CD38, (E) CD74 und (F) CD86 im Verlauf beider Infektionsmodelle (ALA =
Quadrate; LIS = Dreiecke) und im Vergleich zur naiven Kontrollgruppe; Daten sind als Median + SD dargestellt;
Nnaiv=27, Ninizien=12-19; Fir alle Gruppen erfolgte ein Normalverteilungstest; Signifikanzwerte wurden entweder
mittels Mann-Whitney-Test (Nicht-Normalverteilung) bestimmt (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001; ****p<0.0001) oder
mittels Students-T-Test (Normalverteilung) (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001; ****p<0.0001).

Auch die Analyse der Oberflachenmarker zeigt nicht so eindeutige Ergebnisse wie bei

den Monozyten, was die Spezifitat der ausgewahlten Marker fir eine weitere
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Charakterisierung der Ly6C" Monozytenpopulation unterstreicht. Dennoch ist deutlich
erkennbar, dass der Anteil an CD14* Zellen im Verlauf der Infektionen stark variiert. In
der Infektion mit E. histolytica steigt der Anteil vom naiven Zustand (20 %) zu 12 h p.i.
sehr stark auf ca. 100 % (p<0.0001). Darauffolgend sinkt der Anteil wieder auf ca. 30 %
an d5 p.i.. Im Modell der Infektion mit L. monocytogenes ist am Anfang zu 12 h p.i. ein
starker Anstieg (p<0.0001), im Vergleich zur naiven Kontrolle, auf 60 % CD14* Zellen
zu verzeichnen. Danach sinkt der Anteil zu d1 p.i. jedoch signifikant ab (p<0.01) und
steigt im Verlaufe der Infektion zu d5 p.i. auf ca. 60 % an. Somit sind an d3 und d5 p.i.
im LIS-Modell signifikant mehr neutrophile Granulozyten CD14* als im ALA-Modell
(p<0.01; p<0.0001).

Der Anteil der CD38* neutrophilen Granulozyten steigt, im Vergleich zur naiven
Kontrolle, in beiden Modellen an. Im ALA-Modell ist der hochste Anteil an d2 p.i.
erreicht, wo dieser auch signifikant hoher ist als im LIS-Modell (p<0.01). AnschlieRend
daran steigt der prozentuale Anteil an CD38" Neutrophilen im LIS-Modell jedoch weiter
an und sinkt im ALA-Modell ab, was zu einem signifikant héheren Anteil (p<0.01;
p<0.0001) an d3 und d5 p.i. im LIS-Modell fuhrt.

CD74 wird von neutrophilen Granulozyten im ALA-Modell nur 12 h p.i. stark exprimiert
(60 %) und sinkt danach wieder auf das Niveau der Kontrollgruppe (10 %) ab. Im LIS-
Modell ist der Anteil CD74* Zellen an allen Zeitpunkten héher als im naiven Zustand
und, mit Ausnahme des Zeitpunktes 12h p.i., auch signifikant héher als im ALA-Modell
(p<0.01; p<0.0001).

Sehr frih im Verlauf der Infektion mit E. histolytica (12 h p.i.) ist ein erhohter Anteil an
CD86* Zellen vorhanden, allerdings sinkt dieser zu d1 p.i. signifikant ab (p<0.01).
Danach steigt der Anteil wieder kontinuierlich und erreicht an d5 p.i. die Werte der
naiven Gruppe. Im LIS-Modell ist nur an d5 p.i. ein signifikantes Absinken des Anteils
CD86* neutrophiler Granulozyten im Vergleich zum naiven Zeitpunkt als auch zum
ALA-Modell zu beobachten.

3.4 Auswirkungen des Knock-outs von CD38 auf die Entwicklung des

Amobenleberabszesses

Die Bedeutung von CD38 zur Kontrolle einer Infektion mit L. monocytogenes als auch
anderen Pathogenen konnte schon mehrfach gezeigt werden (129, 140, 200). Der

Einfluss auf die Ausbildung des Amdbenleberabszesses wurde bisher hingegen nur in
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Bezug auf neutrophile Granulozyten beleuchtet (201). Anhand der vorhergehenden
Daten zur CD38 Expression im Verlaufe einer hepatischen Infektion mit E. histolytica
und dem Einfluss von Monozyten auf die Abszessbildung ist die Analyse der
Abszessbildung in der CD38 Knock-out Maus von groRem Interesse. Zusatzlich sollte
der Einfluss des CD387 auf die Expression spezifischer Oberflachenmarker
untersucht werden, um Ruckschlisse auf eine veranderte Aktivierung oder
Polarisierung von Ly6C" Monozyten ziehen zu kénnen. Hierzu erfolgte die Analyse der
intrazellularen ROS-Produktion in Ly6CM Monozyten, um anhand dessen die Aktivitat

der Zellen zu bestimmen.
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Abbildung 23: Einfluss des Knock-outs von CD38 auf die Infektion mit E. histolytica

Mannliche C57BI/6 Wildtyp und CD38” Tiere wurden intrahepatisch mit 2x10° E. histolytica infiziert, die Leber an
d3 p.i. enthommen, das Abszessgewicht bestimmt und die Lymphozyten durchflusszytometrisch analysiert,
zeitgleich erfolgte die Determinierung von intrazellularen ROS in Splenozyten; (A) Nachweis des Knock-outs von
CD38 mittels durchflusszytometrischer Messung des CD38-Proteins auf Einzelzellen; (B) Determinierung des
Abszessgewichtes als relatives Gewicht im Verhdaltnis zum gesamten linken Leberlappen; (C) intrazellulare ROS-
Produktion in pro-inflammatorischen Monozyten (CD11b*, Ly6C", Ly6G) in Wildtyp und CD38" Tieren an d3
p.i.;(D) prozentualer Anteil an Ly6CM Monozyten aus der Population der CD11b* positiven Zellen in naiven Tieren
sowie Wildtyp und CD38" Tieren an d3 p.i; (E) durchflusszytometrische Analyse der Oberflachenproteine CCR2,
CX3CR1, F4/80, CD14, CD38, CD74 und CD86 im naiven Kontrolltier als auch in E. histolytica infizierten Wildtyp
und CD38" Tieren; Daten sind als Median +SD dargestellt; nnaiv=27, ninfizien=12-19; Fur alle Gruppen erfolgte ein
Normalerteilungstest; Signifikanzwerte wurden entweder mittels Mann-Whitney-Test (Nicht-Normalverteilung)
bestimmt (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001; ****p<0.0001) oder mittels Students-T-Test (Normalverteilung) (*p
<0.05; **p <0.01; ***p <0.001; ****p<0.0001).
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Durch den Knock-out von CD38 entwickelt sich in den Lebern E. histolytica infizierter
Tiere ein signifikant kleinerer Abszess (p<0.05) an d3 p.i. (Abbildung 23B). Die
intrazellulare ROS-Produktion in Ly6CM Monozyten (Abbildung 23C) ist jedoch hoher
als in den infizierten Wildtyp-Tieren, auch wenn dieses Ergebnis nicht signifikant ist.
Die Menge intrazellularer ROS ist in diesem Fall identisch mit der Menge in naiven
Kontrolltieren. Gleichzeitig ist der prozentuale Anteil an Ly6C" Monozyten in der Leber
signifikant niedriger als in der Wildtyp-Gruppe (p<0.01) und liegt mit etwa 8 % auf dem
Niveau der naiven Kontrollgruppe. Die Analyse der Expression spezifischer
Oberflachenmolekiile ergab, dass im CD38” an d3 p.i. weniger Ly6C" Monozyten
F4/80 exprimieren als im Wildtyp (p<0.01). Die Expression aller anderen untersuchten
Oberflachenmolekiile ist im Vergleich zwischen Wildtyp und CD387 gleich. Die
erhaltenen Ergebnisse fur die Expression von CD14, CD38 und CD74 an d3 p.i.
decken sich mit den Ergebnissen aus den Untersuchungen im Zeitverlauf Abbildung
20.

Die Analyse des CD38” ergab, dass kleinere Abszesse an d3 p.i. vorliegen und
tendenziell mehr intrazellulare ROS in Ly6CM Monozyten d3 p.i. gebildet wird als im
Wildtyp. Bis auf F4/80 hat der CD38’ keinen Einfluss auf die Expression der

untersuchten Oberflachenmolekiile.

3.5 Regulation und Determinierung intrazelluldar gebildeter reaktiver

Sauerstoffspezies

Das genetische Netzwerk, welches fiir die Produktion intra- und extrazellularer ROS
verantwortlich ist, ist hoch komplex und umfasst eine Vielzahl an Genen. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde die Expression einiger wichtiger Gene, die zur Bildung von ROS
bendtigt werden, in den pro-inflammatorischen Monozyten aus beiden Modellen

untersucht.
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Abbildung 24: Expression ROS-assoziierter Gene in beiden Infektionsmodellen

(A) Analyse der relativen Expression ROS-assoziierter Gene in Ly6C" Monozyten in beiden Infektionsmodellen
mittels Heatmap (blau = geringe , rot = starke Expression); (B) Bestimmung der relativen Verdnderung der
Expression von ncfl in Total-RNA aus der Leber erfolgte durch gPCR mittels der AAct Methode; Daten sind als
Median +SD dargestellt; Fir alle Gruppen erfolgte ein Normalerteilungstest; Nnav = 13, nNinfiziet = 5 — 11;
Signifikanzwerte wurden entweder mittels Mann-Whitney-Test (Nicht-Normalverteilung) bestimmt (*p <0.05; **p
<0.01; ***p <0.001; ****p<0.0001) oder mittels Students-T-Test (Normalverteilung) (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001;
*#xxx0<0.0001).

Es zeigte sich, dass die Expression von sodl1, sod2 und ncfl im LIS-Modell deutlich
hoher ist als im naiven Zustand oder im ALA-Modell (Abbildung 24A). ncf4 istin beiden
Infektionsmodellen verstarkt exprimiert, wobei alle anderen untersuchten Gene
wahrend einer Infektion mit L. monocytogenes schwacher exprimiert werden als im
ALA-Modell oder der naiven Kontrollgruppe. Beispielhaft wurde die Expression von
ncfl auch auf Ebene der Gesamt-RNA aus der Leber analysiert, wobei im Verlauf der
Infektion mit L. monocytogenes ebenfalls ein signifikanter Anstieg im Vergleich zum
ALA-Modell bzw. der naiven Kontrollgruppe zu verzeichnen ist (Abbildung 24B).

Die ROS-Produktion in Ly6C" Monozyten wurde anschlieRend in beiden Modellen
mittels eines durchflusszytometrischen ex-vivo Assays untersucht. Bereits unter 1.2.4
wurden mdogliche Parameter aufgezeigt, um die Monozyten phéanotypisch zu
charakterisieren. In der vorliegenden Arbeit wurde sich auf die Produktion von
reaktiven Sauerstoffspezies im Infektionsverlauf konzentriert. Zuséatzlich wurden

Testmessungen mit Leberlymphozyten durchgefiihrt, die mittels Percoll-Gradient
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isoliert wurden. Es zeigte sich, dass in diesen Proben keine verlasslich,

reproduzierbaren Werte ermittelt werden konnten.

A H

20 pLih. 1x104 iv.
E. histolytica L. monocytogenes

SSC-A
FSC-W
SSCW

Isolierung der Lymphozyten aus der Milz

Inkubation mit /

H2DCFDA

ROS (FITC) @ \\’
Oberflachenfarbung
s
100 100 4_,./

Ly6Cti  CCR2  Ly6G %ZRZ

< ©
A 1070
2 I, 20
CD11b & CD11b X
CD38 CD38

|

| Analyse mittels Durchflusszytometrie |

CD11b
Ly6C

(oy)
@)

% ROS* Ly6C" Zellen
aus CD11b* Zellen
% ROS® Ly6C" Zellen
aus CD11b" Zellen

O
m

6000 6000

4000 4000

2000 2000

e K

T
3 [dpil

MFI ROS+

(CD11b+ Ly6C™, Ly6G-)
MFI ROS+

(CD11b+, Ly6C" Ly6G-)

[dpi]

_n
®

FSC-A Ly6G™ ROS (FITC)™

o
S

% ROSTCD38" Zellen
aus Ly6C" Zellen
-
% ROS*CCR2*Zellen
aus Ly6C" Zellen
3

L
2 3 [dpil
AR TS

o
[N)
wH

Abbildung 25: Phénotypische Charakterisierung von pro-inflammatorischen Monozyten anhand der
intrazellularen ROS-Produktion

Die Infektionen wurden nach 2.2.1.3 und 2.2.1.5 durchgefiihrt, zu den indizierten Zeitpunkten wurde die Milz
entnommen und die ROS-Produktion in den Ly6CM Monozyten durchflusszytometrisch analysiert; (A)
Auswahistrategie (Gating) in der durchflusszytometrischen Analyse von Ly6CM Monozyten; Auftragung der
Entwicklung des Anteils ROS* Zellen im Verlauf der Infektion mit (B) E. histolytica oder (C) L. monocytogenes an
d1, d2 und d3 p.i.; Absolute Menge an gebildetem ROS durch Auftragung des Median der Fluoreszenz Intensitét
(MFI) in der Infektion mit (D) E. histolytica und (E) L. monocytogenes an d1, d2 und d3 p.i.; Prozentuale Auftragung
der ROS* Ly6C" Monozyten im Verlauf beider Infektionen, die zuséatzlich entweder positiv fiir (F) CD38 oder (G)
CCR2 sind; (H) Schematischer Ablauf des ROS-Assays; Daten sind als Median +SD dargestellt ; Nnav = 15-35 ;
niniziet = 10-13 ;Fir alle Gruppen erfolgte ein Normalverteilungstest; Signifikanzwerte wurden entweder mittels
Mann-Whitney-Test (Nicht-Normalverteilung) bestimmt (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001; ****p<0.0001) oder mittels
Students-T-Test (Normalverteilung) (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001; ****p<0.0001).
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Die Bestimmung der intrazellularen ROS-Produktion ergab im ALA-Modell einen
signifikanten Rickgang des Anteils an ROS™* Zellen von d1 p.i. zu d3 p.i. (p<0.0001),
sodass an d3 p.i. nur noch etwa 20 % der Ly6C" Monozyten auch ROS* sind
(Abbildung 25B). Die gegenteilige Entwicklung ist im LIS-Modell zu erkennen, in
welchem der Anteil an ROS* Monozyten an d2 und d3 p.i. signifikant héher ist (p<0.05;
p<0.0001) als zum naiven Zeitpunkt (Abbildung 25C). Im Modell der Infektion mit
L. monocytogenes ist ebenfalls ein Anstieg der produzierten Menge an ROS,
dargestellt anhand der MFI, zu erkennen (Abbildung 25E). An d2 p.i. ist die MFI
signifikant hoéher als zum naiven Kontrollzeitpunkt (p<0.001) und an d3 p.i. auch
signifikant héher als an d1 p.i. (p<0.05). Im ALA-Modell ist keine Veranderung in der
MFI im Verlauf der Infektion auszumachen (Abbildung 25D). Der Anteil an ROS*CD38*
Zellen ist zu allen untersuchten Zeitpunkten im ALA-Modell signifikant héher (p<0.05;
p<0.001) als zum naiven Kontrollzeitpunkt (Abbildung 25F). Im Verlauf der Infektion
mit L. monocytogenes ist dieser Anteil an d2 und d3 p.i. signifikant hoher als im ALA-
Modell (p<0,01; p<0.0001), wobei der Anteil an d1 p.i. geringer ist als im ALA-Modell
(p<0.05). Es zeigt sich eine unterschiedliche Kinetik in der Entwicklung ROS*CD38*
Zellen im Verlauf beider Infektionen. Mit Ausnahme von d2 p.i. im LIS-Modell ist der
Anteil von ROS* CCR2* Zellen im Verlauf beider Infektionen unverandert bei etwa 60%
und liegt damit auf dem Niveau der naiven Kontrolle (Abbildung 25G).

Die Produktion intrazellularer ROS ist in beiden Infektionsmodellen verandert, jedoch
mit unterschiedlichen Entwicklungen. Es ist eine ansteigende ROS-Produktion im LIS-
Modell zu verzeichnen, wohingegen im ALA-Modell der Anteil der ROS* Zellen absinkt.
Ahnlich wie bei der Analyse der Oberflachenmarker erfolgte auch bei der ROS-
Produktion die Analyse der neutrophilen Granulozyten, da sie im Verlaufe einer

Infektion wichtige ROS-Produzenten sind.

84



Ergebnisse

V

SSCA_
SSCW_

»

CD11b
co;nl o

ROS (FITC)”
B C
x%x XX
100 100
. a ", .
5 A 5
< § 804 T " T & 804
Ne Npe
oMeod |$ 3 © 60
g - e
28 a0 A a0
w o B w o
O w A O w n
x 3 20 X 3 20 .
=2 N =
0 1 T T T 0 T
0 1 2 3 [dpi] 1 3 [dpi]
D ~ E
xxx XK x
12000+ 12000 —
k] 5 .
S S
 ~ 80004 tn N 8000+
B Qe
R e —
+ - N
[a) w0
8 O 40004 3 O 4000- n
T s 2
LEL - % P
0 0 :
L S () 3 [dpi]
- AIA s

Abbildung 26: Phéanotypische Charakterisierung neutrophiler Granulozyten anhand der intrazellularen
ROS-Produktion

Die Infektionen wurden nach 2.2.1.3 und 2.2.1.5 durchgefiihrt, zu den indizierten Zeitpunkten wurde die Milz
entnommen und die ROS-Produktion in den neutrophilen Granulozyten durchflusszytometrisch analysiert; (A)
Auswabhlstrategie (Gating) in der durchflusszytometrischen Analyse neutrophiler Granulozyten; Auftragung der
Entwicklung des Anteils ROS-positiver Zellen im Verlauf der Infektion mit (B) E. histolytica oder (C)
L. monocytogenes an d1, d2 und d3 p.i.; Absolute Menge and gebildetem ROS durch Auftragung des Median der
Fluoreszenz Intensitat (MFI) in der Infektion mit (D) E. histolytica und (E) L. monocytogenes an d1, d2 und d3 p.i,;
Daten sind als Median *SD dargestellt; nnav = 15-35 ; ninfizier = 10-13; fur alle Gruppen erfolgte ein
Normalverteilungstest; Signifikanzwerte wurden entweder mittels Mann-Whitney-Test (Nicht-Normalverteilung)
bestimmt (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001; ****p<0.0001) oder mittels Students-T-Test (Normalverteilung) (*p
<0.05; **p <0.01; ***p <0.001; ****p<0.0001).
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Im Gegensatz zur ROS-Produktion in Monozyten verhalt sich diese in den neutrophilen
Granulozyten in beiden Modellen &hnlich. Im Verlauf der Infektionen ist sowohl im ALA-
Modell (Abbildung 26B) als auch im LIS-Modell (Abbildung 26C) eine signifikante
Verringerung des Anteils an ROS* Zellen zu erkennen. Im LIS-Modell ist ebenfalls eine
Verringerung der MFI zu Beginn der Infektion zu erkennen, wobei an d3 p.i., im
Vergleich zum naiven Zeitpunkt, keine signifikante Veranderung mehr vorliegt. Eine
gegensatzliche Entwicklung der ROS-Produktion zwischen beiden Modellen ist in
neutrophilen Granulozyten nicht erkennbar.

Die pathogen-spezifische Veranderung der ROS-Produktion konnte im vorliegenden
Rahmen nur in den Ly6C" Monozyten gezeigt werden. Die neutrophilen Granulozyten
zeigen im Verlauf der Infektionen eine generelle Abnahme des Anteils der ROS*

Zellen.

3.6 Adoptiver Transfers pro-inflammatorischer Monozyten

Frihere Untersuchungen zeigten, dass Monozyten im ALA-Modell eine
Immunpathologie verstarken, die zur Bildung des Abszesses fiihrt (194). Im LIS-Modell
wirken Monozyten hingegen protektiv und leisten einen essentiellen Beitrag zur
Bekampfung der Infektion (104). Im folgenden Versuchsteil sollte der Einfluss eines
Transfers von Ly6C" Monozyten aus dem LIS Modell auf die Abszessentwicklung in
der CCR27 Maus, welche keine Monozyten aus dem Knochenmark rekrutieren kann,

untersucht werden.
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Abbildung 27: Schematischer Ablauf des adoptiven Transfer von pro-inflammatorischen Monozyten

Mannliche C57BI/6 Ly5.1 Tiere wurden mit L. monocytogenes AactA (1x107) infiziert oder naiv belassen. An d3 p.i.
wurden die Monozyten aus der Milz isoliert. Gleichzeitig wurden mannliche CCR2” Tiere intrahepatisch mit
E. histolytica (2x10%) infiziert und anschlieRend wurden 1x10® Monozyten entweder aus naiven oder mit
L. monocytogenes AactA infizierten Tieren intravends transferiert, Analyse des relativen Abszessgewichtes und
der Expression spezifischer Oberflachenmolekile auf pro-inflammatorischen Monozyten an d3 p.i. sowie Analyse

der transferierten Monozyten am Tag des Transfers.

Um die Ubertragung von Listerien Uber transferierte Monozyten zu verhindern, wurde
anstelle von L. monocytogenes EGD ein Stamm genutzt, welcher einen genetischen
Knock-out besitzt, L. monocytogenes AactA. Der Knock-out von actA fuhrt zum Verlust
der inter- und intrazellul&ren Aktin-gestiutzten Beweglichkeit.

Zunachst musste jedoch die Infektion mit einem weniger pathogenen Listerien-Stamm
etabliert werden, dem die Fahigkeit fehlt, von einer infizierten Zelle in eine andere zu
wandern. Daraus resultierend ist die Bekampfung flr das Immunsystem deutlich
leichter und die Bakterien werden bei einem adoptiven Transfer von Monozyten nicht
mittransferiert. Aufgrund der geringeren Pathogenitat sind allerdings hohere

Bakterientiter bei der Infektion nétig, um eine vergleichbare Aktivierung des
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Immunsystems zu erhalten (202). Dieser Stamm, L. monocytogenes AactA, wurde
freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Hans-Willi Mittricker vom
Universitatsklinikum Eppendorf zur Verfligung gestellt. Die Etablierung zielte darauf
ab, anhand der vergleichbaren Expression spezifischer Oberflachenmarker eine
zwischen beiden Stadmmen, vergleichbare Aktivierung der Monozyten zu

gewahrleisten (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Expression spezifischer Oberflachenmolekiile auf Ly6C" Monozyten nach Infektion mit
L. monocytogenes AactA

Mannliche C57BI/6 Wildtyp Mause wurden intravends entweder mit L. monocytogenes EGD (2x10%) oder mit
L. monocytogenes AactA (1x107) infiziert, an d3 p.i. wurden die Splenozyten isoliert und die Expression spezifischer
Marker auf pro-inflammatorischen Monozyten durchflusszytometrisch analysiert; (A) Auswahlstrategie zur
Bestimmung pro-inflammatorischer Monozyten (Ly6C"); (B) prozentualer Anteil an Ly6C" Monozyten bezogen auf
CD11b* Zellen; prozentualer Anteil an Ly6C" Monozyten positiv fiir (C) CD14, (D) CD38, (E) CD74, (F) CD86;
Daten sind als Median = SD dargestellt; nnav = 10-11 , ninizier = 6-9; FUr alle Gruppen erfolgte ein
Normalverteilungstest; Signifikanzwerte wurden entweder mittels Mann-Whitney-Test (Nicht-Normalverteilung)
bestimmt (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001; ****p<0.0001) oder mittels Students-T-Test (Normalverteilung) (*p
<0.05; **p <0.01; ***p <0.001; ****p<0.0001).
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Hierbei zeigte sich, dass der Anteil an Ly6CM Zellen nach Infektion mit
L. monocytogenes AactA im Vergleich zur Infektion mit L. monocytogenes EGD
signifikant erhoht (Abbildung 28), jedoch der Anteil an CD14* Ly6C" Monozyten
(Abbildung 28D) signifikant vermindert, ist. Es konnte kein Unterschied im Anteil CD38,
CD74 und CD86 positiver Ly6CM Monozyten festgestellt werden (Abbildung 28D-F).
Uber den Ausstrich von Splenozyten L. monocytogenes AactA infizierter Tiere auf
Palcam-Selektivagar, wurde bestétigt, dass in den zu transferierenden Zellen keine

vermehrungsfahigen Listerien vorhanden sind (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 29: Adoptiver Transfer pro-inflammatorischer Monozyten beeinflusst die Ausbildung des
Amadbenleberabszesses

Daten wurden nach dem Schema siehe Abbildung 28 erhalten; (A) Determinierung des Abszessgewichtes als
relatives Gewicht im Verhaltnis zum gesamten linken Leberlappen Abszessgrof3e, an d3 nach dem adoptiven
Transfer, in C57BI6/J Wildtyp und CCR2" Tieren (mit und ohne Transfer von Monozyten), CCR27 mit naiven
Monozyten n = 9, CCR27 mit LIS Monozyten n = 10, Wildtyp-Tiere ohne Transfer n = 13, CCR2" ohne Transfer n
=7; Analyse der prozentualen Expression von (B) CD14, (C) CD38, (D) CD74, (E) CD86 (F) F4/80 und (G) CX3CR1
an d3 p.i.; Daten sind als Median +SD dargestellt; Transfer naive Monozyten n = 6, Transfer Monozyten aus
L. monocytogenes infizierten Tieren n = 8, ; Wildtyp-Kontrollen ohne Transfer n = 13; fur alle Gruppen erfolgte ein
Normalverteilungstest; Signifikanzwerte wurden entweder mittels Mann-Whitney-Test (Nicht-Normalverteilung)
bestimmt (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001; ****p<0.0001) oder mittels Students-T-Test (Normalverteilung) (*p
<0.05; **p <0.01; ***p <0.001; ****p<0.0001).
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Die Analyse der Abszessbildung an Tag 3 nach adoptivem Transfer ergab, dass die
Ubertragung von Monozyten, aus L. monocytogenes AactA infizierten Tieren zu einer
signifikanten Reduktion der Abszessgrofie (p<0.05) im Vergleich zu Wildtyp-Tieren
oder Rezipienten naiver Monozyten flhrte (siehe Abbildung 29A).

Der Anteil CD14* Ly6C" Monozyten ist in Wildtyp-Tieren signifikant hoher als in beiden
CCR2' Gruppen, wobei keine Unterschiede im Hinblick auf CD38, CD74 und CD86
bestehen. Weiterhin ist der Anteil F4/80* Ly6C" sowie CX3CR1* Ly6CM Monozyten im
Wildtyp signifikant hoher als in den Gruppen, welche exogene Monozyten erhalten

haben.

3.7 Einfluss des pro-inflammatorischen Zytokins IL-18 im Infektionsverlauf

Die Analyse der Transkriptomdaten der Monozyten aus beiden Infektionsmodellen
ergab neben Transkriptionsfaktoren oder Oberflachenmolekilen noch viele andere
Molekullgruppen, die zwischen beiden Modellen signifikant reguliert sind. Hierzu
zéhlen Zytokine, die das Immunsystem beeinflussen. Es zeigte sich, dass sowohl die
beiden Ketten des IL-18 Rezeptors (il18r1, il18ap) als auch il18bp wahrend einer
Infektion mit L. monocytogenes signifikant starker exprimiert wird (Abbildung 30A) als
im ALA-Modell. Dies gab einen Hinweis, dass die Signalibertragung des IL-18 in den
Ly6C"' Monozyten eine wichtige Rolle spielt. Zur Uberpriifung, ob das auch fiir die
gesamte Leber zutrifft oder es sich hier um eine spezifische Reaktion der Monozyten
handelt, wurde die Expression von il18, il18r1, il18rap sowie il18bp auf Total-RNA der
Leber Uberpruft. Im Modell der Infektion mit E. histolytica wird einzig il18 im sehr friihen
Stadium der Infektion (12h p.i.) signifikant geringer exprimiert (p<0.001) als im naiven
Kontrollzustand bzw. allen weiteren untersuchten Zeitpunkten. Alle weiteren
untersuchten Gene sind in ihrer relativen Expression im ALA-Modell nicht signifikant
verandert. 11-18 wird im Verlauf der Infektion mit L. monocytogenes leicht erhght
exprimiert, zusatzlich ist an d5 p.i. signifikant mehr i118r1 mRNA nachweisbar
(Abbildung 30C). Ein &hnliches Bild ergibt sich flr il18rap und il18bp die beide im
Verlauf der Infektion im LIS-Modell signifikant starker exprimiert werden als im naiven
Zustand (Abbildung 30D+E).
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Abbildung 30: Veranderung der relativen Expression von Genen im IL-18 Signalweg im Verlauf beider
Infektionsmodelle

Die Infektionen wurden nach 2.2.1.3 und 2.2.1.5 durchgefiihrt, an den indizierten Zeitpunkten wurde die RNA aus
der Leber isoliert und das Expressionsniveau von il18, il18r, il18rap und il18bp analysiert; (A) Heatmap zum
Vergleich der relativen Expression von il18bp, il18r1 und il18rap in Ly6CM Monozyten (Daten aus
Transkriptomstudie); Auftragung der relativen Veranderung der Expression von (B) il18, (C) il18r1, (D) il18rap und
i118bp; Analyse der Expression mittels gPCR, Bestimmung der relativen Veranderung der Expression (foldchange)
mit der AAct Methode; Daten sind als Median +- SEM dargestellt; reprasentative Daten aus zwei unabhé&ngigen
Experimenten; nnave= 8-10, ninfizien= 5-8;; Signifikanzwerte wurden entweder mittels Mann-Whitney-Test (Nicht-
Normalverteilung) bestimmt (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001; ****p<0.0001).

Zur Beurteilung der Korrelation zwischen Genexpression und Proteingehalt, wurde fr
beide Infektionsmodelle die Expression der IL-18R-Kette, welche durch il18rl codiert

wird, auf verschiedenen Immunzellen untersucht.
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Abbildung 31: Auswahlstrategie zur Bestimmung mdoglicher Zielzellen von IL-18 im Verlauf beider
Infektionsmodelle
Die Infektionen wurden nach 2.2.1.3 und 2.2.1.5 durchgefiihrt, zu definierten Zeitpunkten die Milz entnommen und

die Expression von IL-18R durchflusszytometrisch analysiert; (A) Eingrenzung auf Leukozyten und Einzellzellen;
Definition der (B) NK-Zellen (NK1.1*, NK1.1* CD11b*) und myeloiden Zellen (NK1.1- CD11b*), der (C)
Dendritischen Zellen (CD11c*) und der T-Zellen (CD3*), der (D) B-Zellen (CD19%), (E) der NK1.1* CD3* Zellen
(NKT-Zellen) aus Einzelzellen sowie (F) Definition von Monozyten (Ly6C"° Ly6G-) und neutrophilen Granulozyten

(Ly6Cint Ly6G*) aus den NK1.1- CD11b* Zellen, (G) Histogram der Farbung von IL-18R auf den angegebenen

Zelltypen.
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Die fir diesen Versuchsteil genutzte Klassifizierung ist in nachstehender Tabelle 18

zusammengefasst.

Tabelle 18: Beschreibung der untersuchten Zellpopulationen zur Analyse zellularer Ziele fur IL-18

Zellpopulation

Oberflachenmarker zur Selektion

T-Zellen

B-Zellen

NK-Zellen

NKT-Zellen

Dendritische Zellen
Pro-inflammatorische Monozyten
Anti-inflammatorische Monozyten
Neutrophile Granulozyten
Makrophagen

CD3"

CD19*

NK1.1* / NK1.1* CD11b*
NK1.1* CD3*

CD1lc*

CD11b* Ly6Ch Ly6G-
CD11b* Ly6C® Ly6G"
CD11b* Ly6C™ Ly6G*
F4/80*

Die detaillierte Betrachtung der Expression von IL-18R auf den untersuchten Zelltypen
ergab eine signifikante Zunahme auf CD3* T-Zellen (p<0.001) zu d2 und d3 p.i. im LIS-
Modell im Vergleich zu den naiven Kontrolltieren. Auf Dendritischen Zellen (CD11c*)
hingegen ist eine signifikante Abnahme des Anteils IL-18R* Zellen zu den Zeitpunkten
d1 und d2 p.i. auszumachen. Die Infektion mit E. histolytica beeinflusst die Expression
auf diesen Zelltypen nicht. Alle drei untersuchten myeloiden
Zelltypen (CD11b* NK1.1") weisen einen starken Anstieg des Anteils an IL-18R
positiven Zellen auf. Fur neutrophile Granulozyten (Abbildung 32D) ist ein signifikanter
Anstieg an d2 und d3 p.. im LIS Modell, verglichen mit dem ALA Modell,
auszumachen. Der Anteil an Ly6CM Monozyten die IL-18R* sind, ist hingegen an d1
und d2 p.i. signifikant erhéht (p<0.01) und sinkt an d3 p.i. wieder ab (Abbildung 32E).
Ein Anstieg des Anteils an IL-18R* anti-inflammatorischen Monozyten zeigt sich im
LIS-Modell an d3 pi. im Vergleich zum ALA-Modell (Abbildung 32F). Sowohl ftr
Monozyten als auch fiir neutrophile Granulozyten ist keine Anderung im Verlauf der
Infektion mit E. histolytica zu erkennen. Das Expressionsmuster auf NK-Zellen
(NK1.1%) ergibt kein klares Bild, auch wenn eine leicht signifikante Steigerung des
Anteils an IL-18R* NK-Zellen im Verlauf der Infektion mit L. monocytogenes zu
erkennen ist (Abbildung 32G). Zu den Zeitpunkten d1 und d2 p.i. exprimieren im LIS-

Modell die NKT-Zellen (NK1.1*CD3") signifikant mehr IL-18R als im ALA-Modell. Auch
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im Verlauf der Infektion mit E. histolytica ist eine Tendenz zu leicht erhdhten Anteilen
im Vergleich zum naiven Kontrollzeitpunkt zu erkennen, diese ist jedoch nicht
signifikant. Der Anteil an IL-18R* Zellen liegt mit ca. 60 % bei den NK-Zellen und den
NKT-Zellen im Vergleich zu allen untersuchten Immunzellpopulationen am hdchsten.
Eine eindeutige Aussage Uber die Expression auf F4/80* Zellen ist anhand der

vorliegenden Daten nicht moglich (Abbildung 32I)
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Abbildung 32: Expression von IL-18R auf verschiedenen Immunzellen im Verlaufe beider Infektionsmodelle
Die Infektionen wurden nach 2.2.1.3 und 2.2.1.5 durchgefihrt, an den indizierten Zeitpunkten wurden die
Splenozyten isoliert und die Expression von IL-18R durchflusszytometrisch analysiert; Auftragung der IL-18R
Expression der folgenden Zelltypen (A) B-Zellen (CD19%); (B) T-Zellen (CD3*); (C) Dendritische Zellen (CD11c*) ;
(D) neutrophile Granulozyten (CD11b* Ly6G* Ly6C*); (E) pro-inflammatorische Monozyten (CD11b*Ly6C" Ly6G-);
(F) anti-inflammatorische Monozyten (CD11b* Ly6C° Ly6GY); (G) NK-Zellen (NK1.1%); (H) NKT-Zellen
(NK1.1* CD3%); (I) Makrophagen (F4/80%); Daten sind als Median + SD dargestellt; nNnaive= 18, Ninfizien= 5-14;
Signifikanzwerte wurden entweder mittels Mann-Whitney-Test (Nicht-Normalverteilung) bestimmt (*p <0.05; **p
<0.01; ***p <0.001; ****p <0.0001).
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Es zeigt sich, dass Ly6C" und Ly6C'°© Monozyten sowie neutrophile Granulozyten im
Verlauf einer Infektion mit L. monocytogenes verstarkt IL-18R exprimieren. Im ALA-
Modell sind nur tendenziell erhéhte Expressionen auf NK-Zellen und NKT-Zellen
auszumachen. Im Weiteren wurde der Einfluss des genetischen Knock-outs von IL-18
auf die AbszessgrofRe und die Expression spezifischer Oberflachenmolekile auf

Ly6CM Monozyten im ALA-Modell untersucht.
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Abbildung 33: Einfluss des Knock-out von IL-18 auf die Infektion mit E. histolytica

Mannliche C57BI/6 Wildtyp Mause und mannliche IL-187- Mause wurden intrahepatisch mit E. histolytica (2x10°)
infiziert, zu den indizierten Zeitpunkten wurde das Abszessgewicht determiniert sowie die Expression spezifischer
Oberflachenmarker auf Ly6C" Monozyten aus der Leber durchflusszytometrisch analysiert; (A) Determinierung des
Abszessgewichtes als relatives Gewicht im Verhaltnis zum gesamten linken Leberlappen Abszessgrolie an d3, d5
und d7 p.i. von C57BI6/J Wildtyp und IL-18"Tieren; Analyse der prozentualen Expression von B) CD14, (C) CD38,
(D) CD74, (E) CD86 an d3, d5 und d7 p.i.; Daten sind als Median £SD dargestellt; Nnnaiv= 29 ; Ninfiziet = 8-10; fur alle
Gruppen erfolgte ein Normalverteilungstest; Signifikanzwerte wurden entweder mittels Mann-Whitney-Test (Nicht-
Normalverteilung) bestimmt (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001; ****p<0.0001) oder mittels Students-T-Test
(Normalverteilung) (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001; ****p<0.0001).
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Auf die Entwicklung der Abszessgrof3e im Verlauf der Infektion mit E. histolytica hat
der IL-18" keinen signifikanten Einfluss (Abbildung 27A). Es besteht lediglich die
leichte Tendenz hin zu einer schnelleren Ausheilung und somit kleineren Abszessen
an d5 p.i. (p=0.1321) im IL-18". Weiterhin bestehen kaum signifikante Unterschiede
in der Expression der untersuchten Oberflachenmarker. Es ist an d3 p.i. eine etwas
verminderte Expression von CD74 und CD86 im IL-18" zu erkennen (siehe Abbildung

33D+E) sowie eine leicht geringere Expression von CD74 an d7 p.i.
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4 Diskussion

Die Infektion mit L. monocytogenes als auch die Infektion mit E. histolytica kann sich
hepatisch manifestieren. Die hepatische Manifestation der Listeriose flhrt zur
Ausbildung von Granulomen, wohingegen die hepatische Amébiasis in der Ausbildung
eines grof3en singularen Abszesses resultiert. In beiden Infektionen spielen
Monozyten, beziglich der Kontrolle des Infektionsverlaufes (Listeriose) bzw. der
Ausbildung einer Immunpathologie (ALA), eine entscheidende Rolle.

Monozyten sind als Zellen des angeborenen Immunsystems, besonders im frihen
Stadium einer Infektion, essentiell bei der Erkennung und Bek&mpfung von
Pathogenen. Sie werden nach ihren Eigenschaften und produzierten
Effektormolekilen in anti- (Ly6C'°) und pro-inflammatorische (Ly6C") Monozyten
unterteilt. Besonders die Arbeiten von Weinreb et al. (15) , Mildner et al. (10), Yona et
al. (74) oder Giladi et al. (203) weisen auf eine hohere Diversitat in der Entwicklung
von Monozyten hin. Auf der Basis von Einzelzellsequenzierung wurden neue Subtypen
von Monozyten wie Neutrophilen-ahnliche Monozyten (nMO) oder Dendritische Zellen-
ahnliche Monozyten (dcMO) identifiziert, auch wenn diese Untersuchungen bisher nur
in der Homoostase durchgefiihrt wurden. Weiterhin sind aus diesen Arbeiten vor allem
Transkriptionsfaktoren oder andere intrazellulare Proteine hervorgegangen, weshalb
die Charakterisierung der Oberflache von Monozyten auf die bisher tblichen Marker
beschrankt ist.

Besonders wichtige Molekile zur Unterscheidung der Monozyten Populationen sind
hierbei CCR2 auf pro-inflammatorischen Monozyten sowie die unterschiedliche
Expression von Ly6C auf beiden Populationen (14).

Im Hinblick auf die beiden untersuchten Infektionsmodelle konnte gezeigt werden,
dass pro-inflammatorische Monozyten im Modell der Listeriose eine protektive
Funktion erfiillen, wohingegen sie im Modell des Amobenleberabszesses an der
Ausbildung des Abszesses beteiligt sind und somit zur Immunpathologie beitragen
(104, 194). Auch in anderen Erkrankungen, wie rheumatischer Arthritis, tragt fehlende

Kontrolle der Monozyten zur Immunpathologie bei (204—206).
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4.1 Unterschiedliche Entwicklungen pro-inflammatorischer Monozyten

zwischen beiden Modellen

Auf Grundlage der gegensétzlichen Einflisse von Monozyten im Kontext beider
Infektionsmodelle wurden die Unterschiede in Ly6C" Monozyten aus beiden Modellen
genauer untersucht.

Dazu wurde die mRNA der Ly6C" Monozyten aus beiden Infektionsmodellen an zwei
Zeitpunkten sequenziert. Es wurden Tag 3 und Tag 5 nach Infektion ausgewahlt, da
d3 p.i. den Hohepunkt der angeborenen Immunantwort in der Listeriose darstellt und
der Amdbenleberabszess die Maximalgrof3e erreicht. Mit Tag 5 nach Infektion beginnt
im ALA-Modell die Regenerationsphase und die Aktivitat der angeborenen
Immunantwort im LIS-Modell nimmt ab.

Die durchflusszytometrischen Daten verdeutlichen einen massiven Einstrom von
CD11b"* Zellen und insbesondere Monozyten im Verlauf des LIS-Modells im Vergleich
zum ALA-Modell (siehe Abbildung 14). Es zeigte sich jedoch, dass, obwohl zu den
jeweiligen Zeitpunkten dieselben Zellen isoliert und die mRNA aus diesen sequenziert
wurde, die zellularen Prozesse der Ly6C" Monozyten einerseits pro-inflammatorisch
(LIS) und andererseits anti-inflammatorisch (ALA) sind. Diese grof3en Unterschiede
konnten beispielsweise mittels PCA visualisiert werden (siehe Abbildung 15). Die
isolierten pro- als auch anti-inflammatorischen Monozyten aus dem Listerien Modell
weisen grol3e Unterschiede im Vergleich zum ALA-Modell auf. Die Monozyten aus
dem ALA sind hingegen denen aus den naiven Tieren recht ahnlich. Der Vergleich
ergab 5486 Gene, die in den Ly6C" Monozyten aus dem LIS-Modell, im Vergleich zum
ALA-Modell, signifikant reguliert sind (siehe Abbildung 15).

Die transkriptionellen Unterschiede zwischen den Ly6CM Monozyten aus beiden
Modellen wurden besonders anhand von Transkriptionsfaktoren sowie Genen, die flr
Oberflachenproteine codieren, oder Genen, die die Entwicklung von Monozyten
beeinflussen, verdeutlicht.

Die Analyse der Transkriptionsfaktoren ergab, dass im LIS-Modell verstarkt jene
transkribiert werden, die flr eine IFNy getriebene pro-inflammatorische Reaktion und
Entwicklung der Zellen in einen pro-inflammatorischen M1 Phanotyp typisch ist (siehe
Abbildung 17). Hierzu zahlen zum Beispiel irfl, irf2, ifi204 und batf2. Sowohl irfl als
auch irf2 sind Teil der IFNy-Signalkaskade und essentiell fir die Bekdmpfung von

L. monocytogenes (207) oder anderen intrazellularen Pathogenen, wie Brucella spp.
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(208). Sowohl die Funktion von TLR4 als auch die Entwicklung myeloider Zellen ist
abhangig von der Expression von ifi204 (209, 210). Die Expression von batf2 wird
ebenfalls durch IFNy induziert. Zusammen mit irfl bildet es einen Komplex und
reguliert die Aktivierung von Monozyten und Makrophagen z. B. nach einer Stimulation
mit LPS oder IFNy (211) sowie einer mykobakteriellen Infektion (212). Dies geschieht
unter anderem, indem der Komplex irfl/batf2 direkt die Expression wichtiger Zytokine
wie TNF oder IL-12 beeinflusst (212).

Im Gegensatz dazu sind im Modell des Amdbenleberabszesses vor allem
Transkriptionsfaktoren verstarkt exprimiert, die fir eine anti-inflammatorische
Entwicklung typisch sind. Hierzu zahlen unter anderem hesl (213, 214), mafB (215,
216) oder tsc22d3 (217). Neben dem absoluten Unterschied in der Transkription sind
auch im Zeitverlauf der Infektionen gegenlaufige Entwicklungen zu erkennen (siehe
Abbildung 17).

Aufgrund der schon angesprochenen Aktivierung der Monozyten sind alle
untersuchten Gene, die fiir einen Ubergang von Ly6C" zu Ly6C'® verantwortlich sind
wie z.B. nr4al (218, 219), in Monozyten des LIS-Modells signifikant geringer exprimiert
als im ALA-Modell (siehe Abbildung 18). Vielmehr ist deutlich erkennbar, dass fast alle
untersuchten Gene, die fir die Entwicklung hin zu saa3*/cxcl10* oder neutrophil-
ahnlichen Monozyten wichtig sind, im Verlauf einer Infektion mit L. monocytogenes
signifikant starker exprimiert werden. Ein geteiltes Bild ist fir Gene ersichtlich, die die
Entwicklung von DCMo beeinflussen. So sind z.B. h2k1, h2ebl oder cd74 starker im
LIS-Modell exprimiert, wohingegen flt3 oder pid1l im ALA-Modell verstarkt transkribiert
werden. Auf Grundlage der vorhandenen Daten ist davon auszugehen, dass, im
Unterschied zur Infektion mit E. histolytica, eine Infektion mit L. monocytogenes die
Entwicklung mehrerer Monozytenpopulationen wie nMO und dcMO (4, 15) oder
cxcl10+ Monozyten (203), unterstltzt. Die verstarkte Entwicklung von Ly6CM
Monozyten in nMo wurde bisher nur unter LPS-Stimulation nachgewiesen (16), wobei
die Induktion durch die Infektion mit gram-positiven L. monocytogenes in dieser Arbeit
das erste Mal gezeigt werden konnte.

Im ALA-Modell scheint, auf Grundlage der vorliegenden Daten, keine eindeutige
Entwicklung in einen der bisher beschriebenen neuen Subtypen von Monozyten
abzulaufen. Die Monozyten aus dem ALA-Modell sind denen aus den naiven Tieren
sehr &hnlich und zeigen, trotzt des pro-inflammatorischen Charakters der hepatischen

Infektion mit E. histolytica, einen anti-inflammatorischen Zustand anstatt ebenfalls
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aktiviert zu sein. Dies konnte mit der Wirkung der Amdben-assoziierten
immunsupprimierenden Molekule wie MLIF erklart werden.

Der nachste Schritt zu einer tiefergehenden Analyse der zellularen Entwicklung und
differenzierten Betrachtung der neuen Subtypen pro-inflammatorischer Monozyten
ware die Einzelzellsequenzierung aus beiden Infektionsmodellen. Weiterhin wére die
CiteSeg-Methode geeignet, um eine direkte Korrelation zwischen dem Transkriptom
und den Oberflachenproteinen der Zellen herzustellen.

4.2 Unterschiede im Zytokinmilieu und der Immunhistologie im Verlauf beider

Infektionen

Die Infektion mit L. monocytogenes induziert eine klassische pro-inflammatorische
Antwort, die durch eine hohe Produktion pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-6, IFNy
oder TNFa charakterisiert ist (220). Dies konnte in der vorliegenden Arbeit ebenfalls
gezeigt werden (siehe Abbildung 12), da im Verlauf der Listerieninfektion die
Konzentration von IFNy signifikant ansteigt. Dies ist vor allem zu den frihen
untersuchten Zeitpunkten signifikant starker als im ALA-Modell. Weiterhin ist ein sehr
starker Anstieg der CCL2 Konzentrationen im Listerien-Modell zu erkennen, was im
ALA-Modell deutlich weniger ausgepragt ist. Die Infektion mit L. monocytogenes
resultiert in einer systemischen Infektion, die u.a. zur Folge hat, dass in der gesamten
Leber Infektionsherde entstehen und Monozyten einstrémen. Im Gegensatz dazu ist
die Ausbildung eines Amdbenleberabszesses auf den infizierten Leberlappen und
auch da nur auf einen recht kleinen Teil dessen begrenzt. Im ALA-Modell wird, im
Vergleich zur Listeriose, mehr IL-10 exprimiert. Es konnte gezeigt werden, dass IL-10
der Uberreaktion des Immunsystems entgegenwirkt, die durch E. histolytica selbst
ausgeldst wird (221). Durch die Produktion und Sekretion von Prostagrandin-E2 und
einem Homolog des Monozyten Migration Inhibitorischen Faktors (EhMIF) wird ein pro-
inflammatorisches Milieu erzeugt, was besonders Monozyten, Makrophagen und
neutrophile  Granulozyten verstarkt aktiviert (222-224). Damit wird die
Immunpathologie grof3tenteils bedingt, die die Ausbildung der Leberschadigung
unterstutzt (182). Gleichzeitig werden von E. histolytica zelltoxische Molekile wie
porenbildende Peptide (Amobapore) oder Cysteinpeptidasen sekretiert, die
einstromende Immunzellen abtoten oder lysieren und somit einen Schutz gegen den
direkten Angriff auf die Trophozoiten bilden kdénnen (225-227). Die Arbeit von
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Hellberg et al. (226) zeigte, dass die Uberexpression der Cysteinpeptidase 2 (CP2) in
E. histolytica zur Steigerung der Iytischen Aktivitat fuhrt. AmoObapore-Proteine
hingegen kdonnen eukaryotische oder prokaryotische Zellen direkt lysieren (227). Die
geringen Konzentrationen von IFNy im frihen Stadium der Infektion mit E. histolytica
und die dennoch offensichtlich ablaufende Immunpathologie weisen jedoch auf einen
starken Effekt dieser Molekile hin. Dieser pro-inflammatorischen Kaskade wird mit
korpereigenem IL-10 gegenreguliert, um eine Uberschiel3ende Immunreaktion
einzudammen. Allerdings sekretiert E. histolytica auch selbst einen Faktor, Monocyte
locomotion inhibitory factor (MLIF), der die Mobilitat von Immunzellen beeinflusst und
die Produktion von IL-10 induzieren kann (228). Die vielfaltige Beeinflussung des
Immunsystems stellt eine Uberlebensstrategie von E. histolytica dar (192).

Eine Depletion von Monozyten durch Antikdrper als auch die Depletion von Kupffer-
Zellen mittels Clodronat fihrt zur Verringerung des Abszessvolumens (194).
Zusatzlich bilden CCR2 Tiere, in denen die Rekrutierung von Ly6CM Monozyten aus
dem Knochenmark und die Migration in infiziertes Gewebe inhibiert ist, signifikant
kleinere Abszesse als Wildtyp-Tiere. Dies hebt die Bedeutung der Ly6C" Monozyten
und Kupffer-Zellen fir Entstehung des ALA hervor.

In der Listeriose sind die Monozyten hingegen fir die Beseitigung der Pathogene
sowie das Prasentieren der Antigene gegeniiber T-Zellen verantwortlich und somit
protektiv. Dies wird durch die hohere Bakterienlast in CCR27- Tieren im Vergleich zu
Wildtyp-Tieren verdeutlicht (104). Diese Unterschiede zwischen beiden Modellen sind
auch in der Immunhistologie deutlich erkennbar. In der hepatischen Amobiasis bildet
sich der Abszess aus Zellen, die eine ring-dhnliche Struktur um die Zone lysierter
Zellen bilden (siehe Abbildung 13A). In diesem scharf abgegrenzten Bereich, welcher
die lysierten Zellen umschlief3t, sind deutlich mehr CD11b* und Ly6C* Zellen
vorhanden als distal vom Abszess. Die Monozyten, welche CD11b* und Ly6C* sind,
sind an der Bildung der umschlieRenden Zellschicht beteiligt. Im Zentrum des
Abszesse hingegen sind sehr viele CD11b* Zellen vorhanden, die jedoch nur in
geringem Mal3e Ly6C* sind (siehe Abbildung 13A), wobei es sich vermutlich entweder
um neutrophile Granulozyten oder abgestorbene Monozyten handelt. Im ALA-Modell
dringen die Monozyten nicht in den Abszess ein und tragen zur Bekdmpfung der
Amoben bei, sondern sie sind an der Ausbildung der umschlieBenden

Gewebsschichten beteiligt.
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Wahrend einer Infektion mit L. monocytogenes bilden sich in der Leber Granulome.
Diese sind jedoch homogen Uber die Leber verteilt und weniger scharf abgegrenzt als
der Amobenleberabszess (siehe Abbildung 10B). Die Monozyten verteilen sich
einerseits gleichmafiig in der infizierten Leber, anderseits wandern sie direkt in die
Granulome ein und bilden keine ringéhnlichen Strukturen. Im LIS-Modell migrieren
Monozyten in die Granulome und bekampfen die Bakterien ohne an der Bildung der
Mikroabszesse beteiligt zu sein.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass auch an d3 p.i. noch intakte E. histolytica
Trophozoiten innerhalb des Abszesses vorliegen (siehe Abbildung 13D). Der anti-
inflammatorische Zustand, den Ly6CM Monozyten im Modell der hepatischen
Amdbiasis entwickeln, resultiert demnach nicht aus der vollstdndigen Beseitigung des
Pathogens aus der Leber. Dies unterstreicht, dass die E. histolytica Trophozoiten fir

die Beeinflussung der Monozyten verantwortlich sind.

4.3 Transkriptionelle und durchflusszytometrische Analyse von
Oberflachenmarkern auf pro-inflammatorischen Monozyten

Die Untersuchung von Genen, die fur Oberflaichenmolekile codieren, ergab, dass
auch hier grol3e Unterschiede zwischen beiden Infektionsmodellen vorhanden sind. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde die Genexpression als auch die Proteinexpression von
vier Markern untersucht, die im Verlauf der Infektionen spezifisch reguliert werden.
Hierbei handelt es sich um cd14, cd38, cd74 und cd86 bzw. die entsprechenden
Proteine. Von diesen untersuchten wird cd14 als einziges Gen verstarkt in Ly6C"
Monozyten im ALA-Modell exprimiert (siehe Abbildung 19). Die Expression von CD14
an der Oberflache der Ly6C" Monozyten ist zwar in einem sehr frihen Stadium der
Infektion mit E. histolytica signifikant niedriger als im LIS-Modell, steigt im Verlauf der
Infektion jedoch an und ist an d1, d2 und d3 p.i. signifikant hoher (siehe Abbildung 20),
wahrend sich der Anteil an CD14* Zellen an d1, d2 und d3 p.i. in der Infektion mit
L. monocytogenes verringert.

Die Erkennung eines wichtigen Oberflachenmolekils von E. histolytica, dem
Lipopeptidophosphoglycan (LPPG), wird tGber TLR2 und TLR4 (221, 229) vermittelt.
Die erhohte Expression von CD14 auf Ly6C" Monozyten im ALA-Modell kénnte der
Erkennung von LPPG dienen, da CD14 als Co-Rezeptor fur TLR4 dient. Es konnte

jedoch, auf Ebene des Transkriptoms der Monozyten aus dem ALA-Modell, keine
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erhohte Expression von TLR4 gezeigt werden. Zwar ist CD14 in besonderem MalRe
fur die Bindung von LPS und anschlielRendem Transfer auf den TLR4/MD-2 complex
zustandig (230), jedoch ist auch die Erkennung vieler anderer Pathogen-assoziierter
molekulare Muster (PAMP) wie Lipoteichonsdure oder Peptidoglycan von CD14
abhangig (107). Zusatzlich zu membrangebundenem CD14 wird vor allem von
Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und Monozyten auch l0sliches CD14
(sCD14) sekretiert (115). Dieses bindet ebenfalls verschiedene PAMPSs, jedoch ist die
Weiterleitung eines Signals an die Zielzellen abhéngig vom gebundenen
Molekul (231). Der verminderte Anteil an CD14" Zellen im Verlauf des LIS-Modell
konnte auf das Abtrennen von der Oberflache (Shedding) zurtickzufiihren sein. Dieser
Mechanismus wurde sowohl fur LPS-stimulierte Makrophagen als auch fir Monozyten
wahrend der Differenzierung beschrieben, womit die pro-inflammatorische Antwort der
Zellen blockiert wird (114, 232, 233). Dies konnte demnach als regulierender
Mechanismus bezeichnet werden, welcher im ALA-Modell nur einem sehr friihen
Zeitpunkt der Infektion auftritt.

Das Gen cd38 wird in den Ly6C" Monozyten aus dem LIS-Modell signifikant starker
exprimiert als in Ly6CM Monozyten aus dem ALA-Modell. Auf Proteinebene ist zu allen
untersuchten Zeitpunkten ein erhohter Anteil an CD38* Ly6CM Monozyten im ALA-
Modell, im Vergleich zu Monozyten aus naiven Tieren, auszumachen. Dieser Anteil
sinkt ab d1 p.i. jedoch ab, wahrend er im LIS-Modell bis d2 p.i. ansteigt und dann auf
hohem Niveau verbleibt. CD38 dient als Aktivierungsmarker bzw. pro-
inflammatorischer Marker fir viele Immunzellen wie T-Zellen, Makrophagen,
Dendritische Zellen (234) oder Monozyten (235, 236). Eine wichtige Funktion des
Ektoenzyms CD38 ist die Synthese von zyklischer und nicht-zyklischer ADP-Ribose
aus extrazellularen NAD+ (237). Weiterhin steht CD38 in Verbindung mit der
Signaltransduktion, Zelldifferenzierung sowie der Zytokinproduktion (238-240). Die
verstarkte Expression von CD38 in beiden Infektionsmodellen kann demnach
vielfaltige Auswirkungen auf die Monozyten haben. Die besondere Bedeutung von
CD38 in Hinblick auf die Suszeptibilitat gegeniber Infektionen mit Mycobacterium
avium (140), Streptococcus pneumoniae (129), L. monocytogenes (200) und auch
E. histolytica (201) konnte bereits in Tiermodellen gezeigt werden. Insbesondere bei
Infektionen mit L. monocytogenes im CD38” sind unter anderem eine geringere
Phagozytoseaktivitéat von Makrophagen (241) und ein verandertes Migrationsverhalten

von neutrophilen Granulozyten und pro-inflammatorischen Makrophagen (242) zu
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beobachten ist. Es ist jedoch kein Einfluss auf die T-Zell vermittelte Immunantwort im
Verlauf der Infektion mit L. monocytogenes zu erkennen (200). Der CD38- fiihrt, in der
hepatischen Amobiasis, zu geringeren Leberschadigungen zu frithen Zeitpunkten (6 h
und 12 h p.i.), jedoch ist der Leberschaden zu spateren Zeitpunkten (48 hund 72 h p.i.)
signifikant héher als in Wildtyp Kontrollen (201). Weiterhin findet das Einstromen der
neutrophilen Granulozyten in das infizierte Lebergewebe durch den CD38”7 am
starksten zum Zeitpunkt 48 h p.i. statt, wohingegen im Wildtyp dies bei 6 h p.i. der Fall
ist (201). Im Gegensatz zur Arbeit von Estrada-Figueroa (201), in der der CD38" zu
einer VergroRerung des Abszesses an d3 p.i. fihrt, ergab die Untersuchung des
CD38 - im Rahmen dieser Arbeit das Gegenteil. Fir diese gegensatzlichen
Ergebnisse gibt es verschiedene Grinde. Vermutlich am bedeutsamsten ist die
Nutzung unterschiedlicher E. histolytica Klone zur Induktion des ALA. In der Arbeit von
Estrada-Figueroa et al. (201) wurde zwar ebenfalls das Isolat HM1/IMSS genutzt,
jedoch im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit, in der immer der hochpathogene Klon
B2-5 verwendet wurde, kein spezifischer Klon. Weiterhin ist in der Arbeit von Estrada-
Figueroa die Zusammensetzung des Medium anders und es wurden mehr Amdében
bei jungeren Tieren injiziert. Die geringere AbszessgroRe im CD387 im Rahmen der
vorliegenden Arbeit geht einher mit einer hoheren Produktion von ROS (siehe
Abbildung 23). Eine héhere Produktion von ROS, welches verstarkt zum Abtéten von
extrazellularen Erregern eingesetzt werden kann und gleichzeitig eine schwachere
Aktivierung von Monozyten aufgrund des CD387 ,konnte die Ursache fir die
signifikant kleineren Abszesse sein. Die Ausbildung des ALA ist, wie schon
angesprochen, zu grof3en Teilen nicht vom Pathogen vermittelt sondern im Zuge einer
Immunpathologie von Zellen des angeborenen Immunsystems, vor allem Monozyten,
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten. Eine geringere Aktivierung dieser
Zellen wirde zwar auch die Bekampfung der Amében beeinflussen, jedoch konnte
bisher keine direkte Korrelation zwischen Amobenanzahl und Abszessgrolie
festgestellt werden. Diese Hypothese wird durch mehrere Publikationen unterstitzt die
CD38 in Zusammenhang mit einer Verschlimmerung von Autoimmunerkrankungen
wie Rheumatischer Arthritis (243, 244) systemischer Lupus erythematodes (235) oder
entziindlichen Darmerkrankungen (245) setzt.

Die Expression von cd74 ist auf transkriptioneller Ebene, im Vergleich zum naiven

Zustand, im LIS-Modell leicht erh6ht, wohingegen kein Unterschied im ALA-Modell zu
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erkennen ist (siehe Abbildung 19). Die Expression des Proteins auf der Oberflache der

Ly6CM Monozyten zeigt keine konsistente Veranderung im Verlauf beider Infektionen.

Auf transkriptioneller Ebene (siehe Abbildung 19) ist nur eine geringe Veranderung der
Expression von cd86 zuerkennen. Aus Abbildung 20 ist jedoch ersichtlich, dass im
LIS-Modell, aber auch im ALA-Modell, signifikant mehr CD86 auf Ly6C" Monozyten
nachgewiesen werden konnte. Als ko-stimulatorisches Molekul kann CD86 uber die
Bindung an CD28 einen aktivierenden Einfluss auf T-Zellen austiben und gilt deshalb
auch als klassischer Marker pro-inflammatorischer Makrophagen und Monozyten
(159), 245). Der Anstieg der Expression im Verlauf beider Infektionsmodelle erscheint
in diesem Zusammenhang schlissig. Im Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch nicht
genauer analysiert werden, ob CD86 im Kontext der beiden Infektionen stimulierend
auf T-Zellen wirkt. Die Arbeit von Pinto et al. zeigte, dass asymptomatische Chagas-
Patienten, hohere Expressionen von CD86 auf Monozyten aufwiesen (246).
Besonders im Hinblick auf CD86 ist keine detaillierte mechanistische Beschreibung
maoglich, sondern nur die deskriptive Analyse der Daten.

Die multifaktorielle Auftragung der FACS-Daten mittels HSNE (siehe Abbildung 21)
ergab ein &hnliches Clustering der Zellen wie es auf transkriptioneller Ebene gezeigt
werden konnte (siehe Abbildung 15). Diese Form der Analyse ermoglicht die
gleichzeitige Darstellung der Expression mehrerer Marker auf einer Zellgruppe. In
Abhangigkeit der jeweiligen Infektion konnen die Monozyten anhand des
Expressionsmusters von Ly6C, CD14, CD38, CD74 und CD86 in verschiedene
Untergruppen eingeteilt werden. Es zeigt sich einerseits, dass sowohl die Ly6C" als
auch die Ly6C'® Monozyten inhomogene Zellpopulationen sind und andererseits ist
ersichtlich, dass die Ly6CM" Populationen im Verlauf beider Infektionen
unterschiedliche Expressionsmuster der analysierten Oberflachenmarker entwickeln.
Die pro-inflammatorischen Monozyten aus dem ALA-Modell kdbnnen vor allem anhand
der Expression von CD14 identifiziert werden, wohingegen die Monozyten aus dem
LIS-Modell verstarkt CD38 und CD86 exprimieren.

Die hohe Plastizitat der Ly6C" Monozyten die, im Rahmen der vorliegenden Arbeit,
dargestellt werden konnte, deckt sich mit neuesten Publikationen, die neue
Subpopulationen beschreiben. Die Untersuchungen von Weinreb (15), Yona (74), oder
Mildner et al. (10) fanden allerdings alle in Homoostase statt und bisher ist keine
detaillierte Analyse der Plastizitat von Monozyten in Infektionsmodellen durchgefuhrt
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worden. Weiterhin ist ein direkter Vergleich mit den, im Rahmen dieser Arbeit,
generierten Daten schwierig, da in den erwdhnten Publikationen einerseits
Einzelzellsequenzierung genutzt wurde und andererseits keine Analyse der
Proteinexpression erfolgte. Die Zusammenstellung der Daten aus der
Transkriptomanalyse und der Untersuchung der Expression spezifischer
Oberflachenproteine verdeutlicht, dass sich unter der Infektion mit L. monocytogenes
eine grolRe Diversitat pro-inflammatorischer Monozytenpopulationen entwickelt. Die
Transkriptomdaten lassen darauf schlie3en, dass sich sowohl neutrophilen-ahnliche
Monozyten als auch saa3* und cxcl10* Monozyten entwickeln. Diese Entwicklung ist
in der Infektion mit E. histolytica nicht zu erkennen. Eine direkte Verknipfung der
regulierten Gene mit der Expression der Oberflachenmarker ist nicht moglich. Hierzu
ware ein anderer methodischer Ansatz, das CITE-Seq, notwendig gewesen. In diesem
wird von einer Zelle sowohl die mRNA sequenziert, als auch gleichzeitig die
Expression von Oberflachenproteinen analysiert. Diese Methode war zum Beginn der
Arbeit jedoch nicht kommerziell verfugbar.

Es kdnnen, trotz der angesprochenen Einschréankungen, einige Erkenntnisse aus den
vorliegenden Daten gewonnen werden. Die Oberflachenproteine CD14, CD38, CD74
und CD86 konnen als zusatzliche Marker genutzt werden um eine detaillierte
Beschreibung pro-inflammatorischer Monozyten zu ermdglichen. Mit Hilfe dieser kann
die bisher sehr heterogene Population der Ly6C" Monozyten in homogenere
Subpopulationen unterteilt werden. Die direkte Verknipfung der neu entdeckten
Subpopulationen zu Expression der analysierten Marker muss mittels neu entwickelter
Methoden erfolgen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass diese Expressionsmuster
spezifisch fur Monozyten sind, da auf neutrophilen Granulozyten keine Regulierung

der untersuchten Marker stattfindet.

4.4 Entwicklung der ROS Produktion in beiden Infektionsmodellen

Die Aktivitat der Monozyten kann, anhand der Expression von Oberflachenproteinen
oder Transkriptionsfaktoren zwar abgeschatzt werden, jedoch bringt nur die direkte
Messung Gewissheit. Zunachst ist auf transkriptioneller Ebene ein deutlicher
Unterschied in der Expression von Genen zu finden, die mit der Produktion von ROS
in Verbindung stehen (siehe Abbildung 24). Dies konnte sowohl auf transkriptioneller

Ebene fir die Monozyten als auch exemplarisch fur die mRNA aus der gesamten
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Leber gezeigt werden. Es wurde die Produktion reaktiver Sauerstoff-Spezies (ROS) in
Ly6CM Monozyten und neutrophilen Granulozyten determiniert, um funktionelle
Unterschiede darzustellen. Fur diese Testreihen wurden, aus mehreren Grinden,
Monozyten aus der Milz der infizierten Tiere genommen. Zum einen ist die
Verfligbarkeit von Monozyten in der Milz besser, da die Isolierung schneller ist und die
Zellen somit geringeren externen Einflissen, als bei der Isolierung aus der Leber
ausgesetzt sind. Weiterhin ist die Reaktion der Monozyten anhand der Expression der
untersuchten Oberflachenmolekile zwischen Milz und Leber vergleichbar, was auf
eine ahnliche Aktivierung schliel3en lasst. Es konnte gezeigt werden, dass im Verlauf
einer Infektion mit L. monocytogenes die ROS-Produktion in pro-inflammatorischen
Monozyten signifikant ansteigt (siehe Abbildung 25). Weiterhin sinkt die ROS-
Produktion im Verlauf einer Infektion mit E. histolytica im Vergleich zur naiven
Kontrolle. Die groRen Unterschiede in den prozentualen Anteilen, besonders in den
naiven Kontrollgruppen (ALA = 40%; LIS = 70 %) sind dem technischen, manuellen
und zeitlichen Ablauf der Messungen geschuldet. Aus diesem Grund wurde bei jedem
Infektionsmodell und fir jeden Zeitpunkt eine eigene naive Kontrollgruppe mitgefuhrt.
Der signifikante Anstieg der Menge intrazellularer ROS (MFI) im LIS-Modell deckt sich
mit den Ergebnissen aus anderen Infektionen, die ebenfalls eine Erhéhung der ROS-
Produktion zur Folge haben (247). Die Erkennung von Pathogenen erhdht die Menge
an ROS vor allem in phagozytierenden Zellen, die diese zur Erregerbekampfung
nutzen (248). Umso erstaunlicher ist die Verminderung des Anteils der ROS* Zellen
im ALA-Modell. Fur die Bestimmung des ROS-Gehaltes wurden Splenozyten
verwendet, da ein reproduzierbarer ROS-Assay mit isolierten Leberlymphozyten nicht
etabliert werden konnte, da in diesen keine ROS-Produktion nachweisbar war.
Aufgrund der Restriktion des ALA auf die Leber und der generalisierten Infektion mit
L. monocytogenes stellte sich hier zunéachst die Frage nach der Aussagekraft des
Vergleiches.

Die Untersuchung des Expressionsmusters der spezifischen Oberflachenmarker
zeigte jedoch, dass die Ly6C" Monozyten in der Milz ein sehr &hnliches
Expressionsmuster, im Vergleich mit pro-inflammatorischen Monozyten in der Leber,
aufwiesen. Die Abnahme des Anteils an ROS* pro-inflammatorischen Monozyten im
Verlauf des ALA-Modells ist in der zur Verfigung stehenden Literatur nicht
beschrieben. Ferner wurden keine Untersuchungen der ROS-Produktion in Infektionen
mit E. histolytica durchgefiihrt. Die Bekampfung von Parasiten wie E. histolytica findet
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vor allem durch eosinophile und basophile Granulozyten statt. Diese Zellen wurden
nicht auf ihre ROS-Produktion hin untersucht. Allerdings ist die ROS-Produktion in
neutrophilen Granulozyten im Verlauf beider Infektionen leicht verringert (siehe
Abbildung 26). Es wurde jedoch schon mehrfach gezeigt, dass Neutrophile zur
Bekampfung der Amdben unverzichtbar sind (249). Die Bekampfung erfolgt jedoch
verstarkt tber INOS und weniger Uber reaktive Sauerstoffspezies (250).

Analog zur Expression spezifischer Oberflaichenmarker auf pro-inflammatorischen
Monozyten in beiden Modellen, ist die Entwicklung der ROS-Produktion in Ly6C"
Monozyten ebenfalls pathogen-spezifisch. Die Analyse der ROS-Produktion in
neutrophilen Granulozyten ergab keine Veranderung in Abh&ngigkeit vom
Infektionsmodell. Die Verringerung des Anteils an ROS*Ly6C" im ALA-Modell ist umso
erstaunlicher, da bisher keine spezifische Beteiligung oder Beeinflussung der Milz im
Verlauf des ALA festgestellt werden konnte.

Es bleibt zu klaren, ob die Abnahme der ROS-Produktion in Ly6C" Monozyten im ALA-
Modell durch eine nachfolgende Infektion mit L. monocytogenes reversibel ist oder der
inhibierte Zustand langerfristig bestehen bleibt. Ein weiterer méglicher nachster Schritt
ist die Analyse der Zytokinproduktion oder der Phagozytoseaktivitat, um die
Eigenschaften pro-inflammatorischer Monozyten in beiden Infektionsmodellen

detaillierter zu erfassen.

4.5 Adoptiver Transfer von LIS in ALA

Die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeiten zeigten, dass durch beide
analysierten Infektionsmodelle unterschiedliche Monozytensubtypen entstehen.
AbschlieRend stellte sich die Frage, ob der protektive Phanotyp, der durch Ly6CM
Monozyten im LIS-Modell vermittelt wird, auch auf das ALA-Modell Ubertragbar ist.
Hierzu wurde in der CCR27- Maus, welche keine pro-inflammatorischen Monozyten
aus dem Knochenmark rekrutieren kann, ein ALA induziert und direkt im Anschluss
ein adoptiver Transfer von Monozyten aus einem L. monocytogenes infizierten Tier
durchgefuihrt (siehe Abbildung 27). Die GroRe der Abszesse ist im CCR27 signifikant
geringer und es konnte in unserer Arbeitsgruppe bereits gezeigt werden, dass der
Transfer naiver Monozyten in die CCR27- Maus zu AbszessgroRen fiihrt, die denen in

Wildtyp-Tieren entsprechen (194). In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, wie
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sich der regulative, aktivierte Status der Ly6C" Monozyten aus dem LIS-Modell auf die
Entwicklung des ALA in der CCR2”- Maus auswirkt.

Um diesen Versuch durchzufiihren, musste zunachst die Infektion und die Auswirkung
auf den Phanotyp pro-inflammatorischer Monozyten mit einem neuen Listerien Stamm
etabliert werden. Es wurde der Stamm L. monocytogenes AactA genutzt, bei dem das
Gen actA, welches fur das ,actin assembling protein A“ codiert, depletiert wurde. Das
Protein actA ist ein wichtiger Virulenzfaktor und die Depletion beeintrachtigt die
Fahigkeit von Listerien, auf Aktinfilamenten direkt von einer Wirtszelle in die nachste
zu gelangen (202, 251). Die Fahigkeit aus dem extrazellularen Raum in die Wirtszellen
einzudringen ist beim AactA Stamm jedoch nicht vermindert (252). Die Nutzung des
Stammes L. monocytogenes EGD, welcher bei allen anderen Experimenten
verwendet wurde, resultierte in der Ubertragung von Listerien aus den Donortieren in
die Rezipienten, was auch durch Antibiotikabehandlung nicht verhindert werden
konnte. Es zeigte sich, dass mittels einer hoheren Infektionsdosis (1x107/Tier) eine
vergleichbare Aktivierung der Monozyten, bemessen an der Expression spezifischer
Oberflachenmolekiile, durch L. monocytogenes AactA erreicht werden konnte. Dies
deckt sich mit Literaturangaben, die ebenfalls durch héhere Dosen eine vergleichbare
T-Zellaktivierung erreichten (202). Dieser Stamm konnte somit mit hinreichender

Evidenz fur den adoptiven Transfer genutzt werden.

Es zeigte sich, dass der Transfer von LIS-Monozyten signifikant kleinere Abszesse, im
Vergleich zum Transfer naiver Monozyten, herbeifiihrt (siehe Abbildung 28C). Die
interne Kontrolle, der Transfer von naiven Monozyten, hingegen fuhrt, wie schon
publiziert, zur Ausbildung von Abszessen, die vergleichbar mit denen von Wildtyp
Tieren sind (194). Der direkte Vergleich zu vorhandener Literatur gestaltet sich
aufgrund der sehr spezifischen Situation schwierig. Prinzipiell zeigt sich hierbei jedoch,
dass die Ubertragung der LIS-Monozyten in das Modell des ALA dazu fihrt, dass die
Immunpathologie schwécher ausgepragt ist. Die LIS-Monozyten haben offensichtlich,
trotz ihrer starken Aktivierung, einen regulativen Phénotyp.

Ein &hnlicher Effekt konnte in dem Modell der Schistosomiasis beobachtet werden. In
der chronischen Phase der Erkrankung wurden naive Monozyten in ein infiziertes Tier
gegeben, was zur besseren Ausheilung der Lasionen fuhrte (253). Obwohl in diesem
Versuch die infizierten Tiere nicht den CCR27 Genotyp besaRen, wirkt sich der

Transfer naiver Monozyten positiv auf den Heilungsverlauf aus, wobei der exakte
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Mechanismus nicht geklart wurde. Moglicherweise besteht jedoch auch hier der
Zustand, dass endogene Zellen nicht korrekt reguliert werden und somit eine
Immunpathologie verursachen. Es liegt jedoch ein bedeutender Unterschied zum
Transfer von Monozyten in das ALA-Modell vor, da in diesem auch exogene, naive
Monozyten zur Immunpathologie beitragen. Im Fall des Amo6benleberabszesses
mussen die Monozyten offensichtlich schon vorher, in diesem Fall durch die Infektion
mit L. monocytogenes, einen regulativen Status erreicht haben, um einen positiven
Einfluss auf die Abszessbildung auszuliben, da der Transfer naiver Monozyten keinen
positiven Einfluss auf die Abszessbildung aufweist. Durch die Infektion mit
L. monocytogenes entwickeln die Monozyten einen pro-inflammatorischen Phanotyp,
der z. B. verstarkt in der Differenzierung zu M1 Makrophagen resultiert. Der Transfer
dieser aktivierten Zellen in das ALA-Modell fihrt zu signifikant kleineren Abszessen im
Vergleich zum Transfer naiver Monozyten. Die Immunpathologie auf der die der
Ausbildung des ALA zum Teil beruht, wird durch die Monozyten aus dem LIS-Modell
abgeschwacht, was den regulativen Status dieser Zellen unterstreicht. Der Transfer
naiver Monozyten in das ALA-Modell hingegen resultiert in einer Immunpathologie, da
die naiven Zellen z. B. durch die E. histolytica-spezifischen Pathogenitatsfaktoren
beeinflusst werden und einen immunpathologischen Status entwickeln, da sie vorher
keinen schitzenden Phanotyp entwickeln konnten.

In diesem Zusammenhang sind vor allem die Veranderungen zu beachten, denen die
Zellen im Verlauf des Transfers unterliegen. In der Arbeit von Mildner et al. (10) wurden
die transkriptionellen Verdnderungen beschrieben, die wahrend des Prozesses des
Transfers induziert wurden. Monozyten sind, wie oben schon erwahnt, eine hoch
variable und flexible Zellpopulation und werden durch jegliche exogenen Einfliisse in
ihrem Phanotyp verandert. Durch einen Transfer dieser Zellen findet, neben der
Anderung der Genexpression, auch eine Abnahme der Ly6C Expression auf
Proteinebene bis 48 Stunden nach dem Transfer statt (10). Bisher sind keine
Vero6ffentlichungen vorhanden, die phénotypische Untersuchungen transferierter
Monozyten zeigen. Aus diesem Grund kann keine Aussage Uber den Einfluss dieser
verminderten Expression von Ly6C getatigt werden. Die geringere Expression von
Ly6C in transferierten Monozyten konnte auch in der vorliegenden Arbeit an d3 p.i.
festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Dieser Effekt trat sowohl bei Monozyten aus

den L. monocytogenes infizierten Tieren, als auch bei denen aus naiven Tieren auf.
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Offensichtlich beeintrachtigt die Verminderung der Ly6C Expression nicht den
regulatorischen Einfluss der transferierten Monozyten.

Auch im Modell fur Typ-1 Diabetes konnte ein positiver Einfluss auf den
Krankheitsverlauf durch den adoptiven Transfer in-vitro generierter M2 Makrophagen
gezeigt werden. In diesem Fall werden die exogenen M2-Makrophagen einerseits
verstarkt in den Pankreas rekrutiert, gleichzeitig fuhren sie zum verzégerten und
reduziertem Auftreten der Typ-1-Diabetes Symptomatik (254).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der Transfer zuvor aktivierter Ly6CM
Monozyten die neuronale Pathologie nach Induktion eines Schlaganfalles in Mausen
abmildert (255). Hierbei wurden pro-inflammatorische Monozyten durch LPS-Injektion
in einen konditionierten Zustand gebracht und kurze Zeit nach der Erzeugung des
Schlaganfall-ahnlichen Zustandes transferiert. Eine Injektion von LPS fihrt zu einem
reduziertem Infarktvolumen, wobei dieser Effekt durch den Transfer der mit LPS
vorkonditionierten Monozyten ebenfalls erreicht werden kann (255).

Monozyten sind zwar eine inhomogene und sehr variable Zellpopulation, sie kbnnten
jedoch trotzdem regulative Einflisse auf Erkrankungen haben. Moéglicherweise sind
Monozyten in der Lage einen regulativen Phanotyp zu konservieren und kdénnen
diesen, trotz ihrer Plastizitat und kurzen Lebensdauer, auf andere Situationen
Ubertragen. Somit kénnte der Transfer von Monozyten eine Behandlungsstrategie fir

Erkrankungen darstellen, bei deren Entstehung sie entscheidend beteiligt sind.

Zusammenfassend konnte dargelegt werden, dass Ly6C" Monozyten aus dem ALA-
Modell einen anti-inflammatorischen Phanotyp zeigen, der sich unter anderem durch
die Expression spezifischer Transkriptionsfaktoren, wie fos und nr4al als auch der
Bildung geringer Mengen ROS auszeichnet. Pro-inflammatorische Monozyten aus
dem LIS-Modell sind hingegen hoch aktiviert, was anhand der Expression spezifischer
Transkriptionsfaktoren, wie irfl und ifi204 und der hohen ROS-Produktion gezeigt
werden konnte. Die Expressionsanalyse spezifischer Oberflachenproteine lasst den
Schluss zu, dass Ly6C" Monozyten aus dem ALA-Modell zusatzlich tber CD14 und
CD38 beschrieben werden kdnnen, wobei CD38 und CD86 zusatzliche Marker fir
Monozyten aus dem LIS-Modell darstellen. Weiterhin ist der protektive Phanotyp,
welchen Ly6C" Monozyten im LIS-Modell besitzen, auf die Infektion mit E. histolytica

Ubertragbar. Durch den adoptiven Transfer aktivierter Ly6C" Monozyten aus
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L. monocytogenes infizierten Tieren in das ALA-Modell verringerte sich die
Abszessgrolie signifikant im Vergleich zum Transfer naiver Monozyten.

Als moglicher nachster Schritt bleibt die weitere Eingrenzung der transferierten
Monozyten, wobei die durchflusszytometrische Sortierung der CD38*CD86*
Ly6C" Monozyten aus dem LIS-Modell und anschlieRendem adoptivem Transfer ins
ALA-Modell im Fokus stiinde, um die protektive Funktion dieser Subpopulation weiter
zu bestatigen.

4.6 Einfluss des pro-inflammatorischen  Zytokins IL-18 auf den

Infektionsverlauf

Aus den Ergebnisses der Transkriptomstudie ist il18bp, welches fur das IL-18
Bindeprotein (IL-18BP) codiert, eines der am starksten, differentiell regulierten Gene
in Ly6C" Monozyten zwischen beiden Modellen (siehe Abbildung 15C). Die Aufgabe
des IL-18BP, welches auch als l6slicher Rezeptor bezeichnet wird, besteht vor allem
in der Bindung und damit Inaktivierung des pro-inflammatorischen Zytokins IL-18 (68).
Es konnte auf Grundlage der Transkriptomdaten gezeigt werden, dass die Expression
der Gene il18bp, il18r1 und il-18rap im LIS-Modell signifikant erhoht ist. Da die
Monozyten aus dem LIS-Modell protektiv wirken und diese Zellen einige Bestandteile
des IL-18 Netzwerkes verstarkt exprimieren, konnte auf eine protektive Funktion, z. B.
aufgrund der hepatoprotektiven Eigenschaften die IL-18BP vermitteln kann, vermutet
werden.

Aus diesem Grund wurde zunachst fiir beide Infektionsmodelle die relative Anderung
der Expression von il18, il18bp, il18r1 und il18rap auf Ebene der Gesamt-RNA aus der
Leber Uberprift. Es zeigte sich, dass im Verlauf beider Infektionen nur minimale
Anderungen der Expression fur il18 zu finden waren (siehe Abbildung 30b). Eine
signifikante Erh6hung der Expression von il18 konnte demnach weder in den
Monozyten noch in der Gesamt-Leber-RNA nachgewiesen werden. Dies ist besonders
fur die Infektion mit L. monocytogenes erstaunlich, da hier schon gezeigt werden
konnte, dass in humanen Dendritischen Zellen IL-18 gebildet wird (256). Weiterhin ist
die Bedeutung von IL-18 im Verlauf der Infektion mit L. monocytogenes durch
Publikationen bewiesen, die eine pathogen-induzierte IL-18 Produktion in murinen
Dendritischen Zellen, welche zur IL-10 Produktion in NK-Zellen fuhrt, zeigen (257).
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Zusatzlich ist die Depletion von IL-18 verantwortlich flr eine geringere Suszeptibilitat
gegenuber L. monocytogenes (258).

For i118r1, il118bp und il18rap ist im Infektionsmodell der Listeriose ein starker,
signifikanter Anstieg der Expression auszumachen, wobei im ALA-Modell nur eine
leichte Verringerung der Expression von il18bp zu beobachten ist. Obwohl auf
transkriptioneller Ebene keine verstarkte Expression von il18 auszumachen ist,
werden die Gene, welche den IL-18 Rezeptor (il18r1 und il18rap) und das IL-18
Bindeprotein (il18bp) bilden, verstarkt exprimiert. Offensichtlich werden verstarkt
Signale Uber IL-18 vermittelt, welches jedoch nicht in der Leber gebildet wird.

Wie bereits gezeigt exprimieren Monozyten verstarkt il18rl im Verlauf einer Infektion
mit L. monocytogenes. Aus diesem Grund wurde die Expression von IL-18Ral fiur
beide Infektionsmodelle auf Proteinebene auf verschiedenen Immunzellen analysiert
(siehe Abbildung 31). Die zellularen Ziele von IL-18 sind bisher, im Verlauf beider
Infektionen, nicht untersucht worden. Es stellte sich die Frage, welche Zellen die IL-
18Ral Kette exprimieren und somit potenzielle Ziele fir IL-18 sein kdnnen.

Es zeigte sich, dass, im LIS-Modell im Vergleich zum ALA-Modell, mehr neutrophile
Granulozyten, pro-inflammatorische Monozyten, T-Zellen sowie NKT-Zellen die IL-
18Ral-Kette exprimieren (siehe Abbildung 32). Dies unterstreicht die bereits erwahnte
Bedeutung von IL-18 bei einer Infektion mit L. monocytogenes. Es konnte keine
Reaktion im ALA-Modell nachgewiesen werden, obwohl zumindest in-vitro
Experimente gezeigt haben, dass IL-18 einen hemmenden Einfluss auf die
E. histolytica induzierte IL-10 Produktion hat (259). Andererseits konnen
Cysteinproteinasen von E. histolytica (EhCP5) IL-18 spalten und somit inaktivieren
(260). Es handelt sich hierbei jedoch um in-vitro Versuche, weshalb in der
vorliegenden Arbeit der Einfluss der genetischen Depletion von IL-18 auf die
Ausbildung des Abszesses sowie die Expression spezifischer Oberflachenmarker im
Infektionsmodell untersucht wurde (siehe Abbildung 33).

Die AbszessgroRe weist zu allen untersuchten Zeitpunkten keine signifikanten
Unterschiede auf, obwohl ein Trend zu kleineren Abszessen im IL-18"- vorhanden ist.
Die Expression der analysierten Oberflachenmarker zeigt signifikant geringere
Expression von CD14 und CD74 an d3 bzw. d3 und d7 p.i.. In der Gruppe der IL-18"
Tiere ist an d3 p.i. ein geringerer Anteil an CD86* Ly6C" Monozyten zu erkennen. Dies
deutet auf eine geringere pro-inflammatorische Antwort im frGhen Stadium der

Infektion hin. Die Analyse eines friheren Zeitpunktes, z. B. d1 p.i.,, ware hier eine
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sinnvolle Erganzung um jeglichen Einfluss des IL-187 zu erfassen. Dies konnte jedoch
im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefiuhrt werden. Die Verringerung der
Expression von CD86 in den Monozyten im IL-18" kann fiir die tendenziell schnellere
Ausheilung des Abszesses verantwortlich sein. Trotz der beschriebenen Bedeutung
von IL-18 auf die Infektion mit E. histolytica konnte kein klarer Phanotyp durch die
Depletion bestimmt werden. Dies konnte dem bipolaren Charakter von [L-18
geschuldet sein. Einerseits wirkt es als pro-inflammatorisches Zytokin und fihrt zur
Ausschuttung von z.B. IFNy (261), andererseits kann es die Produktion von anti-
inflammatorischem IL-10 induzieren (257). Obwohl flr virale (262), bakterielle (257,
258) und parasitare (263) Infektionsmodelle ein Einfluss von IL-18 gezeigt werden
konnte, ist dies fur das Modell der hepatischen Infektion mit E. histolytica im Rahmen

der vorliegenden Arbeit nicht mdglich.
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Anhang 34: Analyse der Expression spezifischer Oberflachenmolekile auf pro-inflammatorischen
Monozyten im Knochenmark, der Milz und dem Blut im Zeitverlauf beider Infektionsmodelle

Die Infektionen wurden nach 2.2.1.3 und 2.2.1.5 durchgefihrt, zu den indizierten Zeitpunkten wurde das Blut, das
Knochenmark und die Milz entnommen und die Ly6C" Monozyten durchflusszytometrisch analysiert; Darstellung
der positiv angefarbten Ly6C" Monozyten in % fur (A) CD14, (B) CD38, (C) CD74 und (D) CD86 im Verlauf beider
Infektionsmodelle (ALA = Quadrate; LIS = Dreiecke) und im Vergleich zur naiven Kontrollgruppe (Kreise); Daten
sind als Median * SD dargestellt; nnaiv=27, ninfizie=12-19; Fur alle Gruppen erfolgte ein Normalverteilungstest;
Signifikanzwerte wurden entweder mittels Mann-Whitney-Test (Nicht-Normalverteilung) (*p <0.05; **p <0.01; ***p
<0.001; ****p<0.0001) oder mittels Students-T-Test (Normalverteilung) (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001;
****n<0.0001) bestimmt.
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Anhang 35: Analyse des Medians der Fluoreszenzintensitat (MFI) auf pro-inflammatorischen Monozyten
aus der Leber im Zeitverlauf beider Infektionsmodelle

Die Infektionen wurden nach 2.2.1.3 und 2.2.1.5 durchgefuhrt, zu den indizierten Zeitpunkten wurde die Leber
entnommen und die Ly6CM Monozyten durchflusszytometrisch analysiert; Darstellung des Medians der
Fluoreszenzintensitit (MFI) der Ly6C" Monozyten fiir (A) CD14, (B) CD38, (C) CD74 und (D) CD86 im Verlauf
beider Infektionsmodelle (ALA = Quadrate; LIS = Dreiecke) und im Vergleich zur naiven Kontrollgruppe (Kreise);
Daten sind als Median = SD dargestellt; nnav=27, ninfiziert=12-19; Fr alle Gruppen erfolgte ein Normalverteilungstest;
Signifikanzwerte wurden entweder mittels Mann-Whitney-Test (Nicht-Normalverteilung) (*p <0.05; **p <0.01; ***p
<0.001; ****p<0.0001) oder mittels Students-T-Test (Normalverteilung) (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001;
***xn<0.0001) bestimmt.
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Anhang 36: Zytokinkonzentration im Serum nach Infektion mit E. histolytica

Mannliche C57BI/6 Wildtyp Mause wurde intrahepatisch mit E. histolytica (2x10%) infiziert, zu den indizierten
Zeitpunkten wurde das Blut entnommen, Serum gewonnen und aus diesem die Zytokinkonzentrationen mittels
Multizytokin-Assay (Legendplex, BioLegend) determiniert. (A) CCL2, (B) IL-10, (C) CCL3 und (D) IFNy
Konzentrationen im Leberlysat von E. histolytica oder L. monocytogenes infizierten Mausen; n=5; gezeigt ist eins
von drei représentativen Experimenten; rote Linie = Nachweisgrenze; Daten sind als Median + SD dargestellt;
Signifikanzwerte wurden mittels Mann-Whitney-Test bestimmt (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001).
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