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Doktorurkunde ausgehändigt am: .......................................

I



II



III



Inhaltsverzeichnis

1 Zusammenfassung 2

2 Summary 4

3 Einleitung 7

3.1 Aspergillus fumigatus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7

3.2 Invasive Aspergillose. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9

3.3 Immunantwort gegen A. fumigatus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12

3.4 Dendritische Zellen und A. fumigatus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14

3.5 Immunmodulation der DC-Anwort . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19

3.6 Zielsetzung der Arbeit . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23

4 Material und Methoden 25

4.1 Kulturbedingungen für Aspergillus. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25

4.2 Primärzellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
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1 Zusammenfassung

Die invasive Aspergillose (IA) zählt zu den seltenen, bei immunsupprimierten Patienten

jedoch mit einer hohen Letalität verbundenen Infektionskrankheiten. Sie wird, wie alle

Aspergillosen, durch den humanpathogenen Schimmelpilz Aspergillus fumigatus ausgelöst.

Bis heute ist die oft nicht effektive Therapie einer IA mit hohen Nebenwirkungen und

Kosten verbunden. Die Entwicklung von Pathogen-spezifischen Immuntherapien soll durch

die Forschung im Bereich der immunologischen Infektionsbiologie vorangetrieben werden.

Für neuen Erkenntnisse wird die Interaktion von humanen Immunzellen mit A. fumigatus

analysiert.

In der vorliegenden Studie wurde mit dendritischen Zellen (DCs) gearbeitet, da diese

Pilzmorphologien von A. fumigatus phagozytieren können und über Antigenpräsentation

das adaptive Immunsystem aktivieren. Es wurden aus humanen Monozyten differenzier-

te DCs (moDCs) verwendet, mit welchen viele Forschergruppen aufgrund ihrer verfügbar

großen Anzahl arbeiten. Allerdings dauert die Generierung von moDCs fünf Tage. Aus

dem peripheren Blut entstammende CD1c-positive myeloide DCs (mDCs) oder CD303-

positive plasmazytoide DCs (pDCs) können dagegen direkt nach der Isolation verwendet

werden. Die beiden DC-Populationen werden aus verschiedenen Vorläuferzellen des häma-

topoetischen Systems im Knochenmark gebildet. Ihr Phänotyp und ihre Immunfunktionen

unterscheiden sich untereinander und auch von denen der moDCs.

In Interaktionsstudien konnte analysiert werden, dass die drei verwendeten DC-Subtypen

(moDCs, mDCs, pDCs) unterschiedlich auf A. fumigatus reagieren. moDCs und mDCs reif-

ten in direktem Kontakt zu Aspergillus, sie sekretierten ein relativ ähnliches Zytokinprofil

und exprimierten die bekannten Aspergillus-Rezeptoren Dectin-1, TLR2 und TLR4. Im

Kontrast dazu verblieben pDCs trotz Aspergillus-Kontakt unreif und sekretierten nahezu

keine Zytokine. Da moDCs und mDCs eine Immunreaktion auf den Pilz zeigten, wurden

sie mit verschiedenen Aspergillus-Antigenen beladen und näher untersucht.
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KAPITEL 1. ZUSAMMENFASSUNG

Bevor verschiedene Aspergillus-Antigene zur Beladung der DCs eingesetzt werden konn-

ten, wurden diese analysiert und aufgereinigt. Hierfür wurde ein routinierter Arbeitsprozess

etabliert. Zwei der vier verfügbaren Proteinantigene waren mit Endotoxin kontaminiert.

Da schon geringe Mengen an Endotoxinen auf DCs einen stimulatorischen Effekt ausübten,

wurden die Proteine mittels Affinitätschromatografie von den verunreinigenden Endotoxi-

nen befreit.

In den Stimulationsexperimenten wirkten die beiden Proteinantigene CcpA und SHMT

immunogen auf moDCs und mDCs. CcpA induzierte eine stärkere Maturierung und Zyto-

kinfreisetzung als SHMT. Auffällig war, dass mDCs im Vergleich zu moDCs die Expression

von MHC Klasse II stärker erhöhten und mehr IL18 freisetzten. Die mit CcpA oder SHMT

beladenen moDCs und mDCs aktivierten autologe T-Zellen zur IFNg Sekretion und zur

Proliferation. Zudem wurden durch die beiden Proteine Aspergillus-spezifische, CD154-

positive T-Zellen induziert. Diese Aspergillus-spezifische Immunogenität von CcpA und

SHMT macht die beiden Proteine zu interessanten Kandidaten für einen Vakzinierungs-

Cocktail einer DC-Immuntherapie. Aspergillus Lysat induzierte als weiteres Antigen eine

T-Zell Immunantwort mit CD154-positiven T-Zellen. Zudem war die Proliferation und

IFNg Sekretion von T-Zellen induziert, obwohl moDCs und mDCs nicht reiften und nur

wenige Zytokine sekretierten. Die beiden Aspergillus-Proteine CpcB und fg-gap induzier-

ten die Reifung und Zytokinsekretion von moDCs und mDCs nicht. Demzufolge sind CpcB

und fg-gap für eine DC-Immuntherapie nicht empfehlenswert.

Ein Vakzinierungs-Cocktail enthält in der Regel Adjuvantien, welche die Immunreaktion

verstärken. Adjuvante Effekte auf moDCs konnten die getesteten Aspergillus-Rezeptor-

Liganden Zymosan, Pam3CSK4, LPS ultrapur und R848 auslösen. Hyaluronsäure konn-

te keine Verbesserung der Reifung oder Vitalität von moDCs und mDCs bewirken. Die

Antigen-bedingte Reifung der DCs für nötige Restimulationen während der Therapie konn-

te mittels einer tiefgekühlten Lagerung in CryoStor Einfriermedium stabil beibehalten

werden.

Die beiden immunogenen Aspergillus-Proteine, die adjuvanten Rezeptor-Agonisten und

die stabile Lagerung in CryoStor können als elementare Grundsteine für einen Vakzinierungs-

Cocktail einer anti-fungalen DC-Immuntherapie mit moDCs oder mDCs angesehen wer-

den.
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2 Summary

Invasive aspergillosis (IA) is one of the rare infectious diseases associated with a high

mortality rate that occurs in immunocompromised patients. Like all aspergillosis, it is

caused by the human pathogenic fungus Aspergillus fumigatus. No effective therapy of

IA is known to date and the current therapy is associated with high side effects and

costs. More in-depth research is needed in the field of immunological infection biology,

such as the interactions of human immune cells with A. fumigatus, for the development of

pathogen-specific immunotherapies.

In the present study dendritic cells (DCs) are investigated due to their ability to phago-

cytose fungal morphologies of A. fumigatus and activate the adaptive immune system via

antigen presentation. Monocytes which differentiate into DCs (moDCs) are used by many

research groups due to their large numbers; however, their total generation time lasts five

days. CD1c-positive myeloid DCs (mDCs) and CD303-positive plasmacytoid DCs (pDCs)

found in the peripheral blood can be used directly after isolation. The two DC populations

are formed from different precursor cells of the hematopoietic system in the bone marrow

and therefore their phenotype and immune functions differ from each other and also from

those of moDCs.

Interaction studies have demonstrated that the three DC subtypes (moDCs, mDCs,

pDCs) react differently to A. fumigatus. Upon direct contact with Aspergillus, moDCs

and mDCs matured, they secreted a relatively similar cytokine profile and they expressed

the known Aspergillus receptors Dectin-1, TLR2 and TLR4. In contrast, pDCs remained

immature despite Aspergillus contact and secreted almost no cytokines. Due to the fact

that moDCs and mDCs showed an immune response to the fungus, they were loaded with

various Aspergillus antigens and examined more closely.

Before various Aspergillus antigens for the loading of DCs could be used, they were

analyzed and purified. For this purpose, an experienced labor process has been established.
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CHAPTER 2. SUMMARY

Two of the four available protein antigens were found to be contaminated with endotoxin.

Since even a small amount of endotoxin can exert a stimulatory effect on DCs, the proteins

were removed by affinity of the contaminating endotoxins.

In the stimulation experiments, the two protein antigens CcpA and SHMT worked im-

munogenic on moDCs and mDCs. CcpA induced a stronger maturation and cytokine

realease than SHMT. It was noticeable that mDCs induced a greater expression of the

MHC class II and IL18 compared to moDCs. The laden CcpA or SHMT mMoDCs

and mDCs activated autologous T cells to IFNg secretion and proliferation. In addition,

the two proteins activated Aspergillus-specific, CD154-positive T-cells. This Aspergillus-

specific immunogenicity of CcpA and SHMT makes the two proteins interesting candidates

for a vaccination cocktail of DC immunotherapy. Aspergillus lysate induced as a further

antigen a T-cell immune response with CD154-positive T-cells. In addition, the prolifer-

ation and IFNg-secretion of T cells was induced, although moDCs and mDCs remained

immature and only secreted a few cytokines. Both Aspergillus proteins CpcB and fg-gap

did not induce maturation and cytokine secretion of moDCs and mDCs. Accordingly,

CpcB and fg-gap are therefore not recommended for a DC immunotherapy.

A vaccination cocktail typically includes adjuvants which enhance the immune response.

Adjuvant effects on moDCs were triggered by the tested Aspergillus receptor ligands LPS

ultrapur, R848, Zymosan and Pam3CSK4. Hyaluronic acid did not cause any improvement

in the maturation or vitality of moDCs and mDCs. The antigen-induced maturation of

DCs for the necessary restimulation during therapy could be stably maintained by a frozen

storage in CryoStor freezing medium.

Both of the Aspergillus immunogenic proteins, the adjuvant receptor agonists and the

stable mounting in CryoStor can be regarded as elementary foundations for a vaccination

cocktail of anti-fungal DC immunotherapy with moDCs or mDCs.
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3 Einleitung

3.1 Aspergillus fumigatus

Der saprobiontische Gießkannenschimmelpilz Aspergillus fumigatus wird systematisch in

die Klasse der Schlauchpilze (Ascomyceten) und Ordnung der Eurotiales eingeteilt. Sein

Name leitet sich von lateinisch Aspergillus, den aspergillenförmigen Sporenträgern (lat.

aspergillum; aspergere, deu. bespritzen) und fumus, seiner rauchgrünen Farbe ab. Die

rauchgrüne Farbe der Sporen (auch Konidien genannt) wird durch das Pigment 1,8-

Dihydroxynaphtalin-Melanin hervorgerufen. Als heterotropher Destruent spielt A. fumiga-

tus eine wichtige Rolle im Stoffkreislauf, indem er organische, pflanzliche und auch tierische

Substanzen in ihre anorganischen Grundbausteine Kohlenstoff und Stickstoff zersetzt. Die-

se anorganischen Stoffe stehen dann wieder für Primärproduzenten und Konsumenten zur

Verfügung. Aufgrund seiner saprophytischen Lebensweise ist A. fumigatus ubiquitär in

der Natur vertreten und besiedelt ökologische Nischen wie den Erdboden, Kompost, Blu-

menerde von Zimmerpflanzen und verschimmelte Lebensmittel [Latgé (1999); Park and

Mehrad (2009)].

A. fumigatus gehört des Weiteren zu den Deuteromyceten, da lange Zeit nur ein asexu-

eller Vermehrungszyklus bekannt war. Erst durch die vollständige Sequenzierung des Ge-

noms von A. fumigatus wurden die Gene des mating-type-Locus (MAT) 1-1 und MAT1-2

entdeckt, welche in anderen filamentösen Pilzen für eine sexuelle Vermehrung zustän-

dig sind [Varga (2003)]. Der sexuelle Lebenszyklus von A. fumigatus wurde 2009 von

O’Gorman et al. veröffentlicht [O’Gorman et al. (2009)]. Eine sexuelle Vermehrung kann

zur längeren Ehaltung der eignen Art führen, da dabei die genetische Variation innerhalb

einer Population erhöht wird und dies eine besser Anpassung auf veränderte Umweltfak-

toren ermöglicht.

Bei der Vermehrung von Aspergillus entstehen durch Zweiteilung 2 bis 3 Mikrometer
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KAPITEL 3. EINLEITUNG

kleine, hydrophobe Konidien, die als Sporenkette auf einer konidiogenen Phialide, der

Konidiophore angeordnet sind (Abbildung 3.1) [Latgé (1999)].

Abbildung 3.1: Aspergillus fumigatus Konidiophore. Rasterelektronenmikrosko-
pische und nachträglich angefärbte Aufnahme einer sporulierenden Aspergillus fumigatus
Konidiophore. Die Aufnahme entstand im Rahmen der vorliegenden Arbeit.

Konidien von A. fumigatus können lange Zeit überdauern, da sie gegen viele Umweltfak-

toren, wie hohe Temperaturen und Trockenheit widerstandsfähig sind. Sobald sie ausrei-

chender Wärme und Feuchtigkeit ausgesetzt sind, beginnen die Konidien zu schwellen und

keimen anschließend zu Keimschläuchen aus. Bei guten Umweltbedingungen wachsen sie

weiter zu Hyphen heran und verzweigen sich zu einem Mycel (Hyphengeflecht) [Park and

Mehrad (2009)]. An der Oberfläche des Mycels bilden sich einzelne Konidiophoren aus,

deren Aufgabe die Produktion neuer Konidien ist. Aufgrund ihrer geringen Größe kön-

nen Konidien leicht durch Luftverwirbelungen von der Konidiophore gelöst werden und

sich längere Zeit in der Luft aufhalten [Mullins et al. (1976)]. Dies kann zu einem weiten

Verbreitungsradius führen.

Die 0,2 bis 15 pro Kubikmeter in der Luft schwebenden Sporen können eingeatmet wer-

den und humane Lungenalveolen erreichen [Latgé (1999)]. Tagtäglich atmet jeder Mensch

mehrere hundert Konidien ein [Ben-Ami et al. (2010)], die je nach Gesundheitszustand

des Betroffenen pathogen sein können. Bei Personen mit intaktem Immunsystem bleibt

die Inhalation der Sporen normalerweise folgenlos [Hope et al. (2005)]. Allerdings können

8
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bei dieser Personengruppe vereinzelt allergische Reaktionen auftreten, die sich als bron-

chopulmonale Aspergillose manifestieren. Bei Tuberkulose-Patienten kann das Einatmen

von Konidien zu einem Aspergillom führen, wobei ein Mycelball in einer Lungenhöhle

heranwächst [Israel et al. (1969)]. Diese nicht invasiven Aspergillosen zeichnen sich durch

eine Kolonisierung des Lungenepithels aus, ohne Infiltrationen in das umliegende Gewebe

[Dagenais and Keller (2009)]. Patienten mit geschwächtem Immunsystem können durch

die Kolonisierung mit A. fumigatus, gefolgt von einer invasiven Infektion, schwere Entzün-

dungen der Atemwege und lebensbedrohliche Symptome erleiden [Latgé (2001)].

3.2 Invasive Aspergillose

Jährlich sind in Deutschland nur einige tausend Patienten von einer Invasive Aspergillosen

(IA) betroffen, jedoch verläuft diese Infektionskrankheit in 50% bis 95% der Fälle sehr

schwerwiegend [Latgé (1999); Herbrecht et al. (2005); Chignard et al. (2007)]. Durch das

Einatmen der Pilzsporen ist meist die Lunge der Ausgangspunkt einer IA [Groll (1999)].

Von Aspergillus produzierte Giftstoffe ermöglichen durch die Schädigung der epitheliale

Schleimhaut die Infiltration des Pilzes in das umliegende Lungengewebe [Amitani et al.

(1995)]. Ist die Immunabwehr wie bei immunsupprimierte Patienten verringert, kann das

Pathogen in die alveolaren Blutgefäße gelangen (Abbildung 3.2).

Abbildung 3.2: Inhalative Infektion mit Aspergillus fumigatus. Durch das Ein-
atmen von Sporen können diese die Lunge kolonisieren. Bei für den Pilz optimalen Be-
dingungen, keimt dieser aus und infiziert den Patienten über die Blutbahn. Abbildung
bearbeitet nach [Dagenais and Keller (2009)].
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Ausgehend von der Lunge kann sich Aspergillus über den Blutkreislauf im Körper

ausbreiten und andere Organe in Mitleidenschaft ziehen. Zur Hochrisikogruppe gehören

immunsupprimierte Patienten mit malignen hämatologischen Erkrankungen wie Leuk-

ämie, sowie Organ- und hämatopoetischen Stammzelltransplantationen [Barnes and Marr

(2007); Dagenais and Keller (2009)]. Leukämie-Patienten erkranken beispielsweise mit ei-

ner Wahrscheinlichkeit zwischen 10% und 25% an IA, wobei letztendlich 80% bis 90% der

Infizierten innerhalb der ersten 14 Tage nach der Infektion versterben [Denning (1998);

Dagenais and Keller (2009)]. Für 30% der Pilzinfektionen bei Krebspatienten ist A. fumi-

gatus verantwortlich [Latgé (1999)]. Auch andere Aspergillus-Spezies, wie A. terreus, A.

flavus und A. niger können Verursacher einer IA sein. Durch neuartige und zunehmen-

de Therapien von allogene Stammzell- oder Organtransplantationen mit einhergehender

Immunsuppression, wurde im letzten Jahrzehnt ein bemerkenswerter Anstieg an IA be-

obachtet [Marr et al. (2002); Kontoyiannis et al. (2010); Romani (2011)]. In Deutschland

sind derzeit jedes Jahr einige tausend Patienten von einer IA mit schwerwiegendem Krank-

heitsverlauf betroffen.

Die klinischen Symptome umfassen, insbesondere bei Patienten mit Neutropenie, akut

einsetzende Pleuraschmerzen, Fieber und Husten. Sprechen diese Patienten nicht auf

Breitspektrum-Antibiotika an, so ist dies ein weiterer Hinweis auf eine mögliche Erkran-

kung an IA. Mithilfe verschiedener Verfahren ist es möglich, einen Pilzbefall der Lunge im

späten Stadium zu diagnostizieren (Abbildung 3.3).

Abbildung 3.3: Diagnose einer invasiven Aspergillose. (A) Die computertomogra-
phische Aufnahme der Lunge eines Patienten zeigt dickwandige, kavitäre Läsionen. (B)
Autopsiertes Lungengewebe mit kavitären Läsionen, die an den Randzonen fibrotisches
Gewebe aufwiesen. (C) Mit einer Silberfärbung behandelter Dünnschnitt von Lungenge-
webe. Die dunkel angefärbten Pilzbestandteile befanden sich hyphenförmig im pulmonalen
Gewebe. Quelle: http://brighamrad.harvard.edu/Cases/bwh/hcache/342/full.html
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KAPITEL 3. EINLEITUNG

Computertomographie und Histologie liefern leider erst in sehr späten Infektionsstadien

verlässliche Befunde. Eine frühe Diagnose ist für eine erfolgversprechende Therapie von

entscheidender Bedeutung [Denning (2000)]. Bei Risiko-Patienten, die unter Beobachtung

stehen, werden deshalb weitere Nachweisverfahren angewandt:

� Pilzkultur: Dem Patienten wird mehrfach Blut entnommen und dieses für mindestens

sieben Tage in speziellen Blutkulturflaschen inkubiert. Bei invasiven Infektionen mit

Aspergillus ist dieser Nachweis nur zu 50% erfolgreich und benötigt eine relativ lange

Inkubationszeit [Ruhnke (2007)].

� Antigennachweis: Mithilfe von monoklonalen Antikörpern kann im Blutkreislauf zir-

kulierendes Galactomannan aus der Pilz-Zellwand von A. fumigatus nachgewiesen

werden. Die Sensitivität dieses Enzym-Immuntests schwankt je nach ausgewählter

Patientengruppe von 22% bis 91% [Latgé (1999)].

� Aspergillus-PCR: In dieser Schnell-Diagnostik wird versucht zirkulierende Nuklein-

säuren von A. fumigatus aus Blutproben nachzuweisen. Das Sensitivitätsniveau liegt

gleich auf mit dem des Galactomannan-Tests [Scotter et al. (2005)] und ist abhängig

vom verwendeten Probenmaterial [Springer et al. (2013)].

Derzeit wird die Kombination aus Aspergillus-PCR und Galactomannan-Test als bestmög-

liches Diagnoseverfahren angesehen [Springer et al. (2013); Rogers et al. (2013)]. Aufgrund

des schwierigen Nachweises werden Risiko-Patienten, welche beispielsweise nach allogener

Stammzelltransplantation eine Neutropenie aufweisen, präventiv mit Antimykotika be-

handelt. Zum Nachteil der Patienten weisen derzeit verfügbare Antimykotika viele toxi-

sche Nebenwirkungen auf und Azol-Resistenzen nehmen zu [Verweij et al. (2009)]. Das

Verhältnis zwischen anti-fungalem Wirkungsgrad und Nebenwirkungen lässt die Therapie

mit Voriconazol und Posaconazol gegenüber Intraconazol, Fluconazol und Amphotericin

B bevorzugen [Ullmann et al. (2002); Cornely et al. (2007b,a); Ullmann et al. (2007)].

Caspofungin zeigte vergleichsweise geringe Nebenwirkungen, bei einer relativ guten Wir-

kungseffektivität von 42% bis 95% [Herbrecht et al. (2010)].

Vor allem ohne, aber auch mit antimykotischer Therapie, kann das geschwächte Im-

munsystem immunsupprimierter Patienten nicht ausreichend in der Lage sein, pathogene

Pilzzellen zu bekämpfen. Als weitere Therapiestrategie wird derzeit die Etablierung von

verschiedenen Immuntherapien angestrebt. Hierfür ist ein Grundverständnis der Interak-

tionen von Immunsystem und Pathogen nötig, welches nachfolgend erläutert wird.
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3.3 Immunantwort gegen A. fumigatus

Für eingeatmete Sporen von A. fumigatus sind Lungenepithelien des menschlichen Körpers

die erste natürliche Barriere des angeborenen Immunsystems. Die Sporen bleiben am Mu-

cus von Schleim-sekretierenden Epithelzellen haften, werden dann aktiv von deren Zilien

in Richtung Oropharynx transportiert und dort geschluckt oder ausgehustet [Balloy and

Chignard (2009)]. Gelangen Sporen dennoch in die Lungenalveolen, werden sie zuerst mit

den von Typ II Pneumozyten sekretierten Surfaktant-Proteinen A und D (SP-A, SP-D)

konfrontiert. Diese humoralen Faktoren können an A. fumigatus Sporen binden und die

phagozytische Aktivität und fungizide Effekte von alveolaren Makrophagen und Neutro-

philen verstärken [Madan et al. (2001)]. Ist diese unspezifische Immunantwort zu schwach,

können die Pilzzellen das Lungengewebe kolonisieren und mit weiteren Immunzellen in

Kontakt treten (Abbildung 3.4).

Abbildung 3.4: Schematische Darstellung der pulmonalen Kontaktstelle zwi-
schen eindringendem Pilz und abwehrenden Immunzellen. Hauptsächlich an der
Rezeptor vermittelten Pilzerkennung und -abwehr beteiligte Zellen sind alveolare Makro-
phagen, Neutrophile und Dendritische Zellen. Bearbeitet nach [Park and Mehrad (2009)]

Die wichtigsten Immunzellen in der Abwehr gegen A. fumigatus sind alveolare Makro-

phagen, Neutrophile und dendritische Zellen. Alveolare Makrophagen sind im respiratori-
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schen Gewebeepithel lokalisiert. Sie internalisieren einen Großteil der eindringenden Sporen

und sind in der Lage innerhalb von 30 Stunden 90% der phagozytierten Sporen intrazellu-

lär abzutöten [Schaffner et al. (1983)]. Eine wichtige Rolle bei der Abwehr von A. fumigatus

spielen auch polymorphonukleäre Neutrophile. Sie phagozytieren Sporen und eliminieren

diese mit reaktiven Sauerstoff- (ROS) und Stickstoffspezies (NO) [Philippe et al. (2003);

Cunha et al. (2014b)]. Dendritische Zellen bilden eine Brücke zwischen angeborener und

adaptiver Immunantwort, indem sie Antigene phagozytieren, prozessieren und zu Zellen

des adaptiven Immunsystems präsentieren [Netea et al. (2006)] (Abbildung 3.5).

Abbildung 3.5: Angeborene und adaptive Immunantwort gegen A. fumigatus.
Die Immunantwort gegen den Pilz umfasst das Degranulieren von Neutrophilen, die Pha-
gozytose durch alveolare Makrophagen und das Präsentieren von prozessierten Pilzanti-
genen durch maturierte dendritische Zellen zu adaptiven Immunzellen. Zudem sekretieren
die Zellen inflammatorische Zytokine. Erstellt nach [Romani (2004)]

Des Weiteren wurde beobachtet, dass Natürlichen Killer-Zellen (NK-Zellen) durch die

Freisetzung von Perforin, Granzym [Schmidt et al. (2011)] und Interferon gamma [Bouzani

et al. (2011)] gegen A. fumigatus reagieren. Wie NK-Zellen A. fumigatus erkennen ist

bislang noch nicht beschrieben.
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Die Zellen des angeborenen Immunsystems besitzen zur Erkennung von Mikroorganis-

men sogenannte Pathogen-Erkennungs-Rezeptoren (PRRs). Diese können an mikrobielle

Motive binden, welche Pathogen-assoziierte-molekulare-Muster (PAMPs) genannt werden.

Aspergillus-PAMPs können sowohl exponierte Zellwandbestandteile wie Glucan und Man-

nan sein, als auch intrazelluläre Proteine, die bei einer immunologisch bedingten Destruk-

tion freigesetzt werden können. Bis heute bekannte PRRs, die mit A. fumigatus interagie-

ren können, sind Pentraxin3 [Garlanda et al. (2002)], Collectine wie SP-D [Madan et al.

(2001)], DC-SIGN (engl. dendritic cell-specific ICAM-3-grapping non-integrin) [Serrano-

Gómez et al. (2004); Naik (2008)], das C-Typ Lectin Dectin-1 [Taylor et al. (2006); Mez-

ger et al. (2008)] und verschiedene Toll-like Rezeptoren (TLRs). Durch die Bindung von

PAMPs an PRRs wird eine inflammatorische Antwort der betreffenden Zellen ausgelöst,

was die angeborene Immunantwort initiiert, verstärkt und die adaptive Immunantwort ak-

tiviert [Abbas et al. (2010)]. Zur adaptiven, gegen Aspergillus gerichteten Immunantwort

tragen die Lymphozyten Populationen von B-Zellen und T-Zellen bei. B-Zellen produ-

zieren Antikörper, die gegen A. fumigatus gerichtet sind [Sarfati et al. (2006)]. Naive,

antigenspezifische T-Zellen differenzieren durch die Aspergillus-Antigenpräsentation von

dendritischen Zellen und deren Zytokinprofil zu verschiedenen T-Zell Subpopulationen

[Stuehler et al. (2011); Gaundar et al. (2012); Lass-Flörl et al. (2013)]. Für die Eliminierung

von Pilzinfektionen wurde eine proinflammatorische Th1 Immunantwort als voraussetzend

beschrieben, währenddessen eine Th2 Antwort mit einer verminderten Pilzbekämpfung as-

soziiert wird [Stevens (2006); Romani (2011)].

3.4 Dendritische Zellen und A. fumigatus

Durch Steinmann et al. wurde 1973 der Begriff ”dendritische Zelle”geprägt, da diese Zellen

typische bäumchenartige Zytoplasma-Ausläufer, ähnlich den Dendriten der Nervenzellen,

besitzen [Steinman and Cohn (1973)]. Sie werden als unreife dendritische Zellen (DCs)

von pluripotenten hämatopoetischen Stammzellen im Knochenmark gebildet und wan-

dern über das Blut in die Gewebe [Banchereau and Steinman (1998b)]. DCs bilden keine

homogene Immunzellpopulation, sie sind funktionell und auch von ihrer Herkunft her in

unterschiedliche Subpopulationen aufgeteilt [Robinson et al. (1999)]. Eine Subpopulati-

on sind plasmazytoide DCs (pDCs), die aus lymphatischen Vorläuferzellen hervorgehen.
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Eine andere Subpopulation wird durch Vorläuferzellen des myeloiden Stammes gebildet,

weshalb diese Zellen auch myeloide DCs (mDCs) heißen [Schütt and Bröker (2009)]. Da

dendritische Zellen im human-peripheren Blut nur in geringen Mengen vertreten sind,

generieren viele Forschungsgruppen aus den höher frequentierten Monozyten sogenann-

te moDCs (Monozyten abgeleitete dendritische Zellen) [Grigoleit et al. (2002); Mezger

et al. (2008); Morton et al. (2011)]. Diese Methode wurde durch miteinander kooperieren-

de Gruppen, in denen unter anderem Ralph M. Steinman (Rezipient des Nobelpreises in

Medizin 2011) vertreten war, etabliert [Bender et al. (1996)]. (Abbildung 3.6).

Abbildung 3.6: Entwicklung dendritischer Zellen (DCs) aus hämatopoetischen
Stammzellen (HPSZ). Myeloide dendritische Zellen (mDCs) differenzieren aus mye-
loiden Vorläuferzellen (VZ) und plasmazytoide dendritische Zellen (pDCs) aus lymphoi-
den Vorläuferzellen. In vitro können unter Zytokineinwirkung aus Monozyten moDCs
(Monozyten-abgeleitete DCs) differenziert werden. Bearbeitet nach [Banchereau and Pa-
lucka (2005)]

Im Allgemeinen sind DCs phagozytische Zellen des angeborenen Immunsystems, wie

auch Makrophagen und neutrophile Granulozyten. Ihre besondere Funktion besteht jedoch

nicht in der Aufnahme und Eliminierung von Antigenen durch Phagozytose oder Pinocyto-

se. Ihre Hauptfunktion im Immunsystem ist, als professionelle antigenpräsentierende Zelle,

das Körpergewebe zu patrouillieren und bei Kontakt zu Antigenen das angeborene und

adaptive Immunsystem zu aktivieren [Janeway et al. (2007)].
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DCs werden durch den Kontakt von Antigenen mit ihren Rezeptoren aktiviert [Watts

et al. (2007)]. A. fumigatus besitzt verschiedene antigene Strukturen, welche über folgenden

PRRs von DCs erkannt werden können:

� DC-SIGN (CD209) wird unter anderem von moDCs und Makrophagen exprimiert

und verhilft diesen über die Bindung an fungales Mannan der Pilzzellwand zur In-

ternalisierung der Pilzzellen [Cambi et al. (2003); Serrano-Gómez et al. (2004)].

� PTX3 (langes Pentraxin 3) wird bei Kontakt von A. fumigatus zu humanen Mono-

zyten, moDCs und mDCs verstärkt produziert [Loeffler et al. (2009); Mezger et al.

(2008); Doni et al. (2003)]. Mäuse, denen PTX3 fehlt, zeigten eine höhere Suszeptibi-

lität an IPA (Invasive pulmonale Aspergillose) zu erkranken [Garlanda et al. (2002)].

Der D48A Einzel-Nukleotid-Polymorphismus im humanen PTX3 Gen begünstigt ei-

ne IA [Cunha et al. (2014a)].

� Das C-Typ Lektin Dectin-1 wird als Transmembran-Rezeptor von moDCs, Makro-

phagen und Neutrophilen exprimiert und bindet β(1,3)-Glucan, ein Hauptbestandteil

der Pilzzellwand [Taylor et al. (2002, 2006)]. Dectin-1 ist als Rezeptor für A. fumiga-

tus auf humanen moDCs beschrieben [Mezger et al. (2008)] und fungiert bei murinen

Makrophagen als Phagozytoserezeptor [Brown et al. (2002); Luther et al. (2007)].

Mithilfe von Dectin-1 kann das Immunsystem verschiedene Zellmorphologien von A.

fumigatus erkennen [Steele et al. (2005); Gersuk et al. (2006)].

� Die Bindung von Zymosan beziehungsweise eines noch unbekannten Pilzbestand-

teils an die Toll-like Rezeptoren TLR2 und TLR4 aktiviert moDCs [Braedel et al.

(2004); Sales-Campos et al. (2013)]. Für das intrazelluläre TLR9 von pDCs wurde

eine Bildung an die CpG Motive von unmethylierter Aspergillus DNA beschrieben

[Ramirez-Ortiz et al. (2008)]. Durch die Bindung von Liganden dimerisieren TLRs,

was den MyD88-Signalweg auslöst, der dann über den Transkriptionsfaktor NF-κB

die Expression von Zytokinen induziert [Medzhitov and Janeway (2000); Akira and

Sato (2003); Abbas et al. (2014)].

Die Bindung an PRRs und die Internalisierung von Antigenen lösen intrazelluläre Signal-

transduktionen aus, die eine Reifung der DCs hervorrufen [Watts et al. (2007, 2010)]. Reife

DCs sind durch die Verringerung ihrer phagozytischen Aktivität [Abbas et al. (2014)] und

die erhöhte Expression der Maturierungsmarker CD80, CD83, CD86, CD40, HLA-ABC,
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HLA-DR und CCR7 gekennzeichnet [Zhou and Tedder (1996); Cella et al. (1997); Yana-

gihara et al. (1998); Lutz and Schuler (2002)].

Der Chemokinrezeptor CCR7 kann die Chemokine CCL19 und CCL21 binden, welche

von lymphatischen Geweben produziert werden und als Konzentrationsgradient die Mi-

gration der DCs zu Lymphknoten fördern [Humrich et al. (2006); Förster et al. (2008)].

Für murine DCs wurde beschrieben, dass sie Aspergillus Konidien phagozytieren und die-

se im Reifungsprozess zu Lymphknoten transportieren [Bozza et al. (2002b)].Während die

DCs migrieren, prozessieren sie mithilfe lysosomaler Enzyme das internalisierte Antigen in

endozytischen Vesikeln. In diesen Vesikeln befinden sich gleichzeitig auch MHC Moleküle

(deu. Haupthistokompatibilitätsmoleküle), an welche die prozessierten Antigene gebunden,

zur Plasmamembran transportiert und auf der Zelloberfläche präsentiert werden. Für die

professionelle Antigenpräsentation migrieren DCs über afferente Lymphgefäße in die T-

Zell-Zone der Lymphknoten. T-Zellen binden mit ihrem T-Zell-Rezeptor (TCR) und den

Korezeptoren CD4 oder CD8 an den durch DCs präsentierten Antigen-MHC-Komplex.

CD4 T-Zellen sind dabei MHC Klasse II und CD8 T-Zellen MHC Klasse I restringiert. An

der TCR-MHC-Bindung bildet sich eine immunologische Synapse, an welcher kostimulato-

rische B7-Moleküle akkumulieren. Diese tragen durch die Bindung an CD28 auf T-Zellen

als zweites Signal, nach der TCR-MHC-Bindung zur T-Zell Aktivierung bei. Signal drei

liefern die von DCs produzierten Zytokine [Abbas et al. (2014)] (Abbildung 3.7).

Abbildung 3.7: Auslösen der adaptiven Immunantwort, durch die Interaktion
von DCs mit naiven T-Lymphozyten. Aktivierungssignal 1 erfolgt über den TCR-
Antigen-MHC-Komplex, Signal 2 durch Kostimulation und Signal 3 beinhaltet T-Zell po-
larisierende Zytokine. Erstellt nach [Kapsenberg (2003)]
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Durch das von den DCs sekretierte Zytokinprofil erhalten die naiven, antigenspezifischen

T-Zellen das dritte Aktivierungssignal, welches diese zur Proliferation und Differenzie-

rung in verschiedene Effektorzellen anregt. CD8 T-Zellen differenzieren zu zytotoxischen

T-Zellen. CD4 T-Zellen können in ein ganzes Repertoire von T-Zell Subpopulationen dif-

ferenzieren, die durch unterschiedliche Immun-Effektorfunktionen definiert sind [Janeway

et al. (2007); Abbas et al. (2014)] (Abbildung 3.8).

Abbildung 3.8: Schematische Darstellung der T-Zell Polarisation durch eine
dendritische Zelle. Dendritische Zellen sekretieren als drittes Signal ein vom Antigen
abhängiges Zytokinprofil. Verschiedene Zytokine leiten T-Zellen zur Differenzierung in
unterschiedliche T-Zellpopulationen an, welche durch ihre intrazellulären Transkriptions-
faktoren unterschieden werden können. Die T-Zellpopulationen üben mannigfache Immun-
Effektorfunktionen aus. Th1 und Th17 T-Zellen können als proinflammatorisch und Th2
und Treg T-Zellen als antiinflammatorisch eingestuft werden.

Zwar können Makrophagen und B-Lymphozyten auch endozytierte Antigene über MHC

Klasse II Moleküle präsentieren, jedoch sind DCs mit ihrer Antigenpräsentation darauf spe-

zialisiert die adaptive Immunantwort in Gang zu setzten. Nur dendritische Zellen können

durch Antigenkontakt und DC Maturation zu Lymphknoten migrieren [Kupiec-Weglinski

et al. (1988); Austyn (1996)] und dort bis zu 3000 antigenspezifische T-Zellen aktivieren.

Dies ist auch darauf zurückzuführen, dass sie zehn bis einhundert Mal mehr MHC-Peptid-
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Komplexe auf ihrer Zelloberfläche präsentieren als Monozyten oder B-Lymphozyten [Ban-

chereau and Steinman (1998a); Abbas et al. (2014)]. DCs können zudem andere Immunzel-

len, wie NK-Zellen [Wehner et al. (2011)], Neutrophile [Schuster et al. (2013)] und B-Zellen

[Wykes and Macpherson (2000)] chemotaktisch rekrutieren und deren Immunfunktionen

aktivieren.

Die Interaktion von humanen DCs mit Aspergillus fumigatus wurde vorwiegend mithilfe

von moDCs analysiert. Die Stimulation von moDCs mit Aspergillus Konidien steigerte die

Genexpression von proinflammatorischen, Th1 vermittelnden und solchen Zytokinen, die

Neutrophile chemotaktisch anlocken [Morton et al. (2011)]. Zwei frühere Studien beschrie-

ben die Sekretion von Th1 vermittelten Zytokinen durch Aspergillus stimulierte moDCs

[Gafa et al. (2006, 2007)]. Zudem induzierte der Überstand der mit Aspergillus stimulier-

ten moDCs die Migration von Neutrophilen. Studien zur Interaktion von humanen, ex vivo

mDCs sind bislang in der Fachliteratur nicht vorhanden. Für pDCs wurde publiziert, dass

sie mithilfe des intrazellulären TLR7 unmethylierte CpG-Motive freier DNA von Aspergil-

lus fumigatus erkennen können und daraufhin das fungale Wachstum inhibieren, als auch

die proinflammatorischen Zytokine IFNα (Interferon alpha) und TNFα (Tumornekrosefak-

tor alpha) freisetzten [Ramirez-Ortiz et al. (2008, 2011)]. Der Hauptteil an Fachliteratur

zu pDCs beschreibt diese Immunzellen als Experten für die Virusabwehr, da sie vor allem

intrazelluläre TLRs exprimieren, welche bei einer Virusinfektion frei werdende Nukleinsäu-

ren detektieren [Kadowaki et al. (2001); Jarrossay et al. (2001); Hémont et al. (2013)] und

daraufhin enorm hohe Mengen an IFNα sekretieren, welches die Virus-Proteinproduktion

hemmt und den Abbau von viraler RNA bewirkt [Colonna et al. (2004); Barchet et al.

(2005); Liu (2005)].

3.5 Immunmodulation der DC-Anwort

Bei fungalen Infekten dirigieren DCs in der Lunge und in den Lymphknoten die Im-

munantwort von anderen Immunzellen [Bozza et al. (2002a)]. Im murinen Modellorga-

nismus wurden mit Konidien beladene DCs als Schutz vor letaler Aspergillose beschrie-

ben [Bozza et al. (2003)]. Der Einsatz von Konidien als Antigen wurde von den vorkli-

nischen Immunmodulations-Studien aufgrund von Sicherheitsgründen bei einer späteren

DC-Immuntherapie für Menschen ausgeschlossen. Für die vorklinische Entwicklung einer
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Immuntherapie kann eine Modulation der DC-Immunreaktion unter Beachtung von ver-

schiedenen Parametern, wie die biologische Funktion der DC Subpopulation, die Wahl der

Antigene und die Rezeptoren für die Wahl von Adjuvantien erfolgen [Ueno et al. (2011)].

DCs sind im gesamten Gewebe des menschlichen Körpers anzutreffen und können mit

wenig Aufwand aus dem peripheren Blut isoliert werden. Humanes Blut enthält drei DC

Subtypen, von welchen CD141-positive mDCs sehr niederfrequent vorkommen [Dzionek

et al. (2000)] und aus diesem Grund von dieser Studie ausgeschlossen wurden. pDCs sind

funktionell auf die Immunreaktion gegen Viren ausgelegt, sie besitzen große Speicher für

antivirale Faktoren wie Typ I Interferone [Barchet et al. (2005)] und Vesikel mit MHC

Klasse I und II Molekülen zur Präsentation viraler Antigene [Pucchio et al. (2008)]. Für

mDCs wird bislang keine Pathogen-Spezialisierung beschrieben. Für DC-Immuntherapien

werden hauptsächlich moDCs verwendet, da sie in großer Anzahl als Monozyten differen-

ziert werden können und ihre Funktionen schon durch viele Studien beschrieben sind. Ge-

rade bei IA Hochrisiko-Patienten ist jedoch die fünftägige Differenzierungszeit der moDCs

zu beachten, wohingegen mDCs direkt nach der Isolation mit Antigenen beladen werden

können. Eine frühe Diagnose und schnelle Therapiemaßnahmen sind für eine erfolgrei-

che Therapie von entscheidender Bedeutung [Denning (2000)]. Zudem wurde beschrieben,

dass ex vivo CD11c-positive DCs eine bessere T-Zell-Proliferation hervorrufen als moDCs

[Osugi et al. (2002)]. In klinischen Studien reagieren bisweilen wenige Patienten auf eine

moDC-Immuntherapie, was mit einer nicht optimalen Anpassung an ihre Aufgaben in vivo

zusammenhängen könnte [Aarntzen et al. (2008)]. moDCs werden aus Monozyten diffe-

renziert, die in vivo andere Aufgaben besitzen als die professionelle Antigenpräsentation.

Es ist noch unklar, ob humane mDCs von Monozyten oder von anderen Vorläuferzel-

len abstammen. Humane pDCs entstammen der lymphoiden Linie und somit nicht von

myeloiden Monozyten [O’Keeffe et al. (2003)]. Aufgrund der durch diese Arbeit erlangten

Interaktions-Ergebnisse zwischen A. fumigatus und moDCs, mDCs und pDCs [Lother et al.

(2014)] wurden moDCs und mDCs für die Experimente zur Immunmodulation verwendet.

Als Antigene für DCs können verschiedene Formen, wie Pilz-Lysate, -Proteine und -

Peptide in Frage kommen. Die Antigene sollten so gewählt werden, dass sie von den DCs

internalisiert werden und dadurch eine Antigenpräsentation und Zytokinsekretion ermög-

lichen [Delamarre and Mellman (2011)]. Mit Hyphen-Proteinextrakten beladene moDCs

lösen eine eher schwache T-Zell Aktivierung aus, was durch immunsuppressive Mycotoxine
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des Extraktes bedingt sein könnte [Chaudhary et al. (2010)]. DC-Vakzine mit Einzelpep-

tiden induzierten keine gewünschte Immunantwort, wohingegen Multipeptid DC-Vakzine

bessere Erfolge erzielten [Eyrich et al. (2013)]. Für die vorliegende Arbeit wurden Prote-

inantigene verwendet, da Proteine von verschiedenen Individuen in verschiedene Peptid-

Varianten prozessiert werden und nur bestimmte Peptide eines Proteins präsentiert werden

[Dudziak et al. (2007)]. Außerdem binden hoch affine Peptide oft extrazellulär an MHC

Moleküle der DC und umgehen somit die Internalisierung und Prozessierung, wodurch

Signale zur DC Maturation und Zytokinsekretion ausbleiben [Guermonprez et al. (2002)].

Im Speziellen wurden vier Proteine verwendet, die von Kooperationspartnern aus dem

Hans-Knöll-Institut in Jena entdeckt und rekombinant produziert wurden.

� CcpA (engl. conidial cell wall protein A) ist ein sehr abundantes Protein in der Zell-

wand ruhender Aspergillus-Konidien und vertritt vermutlich strukturelle Funktionen

[Pähtz et al. (2015)]. Beim Schwellen der Konidien nimmt die Präsenz des Proteins

in der Pilzzellwand ab und ist bereits auf kurzen Keimschläuchen nicht mehr vor-

handen. Für die vorliegende Arbeit wurde CcpA durch die verringerte Virulenz des

CcpA-deletierten Aspergillus-Stamms im Mausmodel interessant. Demnach wurden

dem CcpA Protein stark immunogene Eigenschaften zugesprochen, die durch eine

Hyper-Inflammation für die höhere Letalität der mit Aspergillus konfrontierten Mäu-

se verantwortlich sein könnte. Die vorhergesagte Immunogenität von CcpA könnte

jedoch für eine spätere Immuntherapie von Nutzen sein, in der eine Immunreaktion

gegen Aspergillus initiiert oder verstärkt werden soll.

� Die intrazelluläre Serin-Hydroxymethyltransferase (SHMT) wurden von Kooperati-

onspartnern aus Jena für das vorliegende Projekt empfohlen. Kniemeyer, et al. detek-

tierten anti-Aspergillus Antikörper in Seren von Aspergillose-Patienten [Teutschbein

et al. (2015)]. Die für SHMT spezifischen Antikörper gehörten zu den meist abundan-

ten detektierten Antikörpern und zeugen von einer aktiven Immunreaktion gegen das

Aspergillus-Protein. Für die Bildung von Antikörpern müssen antigenspezifische B-

Zellen aktiviert worden sein. Durch die Immunreaktion der Patienten wurde SHMT

als immunogenes und für die Modulation der DC-Immunantwort interessantes Pro-

tein eingestuft.

� Die beiden rekombinant exprimierten Aspergillus-Proteine CpcB (G-Protein Kom-

plex beta) und fg-gap (engl. fg-gap repeat protein) wurden, ebenso wie SHMT,
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durch das Screening von Patienten-Seren nach anti-Aspergillus Antikörpern ent-

deckt. Durch die vollzogene Immunantwort mit einhergehender Bildung spezifischer

Antikörper, wurden diese Proteine für die vorliegende Arbeit interessant. Ihre Funk-

tionen sind bislang nicht näher beschrieben.

Die Reifung von moDCs ist für eine effektive Immuntherapie von großer Bedeutung [Zhou

and Tedder (1996); McIlroy and Gregoire (2003)], da unreife DCs Toleranz induzierend

wirken [Dhodapkar et al. (2001); Figdor et al. (2004)]. Mit siRNA behandelten DCs, die den

Reifemarker CD83 nicht mehr exprimieren, wurde eine verminderte T-Zell Proliferation

beobachtet [Prechtel et al. (2007)]. Zur Maturierung von moDCs wurden verschiedene

Adjuvantien für hilfreich befunden, wobei noch kein optimaler Maturierungs-Cocktail

definiert ist [Eyrich et al. (2013)]:

� TNFa maturiert humane moDCs innerhalb von 48 Stunden [Dauer et al. (2003)]

und induziert dabei das kostimulatorische Molekül CD83 [Zhou and Tedder (1996);

Prechtel et al. (2007)] und die antigenpräsentierenden Moleküle MHC Klasse I und

II [Sallusto and Lanzavecchia (1994)].

� CD40L ist ein Ligand für CD40 auf DCs und induziert die Expression der B7 Mo-

leküle und MHC Klasse I und II. Die Intensität der Maturation durch CD40L ist

jedoch geringer, verglichen mit TNFa [Sallusto and Lanzavecchia (1994)].

� Eine Kombination von TNFa, IL1b, IL6 und PGE2 (Prostaglandin E2) hat sich als

guter Maturierungs-Cocktail erwiesen [Jonuleit et al. (1997); Dauer et al. (2003)].

� Die 24-stündige Maturation von moDCs mit IFNg, PGE2 und einem TLR8-Ligand

ermöglichte die Sekretion von viel IL12, welches für die Induktion einer Th1 und CTL

(zytotoxische T-Lymphozyten) Antwort essentiell ist [Zobywalski et al. (2007)].

Die Maturierung durch die oben beschriebenen Adjuvantien ist relativ unspezifisch. Um

den adjuvanten Effekt auf moDCs der Immunantwort auf immunogene Pathogene anzunä-

hern, können TLR Agonisten zum Einsatz kommen [Kaisho and Akira (2003); Pashine

et al. (2005)]. Für an A. fumigatus angenäherte Adjuvantien können sich die Aspergil-

lus Rezeptor-Liganden Zymosan, Pam3CSK4, LPS ultrapur und R848 für die Rezeptoren

Dectin-1, TLR2, TLR4 und TLR7/8 eignen.
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3.6 Zielsetzung der Arbeit

Neue Erkenntnisse über die Interaktion von Immunzellen mit dem humanpathogenen

Schimmelpilz A. fumigatus sind für das Verständnis der Aspergillose von großer Bedeu-

tung. Dendritische Zellen sind wichtige Immunzellen in der Pilzabwehr und nehmen in der

Immunantwort gegen Pathogene eine Schlüsselrolle ein: Sie aktivieren durch die professio-

nelle Antigenpräsentation eine antigenspezifische Antwort des adaptiven Immunsystems.

Zur Interaktion von in vitro generierten moDCs mit A. fumigatus sind bereits viele Daten

publiziert. Diese Erkenntnisse sollten erweitert und mit ex vivo mDCs und pDCs vergli-

chen werden. Die Interaktionsanalyse umfasste Daten zur kontaktabhängigen Maturierung

im Transwellsystem, zur Zytokinfreisetzung im Multiplex-ELISA und zur Expression der

bekannten Aspergillus-Rezeptoren im Durchflusszytometer.

Als Antigene für die Immunmodulation von DCs sollten rekombinant hergestellte Aspergillus-

Proteine zum Einsatz kommen. Im Hinblick auf eine später mögliche Immuntherapie wur-

den die Proteine auf Verunreinigungen hin analysiert und aufgereinigt. Vier Proteine und

ein Aspergillus-Lysat wurden hinsichtlich ihrer immunogenen Eigenschaften für DCs ana-

lysiert. Ein Antigen wurde als immunogen eingestuft, wenn DCs durch dessen Stimulation

maturierten und Zytokine sekretierten. Mit einem immunogenen Antigen beladene DCs

wurden mit autologen T-Zellen konfrontiert und überprüft, ob sie T-Zellen zur Proliferati-

on und IFNg-Sekretion anregen. Die T-Zell-Proliferation wurde mithilfe einer Anfärbung

des Zytosols im Durchflusszytometer analysiert und die IFNg-Sekretion mittels ELISpot.

Die Stimulationsversuche wurden durch die Quantifizierung der in PBMCs enthaltenen

CD154-positiven, Aspergillus-spezifischen T-Zellen erweitert.

Schließlich sollten weitere Faktoren untersucht werden, welche die Immunmodulation

der DCs unterstützen. Für eine mögliche Steigerung der Vitalität wurden die DCs mit

Hyaluronsäure behandelt. Die Stimulation mit verschiedenen Rezeptor-Agonisten sollte

auf DCs adjuvante Effekte ausüben und eine bessere Maturierung bewirken. Die für eine

Immuntherapie notwendige Lagerung der antigenbeladenen DCs wurde durch ein spezielles

Einfriermedium realisiert.

23



KAPITEL 3. EINLEITUNG

24



4 Material und Methoden

4.1 Kulturbedingungen für Aspergillus

Zur Vermehrung von A. fumigatus wurden 107 Konidien in 100 µl einer bei 4°C aufbewahr-

ten Sporensuspension, auf Minimal-Medium-Agar (1:50 Verdünnung von 50Ö AspA (3,5

M NaNO3, 350 mM KCl, 550 mM KH2PO4, pH 5,5), 0,25 mM MgSO4, 1Ö Spurenelement-

Lösung (25 mM EDTA pH 8, 2,6 mM FeSO47H2O, 30,1 mM ZnSO47H2O, 1,6 mM

CuSO45H2O, 0,89 mM MnSO4H2O, 0,26 mM Na2B4O710H2O, 0,41 mM NaMoO42H2O,

0,68 mM CaCl22H2O), 2% Agar für feste Medien) ausplattiert und für mindestens 3 Tage

bei 37°C kultiviert. Anschließend wurden die hydrophoben Konidien mithilfe eines Watte-

stäbchens in 10 ml sterilen HBSS-Puffer (Sigma Aldrich) geerntet und durch ein Zellsieb

mit 40 µm Porengröße von größeren Pilzstrukturen befreit. Die Konidien-Konzentration

der so erhaltenen Sporensuspension wurde mit der Neubauer-Zählkammer bestimmt (Ab-

schnitt 4.2.2), wobei von einer 10=2 Verdünnung fünf Kleinquadrate ausgezählt wurden.

Die Suspension ruhender Konidien wurde bei 4°C aufbewahrt und für Versuche wurden

Konidien verwendet, die nicht älter als zwei Wochen waren.

Zur Anzucht von Keimschläuchen aus Konidien, wurden in ein 50 ml Reaktionsgefäß

30 ml RPMI-Medium (Life Technologies) mit 1 - 3 Ö 108 Konidien gegeben und für 5 -

7 h bei 37°C im Schüttelinkubator mit 200 rpm (engl. rounds per minute) inkubiert. Das

Auskeimen der Konidien wurde mithilfe eines Lichtmikroskops überprüft. Für Versuche

wurden Keimschläuche eingesetzt, sobald sie bis auf die zwei- oder dreifache Größe der

Konidien herangewachsen waren. Da nur höchstens zwei Wochen alte Konidien verwendet

wurden, konnte ein relativ gleichmäßiges Auskeimen aller Konidien gewährleistet werden

und nachfolgende Experimente wurden durch ruhende Konidien nicht beeinflusst.

Für einige Experimente war es nötig mit biologisch inaktiven Pilzmorphologien zu ar-

beiten. Hierfür wurden die Pilzzellen für 1 h in 3% (v/v) Formaldehyd (Sigma Aldrich)

25



KAPITEL 4. MATERIAL UND METHODEN

bei Raumtemperatur fixiert und anschließend 4 Mal mit HBSS-Puffer gewaschen. Danach

wurden die fixierten Pilzzellen bei -20°C gelagert.

4.2 Primärzellen

4.2.1 Isolation von peripheren mononukleären Zellen

Für die Isolation mononukleärer Zellen des peripheren Blutes, sogenannten PBMCs (engl.

peripheral blood mononuclear cells), wurden Leukozytenkonzentrate von freiwilligen, ge-

sunden Spendern der Transfusionsmedizin des Universitätsklinikums Würzburg verwendet.

Die Leukozytenkonzentrate entstanden als Überbleibsel während der Thrombozytenspen-

de mittels eines Apheresegerätes [Dietz (2006)]. Mithilfe des Kohlehydratpolymers Ficoll

(δ = 1,077 g/ml) wurden durch eine Dichtegradientenzentrifugation Leukozyten, Erythro-

zyten, Granulozyten und tote Zellen des Leukozytenkonzentrats separiert. Die PBMCs, die

zu den weißen Blutkörperchen gehören und sich aus Monozyten, Granulozyten, Lympho-

zyten, Dendritischen Zellen und natürlichen Killerzellen zusammensetzen, sammeln sich

aufgrund ihrer Dichte in der Interphase zwischen dem aus Plasma und Thrombozyten

bestehenden Überstand und dem Ficoll an. Im Zellsediment befinden sich Erythrozyten,

Granulozyten und tote Zellen, da sie eine höhere Dichte besitzen (Abbildung 4.1).

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der PBMC Isolation. Durch das Aus-
bilden des Ficoll-Gradienten mittels Dichtegradientenzentrifugation wurden die PBMCs
von Blutplasma, Erythrozyten, Granulozyten und Thrombozyten getrennt.

Zuerst wurde das Leukozytenkonzentrat in ein 50 ml Reaktionsgefäß überführt und mit

Puffer (HBSS, 5 mM EDTA, Sigma Aldrich) auf ein Endvolumen von 50 ml ergänzt. Mit
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25 ml des entstandenen Gemisches wurden jeweils 15 ml Ficoll (Bicoll) in einem 50 ml

Reaktionsgefäß überschichtet und anschließend mit der niedrigsten Beschleunigung und

ohne Bremse für 20 min mit 800Ög bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Während der

Dichtegradientenzentrifugation bildeten sich die in Abbildung 4.1 beschriebenen Phasen

aus, von welchen die PBMC-haltige Interphase mit einer Pasteurpipette vorsichtig aufge-

nommen und in ein neues Reaktionsgefäß überführt wurde. Die vereinigten Interphasen

wurden mit Puffer bis auf 50 ml aufgefüllt und pelletiert (150Ög, 15 min, RT). Dieser

Waschschritt dient zur Entfernung von Thrombozyten, die während der Zentrifugation

aufgrund geringer Dichte im Überstand verbleiben und durch vorsichtiges Dekantieren

verworfen werden. Das so erhaltene Zellpellet wurde nach wiederholtem Waschschritt in

50 ml Puffer resuspendiert. Die Zellzahl konnte mithilfe einer Neubauer-Zählkammer be-

stimmt werden. Hierzu wurden 10 µl der PBMC-Suspension mit 90 µl Puffer 1:10 verdünnt

und, wie im folgenden Abschnitt 4.2.2 mit Trypanblau gefärbt und gezählt. Die isolierten

PBMCs wurden für weiterer Isolierungs- und Analyseschritte direkt weiter verwendet.

4.2.2 Bestimmung der Lebendzellzahl mithilfe der

Neubauer-Zählkammer

Für viele Experimente ist der Einsatz einer exakten Zahl an Zellen notwendig. Hierfür

kann mithilfe einer Neubauer-Zählkammer mikroskopisch die Zellkonzentration von Zell-

suspensionen bestimmt und das erforderliche Volumen für eine bestimmte Zellzahl oder

-konzentration berechnet werden. Bei der Neubauer-Zählkammer handelt es sich um einen

speziellen Objektträger, der über ein eingraviertes Gitternetz verfügt (Abbildung 4.2).

Abbildung 4.2: Schematische Darstellung des Gitternetzes einer Neubauer-
Zählkammer. Die Quadrate werden mäanderförmig und L-förmig der Pfeillinie entlang
ausgezählt. Verändert nach: www.lo-laboroptik.de
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Das Gitternetz ist in 3 Ö 3 Großquadrate eingeteilt, die eine Kantenlänge von 1 mm

haben. Wird auf die Zählkammer ein Deckgläschen aufgebracht, beträgt der Abstand zwi-

schen Kammer und Deckgläschen 0,100 mm. Das Volumen eines Großquadrats beträgt

somit 0,1 mm3, was 0,1 µl entspricht. Um das Zählen zu erleichtern, sind die großen Eck-

quadrate in 16 Kleinquadrate unterteilt. Die Zählung sollte mäanderförmig von links oben

beginnend durchgeführt werden. Zellen können auf den begrenzenden Linien der Klein-

quadrate liegen, oder diese berühren. Damit keine Zellen doppelt gezählt werden, dürfen

nur 2 der 4 begrenzenden Linien mitgezählt werden (L-Form).

Für die Zellzahlbestimmung der vitalen Zellen wurde die jeweilige Zellsuspension 1:2

mit dem Azofarbstoff Trypanblau (Fluka) versetzt. Dieser Farbstoff dringt in tote Zellen

ein und färbt sie blau, während vitale Zellen farblos unter dem Lichtmikroskop erscheinen

[Foot (1959)]. Aus der Verdünnung mit Trypanblau wurden 10 µl entnommen und in

die Zählkammer pipettiert. Anschließend wurden alle vitalen Zellen in den vier großen

Eckquadrate mäanderförmig gezählt. Die Formel zur Berechnung der Gesamtzellzahl setzt

sich als Produkt aus dem Mittelwert der gezählten Zellen, den Verdünnungsfaktoren, dem

Kammerfaktor der Zählkammer (Großquadrat 104, Kleinquadrat 50) und dem Volumen,

in dem die Zellen aufgenommen wurden, zusammen:

Gesamtzellzahl = Zellzahlmittelwert×V erdünnungsfaktoren×Kammerfaktor×V olumen

Die Formel zur Berechnung der PBMC-Gesamtzellzahl setzt sich beispielsweise als Pro-

dukt aus dem Mittelwert der gezählten Zellen aus vier Großquadraten, dem Kammerfaktor

der Zählkammer für Großquadrate (Faktor 104), der Verdünnungen und des Volumens zu-

sammen:
PBMC −Gesamtzellzahl = Zellzahlmittelwert× 104 × 2× 10× 50

Die Formel zur Berechnung der Konidien-Konzentration setzt sich als Produkt aus dem

Mittelwert der gezählten Konidien aus fünf Kleinquadraten, dem Kammerfaktor der Zähl-

kammer für Kleinquadrate (Faktor 50) und der Verdünnungen zusammen:

Konidien−Konzentration [Konidien/ml] = Zellzahlmittelwert× 50× 100

Das für eine bestimmte Zellzahl erforderliche Volumen kann per Dreisatz berechnet

werden:
erforderliches V olumen =

Gesamtvolumen

Gesamtzellzahl
× gewünschte Zellzahl
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4.2.3 Isolation von myeloiden dendritischen Zellen

Durch die Herstellung von monoklonalen Antikörpern gelang es Köhler und Milstein 1975

[Köhler and Milstein (1975)] den Grundstein zur Entdeckung der CD-Moleküle (engl.

cluster determinant) zu legen. Einige CD-Moleküle werden nur von bestimmten Zellarten

exprimiert. Monoklonale Antikörper, die diese zellspezifischen CD-Moleküle binden, kön-

nen verwendet werden, um eine für die Fragestellung gewünschte Zellart von den restlichen

Zellen einer Suspension zu separieren. Myeloide dendritische Zellen (mDCs) exprimieren

auf ihrer Zelloberfläche CD1c-Moleküle (auch BDCA1 genannt) [Dzionek et al. (2000),

Ziegler-Heitbrock et al. (2010)]. CD1c ist zur Präsentation von Lipidantigenen fähig und

wird auf mDCs und ruhenden B-Zellen exprimiert. Durch eine vorherige Depletion der

CD19 exprimierenden B-Zellen können mDCs mithilfe von MicroBeads gekoppelten anti-

CD1c monoklonalen Antikörpern positiv selektiert werden. Die MicroBeads sind Magnet-

partikel, die zusätzlich mit einem für CD1c spezifischen Antikörper konjugiert sind. Sind

diese MicroBeads an das CD1c Oberflächenmolekül der mDCs gebunden, bleiben diese in

einer Trennsäule haften, die sich in einem magnetischen Feld befindet. CD1c-negative Zel-

len sind nicht-magnetisch und können durch mehrere Waschschritte aus der Säule entfernt

werden. Die noch an die Säule gebundenen mDCs können nach Entnahme der Säule aus

dem Magnetfeld eluiert werden (Abbildung 4.3).

Abbildung 4.3: Schematische Darstellung der magnetischen Zell-Isolation.
Nachdem die gewünschte Zellpopulation mittels magnetischem Antikörper gebunden wur-
de, werden die unerwünschten Zellen über eine magnetische Säule depletiert. Die magne-
tisch markierten Zellen verbleiben währenddessen in der Säule und können anschließend
außerhalb des Magnetfeldes eluiert werden.
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Zur Selektion von CD1c+ mDCs wurde das CD1c (BDCA-1)+ Dendritic Cell Isolation

Kit (Miltenyi Biotec) laut Herstellerangaben verwendet. Hierfür wurden 1 Ö 108 PBMCs

in 200 µl Puffer resuspendiert, mit 100 µl FcR Blocking reagent, 100 µl anti-CD19 Micro-

Beads und 100 µl biotinylierten anti-CD1c Antikörpern gemischt und für 15 min bei 4°C

inkubiert. Nach einem Waschschritt mit 10 ml Puffer und Zentrifugation mit 300Ög für

10 min bei 4°C, wurde das Zellpellet in 500 µl Puffer aufgenommen und die magnetisch

markierten CD19-positiven B-Zellen über eine mit 3 ml äquilibrierte LS-Säule depletiert.

Anschließend wurden die Zellen des Durchflusses mit 300Ög für 10 min bei 4°C pelletiert

und in 400 µl Puffer aufgenommen. Die Zugabe von 100 µl anti-Biotin MicroBeads mar-

kierte die bereits mit anti-CD1c-Biotin gebundenen mDCs magnetisch. Nach 10 min bei

4°C wurde wieder mit 10 ml Puffer gewaschen und das Pellet wurde in 500 µl Puffer re-

suspendiert. Diese Zellsuspension wurde über eine mit 1ml Puffer äquilibrierte MS-Säule

separiert. Nach dreimal Waschen mit jeweils 500 µl Puffer, wurden die in der MS-Säule

zurückgehaltenen Zellen mit 500 µl Puffer auf eine zweite MS-Säule eluiert. Diese wur-

de wieder dreimal gewaschen und die mDCs konnten mithilfe des Säulenstempels und 1

ml Puffer eluiert werden. Für eine hohe Zellreinheit waren unbedingt 2 MS Säulen er-

forderlich. Die Ausbeute der mDCs (∼0,4%) wurde, wie in Abschnitt 4.2.2 beschrieben,

ohne weitere Verdünnung bestimmt und die mDCs direkt für Experimente verwendet. Die

Reinheit wurde durchflusszytometrisch (Abschnitt 4.3.1) mithilfe des murinen Antikörpers

Maus Anti-Human CD1c-APC (Miltenyi Biotec) bestimmt (Abbildung 4.4).

Abbildung 4.4: Durchflusszytometrische Analyse von isolierten mDCs. Das linke
Punktediagramm zeigt, dass über 92% der isolierten mDCs Eigenschaften vitaler Zellen
besaßen. Über 98% dieser vitalen mDCs waren auch für den mDC-spezifischen Marker
CD1c positiv, dies ist als Punktediagramm in der Mitte und als Histogramm rechts dane-
ben dargestellt. CD1c positive mDCs exprimieren zum Teil auch den monozytären Marker
CD14. Es wurde ein repräsentativer Spender mittlerer Reinheit (97,7% ± 2,1%) gewählt.
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4.2.4 Isolation von plasmazytoiden dendritischen Zellen

Für die Identifikation von plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDCs) können die zellspe-

zifischen Marker CD303 (BDCA2) und CD304 (BDCA4) verwendet werden [Dzionek et al.

(2000); Ziegler-Heitbrock et al. (2010)]. Zur Isolation von pDCs wurde in der vorliegenden

Arbeit ein Depletions-Kit der Firma Miltenyi Biotec genutzt (Plasmacytoid Dendritic Cell

Isolation Kit, human). Durch eine Depletion werden alle Nicht-Ziel-Zellen mit Antikörper-

MicroBeads markiert und über magnetische Säulen aus der PBMC-Suspension selektiert.

Im Durchlauf befinden sich dann die nicht-markierten (engl. untouched) pDCs. Die Iso-

lation von Zielzellen über eine Depletion bietet somit den Vorteil, dass keine Zelloberflä-

chenmoleküle durch Isolations-Antikörper für ihre natürlichen Liganden blockiert werden.

Außerdem wurde für pDCs publiziert, dass sie bei Bindung von anti-CD303 Antikörpern

keine Typ I Interferone mehr produzieren [Dzionek et al. (2001)].

Die Isolierung der pDCs erfolgte mit dem genanntem Reaktions-Kit nach Hersteller-

angaben. Je 108 PBMCs wurden in 400 µl Puffer resuspendiert und mit 100 µl Biotin-

Antikörper-Cocktail gemischt. Nach 10 min bei 4°C wurde die Zellsuspension zweimal

mit 10 ml Puffer gewaschen. Das Zellpellet wurde in 400 µl Puffer resuspendiert und mit

100 µl anti-Biotin-MicroBeads vermischt. Nach 15 min bei 4°C und einem Waschschritt

konnten die pDCs über eine mit 3 ml Puffer äquilibrierte LS-Säule mit dreimal 3 ml Puf-

fer depletiert werden. Dann wurde die Zell-Ausbeute bestimmt (∼0,2%, Abschnitt 4.2.2)

und die Reinheit mit dem Antikörper Maus Anti-Human CD303-FITC (Miltenyi Biotec)

durchflusszytometrisch wie in Abschnitt 4.3.1 beschrieben überprüft (Abbildung 4.5).

Abbildung 4.5: Durchflusszytometrische Analyse der negativ-isolierten pDCs.
Das linke Punktediagramm zeigt, dass über 95% der isolierten pDCs vital waren. Über
98% dieser vitalen pDCs waren auch für den pDC-spezifischen Marker CD303 positiv, dies
ist als Punktediagramm in der Mitte und als Histogramm rechts daneben dargestellt. Es
wurde ein repräsentativer Spender mittlerer Reinheit (98,3% ± 1,7%) gewählt.
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4.2.5 Generierung von Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen

Aus humanen Monozyten können in vitro unter mehrtägiger Einwirkung der Zytokine

GM-CSF (engl. granulocyte macrophage colony-stimulating factor) und Interleukin 4 (IL4)

Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen generiert werden [Bender et al. (1996); Mezger

et al. (2008)]. Die Monozyten können mithilfe von CD14-MicroBeads (Miltenyi Biotec),

die gegen den Monozyten-spezifischen Oberflächenmarker CD14 gerichtet sind, positiv

selektiert werden.

Zunächst wurde die PBMC-Zellsuspension abzentrifugiert (300Ög, 10 min, 4°C) und

nach vollständiger Abnahme des Überstands wurde das Pellet in 340 µl Puffer pro 1 Ö

108 Zellen aufgenommen. Pro Ansatz wurden 60 µl anti-CD14-MicroBeads hinzugegeben,

gemischt und bei 4°C für 15 min inkubiert. Im Anschluss wurde mit 20 ml Puffer ge-

waschen, um überschüssige MicroBeads zu entfernen. Nach dem Waschschritt wurde das

Pellet in 500 µl Puffer pro 1 Ö 108 Zellen resuspendiert und auf eine im Magnethalter

befindliche, mit 3 ml Puffer äquilibrierte LS-Trennsäule gegeben. Die Trennsäule wurde

dreimal mit je 3 ml Puffer gewaschen, bevor sie aus dem Magnetfeld genommen wurde,

um die in ihr befindlichen Monozyten mit 5 ml Puffer und dem Säulenstempel in ein neu-

es 15 ml Reaktionsgefäß zu eluieren. Zur Bestimmung der Gesamtzellzahl wurden 10 µl

der isolierten Monozyten 1:5 mit Puffer und anschließend 1:2 mit Trypanblau verdünnt

und mit einer Neubauer-Zählkammer ausgezählt (Abschnitt 4.2.2). Die Ausbeute betrug

∼20% der eingesetzten PBMCs. Durch Zentrifugieren bei 300Ög für 10 min pelletierten

die Monozyten und das Pellet wurde anschließend in moDC-Medium (RPMI 1640, 10%

FCS, 10 ng/ml Interleukin 4 (R&D Systems), 100 ng/ml GM-CSF, Bayer) aufgenommen,

sodass eine Zellkonzentration von 106 Monozyten pro 1 ml moDC-Medium vorlag. Dann

wurde die Monozyten-Suspension zu je 3 ml pro Vertiefung in eine 6-well Platte über-

führt und 5 Tage lang bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. An den Tagen 2 und 4 wurde

das Medium teil-erneuert und die Zytokine substituiert. Aus jedem Loch wurde 1 ml Zell-

suspension abgenommen, in ein Röhrchen vereinigt und pelletiert (300Ög, 10 min, RT).

Der Überstand wurde verworfen, das Zellpellet in dieselbe Menge Medium mit 10% FCS

und der Menge an Zytokinen vom Tag der Aussaat resuspendiert und 1 ml daraus in

jede Vertiefung der 6-well Platte zurückgegeben. Am fünften Tag waren die eingesetzten

Monozyten vollständig zu moDCs ausdifferenziert, was durch eine durchflusszytometrische
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Analyse der Oberflächenmarker CD14 und CD1a validiert wurde (anti-CD14-FITC, BD;

anti-CD1a-APC, Miltenyi Biotec). Als vollständig ausdifferenzierte moDCs galten lebende

Zellen, die CD1a exprimierten, CD14 jedoch nicht mehr (Abbildung 4.6).

Abbildung 4.6: Durchflusszytometrische Analyse der moDC Differenzierung.
Nach der 5-tägigen Differenzierung aus Monozyten mit IL4 und GM-CSF waren über 96%
der moDCs vital. Das Mittel von 96,2% (±1,9%) der vitalen moDCs exprimierte CD1a,
ohne gleichzeitig für CD14 positiv zu sein. Das rechte Punktediagramm zeigt die CD1a-
Hoch- und CD14-Runter-Regulation während der Differenzierung von Tag 0 bis 5.

4.2.6 Isolation von pan T-Zellen

Eine Immunfunktion dendritischer Zellen ist die antigenspezifische Aktivierung verschie-

dener T-Zellen. Zur Analyse dieser Funktion wurden zu den DCs autologe pan T-Zellen

gewonnen, DCs und T-Zellen stammten dementsprechend von demselben Spender ab. Die

T-Zellen wurden mit dem pan T Zell Isolations-Kit von Miltenyi Biotec aus PBMCs ne-

gativ selektiert. Hierzu wurden je Ansatz 107 PBMCs nach Herstellerangaben in 40 µl

Puffer resuspendiert und mit 10 µl pan T-Zell Biotin Antikörper Cocktail gemischt. Nach

5 minütiger Inkubation bei 4°C wurden 30 µl Puffer und 20 µl anti-Biotin-MicroBeads hin-

zugegeben und weitere 10 min bei 4°C inkubiert. Dann wurde die Zellsuspension auf ein

Volumen von 500 µl gebracht und über eine äquilibrierte LS-Säule mit dreimal 3 ml Puf-

fer separiert. Die mit dem Durchfluss depletierten T-Zellen wurden dabei in einem neuen

Reaktionsgefäß gesammelt. Mit der Neubauer-Zählkammer wurde die Ausbeute bestimmt

(∼40%, Abschnitt 4.2.2) und mittels Durchflusszytometrie (Abschnitt 4.3.1) und einem

anti-CD3 Antikörper wurde die Reinheit der T-Zellen kontrolliert (Abbildung 4.7).
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Abbildung 4.7: Durchflusszytometrische Analyse der depletierten T-Zellen. Die
isolierten T-Zellen eines repräsentativen Spenders waren zu 98,5% vital. Im Mittel waren
die vitalen Zellen zu 98,2% (±1,6%) positiv für CD3. Dies ist im mittleren Bild als Punk-
tediagramm und rechts als Histogramm dargestellt.

4.2.7 Einfrieren und Auftauen primärer Zellen

Das Einfrieren der Primärzellen bei -80°C im Gefrierschrank oder in flüssigem Stick-

stoff (-160 bis -196°C) zur wochen- bis monatelangen Lagerung erfolgte in einem speziel-

len, 4°C gekühltem 5CS-CryoStor-Einfriermedium (BioLifeSolutions). CryoStor beinhaltet

Substanzen zum schützenden Einfrieren, Lagern und Auftauen von Zellen. DMSO (Dime-

thylsulfoxid) fungiert dabei als Frostschutzmittel, dass die schädliche Kristallbildung beim

Einfrieren des wässrigen Mediums verhindert. Außerdem werden keine Zusätze wie Serum

oder Proteine benötigt, dies ist für eine nach GMP (engl. good manufacturing practice)

gerichtete Arbeitsweise von Vorteil.

Es wurden jeweils 5 Ö 107 Zellen in 1 ml CryoStor aufgenommen und sofort in gekühlte

Kryogefäße (Hartenstein) transferiert. Nach 10 min bei 4°C wurden die Kryogefäße in ei-

ne auf 4°C vorgekühlte Kryo-Einfrierbox (Hartenstein) gestellt und sofort bei -80°C über

Nacht tiefgefroren. Die Kryo-Einfrierbox beinhaltet Isopropanol, um ein langsames Ein-

frieren zu garantieren. Am nächsten Tag konnten die eingefrorenen Zellen zur dauerhaften

Lagerung in flüssigen Stickstoff überführt werden. Das Auftauen der Zellen erfolgte durch

vorsichtiges Aufwirbeln im 37°C warmen Wasserbad, bis keine Eispartikel mehr sichtbar

waren. Dann wurde die Zellsuspension sofort 1:10 mit Medium verdünnt, um toxische Ef-

fekte des DMSO zu vermeiden. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 300Ög pelletiert

und in das gewünschte Medium-Volumen aufgenommen.
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4.3 Konfrontations-Experimente und deren Analyse

Für die anschließend erläuterten Experimente wurden Morphologien von A. fumigatus

mit verschiedenen dendritischen Zellen koinkubiert. Daraus sollten Erkenntnisse über eine

durch den Pilz ausgelöste Immunzell-Aktivierung gewonnen werden. Um eine statistische

Aussage treffen zu können, wurden für jedes Experiment mindestens drei verschiedene

Immunzell-Spender analysiert.

4.3.1 Fluoreszenz basierende Durchflusszytometrie

Die Abkürzung FACS steht für
”
fluorescence activated cell sorting“ und wird häufig als

Synonym für die Durchflusszytometrie verwendet. Die Methode beruht, wie in Abbildung

4.8 dargestellt, auf der Detektion verschiedener optischer Signale, die durch verschiedene

Eigenschaften von Zellen beeinflusst werden.

Abbildung 4.8: Schematische Darstellung des optischen Systems eines FACS
Calibur Durchflusszytometers. Quelle: www.bdbiosciences.com
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Die in einer Suspension befindlichen Zellen werden durch eine Kapillare gesaugt und pas-

sieren im Messbereich einzeln einen Laserstrahl, der dann unterschiedlich stark abgelenkt

beziehungsweise in seiner Intensität vermindert wird. Durch die Messung der Lichtbeu-

gung und -streuung werden Informationen über die Größe und Granularität einer Zelle

gewonnen. Das in einem geringeren Winkel gebeugte Licht wird als Vorwärtsstreulicht

FSC (engl. forward scattering) bezeichnet und hängt von der Zellgröße ab. Das Seitwärts-

streulicht SSC (engl. side scattering) kann im rechten Winkel dazu registriert werden und

ist proportional zur Granularität der Zelle. Mit diesen Parametern können beispielsweise

Zellen des Blutes bereits recht gut unterschieden werden.

Außerdem können Oberflächenmoleküle von Zellen durch spezifische Fluoreszenzfarbstoff-

gekoppelte Antikörper gebunden und im Durchflusszytometer detektiert werden. Bei ex-

akter Anregung der Elektronen des Fluorochroms durch einen monochromatischen Laser

(488 nm) werden diese auf ein höheres Niveau angehoben und fallen anschließend un-

ter Abgabe von Energie in Form von Photonen auf ihr Ursprungsniveau zurück. Durch

spannungsabhängige Detektoren werden die emittierten Photonen gemessen, in ein elektri-

sches Signal konvertiert und durch einen Computer in Diagrammen dargestellt. Es können

verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe gemessen werden, da die eingesetzten Farbstoffe durch

Licht derselben Wellenlänge angeregt werden, aber über unterschiedliche Emissionsspek-

tren verfügen.

Um unspezifische, falsch positive Antikörperbindungen nicht als positiv zu werten, wur-

de eine Zellprobe mit einem Isotyp-Antikörper inkubiert. Es handelt sich dabei um einen

Antikörper derselben Antikörperklasse, mit demselben Farbstoff, jedoch ohne spezifische

Bindekapazität. Die Fluoreszenz der Isotyp-Probe diente zur Festlegung der Hintergrund-

fluoreszenz, die über die Spannungsmodulation der Detektoren unter eine Fluoreszenzin-

tensität von 10 eingestellt wurde.
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Tabelle 4.1: Liste der verwendeten Fluoreszenz-Antikörper für durchflusszyto-
metrische Analysen

humaner Zelltyp Oberflächenmarker Isotyp Firma

mDCs
CD1c IgG2a-APC Miltenyi Biotec
CD19 IgG1-FITC BD

pDCs CD303 IgG1-FITC Miltenyi Biotec

Monozyten und moDCs
CD14 IgG-2a-FITC BD
CD1a IgG1-APC Miltenyi Biotec

DC Maturierung

CD80 IgG1-APC Miltenyi Biotec
CD83 IgG1-PE BD
CD86 IgG1-FITC BD
CD40 IgG2a-FITC BD

HLA-ABC IgG2b-PE BD
HLA-DR IgG2b-PE BD

CCR7 IgG1-APC Miltenyi Biotec

T-Zellen

CD3 IgG1-APC Miltenyi Biotec
CD4 IgG1-APC Miltenyi Biotec
CD8 IgG1-APC Miltenyi Biotec
CD69 IgG1-APC Miltenyi Biotec
CD25 IgG1-FITC BD
CD154 IgG2a-FITC Miltenyi Biotec

Aspergillus-
Rezeptoren auf DCs

Dectin-1 IgG2b-PE R&D Systems
TLR2 IgG1-PE BioLegend
TLR4 IgG1-PE BioLegend

Um Zellen mit Fluorochrom gekoppelten Antikörpern zu markieren, wurden mindes-

tens 1 Ö 105 Zellen in einem 5 ml FACS-Röhrchen pelletiert (300Ög, 10 min, RT) und

der Überstand abgenommen. Jedes Pellet wurde mit 2 ml Puffer gewaschen und in einem

Endvolumen von 20 bis 100 µl mit Puffer resuspendiert. Zu jeder Zellsuspension wurde

im Dunkeln der entsprechende Antikörper in der vom Hersteller angegeben Verdünnung

gegeben. Anschließend wurden die Röhrchen für 15 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert.

Danach erfolgte ein weiterer Waschschritt mit 2 ml kaltem Puffer, um überschüssige An-

tikörper zu entfernen. Das erhaltene Pellet wurde in 200 µl Puffer resuspendiert und mit

einem FACS Calibur Durchflusszytometer (BD) analysiert.

Zur graphischen Darstellung der Messergebnisse wurde ein an das FACS Calibur ange-

schlossenes Computersystem mit der Software CellQuest Pro (BD) verwendet. Die erhal-

tenen Daten wurden mithilfe der Software FlowJo (Tree Star) ausgewertet.
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4.3.2 DC-Maturierungsverhalten im Transwellsystem

Werden dendritische Zellen durch bestimmte Immunogene stimuliert, erhöhen sie die Ex-

pression von Oberflächenmolekülen zur T-Zell Kostimulation (CD80, CD83, CD86, CD40),

für die Antigenpräsentation (HLA-DR, HLA-ABC) sowie einem Rezeptor für die Migration

zu Lymphknoten (CCR7). Dendritische Zellen, welche die Expression dieser Maturierungs-

marker erhöhen gelten als reife dendritische Zellen, die in der Lage sind andere Immunzellen

adäquat auf das jeweilige Immunogen zu aktivieren. Solche Immunogene können in lösli-

cher Form, oder auch zellgebunden auf der Oberfläche von Pathogenen vorkommen. Der

Einsatz von Transwellmembranen mit einer sehr kleinen Porengröße von 0,4 µm verhinder-

te im Konfrontationsexperiment mit DCs und Aspergillus den direkten Kontakt der Zellen

zueinander, jedoch konnten lösliche Bestandteile frei diffundieren. Die Transwellmembran

(//) trennt dabei, wie in Abbildung 4.9 gezeigt, die Vertiefung einer Zellkulturplatte in

ein oberes und ein unteres Kompartiment. Nach der Konfrontation mit und ohne direktem

Kontakt wurden die DCs hinsichtlich ihrer Expression von Maturierungsmarkern durch-

flusszytometrisch analysiert.

Abbildung 4.9: Schematische Darstellung des Transwellsystems in einer Zell-
kulturplatte. Links sind dendritische Zellen und Aspergillus Keimschläuche mit direktem
Zellkontakt im unteren Kompartiment vereint. Rechts sind die beiden Zelltypen durch die
Transwellmembran voneinander getrennt, nur flüssige Bestandteile können durch Diffusion
über die Transwellmembran ausgetauscht werden.

Für das Konfrontations-Experiment wurden 3 Ö 105 DCs in 600 µl RPMI-10%FCS

im unteren Kompartiment einer 24-well Zellkulturplatte platziert und für 18 h mit den

folgenden Konditionen inkubiert:

1. unstimuliert (DCs // Medium)

2. stimuliert mit einer Positiv-Kontrolle (moDCs und mDCs mit 1 µg/ml LPS (Sigma)
(DCs + LPS // Medium); pDCs mit 5 µg/ml R848 (Invitrogen) einem TLR7/9
Ligand (pDCs + R848 // Medium))

3. mit Keimschläuchen ohne direkten Kontakt (DCs // gt)

4. mit Keimschläuchen in direktem Kontakt (DCs + gt // Medium)

38



KAPITEL 4. MATERIAL UND METHODEN

Nach Befüllung des unteren Kompartiments wurde mithilfe einer sterilen Pinzette die

Transwellmembran eingesetzt und das obere Kompartiment mit 300 µl Volumen und dem

jeweiligen Stimulus befüllt. Die für 18 h stimulierten DCs wurden aus dem unteren Kom-

partiment geerntet, durch ein 40 µm Zellsieb von großen Pilzbestandteile befreit und wie

in Abschnitt 4.3.1 durchflusszytometrisch mithilfe von für die Maturierungsmarker spezi-

fischen Antikörpern (siehe Tabelle 4.1) analysiert.

4.3.3 Expressionsanalyse bekannter Aspergillus-Rezeptoren

Die auf verschiedenen Immunzellen nachgewiesenen Rezeptoren für A. fumigatus umfassen

das C-Typ Lektin Dectin-1 [Mezger et al. (2008)] und die beiden Toll-like Rezeptoren

TLR2 und TLR4 [Braedel et al. (2004)]. Ob im Vergleich zu moDCs, mDCs und pDCs

diese Rezeptoren auch exprimieren, wurde durchflusszytometrisch wie in Abschnitt 4.3.1

beschrieben mithilfe der in Tabelle 4.1 benannten Antikörper anti-Dectin-1, anti-TLR2 und

anti-TLR4 analysiert. mDCs und pDCs wurden direkt nach ihrer Isolation und moDCs

nach der 5-tägigen Differenzierungszeit hinsichtlich der Rezeptorexpression untersucht.

4.3.4 Apoptose-Assay

Die Viabilität von aufgetauten DCs wurde mittels Durchflusszytometrie überprüft. Früh

apoptotische Zellen translozieren Phosphatidylserin auf die Zellmembranoberfläche, die-

ses kann durch FITC-gekoppeltes Annexin V gebunden und nachgewiesen werden. Spät

apoptotische Zellen weisen bereits eine für PI (Propidiumjodid) permeable Zell- und Kern-

membran auf, sodass PI an die DNA solcher Zellen binden kann.

Die pelletierten Zellen wurden mit einer Konzentration von 106/ml in Bindepuffer des

Apoptose-Kits (BD) resuspendiert und zu 100 µl in FACS-Röhrchen überführt. Das erste

Röhrchen verblieb ungefärbt, dem zweiten wurde jeweils 2 µl Annexin V-FITC und PI

(Propidiumjodid) zugegeben. Einer 15 min Inkubation bei RT folgte die Vermessung am

Durchflusszytometer. Zur Verhinderung von Überstrahlungseffekten wurde die Fluoreszenz

von Annexin V-FITC im FITC-Kanal (Fl 1) und von PI im PerCP-Kanal (Fl 3) detektiert.
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4.3.5 Zytokinanalyse mittels ELISA

Sekretierte Proteine können im Zellkultur-Überstand durch einen ELISA (engl. enzyme-

linked immunosorbent assay) analysiert werden. Dazu wird der für ein bestimmtes Protein

spezifische Capture-Antikörper an die Oberfläche einer 96-well-Mikrotiterplatte gebun-

den. Das zu detektierende Antigen bindet an den Capture-Antikörper und wird dann

von einem zweiten spezifischen Antikörper detektiert, sodass ein Antikörper-Antigen-

Antikörper-Komplex entsteht. Das Antigen ist somit von den beiden Antikörpern um-

geben, weswegen diese Form Sandwich-ELISA genannt wird. Der Detektions-Antikörper

ist zusätzlich an Biotin gebunden, welches von dem Streptavidin gekoppeltem Enzym

Meerrettichperoxidase (eng. horseradish peroxidase, HRP) gebunden wird. Durch Zugabe

des Substrats Tetramethylbenzidin (TMB) kommt es zu einer der Proteinkonzentration

proportionalen Türkisfärbung. Die Farbintensität kann mittels Absorptionsmessung am

ELISA-Reader bestimmt werden.

Zur Bestimmung der Zytokine TNFa, IL10 und IFNg wurden Standard-ELISA-Kits der

Firma BioLegend verwendet. Der Erstantikörper wurde 1:200 in Coating Puffer (für 1 L

8,4 g NaHCO3, 3,56 g Na2CO3 in 1 L destilliertes Wasser lösen und pH 9,5 einstellen)

verdünnt und zu jeweils 100 µl in die Vertiefungen einer 96-well-Mikrotiterplatte trans-

feriert. Nach der über Nacht-Inkubation bei 4°C wurde überschüssiger Antikörper durch

viermaliges Waschen mit je 200 µl Waschpuffer (0,05% Tween-20 in PBS; (Phosphat-

gepufferte-Saline, für 1 L PBS 8 g NaCl, 1,16 g Na2HPO4, 0,2 g KH2PO4, 0,2 g KCl in

destilliertem Wasser lösen und pH auf 7,4 einstellen)) mithilfe eines ELISA-Waschgerätes

(hydroFlex ELISA-washer, Tecan) entfernt. Es folgte eine Blockierung für 1 h bei RT mit

200 µl Assay Diluent (1% BSA (Sigma Aldrich) in PBS), um unspezifische Bindungen des

Analyts an die Plattenoberfläche zu verhindern. In der Zwischenzeit wurden die Proben

und Standards vorbereitet. Als Standard diente ein im Kit enthaltenes Referenzprotein,

das mit Assay Diluent den Herstellerangaben entsprechend als Konzentrationsreihe ver-

dünnt wurde. Die Proben waren eingefrorene Zellkultur-Überstände, die aufgetaut und gut

gemischt wurden. Dann wurde erneut viermal gewaschen, 100 µl der Proben und Standards

als Duplex aufgebracht und für 2 h auf dem Schüttelinkubator bei RT inkubiert. Der Über-

stand wurde verworfen und viermal gewaschen. Der Detektions-Antikörper wurde 1:200 in

Assay Diluent verdünnt und je 100 µl pro Vertiefung für 1 h bei RT im Schüttelinkubator
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belassen. Nach viermal Waschen wurden 100 µl der 1:1000 verdünnten Avidin-HRP Lösung

zugegeben und weitere 30 min bei RT mit Schütteln inkubiert. Es folgten 5 Waschschritte

mit 30 s Pausen, um den Signalhintergrund zu minimieren. Das TMB Substrat wurde zu

je 100 µl zugegeben und abhängig von der Farbentwicklung für 15 - 30 min bei RT ohne

Schütteln inkubiert. War die Türkis-Färbung intensiv genug wurde die Farbreaktion mit

100 µl Stopp-Reagenz (2N H2SO4, Sigma Aldrich) beendet, wodurch sich ein pH abhän-

giger Farbumschlag nach gelb einstellte. Die Absorptionsmessung erfolgte bei 450 nm in

einem Tecan ELISA-Reader (GENios FL, Tecan).

4.3.6 Zytokinanalyse im Multiplex-ELISA

In der vorliegenden Arbeit wurden moDCs, mDCs und pDCs mit Aspergillus Morphologien

und Proteinen stimuliert und die Kulturüberstände mittels Multiplex-ELISA analysiert,

um etwaige Unterschiede der Zytokinprofile verschiedener DCs zu erkunden. In einem

Multiplex-ELISA kann die Konzentration mehrere Zytokine in einer Probe simultan ana-

lysiert werden.

Für die Stimulation wurden 2 Ö 105 DCs in 200 µl RPMI-Medium mit 10% FCS unsti-

muliert belassen, mit 2 Ö 105 Konidien oder 2 Ö 105 Keimschläuchen (MOI
”
multiplicity

of infection“ = 1) für 6 Stunden oder mit den im Ergebnisteil 5.3 benannten Proteinen

für 18 h koinkubiert. Dann wurden die Überstände abgenommen, bei -20°C gelagert und

mittels eines Bio-Plex Pro Human Cytokine 25-Plex ELISA (BioRad) in Kooperation mit

dem Hans-Knöll-Institut in Jena auf folgende Zytokine analysiert: IL1b, IL1Ra, IL4, IL6,

IL8, IL10, IL12p40, IL12p70, IL15, IL17, IL18, G-CSF, M-CSF, GM-CSF, IFNa, IFNg,

CXCL10, MCP1, MCP3, MIP1a, MIP1b, CCL5, TNFa, VEGF, GROa.

4.3.7 ELISpot

Die ELISpot (engl. enzyme-linked-immuno-spot) Analyse ist ein extrem sensitives Ver-

fahren, um Zellaktivierung auf Einzelzellniveau zu messen. Bei ihrer Aktivierung setzen

Immunzellen Zytokine frei, die als Botenstoffe zur Zellkommunikation dienen. Die sekre-

tierten Zytokine werden in der ELISpot-Analyse durch monoklonale Antikörper an ei-

ne feste Phase gebunden und mit Detektions-Antikörpern sowie zusätzlicher Hilfe einer

Substrat-Peroxidase Reaktion detektiert. Jeder entstandene Spot zeigt somit die Zytokin-
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ausschüttung einer antigenspezifischen Zelle an (Abbildung 4.10).

Abbildung 4.10: Schematische Darstellung des ELISpot Experiments. Nachdem
die sekretierten Proteine an Festphasen-gebundene Antikörper gebunden haben, werden sie
von biotinylierten Detektions-Antikörpern gebunden und durch eine Biotin-Streptavidin
amplifizierte Peroxidase-Substrat-Reaktion als Spot in der Kulturplatte sichtbar.

Zu Beginn wurde die ELISpot-Kulturplatte (Millipore) dreimal mit 200 µl Puffer gewa-

schen. Der erste Capture-Antikörper (1-D1K, BD) wurde 1:200 auf eine Endkonzentration

von 5 µg/ml mit PBS-Puffer verdünnt und zu 100 µl pro Vertiefung über Nacht bei 4°C an

die feste Phase der ELISpot-Kulturplatte gebunden. Am darauffolgenden Tag wurde die

Kulturplatte fünfmal mit 200 µl PBS-Puffer gewaschen und anschließend mit 200 µl Me-

dium für 3 h bei 37°C und 5% CO2 blockiert, zur Vermeidung unspezifischer Bindungen.

Nachdem das Medium entfernt wurde, konnten die Zellen als 1 - 5 Ö 105 Zellen in 200 µl

Medium inklusive gewünschter Stimuli in die Vertiefungen platziert und über Nacht bei

37°C und 5% CO2 inkubiert werden. Als Hintergrundsignal dienten unstimulierte Zellen,

als Positiv-Kontrolle wurden die Zellen mit 0,5 µg/ml PMA (Sigma Aldrich) und 1 µg/ml

Ionomycin (Sigma Aldrich) stimuliert. Die Entwicklung des ELISpots erfolgte am nächs-

ten Tag. Hierfür wurden die Zellen durch 6 Waschschritte mit 200 µl PBS-Puffer entfernt.

Der biotinylierte Detektions-Antikörper (7-B6-1 biotin, BD) wurde 1:250 in PBS-Puffer

42



KAPITEL 4. MATERIAL UND METHODEN

mit 1 % BSA (Sigma Aldrich) verdünnt und zu je 100 µl in die Vertiefungen gegeben. Es

folgte eine 2-stündige Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln und 5 Waschschritte

mit 200 µl PBS-Puffer. Die Streptavidin-gekoppelte alkalische Phosphatase (AP, Southern

Biotech) wurde 1:1000 in PBS-Puffer mit 1% BSA verdünnt und 100 µl in jede Vertiefung

pipettiert. Nach 1 h bei Raumtemperatur im Dunkeln wurde achtmal mit 200 µl PBS-

Puffer gewaschen. Das Substrat (NBT/BCIP, Sigma Aldrich) wurde zu je 100 µl in die

Vertiefungen transferiert und bei Raumtemperatur im Dunkeln für 20 - 30 min inkubiert,

bis sich die violetten Spots entwickelten. Die Farbentwicklung wurde durch das Waschen

mit Leitungswasser gestoppt. Im Dunkeln wurde die Kulturplatte bei Raumtemperatur

luftgetrocknet und anschließend konnten die Spots mit einem ELISpot Reader (Immuno-

spot® S2A Core Analyzer, CTL) ausgelesen werden.

4.3.8 T-Zell Proliferation

Eine Immunfunktion dendritischer Zellen besteht darin, naive T-Zellen antigenspezifisch

zur Proliferation anzuregen. Bei der Proliferation teilen sich die antigenspezifischen T-

Zellen, wobei das Zytosol der Mutterzelle auf zwei Tochterzellen geteilt wird. Die Auftei-

lung des Zytosols kann zur Detektion des Proliferationsverhaltens genutzt werden. Durch

den Fluoreszenzfarbstoff CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester) wird das Zyto-

sol aller vitaler Zellen gefärbt und bei jeder Zellteilung erfolgt eine progressive Halbie-

rung des Fluoreszenzfarbstoffes. Die Fluoreszenzintensität von CFSE kann mittels Durch-

flusszytometer detektiert werden. Die Zellen wurden in dem GMP konformen CellGro-

Kulturmedium ohne Zugabe von Serum oder Proteinen inkubiert, um jegliche Reaktionen

auf Fremdproteine zu vermeiden.

Nachdem DCs aus PBMCs generiert beziehungsweise isoliert wurden, konnten 6 x 105

DCs in einer 96-well Platte und 200 µl CellGro-Medium (CellGenix) mit Antigenen stimu-

liert werden. Die Antigene in der vorliegenden Arbeit umfassten die Aspergillus-Proteine

CcpA, CpcB, fg-gap und SHMT. Deren Herkunft, Funktion und Aufreinigung sind in den

Abschnitten 5.2 und 5.3 näher beschrieben. Außerdem wurde ein A. fumigatus Lysat der

Firma Miltenyi Biotec zur Stimulation verwendet. Alle Antigene wurden mit einer Kon-

zentration von 1 - 50 µg/ml für 18 h zu der DC Kultur geben. Am nächsten Tag wurden

die antigenbeladenen DCs mit 1 ml CellGro gewaschen und als 5 x 104 DCs/50 µl resus-

pendiert. Die T-Zellen wurden aus autologen, eingefrorenen PBMCs isoliert und mit CFSE
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(Life Technologies) gefärbt. Hierfür wurden 2 x 106 T-Zellen/ml HBSS-Puffer resuspen-

diert und mit 1 µM CFSE/ml für 15 min bei RT inkubiert. Es folgten 4 Waschschritte mit

dem 10-fachen Volumen an Puffer. Die pelletierten T-Zellen wurden als 5 x 105/500 µl in

CellGro resuspendiert und zu jeweils 5 x 105 in die Vertiefungen einer 48-well Zellkultur-

platte transferiert. Dann wurden 50 µl CellGro zu dem unstimulierten Ansatz gegeben, 5 x

104 DCs in 50 µl CellGro zu den jeweiligen Stimulationsansätzen und 1 µl zuvor gewasche-

ne CD3/28 DynaBeads (Life Technologies) in 50 µl CellGro zum positiven Kontrollansatz.

Die DC-T-Zell Kokultur dauerte 12 Tage, alle 3 Tage wurde das Medium zur Hälfte tei-

lerneuert. Das zu verwerfende Medium wurde zentrifugiert, um die Zellen zu pelletieren

und mit dem frischen Medium der Kokultur zurückzuführen. Eine Restimulation mit vom

Tage der Erststimulation eingefrorenen DCs erfolgte am sechsten Tag. Hierfür wurden 225

µl der DC-T-Zell Kokultur zentrifugiert und das Zellpellet mit 225 µl frischem Medium

und 5 x 104 aufgetaute DCs resuspendiert und zur DC-T-Zell Kokultur gegeben. An Tag

6 und Tag 12 wurde der Proliferationsprogress im Durchflusszytometer analysiert. Zum

Ausschluss von ungefärbten DCs wurden die Zellen wie in Abschnitt 4.3.1 beschrieben,

mit anti-CD3 Antikörpern gefärbt und zur genaueren Beurteilung der proliferierten T-Zell

Population mit anti-CD4 und anti-CD8 Antikörpern detektiert. Ausgewertet wurde der

prozentuale Anteil an CD3/CD4/CD8-positiven Zellen, der auf den jeweiligen Stimulus

im Vergleich zu unstimulierten T-Zellen proliferierte.

4.3.9 CD154-Aspergillus-spezifische T-Zellen

Aspergillus-spezifische T-Zellen, die durch Antigene von Aspergillus aktiviert werden, in-

duzieren die Expression des Zelloberflächenmoleküls CD154. Somit kann CD154 als Mar-

ker für Aspergillus-spezifische T-Zellen angesehen werden [Bacher et al. (2013)]. Durch die

Analyse der CD154 Expression wurde durchflusszytometrisch nachgewiesen, ob die hier

verwendeten Aspergillus-Antigene (CcpA, CcpA, fg-gap, SHMT und Aspergillus Lysat)

T-Zellen in einer PBMC Population stimulieren können.

Frisch isolierte PBMCs wurden zu 1 x 105 Zellen pro 100 µl RPMI-Medium resuspendiert

und in die Vertiefungen einer 96-well Zellkulturplatte transferiert. Dem Medium wurde wie

in [Bacher et al. (2013)] beschrieben 1 µg/ml anti-CD28 Antikörper (Miltenyi Biotec) zu-

gegeben, um die Antigenstimulation zu verbessern. Die jeweiligen Stimuli wurden für 18

h zugegeben, als Positiv-Kontrolle diente Aspergillus Lysat. Am nächsten Tag wurden
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die PBMCs mit anti-CD4, anti-CD8 und anti-CD154 Fluoreszenz-Antikörpern wie in Ab-

schnitt 4.3.1 gefärbt und mit dem Durchflusszytometer analysiert. Ausgewertet wurde der

prozentuale Anteil an CD4- und CD8-positiven Zellen, der zusätzlich CD154 exprimierte.

4.4 Umgang mit rekombinanten Proteinen

Die Proteine wurden von verschiedenen Kooperationspartnern synthetisch oder rekom-

binant mithilfe von Escherichia coli oder Pichia pastoris hergestellt. Für das routiniert

Arbeiten mit den Proteinen verschiedener Herkunft, wurde ein qualitativ und quantitativer

Analyse- und Aufreinigungsprozess im Labor etabliert.

4.4.1 Protein-Quantifizierung

Proteinkonzentrationen können mit verschiedenen Methoden quantifiziert werden, die im

Folgenden beschrieben sind.

NanoDrop

Die Proteinkonzentration von hochreinen Einzelproteinen kann mittels Absorptionsmes-

sung bestimmt werden. Die Aminosäuren Tyrosin und Tryptophan absorbieren dabei das

Licht der Wellenlänge 280 nm. Die Proteinlösung darf hierbei keine Bestandteile wie

Triton-x, NP-9, RIPA oder DTT enthalten, da diese auch bei 280 nm Licht absorbieren.

Die Absorptionsmessung kann mithilfe des NanoDrops (Thermo Scientific) vorgenommen

werden, wobei Proteinkonzentrationen von 0,1 - 100 mg/ml detektiert werden können.

Für die Messung wurde am Gerät die Einstellung Protein A280 gewählt. Nach Säuberung

des Messfeldes mit destilliertem Wasser, wurden 2 µl des Proteinpuffers aufgebracht und

mit BLANK das Hintergrundsignal festgelegt. Dann wurden die Proteinproben vermessen

und von dem erhaltenen Wert der Hintergrundwert des Puffers subtrahiert.

DC Protein Assay

Der DC Protein Assay (BioRad) dient zur Bestimmung der Proteinkonzentration. Die

Aminosäuren Tyrosin und Tryptophan des Proteins reduzieren während der Konzentrati-

onsbestimmung Reagenz B zu einem blauen Farbstoff, dessen Absorption mittels Photo-

meter gemessen werden kann. Das Mitführen einer BSA-Standardreihe (engl. bovine serum
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albumin) mit definierten Proteinmengen, ermöglicht die Erstellung einer Standardkurve

und durch diese wird auf die Proteinkonzentration der Probe zurückgeschlossen.

Als Standardreihe wurde BSA (Roth) zu 2, 1, 0,5, 0,25 und 0,125 mg/ml in Protein-

Puffer verdünnt. Jeder Standard und die zu vermessenden Proben wurden zu 5 µl in die

Vertiefungen einer 96-well Platte pipettiert. 25 µl Reagenz A und 200 µl Reagenz B wurden

zugegeben, vorsichtig resuspendiert und 15 min bei RT inkubiert. Die Absorption wurde

innerhalb einer Stunde bei 750 nm am Photometer (Tecan) gemessen. Mit dem DC Protein

Assay können Proteinkonzentrationen von 0,2 - 1,5 mg/ml detektiert werden.

Coomassie

Die Proteinfärbung mittels Coomassie erforderte die Auftrennung der Proteine nach ihrem

Molekulargewicht durch eine SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektro-

phorese). Hierfür wurden die Proteine in 1x Tris-Glycin/SDS Probenpuffer aufgenommen

und für 5 min bei 95°C denaturiert sowie einheitlich negativ geladen. Das Polyacrylamid-

gel bestand aus einem 12%-igem Trenngel, welches von einem 4,5%-igem Sammelgel über-

schichtet war. An der Grenzschicht des weitmaschigen Sammelgels zum engmaschigen

Trenngel sammelt sich die Proteinprobe zu einer dünnen Bande, sodass eine Banden-

Auftrennung nach Molekulargewicht möglich wird. Im Trenngel wandern die kleineren

Proteine schneller durch die engen Maschen in Richtung der positiv geladenen Anode,

während größere Proteine langsamer sind und somit weiter oben im Gel verbleiben.

Tabelle 4.2: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels der SDS-PAGE

Sammelgel (4,5%) Trenngel (12%)

PAA (30%, Roth) 0,7 ml PAA (30%) 2,0 ml
4x Sammelgelpuffer
(6 g Tris, 4 ml 10% SDS,

VE-Wasser bis 100 ml, pH 6,8)

1,25 ml
4x Trenngelpuffer

(pro 100 ml 36,3 g Tris, 8 ml 10% SDS,

VE-Wasser bis 100 ml, pH 8,8)

1,25 ml

destillierte Wasser 3,0 ml desstiliertes Wasser 1,75 ml
APS (10%) 50 µl APS (10%) 50 µl

TEMED 5,0 µl TEMED 5,0 µl

Nachdem das Gel polymerisiert war, wurde es in eine Elektrophoresekammer (BioRad)

eingebracht, diese mit 1x Elektrophoresepuffer (10x Laemmli Puffer (BioRad) mit destil-
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liertem Wasser 1:10 verdünnt) befüllt und das Gel mit den denaturierten Proteinproben

beladen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte mit 120 V für zirka 40 min, dabei

wurde die farbige Lauffront des Bromphenolblaus der Proteinproben beachtet. Nach der

Auftrennung wurde das SDS-Gel aus der Kammer entfernt und in 1x Coomassie G-250

(BioRad) über Nacht gefärbt. Dann erfolgte eine sukzessive Entfärbung mit Wasser, bis

sich die blauen Banden deutlich vom Hintergrund absetzten. Das Mitführen eines Größen-

markers (5 µl Page Ruler, Thermo Scientific) ermöglichte die Bestimmung des Molekular-

gewichtes der einzelnen Proteinbanden.

4.4.2 Endotoxingehalts-Bestimmung

Proteine, vor allem solche, die rekombinant mithilfe von E. coli produziert werden, müssen

hinsichtlich ihres Endotoxin-Gehalt quantifiziert werden. Endotoxine können Immunzellen

stimulieren und würden als Verunreinigung im Protein falsch positive Stimulationseffekte

verursachen. Die Endotoxin Quantifizierung konnte mithilfe des Thermo Scientific Pierce

LAL Chromogenic Kits (Thermo Scientific) erfolgreich etabliert werden. Der Test enthält

ein modifiziertes Limulus Amebocyte Lysat des Pfeilschwanzkrebses, das durch Endotoxin

katalytisch aktiviert wird. Das aktivierte Proenzym katalysiert nachfolgend die Zersetzung

eines Substrats, dies wird durch eine gelbe Farbreaktion sichtbar.

Für die analytische Bestimmung des Endotoxingehalts wurde eine 96-well Zellkultur-

platte für 10 min bei 37°C vorgewärmt und dann mit 50 µl der Standardansätze und

Proben befüllt. Die Standradreihe bestand aus in Wasser verdünntem Endotoxin mit den

Konzentrationen 1, 0,5, 0,25 und 0,125 EU/ml (Endotoxin Units). Nach 5 min Inkubation

bei 37°C wurde 50 µl LAL zugegeben, gemischt und weitere 10 min bei 37°C inkubiert.

Die Zugabe von 100 µl Substrat bewirkte eine gelbe Färbung, die mit 50 µl einer 25%

Essigsäure (Sigma Aldrich) gestoppt wurde und bei 405 nm im Photometer (Tecan) zur

Absorptionsbestimmung diente. Durch die Standardansätze konnte eine Standardkurve

erzeugt und durch diese die Endotoxinkonzentration der Proben bestimmt werden.

4.4.3 Endotoxin-Entfernung

Proteine, die zur Stimulation von Immunzellen verwendet werden sollen, dürfen nur be-

dingt Endotoxin enthalten. Einige Literaturangaben verweisen auf eine Endotoxinkon-
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zentration von unter 0,1 EU/ml, was bei LPS (Lipopolysaccharid) 0,01 ng/ml entspricht.

Endotoxin-Kontaminationen können durch die rekombinante Proteinexpression über gram-

negative E. coli Bakterien oder auch durch verunreinigte Puffer entstehen. Nachdem die

Proteine quantifiziert und hinsichtlich ihres Endotoxingehalts analysiert wurden, konnte

die finale Endotoxin-Konzentration für die Immunzell-Stimulation berechnet werden. Lag

der Wert über dem der Literaturangaben, wurde die Endotoxin-Kontamination chroma-

tographisch entfernt.

Hierfür wurde eine sterile Säule mit Resin (Thermo Scientific) befüllt, wobei 1 ml Re-

sin die Menge von 2.000.000 EU Endotoxin entfernen kann. Die Säule wurde mit 2M

NaCl und danach mit Wasser gewaschen, indem die Flüssigkeiten bis 0,5 cm über das

Säulenmaterial befüllt wurde und der Durchfluss die Säule durch die Schwerkraft passier-

te. Es folgte eine dreimalige Equilibrierung der Säule mit dem Puffer, in dem auch das

Protein gelöst war. Die Proteinprobe wurde aufgebracht, sie durfte in das Säulenmate-

rial einlaufen und während einer 5 - 60 min Inkubation konnte das Endotoxin an das

Resin binden (für 100 µl 10 min, für 10 ml 60 min). Die Proteinlösung wurde zu jeweils

5 Tropfen in sterile 1,5 ml Reaktionsgefäße eluiert. Die Säule wurde erneut verschlossen,

mit 200 - 1000 µl Proteinpuffer überschichtet und für 5 - 60 min inkubiert. Die Eluate

wurden solange gesammelt, bis die komplette Proteinlösung das Resin passiert hatte. Die

erhaltenen Eluate wurden auf ihre Proteinkonzentration mithilfe des NanoDrops und einer

Coomassie-Färbung analysiert. Dann wurden die Protein-haltigen Eluate vereint und der

Endotoxingehalt bestimmt. War die Endotoxin-Kontamination immer noch höher als die

0,01 ng/ml Grenze, wurde die Säule mit 0,2N NaOH über Nacht regeneriert und für eine

erneute Aufreinigung desselben Proteins verwendet.

4.5 Genexpressionsanalysen

Mit Aspergillus Proteinen stimulierte Immunzellen wurden mittels Genexpressionsanalyse

hinsichtlich der Induktion von Zytokinen auf mRNA-Ebene untersucht. Die stimulierten

Zellen wurden hierfür vom Zellkulturüberstand befreit und in 50 µl RNAprotect (Qia-

gen) resuspendiert. So konnten die Zellen mit besonderem Schutz der RNA-Integrität für

Wochen bei -20°C gelagert werden.
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4.5.1 RNA Isolation

Die in RNAprotect gelagerten Zellen wurden aufgetaut und nach Herstellerangaben mit

dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) die RNA isoliert. Hierfür wurden die Zellen in 350 µl RLT-

Puffer resuspendiert. Anschließend wurden 350 µl 70% EtOH zugegeben, durchmischt und

das entstandene Lysat auf eine Qiagen Mini-Säule überführt. Nach einer 30 s Zentrifuga-

tion mit 8000Ög wurde der Durchfluss verworfen und die RNA haftete am weißen Säu-

lenmaterial. Die RNA wurde mit 350 µl RW1-Puffer gewaschen und erneut mit 8000Ög

für 30 s vom Puffer befreit. Dann folgte ein DNase Verdau, um für die spätere RNA-

Konzentrationsbestimmung störende DNA-Reste zu entfernen. Je Probe wurden 10 µl

DNase I mit 70 µl RDD-Puffer gemischt und auf jede Säule transferiert. Während einer

15 min Inkubation bei RT degradierte die DNase die restliche DNA. Anschließend wurde

wieder mit 350 µl RW1-Puffer gewaschen. Es folgten 2 Waschschritte mit jeweils 500 µl

RPE. Nach dem zweiten Waschschritt wurde für 2 min zentrifugiert und die Säule auf ein

neues Sammelgefäß überführt. Die Säule wurde für 1 min mit 13000Ög komplett trocken

zentrifugiert. Für das Eluieren der RNA wurde die Säule auf ein neues 1,5 ml Reaktions-

gefäß überführt und mit 30 µl RNAse-freiem Wasser benetzt. Durch die Zentrifugation bei

8000Ög für 1 min wurde die RNA von der Säule in das neue Reaktionsgefäß eluiert.

4.5.2 RNA Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der RNA-Lösung wurde mithilfe des Spektrometers NanoDrop ND-

1000 (Peqlab) bestimmt. Das Absorptionsmaximum von RNA liegt bei 260 nm und kann

zur Konzentrationsbestimmung genutzt werden. Über das Verhältnis 260 nm/280 nm be-

ziehungsweise 260 nm/230 nm wurde die Reinheit der isolierten RNA bezüglich Verun-

reinigungen mit DNA oder Salzen und Zuckern bestimmt. Für die Vermessung wurden 1

- 2 µl der RNA-Lösung auf die zuvor mit destilliertem Wasser gereinigte Messfläche des

NanoDrops gegeben und die Absorption bei 260 nm gemessen.

4.5.3 cDNA Synthese

Für die spätere Genexpressionsanalyse mittels quantitativer PCR muss die RNA durch eine

reverse Transkription in cDNA umgeschrieben werden. Das Enzym reverse Transkriptase,

eine RNA-abhängige DNA-Polymerase, katalysiert zunächst durch komplementäre Basen-
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anlagerung die Synthese eines RNA-DNA-Hybridstrangs. Der RNA-Anteil wird durch die

Nukleasefunktion einer anderen Untereinheit desselben Enzyms abgebaut, sodass daraus

einzelsträngige cDNA resultiert.

Zur reversen Transkription wurden 100 - 500 ng RNA in 10 µl RNase freiem Wasser ver-

dünnt und folgende Substanzen des cDNA First Strand Synthesis Kits (Thermo Scientific)

zugesetzt:

Tabelle 4.3: Reaktionsreagenzien zur cDNA Synthese aus mRNA

Reaktionsreagenz Volumen [µl]
oligo dT Primer 1

5x Reaktions-Puffer 4
10 nM dNTP Mix 2

RiboLock RNase Inhibitor 1
M-MiLV Reverse Transkriptase 2

RNA 100-500 ng 10

Endvolumen 20

Nach vorsichtigem Mischen und anschließender Zentrifugation wurden die in achter Strei-

fen befindlichen Ansätze in einem Thermocycler (Mastercycler EP S, Eppendorf) unter

folgenden Bedingungen inkubiert:

Tabelle 4.4: cDNA Synthese Programm im Thermocycler

Dauer [min] Temperatur [°C]

Segment 1 5 25
Segment 2 60 37
Segment 3 5 70
Segment 4 ∞ 4

Die fertig synthetisierte cDNA wurde bis zur Genexpressionsanalyse bei -20°C gelagert.

4.5.4 quantitative PCR

Die relative Quantifizierung der Genexpression erfolgte durch eine quantitative PCR (engl.

polymerase chain reaction) mit dem Farbstoff SYBR Green (BioRad). Während einer

PCR werden mithilfe der katalytischen Aktivität einer DNA Polymerase mehrere DNA-

Verdopplungszyklen durchlaufen. Zu Beginn wird die PCR durch eine hohe Tempera-
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tur von 95°C initiiert, wobei die DNA-Polymerase aktiviert wird. Dann folgen die DNA-

Verdopplungszyklen, bei denen die DNA erst in Einzelstränge denaturiert und dann bei

moderater Temperatur durch die komplementäre Anlagerung von Nukleotiden mithilfe der

DNA-Polymerase zum Doppelstrang aufgefüllt wird. Sobald die DNA als Doppelstrang

vorliegt, kann der Cyanin-Farbstoff SYBR Green interkalieren. Die Fluoreszenzintensität

des interkalierten SYBR Greens ist somit proportional zur DNA Menge. Der Vergleich der

DNA Menge des Zielgens mit der eines Referenzgens ermöglicht die relative Quantifizie-

rung des Genexpression. Das Referenzgen, auch Housekeeping Gen genannt, muss unter

den verschiedenen physiologischen Zuständen immer gleich stark exprimiert sein. Klas-

sische Beispiele sind ß-Aktin und GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase)

[Bustin et al. (2009)]. Für die Expressionsanalyse von mRNAs aus primären Humanzellen

eignet sich das Gen ALAS (humane δ-Aminolevulinatsynthase), da dessen Expressionsni-

veau gleichbleibend und auf ähnlicher Höhe wie das der analysierten Gene ist.

Die DNA-Polymerase benötigt als Startpunkt der Amplifikation einen an die cDNA

angelagerten Primer. Primer sind 10 - 20 Nukleotid kurze, einzelsträngige DNA-Stücke,

die sich Sequenz-spezifisch in vorwärts (engl. forward) und reverser Richtung an die cDNA

anlagern. Sie wurden mit Primer3 beziehungsweise Primer-BLAST so designt, dass sie

Intron-überspannend waren. Das erhöht die Spezifität des Primers für den gewünschten

zu amplifizierenden DNA-Abschnitt.

Tabelle 4.5: Für die qPCR verwendete Primerpaare mit NK-Nummer und
Sequenz. fw = forward, rv = reverse

Gen ID Richtung Primersequenz

ALAS NM 000688.5 fw GGCAGCACAGATGAATCAGA
rv CCTCCATCGGTTTTCACACT

IFNG nicht angegeben fw GCATCCAAAAGAGTATGAG
rv GCAGGCAGGACAACCATTAC

IL1B NM 000576.2 fw GGACAAGCTGAGGAAGATGC
rv TCGTTATCCCATGTGTCGAA

IL4 NM 000589.3 fw TGTGCTCCGGCAGTTCTACA
rv GACAGGAATTCAAGCCCGCC

IL10 NM 000572.2 fw TTACCTGGAGGAGGTGATGC
rv GGCCTTGCTCTTGTTTTCAC

TNFA NM 000594.2 fw TGCTTGTTCCTCAGCCTCTT
rv TGGGCTACAGGCTTGTTGTCACT
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Nach der Amplifikation erfolgt eine Schmelzkurvenanalyse als schrittweise Erhöhung der

Temperatur von 60°C auf 95°C. Dabei liefern DNA Stücke derselben Länge und Sequenz

einen Signalausschlag bei derselben Denaturierungstemperatur. Dies überprüft, ob tat-

sächlich nur ein spezifisches DNA-Stück amplifiziert wurde. Würde die vervielfachte DNA

verschiedene Sequenzen enthalten, so würde die Schmelzkurvenanalyse mehrere Signalaus-

schläge anzeigen.

Die von der RNA synthetisierte cDNA wurde 1:5 mit DNase-freiem Wasser verdünnt

und für die quantitative PCR (qPCR) mit folgenden Reagenzien vermischt:

Tabelle 4.6: Reaktionsreagenzien für die qPCR

Reaktionsreagenz Volumen [µl]
RNase-freies Wasser 4

10 µM forward Primer 1
10 µM reverse Primer 1

iTaq Mastermix BioRad 10
cDNA Verdünnung 4

Endvolumen 20

Nachdem die qPCR Ansätze in eine spezielle 96-well-PCR-Platte transferiert wurden,

erfolgte eine kurze Zentrifugation zur Sammlung der Flüssigkeit am Boden der Vertie-

fungen. Die PCR-Zyklen mit anschließender Schmelzkurvenanalyse wurden mithilfe des

PCR-Gerätes StepOne Plus (Applied Biosystems) unter folgenden Bedingungen durchge-

führt:

Tabelle 4.7: Zyklen der qPCR mit Schmelzkurvenanalyse

Zyklus Dauer [s] Temperatur [°C]

Initiation 30 95

40 Zyklen
3 95
30 60

Schmelzkurve

15 95
60 60

+ 0,5°C/Messung
15 95

Für die Auswertung der qPCR Daten erfolgte zuerst die Bestimmung der PCR-Effizienz

einzelner Gene mithilfe des Programms LinRegPCR (Acronis). Die theoretische PCR-
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Effizienz bei einer fortwährenden DNA-Verdoppelung ist 2. Allerdings wird dieser Wert

experimentell nie erreicht, da die Effizienz der PCR mit vorgefertigten Kits vor allem durch

die Primerspezifität beeinflusst wird.

Die Fluoreszenzintensität des interkalierten SYBR Greens wurde bei jedem Zyklus ge-

messen und führte bei einer DNA-Amplifikation zu einer exponentiell ansteigenden Fluo-

reszenzkurve mit anschließender Plateauphase. Die Tangente der Kurve, welche die maxi-

male Steigung aufwies, wurde von der Auswertungssoftware als Schnittgerade zur Basalli-

nie verwendet, wobei der Schnittpunkt den Crossingpoint CP festlegte. Ausgegeben wurde

der Zykluswert, an dem der CP vorzufinden war. Die relative Expression R eines Genes

wurde relativ zum Referenzgen ALAS mittels der ∆∆Ct-Methode berechnet:

R =
(EZiel)

∆CPZiel(Kontrolle−Behandlung)

(EReferenz)
∆CPReferenz(Kontrolle−Behandlung)

4.6 Statistik

Alle dargestellten Ergebnisse wurden, wenn nicht anders angegeben, durch drei unab-

hängige Versuche erzielt. Die graphische Darstellung und statistische Auswertung erfolgte

mithilfe von GraphPad Prism 5. Die Messwerte von mindestens drei unterschiedlichen

Spendern (Einzelwerte x, Stichprobengröße n) wurde innerhalb einer Kondition eines Ex-

periments zum arithmetischen Mittel x̄ zusammengefasst:

x̄ =
1

n

∑
n
i=1xi

Die Einzelwerte eines Mittelwerts streuen dabei mit dem Standardfehler σ(x̄) um diesen.

σ(x̄) = σ√
n

mit σ(x) =
√
V ar(x)

Der Vergleich von Einzelwerten zweier Konditionen gegeneinander mittels studentischem

t-Test, ermittelt ob die Konditionen sich signifikant voneinander unterscheiden.

t =
Mittelwert von Stichprobe 1−Mittelwert von Stichprobe 2

Standardfehler der Differenzen beider Mittelwerte

Die Signifikanzniveaus sind dabei wie folgt gekennzeichnet: ns (nicht signifikant) p > 0,05;

* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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5 Ergebnisse

5.1 DC-Aspergillus Interaktions-Studien

Die Interaktions-Studien zur Reaktion der verschiedenen DCs auf A. fumigatus, umfassten

die Analyse der DCs hinsichtlich ihrer Maturierung im Transwellsystem, der Nachweis von

drei bekannten Aspergillus-Rezeptoren, sowie die Quantifizierung ihrer Zytokinexpression.

5.1.1 moDCs und mDCs maturieren in Aspergillus-Kontakt, pDCs

jedoch nicht

Dendritische Zellen reifen bei Pathogen-Erkennung, indem sie verschiedene Oberflächen-

marker in ihrer Expressionsintensität verstärken. Mit diesen Oberflächenmarkern üben

DCs ihr Immunfunktionen aus. Unter anderem präsentieren sie Antigene zu T-Zellen,

über MHC Klasse I- und Klasse II-Moleküle, die durch Antikörper gegen HLA-ABC und

HLA-DR detektiert werden können. CD80, CD83, CD86 und CD40 vermitteln die für

eine Aktivierung naiver T-Zellen nötige Kostimulation. CCR7 ist ein Rezeptor, welcher

CCL19 und CCL21 erkennt. Diese Zytokine werden von Lymphknoten sekretiert und die

DCs migrieren anhand dieser Zytokingradienten hin zu den Lymphknoten, den Orten zur

professionellen Antigenpräsentation [Abbas et al. (2014)].

Für die Maturierungsanalyse wurden DCs mit Keimschläuchen von A. fumigatus in ei-

nem Transwellsystem konfrontiert. Durch diese Methode konnten simultan Informationen

gewonnen werden, ob die DCs bei Kontakt zu Keimschläuchen reifen und ob die Maturie-

rung direkte Zell-Zell-Kontakte benötigt. Antigene, die DCs reifen lassen, können sowohl

auf der Zelloberfläche von Pathogenen vorkommen, als auch von diesen ins Milieu freige-

setzt werden. Durch eine Transwellmembran (abgekürzt mit //) mit 0,4 µm Porengröße

entsteht in der Zellkulturplatte ein unteres und ein oberes Kompartiment, wie in Abbil-

dung 4.9 gezeigt ist. Die DCs wurden in das untere Kompartiment gegeben und dann
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für 18 h unstimuliert belassen (DCs//M; M = Medium), mit einer Positiv-Kontrolle sti-

muliert (moDCs/mDCs+LPS//M oder pDCs+R848//M), von Keimschläuchen getrennt

stimuliert (DCs//gt) und mit Keimschläuchen in direktem Kontakt im unteren Kompar-

timent konfrontiert (DCs+gt//M). LPS (Lipopolysaccharid) ist ein Zellmembranbestand-

teil von gram-negativen Bakterien und signalisiert über TLR2 und TLR4 [Takeuchi et al.

(1999)], welche von humanen Monozyten und pre-DCs exprimiert werden [Kadowaki et al.

(2001)]. Da murine pDCs diese toll-like Rezeptoren nicht exprimieren, wurde sie mit dem

TLR7/TLR9 Stimulus R848 (Imiquimod) gereift [Jurk et al. (2002)]. Die DCs wurden

mit Keimschläuchen und nicht mit Konidien konfrontiert, weil Konidien von einer im-

munologisch inerten Rodlet-Schicht umgeben sind [Aimanianda et al. (2009)]. Nach der

18-stündigen Inkubation wurden die Maturierungsmarker der DCs durchflusszytometrisch

analysiert.

moDCs maturieren in direktem Kontakt zu Aspergillus

Nach der 18-stündigen Stimulation im Transwellsystem wiesen noch über dreiviertel der

moDCs im FCS-SSC-Diagramm Eigenschaften vitaler Zellen auf. Diese vitalen Zellen wur-

den gegatet und hinsichtlich der Expression ihrer Maturierungsmarker untersucht. Die

Messung eines beispielhaften Spenders ist in Abbildung 5.1 zu sehen.

Abbildung 5.1: Exemplarischer Spender der moDC Transwell-Maturierung.
Nach 18 h Inkubation lebten (live) noch über dreiviertel der moDCs. Durch die Positiv-
Kontrolle LPS (moDCs+LPS//M) wurden CD80, CD83 und CD86 induziert. Keimschläu-
che (gt) in direktem Kontakt (moDCs+gt//M) reiften die moDCs, getrennt von der Trans-
wellmembran (moDCs//gt) jedoch nicht.

Die Analyse wurde mit 3 verschiedenen Spendern durchgeführt, um eine signifikante Aus-

sage über das Maturierungs-Verhalten der moDCs treffen zu können. Unstimulierte moDCs
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zeigten eine relativ niedrige Expression aller Maturierungsmarker. Die 18-stündige Inku-

bation hatte auf die Expressionsintensität der Marker keinen Einfluss. Wurden die moDCs

mit LPS als Positiv-Kontrolle stimuliert, reiften sie deutlich. Von moDCs durch die Trans-

wellmembran getrennte Keimschläuche, induzierten keine Reifung. In direktem Kontakt

verstärkten Keimschläuche signifikant die Expression von CD40, CD80 und CD83; CD86

war tendenziell leicht induziert. Die Maturierung von moDCs konnte durch Keimschläuche

nur in direktem Kontakt und nicht über lösliche Moleküle vermittelt werden. Von den Ma-

turierungsmarkern wurden ausschließlich die kostimulatorischen Moleküle induziert. Die

Expression der MHC Klasse I und II Moleküle, sowie die von CCR7 glich der Expression

unstimulierter moDCs (Abbildung 5.2).

Abbildung 5.2: moDCs maturieren in direktem Kontakt zu Aspergillus Keim-
schläuchen. Die Konfrontation von moDCs und Keimschläuchen (gt) erfolgte für 18 h in
einem Transwellsystem (// = Transwellmembran) und die darauffolgende Analyse der Ma-
turierungsmarker mittels Durchflusszytometer. Keimschläuche konnten moDCs in direk-
tem Kontakt (moDCs+gt//M) reifen, verglichen mit unstimulierten moDCs (moDCs//M)
und von Keimschläuchen getrennt gehaltenen moDCs (moDCs//gt). Ausschließlich die
kostimulatorische Moleküle wurden durch den direkten Aspergillus-Kontakt auf moDCs
verstärkt.

mDCs maturieren durch Aspergillus-Stimulation mit direktem Kontakt

Das Expressionsprofil von mDCs, die mit Keimschläuchen konfrontiert wurden, ähnelte

dem von moDCs. Die kostimulatorischen Moleküle CD40, CD80 und CD83 waren tenden-

ziell und CD86 signifikant induziert, wenn mDCs direkten Kontakt zu Aspergillus hatten.
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Als Unterschied zu moDCs, induzierten mDCs die Expression von HLA-DR, dem MHC

Klasse II Molekül für die Antigenpräsentation zu CD4 T-Zellen. Die Expression von HLA-

DR auf mDCs vor der 18-stündigen Inkubation war höher, als auf 18 h unstimulierten

mDCs. HLA-ABC (MHC Klasse I) und CCR7 wurden durch die Pilzstimulation nicht

reguliert. War der direkte Kontakt durch die Transwellmembran verhindert, maturierten

mDCs nicht. Im Vergleich zu moDCs, exprimierten mDCs mehr MHC Klasse I und II

Moleküle und sie maturierten durch die Positiv-Kontrolle LPS stärker (Abbildung 5.3).

Abbildung 5.3: mDCs maturieren durch Aspergillus-Stimulation mit direktem
Kontakt. Die Konfrontation von mDCs und Keimschläuchen (gt) erfolgte für 18 h in
einem Transwellsystem (// = Transwellmembran) und die Analyse der Maturierungsmar-
ker mittels Durchflusszytometer. Das Punkte-Diagramm zeigt die noch zu 64,5% vitalen
(live) mDCs und die Histogramme das Expressionsprofil von drei Maturierungsmarkern
eines exemplarischen Spenders. Im Säulen-Diagramm sind die Werte von 3 Spendern zu-
sammen gefasst. Signifikant verstärkten mDCs bei direktem Kontakt zu Keimschläuchen
(mDCs+gt//M) CD86 und HLA-DR, tendenziell waren CD40, CD80 und CD83 erhöht.
HLA-ABC und CCR7 wurden im Vergleich zu unstimulierten mDCs (mDCs//M) und von
Keimschläuchen getrennt gehaltenen mDCs (mDCs//gt) nicht induziert.
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pDCs reifen durch Aspergillus-Konfrontation nicht

Im Vergleich zu moDCs und mDCs maturierten pDCs weder ohne, noch mit direktem

Kontakt zu Aspergillus Keimschläuchen. Keiner der Maturierungsmarker von stimulierten

pDCs unterschied sich zu denen von unstimulierten pDCs. Das TLR7/9 Stimulus R848

induzierte als Positiv-Kontrolle alle analysierten Marker, wodurch die generell mögliche

Reifung von pDCs sicher gestellt wurde. Die Grundexpression der MHC-Moleküle (HLA-

ABC, HLA-DR) auf unstimulierten pDCs war genau wie bei mDCs deutlich höher als die

von moDCs (Abbildung 5.4).

Abbildung 5.4: Mit Aspergillus konfrontierte pDCs maturieren nicht. Die Kon-
frontation von pDCs und Keimschläuchen (gt) erfolgte für 18 h in einem Transwellsystem
(// = Transwellmembran) und die Analyse der Maturierungsmarker mittels Durchflusszy-
tometer. Die Histogramme zeigen die Expression der Maturierungsmarker eines exempla-
rischen Spenders, dessen pDCs zu 83,8% vital (live) waren. Im Säulen-Diagramm sind die
Werte von insgesamt 3 Spendern zu sehen. Die Maturierungsmarker von mit Aspergillus
konfrontierten pDCs (pDCs+gt//M) glich deren von unstimulierten pDCs (pDCs//M).
Mit der Positiv-Kontrolle R848 (pDCs+R848//M) induzierten pDCs alle Reifemarker.
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Die kontakt-abhängige Induktion der Maturierungsmarker von moDCs und mDCs durch

A. fumigatus zeigt, dass die Reifung durch Zelloberflächenmoleküle vermittelt wird. Lösli-

che Faktoren, die vom Pilz ständig ins umgebende Milieu abgegeben werden, konnten die

Reifung nicht induzieren. Aus diesem Grund wurden im Folgenden die derzeit bekannten

Aspergillus-Rezeptoren auf den drei DC Subtypen analysiert.

5.1.2 moDCs und mDCs tragen Aspergillus Rezeptoren

Als Aspergillus-Rezeptoren wies [Braedel et al. (2004)] TLR2 und TLR4 auf murinen

BMDCs (engl. bone marrow derived DCs) nach. Dectin-1 wurde 2008 von [Mezger et al.

(2008)] durch siRNA (engl. silencing ribonucleic acid) behandelte moDCs belegt. Diese drei

bekannten Aspergillus-Rezeptoren wurden auf den DC Subtypen direkt nach ihrer Isola-

tion (mDCs und pDCs), beziehungsweise nach einer 5-tägigen Differenzierung (moDCs)

durchflusszytometrisch analysiert (exemplarischer Spender Abbildung 5.5).

Abbildung 5.5: Die Aspergillus-Rezeptoren TLR2, TLR4 und Dectin-1 wur-
den von moDCs und mDCs exprimiert. Die verschiedenen DC Subtypen wurden
direkt nach Zell-Isolation (mDCs und pDCs) oder Generierung (moDCs) hinsichtlich ihrer
Expression der bekannten Aspergillus-Rezeptoren analysiert. Mit den Rezeptoren erfolgte
simultan die Analyse der jeweiligen Zellmarker: moDCs CD1a, mDCs CD1c, pDCs CD303.
Die graue Population ist die Isotyp-Kontrolle, die schwarze die spezifische Färbung.
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Die zu 73% vitalen moDCs exprimierten TLR2, TLR4 und Dectin-1. Der prozentuale

Anteil an CD1a und TLR2/TLR4/Dectin-1 positiver Zellen beträgt nicht 100%, jedoch

verlagerte sich die komplette Zellpopulation hin zum Rezeptor-positiven Bereich im obe-

ren rechten Quadranten. Demnach werden alle Zellen als Rezeptor-exprimierend betrach-

tet. Wie bereits im Methoden-Abschnitt gezeigt wurde, sind auch hier nicht alle moDCs

positiv für CD1a. mDCs waren zu 65% vital und exprimierten auch alle drei Aspergillus-

Rezeptoren. Die Intensität von TLR2 und TLR4 auf mDCs ähnelte der von moDCs, Dec-

tin -1 war etwas weniger intensiv. Dies lässt den Schluss zu, dass mDCs weniger Dectin-1

Rezeptormoleküle auf ihrer Zelloberfläche tragen, als moDCs. Im Vergleich zu moDCs und

mDCs exprimierten pDCs die drei Aspergillus-Rezeptoren nicht. Lediglich Dectin-1 wurde

von 3% der CD303-positiven pDCs exprimiert.

5.1.3 Aspergillus induzierte moDC- und mDC-Zytokine

Die bei der Transwell-Maturierung und Rezeptor-Expression gewonnen Ergebnisse, werden

durch die Analyse der Zytokinsekretion im Multiplex ELISA-System untermauert. Die DC

Subtypen wurden für 6 h unstimuliert belassen, mit Konidien oder Keimschläuchen kon-

frontiert. Dann wurden die Kulturüberstände hinsichtlich des Zytokingehalts analysiert.

Im ersten Überblick wurde deutlich, dass moDCs und mDCs durch Konidien- und

Keimschlauch-Stimulation viele Zytokine sekretierten. Konidien induzierten die Zytoki-

ne weniger stark, als Keimschläuche. Jedoch konnten im Zytokinprofil von Aspergillus-

stimulierten moDC und mDCs auch Unterschiede festgestellt werden. moDCs induzierten

die Sekretion des pro-inflammatorischen Zytokins IL8 1 in größerem Maße als mDCs. In

diesem Zusammenhang war auffällig, dass unstimulierte mDCs schon eine enorme Men-

ge an IL8 sekretierten. IL8 war im Vergleich zu den anderen Zytokinen, das am höchs-

ten konzentrierte Zytokin. Gleichermaßen stark induzierten moDCs und mDCs durch die

Aspergillus-Stimulation folgende Zytokine:

� die pro-inflammatorischen Zytokine IL6, IL17, IL18, IFNg, CXCL1 und TNFa

� das Th1 induzierende IL12p70

� das chemotaktische Zytokin CCL3

1Interleukin
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Tendenziell wurden außerdem auch IL1b, G-CSF2, M-CSF3, GM-CSF, CXCL14, CXCL10,

CCL45, CCL5 und VEGFA6, sowohl die anti-inflammatorischen Zytokine IL4 und IL10

durch moDCs und mDCs bei Aspergillus-Kontakt induziert (Anhang A.1).

Im Vergleich zu moDCs und mDCs sekretierten pDCs nahezu keine Zytokine. Tendenzi-

ell induzierten Aspergillus konfrontierte pDCs pro-inflammatorisches IL8, GM-CSF, und

CCL4. Jedoch war deren Konzentration geringer, als bei moDCs und mDCs. Das für pDCs

typische Zytokin IFNa wurde durch Aspergillus nicht induziert (Tabelle 5.1, Anhang A.1).

Tabelle 5.1: Die Aspergillus-Konfrontation veranlasste moDCs und mDCs zur
Zytokinsekretion, pDCs induzierten nahezu keine Zytokine. Konidien (con) in-
duzierten bei moDCs und mDCs weniger Zytokine als Keimschläuche (gt). moDCs indu-
zierten IL8 sehr stark, wobei die Endkonzentration der von mDCs ähnelte.

Die beschriebenen Ergebnisse wurden 2014 als Artikel im
”
International Journal of Medi-

cal Microbiology“ mit dem Titel
”
Human dendritic cell subsets display distinct interactions

with the pathogenic mould Aspergillus fumigatus“ publiziert [Lother et al. (2014)].

Mit pDCs wurden keine Immunmodulations-Experimente durchgeführt, da ihr Immun-

antwort auf A. fumigatus als zu gering angesehen wurde.

2granulocyte colony-stimulating factor
3macrophage colony-stimulating factor
4chemokine (C-X-C motif) ligand
5chemokine (C-C motif) ligand
6vascular endothelial growth factor
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5.2 Etablierung der Protein-Aufreinigung

Die Protein-Qualität für DC-Stimulations-Experimente war für die vorliegende Arbeit von

entscheidender Bedeutung. Die Proteine SHMT, CcpA und CpcB wurden von Koopera-

tionspartnern des Hans-Knöll-Instituts in Jena rekombinant von E. coli Bakterien produ-

ziert. Diese gram-negativen Bakterien besitzen als äußerste Zellschicht ihrer Zellmembran

Verbindungen aus fettähnlichen (Lipo-) und Zucker-Bestandteilen (Polysacchariden), so-

genannte Lipopolysaccharid (LPS). Von der LPS-Schicht abgelöste Teile werden als Endo-

toxine bezeichnet. Endotoxine gehören zu den Pyrogenen, die für ihre Fieber erzeugende

Eigenschaft bekannt sind. Auf zellulärer Ebene aktivieren Endotoxine Immunzellen zur

Inflammation oder Apoptose (programmierter Zelltod). Schon niedrigste Konzentrationen

sind biologisch wirksam.

Die FDA (engl. Food and Drug Administration) legte 2012 in ihren
”
Guidance for

Industry“ ein Endotoxin-Limit von 0,05 ng/ml und 200 ng/Applikation fest. Für die

vorliegende Arbeit wurde durch umfassende Literaturrecherche und eigene Stimulations-

Experimente (Anhang A.2) eine Endotoxin-Obergrenze von 0,01 ng/ml festgelegt [Batchu

et al. (2005);Fuller et al. (2013);Yuan et al. (2014);Brimnes et al. (2003);Hartmann et al.

(1999);Snijders et al. (1998);Kim and Joo (2008)].

Das in einer Proteinlösung enthaltene Endotoxin wurde mithilfe eines chromatographi-

schen LAL-Tests gemessen. Lag die Endotoxin-Konzentration oberhalb von 0,01 ng/ml,

galt das Protein als kontaminiert und wurde über eine Endotoxin-bindende Säule chroma-

tographisch aufgereinigt, bis die Kontamination unterhalb des Grenzwertes war. Die Ef-

fektivität der Aufreinigung hängt dabei auch von Eingenschaften des Proteins ab. Manche

Proteine neigen aufgrund ihrer elektrischen Ladung dazu, Endotoxine anzuziehen. Solche

Proteine müssen oft mehrfach aufgereinigt werden. Allerdings verringert sich mit jeder

Aufreinigung die Proteinkonzentration, vor allem bei Endotoxin affinen Proteinen. An

Endotoxin gebundene Proteine verbleiben in der Aufreinigungs-Säule und können nicht

eluiert werden. Hier muss ein Kompromiss zwischen hohem Reinheitsgrad und einer zu

niedrigen Proteinkonzentration gefunden werden. Geringe Verunreinigungen von unter 1

ng/ml LPS bewirken noch keine oder nur sehr geringe Stimulationseffekte und können

durch mitgeführte Kontrollen überprüft werden (Anhang A.2).

Für die qualitative und quantitative Analyse von Proteinen mit eventueller Aufreinigung
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erwies sich das Vorgehen nach folgendem Schema als sinnvoll (Abbildung 5.6):

Abbildung 5.6: Schematischer Arbeitsvorgang zur qualitativen und quantita-
tiven Analyse von Proteinen, sowie einer eventuellen Aufreinigung.

Die Proteinkonzentration, Bandenbildung und Endotoxin-Konzentration des Ausgangs-

proteins wird bestimmt und bei mehr als 0,01 ng Endotoxin pro 1 ml in der Zellkul-

tur wird das Protein aufgereinigt. Sobald die Endotoxin-Verunreinigung unterhalb dieser

Endotoxin-Obergrenze liegt, kann das Protein für Stimulations-Experimente verwendet

werden.

5.2.1 Analysen der Proteinkonzentration

Das Volumen, das von einer Proteinlösung zum Stimulationsansatz zugegeben werden

muss, hängt von der Proteinkonzentration ab. Die Konzentration von reinen Einzelpro-

teinen darf mittels Absorptionsmessung am NanoDrop bestimmt werden. Für Proteinge-

mische aus Zelllysaten ist diese Methode wegen interferierenden Absorptionseigenschaften

von nicht-Protein-Molekülen, nicht empfehlenswert. Zur Verifizierung wurden die Protein-

Konzentrationen zudem mit dem DC Protein Assay von BioRad analysiert. Die Werte
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der NanoDrop Messung und des DC Protein Assays unterschieden sich zum Teil vonein-

ander, obwohl beide Analysemethoden dieselben Aminosäuren (Tyrosin und Tryptophan)

detektieren (Tabelle 5.2).

Tabelle 5.2: Quantifizierung der verwendeten Proteine mit verschiedenen Me-
thoden. Die ermittelten Proteinkonzentrationen unterschieden sich zum Teil, abhängig
von der verwendeten Analysemethode. Ein gleichmäßiges Unterscheidungsmuster konnte
nicht festgestellt werden.

Wegen der unterschiedlich ermittelten Proteinkonzentrationen zwischen NanoDrop und

BioRad, wurde eine dritte Quantifizierungs-Methode hinzugezogen. Die Coomassie-Färbung

der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine diente eigentlich zur qualitativen Beurtei-

lung, konnte aber durch das Mitführen einer BSA-Konzentrationsreihe auch zur relativen

Quantifizierung genutzt werden (Abbildung 5.7).

Abbildung 5.7: Coomassie Gel der verwendeten Proteine. Von den Proteinen
wurde nach BioRad 1 µg aufgetragen. Die BSA-Banden dienten als Konzentrationsstan-
dard. CcpA und CpcB enthielten die mit BioRad detektierte Proteinkonzentration, SHMT
enthielt die Hälfte und fg-gap weitaus weniger. Die Coomassie-Banden dienten zur quan-
titativen Abschätzung und qualitativen Beurteilung.

Von den Proteinen wurde 1 µg auf ein SDS-Gel aufgetragen. Das Probenvolumen für

1 µg Protein wurde ausgehend von den BioRad Konzentrationsmessungen berechnet. Die

Intensität der Banden von CcpA und CpcB glichen der 1 µg BSA-Bande. SHMT und
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fg-gap hingegen wiesen deutlich weniger als 1 µg Protein auf. Die berechnete Intensität

der SHMT-Bande ergab eine Proteinkonzentration von 3,5 mg/ml. Dieser Wert war der

NanoDrop Messung ähnlicher, als der von BioRad. SHMT erscheint als zwei Banden im

Coomassie-Gel, dies ist laut Hersteller auf die beiden unterschiedlichen Untereinheiten des

Protein zurückzuführen.

Für fg-gap wurde durch NanoDrop und BioRad eine relativ gleiche Konzentration ermit-

telt, jedoch war die Bande im SDS-Gel so schwach, dass sich eine vergleichsweise zehnmal

geringere Konzentration ergab. Dieser Konzentrationsunterschied kann durch eine Teil-

Degradierung des fg-gap Proteins entstehen. Degradierte Proteine bestehen aus vielen,

unterschiedlich großen Proteinstücken, die sich während der SDS-PAGE über die ganze

Laufspur verteilen und durch eine Coomassie-Färbung als blaue Schmier-Bande erkenn-

bar werden. Bei fg-gap war oberhalb der schwachen Proteinbande bei 30 KDa eine dünne

Bande zu sehen, was auf Degradation hindeutet. Wenn die lokale Proteinkonzentrationen

eines degradierten Proteins jedoch zu gering sind, erscheint keine Blaufärbung im SDS-

Gel. NanoDrop und BioRad detektieren einzelne Aminosäuren und können somit nicht die

Integrität eines Proteins prüfen.

Eine deutliche Bande im SDS-Gel wurde als Qualitätsmerkmal für unversehrte Proteine

festgelegt, denn nur solche Proteine können biologisch aktiv sein. Die biologische Aktivität

von Proteinantigenen und deren unversehrte Antigenepitope sind für die Entwicklung eines

Impfstoffes essentiell.

5.2.2 Die Proteine waren unterschiedlich stark mit Endotoxin

kontaminiert

Nachdem die Proteinkonzentration und -integrität der vier Proteinkandidaten ermittelt

wurde, konnte mithilfe des LAL-Tests die Endotoxin-Kontamination bestimmt werden.

Die Proteine CpcB und fg-gap enthielten nur eine sehr geringe Menge an Endotoxin;

0,0812 ng/ml, beziehungsweise 1,2862 ng/ml. Würden Zellen mit 1 µg/ml des Proteins

stimuliert werden, würde die Kultur nur 0,000142 ng/ml, beziehungsweise 0,002173 ng/ml

Endotoxin enthalten und damit weniger als die Endotoxin-Obergrenze von 0,01 ng/ml.

SHMT und CcpA hingegen enthielten so viel Endotoxin, dass der Wert oberhalb der De-

tektionsgrenze des LAL-Tests lag. Die genaue Endotoxin-Konzentration von SHMT wurde
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anschließend durch Verdünnungen des Proteins als 750 mg/ml ermittelt. Dies entsprä-

che bei Stimulation mit 1 µg/ml SHMT 345,78 ng/ml Endotoxin, womit die Obergrenze

deutlich überschritten wäre. Die genaue Endotoxin-Kontamination von CcpA wurde nicht

ermittelt, da der Wert oberhalb der Detektionsgrenze lag und die Endotoxin-Obergrenze

auf jeden Fall überschritten hätte.

5.2.3 CcpA wurde erfolgreich aufgereinigt

Das Überschreiten der Endotoxin-Obergrenze des CcpA Proteins, machte eine Aufreini-

gung erforderlich. Bereits die erste Aufreinigung von CcpA über eine Endotoxin-bindende

Säule führte zum gewünschten Ergebnis. Von den 12 aufgereinigten Eluaten enthielten die

Eluate 2 bis 10 CcpA Protein und die Endotoxin-Konzentration dieser vereinigten Eluate

2-10 lag bei 0,875 pg Endotoxin pro 1 µg Protein. Selbst bei einer Stimulation von Zellen

mit 5 µg Protein pro 1 ml Zellkultur, würde die Endotoxin-Kontamination mit 0,004374

ng unter der Endotoxin-Obergrenze von 0,01 ng/ml liegen (Abbildung 5.3).

Tabelle 5.3: Quantitative und qualitative Analyse des aufgereinigten CcpA
Proteins. Von der Eluaten (elu) 1 bis 12 enthielten die Eluate 2 bis 10 CcpA Protein.
Die Endotoxin-Kontamination der vereinigten Eluate 2-10 lag mit 0,000875 ng Endotoxin
(ET) pro µg Protein bei einer Stimulation von 1 µg Protein pro 1 ml Zellkultur, unter der
Endotoxin-Obergrenze von 0,01 ng/ml. >OOR = über Detektionslimit
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Eine Coomassie-Färbung der durch SDS-PAGE aufgetrennten Eluate bestätigte, dass die

Eluate 2 bis 10 CcpA Protein enthielten. Die Proteinbanden waren deutlich abgegrenzt,

sodass von einer guten Integrität ausgegangen werden konnte (Abbildung 5.8).

Abbildung 5.8: Qualitative Analyse der aufgereinigten CcpA Eluate. Die CcpA
Proteinlösung wurde einmal über eine Endotoxin-bindende Säule aufgereinigt, mit einer
SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie gefärbt. Das unaufgereinigte Protein (stock)
ist als Einzelbande bei 30 KDa zu sehen. Die Eluate (elu) 2 bis 10 enthielten nach der
Aufreinigung CcpA Protein.

5.2.4 SHMT musste zwei Mal aufgereinigt werden

SHMT überschritt den akzeptablen Endotoxingehalt von 0,01 ng/ml Zellkultur mit 175

ng/ml bei Einsatz von 1 µg Protein pro 1 ml Zellkultur (75 µg in 100 µl bei einem Protein-

gehalt von 4,29 mg/ml) deutlich und musste deshalb über eine Endotoxin-bindende Säule

chromatografisch aufgereinigt werden. Als Ergebnis entstanden 10 Eluate, von welchen

die Eluate 2 bis 8 proteinhaltig waren. Die vereinigten Eluate 2-8 enthielten immer noch

mehr Endotoxin als gewünscht, sodass das Protein ein zweites Mal über die regenerierte

Säule aufgereinigt wurde. Die zweite Aufreinigung erbrachte in den vereinigten Eluaten

1-9 nahezu das forcierte Ergebnis, mit nunmehr 0,0102 ng Endotoxin je µg Protein.

Da die Protein-Konzentration durch die beiden Aufreinigungen deutlich abnahm und

die Endotoxin-Reduktion bei der zweiten Aufreinigung weitaus geringer war als beim ers-

ten Mal, wurde keine dritte Aufreinigung durchgeführt. Eine weitere Aufreinigung wür-

de die Proteinkonzentration so stark verdünnen, dass unverhältnismäßig viel Protein zur
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Zellkultur hinzugegeben werden müsste, was das Medium stark verdünnen würde. Statt-

dessen wurde bei den Stimulations-Experimenten eine Kontrolle mit der jeweiligen LPS-

Konzentration mitgeführt. Tabelle 5.4 veranschaulicht die beiden Aufreinigungsschritte

von SHMT.

Tabelle 5.4: Quantitative und qualitative Analyse der SHMT Protein-
Aufreinigung. Die erste chromatografische Aufreinigung konnte die Endotoxin (ET)-
Kontamination auf 0,0406 ng ET/µg Protein (Prot) verringern. Dieser Wert lag über dem
gewünschten Wert von < 0,01 ng ET/µg Protein. Es folgte eine zweite Aufreinigung mit
dem Ergebnis von 0,0102 ng ET/µg Protein in den vereinigten Eluaten (elu) 1-9.

Die über SDS-PAGE aufgetrennten und mit Coomassie gefärbten Eluate bestätigten,

dass die Eluate 1 bis 9 aus der zweiten Protein-Aufreinigung SHMT Protein enthielten. Die

Proteinbanden der verschiedenen Untereinheiten waren deutlich zu sehen und enthielten

dieselbe Konzentration wie im NanoDrop gemessen, verglichen mit den definierten BSA-

69



KAPITEL 5. ERGEBNISSE

Banden. Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass SHMT nach der Aufreinigung eine

gute Integrität aufwies und biologisch aktiv sein dürfte (Abbildung 5.9).

Abbildung 5.9: Qualitative Analyse der SHMT Eluate nach der zweiten Auf-
reinigung. Nachdem die SHMT Proteinlösung zweimal über eine Endotoxin-bindende
Säule aufgereinigt wurde, erfolgte eine SDS-PAGE und eine Coomassie-Färbung. SHMT
erscheint durch seine verschiedenen Untereinheiten mehrbandig im Gel, mit einer Haupt-
bande bei 55 KDa. Die Eluate (elu) 1 bis 9 enthielten nach der Aufreinigung SHMT Protein
und wurden vereinigt.

Die aufgereinigten Proteine wurden zur Stimulation von moDCs und mDCs verwendet.

Zur Berechnung des einzusetzenden Volumens wurden die mit dem NanoDrop bestimmten

Proteinkonzentrationen herangezogen: SHMT Eluate 1-9 0,19 mg/ml, CcpA Eluate 2-10

0,31 g/ml, CpcB 0,22 mg/ml und fg-gap 0,59 mg/ml.
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5.3 Reaktion von moDCs und mDCs auf verschiedene

Antigene

Die Antigen-Stimulationen von moDCs und mDCs sollte möglichst nach GMP7-Regeln er-

folgen, um die spätere Translationen in den klinischen Gebrauch zu erleichtern. Zur Kultur

der DCs wurde das GMP-klassifizierte DC CellGro Medium der Firma CellGenix genutzt.

Dieses ist auf die Kultur von DCs ausgelegt, enthält keine tierischen Bestandteile und be-

darf keiner weiteren Zusätze. In CellGro generierte moDCs unterschieden sich von solchen,

die in RPMI-Medium mit 10% FCS differenziert wurden (Abschnitt 5.4.1). Deshalb wur-

den die Antigen-Stimulationen von moDCs vergleichsweise in CellGro und RPMI-10%FCS

durchgeführt. mDCs wurden ausschließlich in CellGro stimuliert.

Als Antigene wurden vier Proteine eingesetzt, von welchen CcpA und SHMT auf moDCs

und mDCs immunogen wirkten. CpcB und fg-gap waren auch in höheren Konzentrationen

nicht in der Lage die beiden DC Subtypen zu aktivieren. Ein Lysat aus Aspergillus-Hyphen

der Firma Miltenyi Biotec stimulierte zwar in PBMCs CD4/CD154-positive Aspergillus-

spezifische T-Zellen, jedoch wirkte es auf moDCs und mDCs nicht immunogen.

Die mit den Antigenen stimulierten DCs wurden hinsichtlich ihrer Maturierung, ihrer

Zytokinsekretion und ihrem Vermögen T-Zellen antigenspezifisch zu aktivieren, untersucht.

Die T-Zell-Antwort wurde mittels IFNg ELISpot und CFSE T-Zell-Proliferations-Assay

analysiert. Außerdem wurden alle Antigene mit PBMCs inkubiert, um die Antwort von

CD4/CD154-positiven antigenspezifischen T-Zellen zu ermitteln.

5.3.1 CcpA wirkt stark immunogen auf moDCs und mDCs

Das CcpA Protein wurde von Kooperationspartnern aus dem Hans-Knöll-Institut in Jena

entdeckt und rekombinant über E. coli produziert [Pähtz et al. (2015)]. Es ist sehr ab-

undant in der Zellwand ruhender Aspergillus-Konidien und könnte durch die verringerte

Virulenz der CcpA-Deletionsmutante im Mausmodel pro-inflammatorische Eigenschaften

besitzen.

7engl. Good Manufacturing Practice
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moDCs und mDCs reifen durch CcpA unterschiedlich

Unstimulierte dendritische Zellen verteilen sich gleichmäßig auf dem Boden einer Zellkultur-

Platte. Bei Aktivierung verlieren sie diese gleichmäßige Konfluenz und migrieren zueinan-

der, um Zellhaufen zu bilden. Dieses Clustern fällt je nach Stimulus und DC-Aktivierung

stärker oder schwächer aus, was sich an der Größe der Zellhaufen erkennen lässt. Im Licht-

mikroskop werden die Zellhaufen als dunkle Bereiche sichtbar, da übereinander liegende

Zellen weniger Licht durchlassen. Für 18 h mit CcpA stimulierte moDCs clusterten konzen-

trationsabhängig in beiden Zellkulturmedien, wobei RPMI10%FCS größere Cluster zeigte

als CellGro. Die Cluster der mit 1 µg/ml CcpA stimulierten moDCs waren etwas kleiner,

als die der mit 5 µg/ml CcpA stimulierten moDCs. Die Positiv-Kontrolle LPS induzierte

noch größere moDC-Cluster (Abbildung 5.10).

Abbildung 5.10: CcpA aktivierte das Clustern von moDCs. Lichtmikroskopische
Aufnahmen von 18 h stimulierten moDCs in RPMI10%FCS und CellGro Medium. Im
Vergleich zu unstimulierten moDCs clusterten CcpA stimulierte moDCs unabhängig vom
Kulturmedium. Die Positiv-Kontrolle LPS rief diesen Effekt noch stärker hervor.

Die mithilfe eins Lichtmikroskops beobachtete DC-Aktivierung (Clustern) konnte durch

die durchflusszytometrische Analyse der Maturierungsmarker-Expression bestätigt wer-

den. In RPMI10%FCS-Medium gehaltene moDCs erhöhten durch die CcpA Stimulation

die Expression ihrer Maturierungsmarker. Die Reifung erfolgte konzentrationsabhängig, 5

µg/ml CcpA induzierte eine höhere Markerexpression als 1 µg/ml CcpA. CcpA reifte die

moDCs so stark, dass deren Markerprofil dem von LPS-stimulierten moDCs ähnelte. Bis

auf den homing-Rezeptor CCR7, dieser wurde durch CcpA nicht induziert. In CellGro-
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Medium kultivierte moDCs reiften durch CcpA tendenziell (Abbildung 5.11).

Abbildung 5.11: CcpA induzierte die Reifung von moDCs in RPMI10%FCS-
Medium deutlich, in CellGro-Medium tendenziell. Im Vergleich zu unstimulierten
(unst) moDCs erhöhten für 18 h mit CcpA stimulierte moDCs in RPMI10%FCS die Ex-
pression aller Maturierungsmarker, bis auf CCR7. Das Maturierungsniveau der von CcpA-
moDCs induzierten Marker ähnelte sogar dem der Positiv-Kontrolle LPS. Die durch CcpA
induzierte Reifung von CellGro-kultivierten moDCs war deutlich geringer als bei RP-
MI10%FCS kultivierten moDCs. CellGro-moDCs induzierten durch CcpA bis auf CD80
und CD40 keinen der Marker.

Signifikant erhöht waren die kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD40, alle anderen

Marker wurden nicht induziert. Die Positiv-Kontrolle LPS reifte die in CellGro kultivierten

moDCs, jedoch war die Reifung weniger stark als in RPMI10%FCS. Vor allem CD83 und

CD86 wurden durch LPS in RPMI10%FCS stärker induziert als in CellGro. Sowohl in

RPMI10%FCS, als auch in CellGro kultivierte moDCs induzierten durch Stimulation mit

CcpA kein CCR7. Deshalb wären CcpA beladene moDCs wohl nicht in der Lage nach einer

Vakzinierung in vivo zu peripheren Lymphknoten zu migrieren. Dennoch könnten sie durch
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die CcpA induzierten MHC- und kostimulatorischen Moleküle, vor Ort CcpA-Antigen zu

T-Zellen präsentieren und diese dabei kostimulieren.

mDCs wurden ausschließlich in CellGro-Medium gehalten. Die 18-stündige Stimulation

mit CcpA führte zum konzentrationsabhängigen Clustern der mDCs. Die Positiv-Kontrolle

LPS rief die größten Zellhaufen hervor (Abbildung 5.12).

Abbildung 5.12: CcpA ließ mDCs konzentrationsabhängig clustern. mDCs bilden
durch Stimulation mit 5 µg/ml CcpA mehr Zellhaufen, als mit 1 µg/ml. Unstimulierte
mDCs waren gleichmäßig konfluent, die Positiv-Kontrolle LPS clusterte mDCs stark.

Die lichtmikroskopisch beobachtete Aktivierung der mDCs durch CcpA konnte durch

das Maturierungsprofil bestätigt werden. Bis auf das MHC Klasse I Molekül HLA-ABC

induzierte CcpA konzentrationsabhängig alle Maturierungsmarker auf mDCs. Die kostimu-

latorischen Moleküle CD80, CD83, CD86 und CD40, sowohl HLA-DR und CCR7 wurden

durch 5 µg/ml CcpA höher induziert als durch 1 µg/ml CcpA (Abbildung 5.13).

Abbildung 5.13: mDCs reiften durch CcpA-Stimulation konzentrationsabhän-
gig. Die Expression der Kostimulatoren CD80, CD83, CD86 und CD40, sowie von CCR7
war auf unstimulierten (unst) mDCs in CellGro relativ niedrig. Die MHC Moleküle HLA-
ABC und HLA-DR waren im Vergleich dazu relativ hoch exprimiert. Die 18 h Stimulation
mit CcpA induzierte bis auf HLA-ABC alle Maturierungsmarker konzentrationsabhängig.
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Im Vergleich zu CcpA beladene moDCs induzierte das Protein bei mDCs den homing-

Rezeptor CCR7. CcpA-mDCs wären damit in der Lage zu peripheren Lymphknoten zu

migrieren. Außerdem exprimierten mDCs mehr MHC Klasse II Moleküle, womit eine bes-

sere Antigenpräsentation verbunden sein könnte. Beide DC Subtypen wurden durch 5

µg/ml CcpA besser gereift, als mit 1 µg/ml CcpA. Für Zytokinsekretions-Analysen und

funktionelle T-Zell-Analysen wurden moDCs und mDCs mit 5 µg/ml CcpA beladen. Die

18-stündige Antigen-Stimulation wurde zuvor durch Zeitverlauf-Experimente festgelegt

(Anhang A.3).

CcpA induziert ein immunomodulatorisches Zytokinprofil von moDCs und mDCs

Zur Analyse der Zytokinsekretion wurden die Überstände von unstimulierten und mit

5 µg/ml CcpA stimulierten moDCs und mDCs mittels Multiplex-ELISA vermessen. Die

18-stündige Stimulation durch CcpA veranlasste moDCs und mDCs zur Sekretion von

chemotaktischen, pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen (Abbildung 5.14 A-C).
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Abbildung 5.14: CcpA stimulierte moDCs und mDCs sekretierten ein immu-
nomodulatorisches Zytokinprofil. RPMI10%FCS-moDCs (A), CellGro-moDCs (B)
und mDCs (C) induzierten durch CcpA-Stimulation chemotaktische, pro- und anti-
inflammatorische Zytokine. Das pro-inflammatorische Interleukin IL6 war das mit Abstand
am höchsten sekretierte Zytokin. IL23 wurde von CcpA stimulierten mDCs, jedoch nicht
von moDCs induziert.

Besonders hoch induzierten die DCs das pro-inflammatorische Zytokin IL6. Auch das

Th1 induzierende IL12p70 wurde von beiden DC Subtypen durch CcpA-Stimulation ver-

mehrt sekretiert. Chemotaktische Zytokine, wie IP10, MIP-3a und RANTES, waren auch

durch CcpA induziert. IL4 und IL10, als anti-inflammatorische Vertreter, wurden von

moDCs durch CcpA-Stimulation tendenziell erhöht. mDCs induzierten IL10 stärker als

moDCs, jedoch war IL4 nur tendenziell und deutlich weniger als bei moDCs induziert.

IL23 wurde als pro-inflammatorisches Zytokin von CcpA stimulierten mDCs induziert,

jedoch nicht von moDCs. Obwohl die in CellGro kultivierten moDCs durch CcpA weniger

stark maturierten als RPMI10%FCS-moDCs, induzierten sie dennoch ein sehr ähnliches

Zytokinprofil. IL6 und TNFa wurden durch CellGro-moDCs sogar höher induziert, als

durch RPMI10%FCS-moDCs.

CcpA beladene moDCs und mDCs induzierten eine deutliche T-Zell Antwort

Die T-Zell Antwort auf antigenbeladenen DCs wurde mittels IFNg ELISpot und CFSE T-

Zell-Proliferations-Assay analysiert. Im T-Zell-Proliferations-Assay werden naive T-Zellen

durch Stimulation mit DCs aktiviert und die Zellteilungen der T-Zellen gemessen. Der

IFNg ELISpot diente zum Nachweis von einer über DCs vermittelten Aktivierung von

antigenspezifischen, IFNg sekretierenden Gedächtnis-T-Zellen.

Die für 18 h unstimulierten oder mit 5 µg/ml CcpA stimulierten moDCs und mD-
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Cs wurden im Anschluss über Nacht mit autologen T-Zellen im IFNg ELISpot konfron-

tiert. T-Zellen, die durch CcpA-DCs aktiviert wurden, sekretierten IFNg, welches durch

eine Farbreaktion als dunkel-violette Punkte in der Zellkulturplatte sichtbar wurde. Jeder

Spot kann damit auf eine aktivierte, IFNg sekretierende T-Zelle zurückgeführt werden.

Abbildung 5.15 zeigt Fotos der Mikrotiterplatte eines exemplarischen Spenders und im

Säulendiagramm die Mittelwerte von 3 Spendern.

Abbildung 5.15: CcpA beladene moDCs und mDCs induzierten die IFNg Se-
kretion von T-Zellen. DCs wurden für 18 h mit 5 µg/ml CcpA beladen und anschließend
im IFNg ELISpot mit autologen T-Zellen konfrontiert. Die mit einem ELISpot Reader
aufgenommenen Fotos eines repräsentativen Spenders zeigen, dass CcpA beladene moD-
CsR/C (RPMI-10%FCS/CellGro) und mDCs schwarze Spots, also IFNg sekretierende T-
Zellen induzierten. Im Säulen-Diagramm sind die Werte von 3 Spendern zusammengefasst.
Sobald moDCs oder mDCs mit CcpA stimuliert wurden, aktivierten sie signifikant mehr T-
Zellen, als unstimulierte (unst) DCs. Die als Positiv-Kontrolle mit SEB (Staphylokokken-
Enterotoxin-B) stimulierten T-Zellen induzierten eine nicht mehr definierbare Spotanzahl
(>OOR).

In RPMI10%FCS kultivierte moDCs aktivierten bereits im unstimulierten Zustand durch-

schnittlich 30 von 106 T-Zellen. In CellGro gehaltene moDCs und mDCs induzierten im

Vergleich dazu fast keinen Hintergrund von unspezifisch aktivierten T-Zellen. Mit CcpA
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beladene DCs aktivierten signifikant mehr T-Zellen als unstimulierte DCs. CcpA-moDCs

in RPMI10%FCS aktivierten mehr T-Zellen, als CcpA-moDCs und -mDCs in CellGro, je-

doch induzierten sie im unstimulierten Zustand einen höheren Hintergrund. Auffällig war,

dass CcpA-mDCs größere Spots induzierten, als moDCs in RPMI10%FCS oder CellGro.

Je größer ein Spot ist, desto mehr IFNg wurde von der aktivierten T-Zelle freigesetzt. Als

Kontrollen dienten unstimulierte T-Zellen, die keine Spots hervorbrachten und mit SEB

(Staphylokokken-Enterotoxin-B) stimulierte Zellen, die sehr viele Spots induzierten.

Eine Aktivierung durch CcpA beladene moDCs und mDCs konnte auch im T-Zell-Prolifer-

ations-Assay gemessen werden. Die für 18 h mit 5 µg/ml CcpA stimulierten DCs wurden

für 12 Tage mit autologen, CFSE gefärbten T-Zellen kultiviert. Am Tag 6 wurden die T-

Zellen mit aufgetauten DCs ein Mal restimuliert. Die Analyse der Proliferationsrate erfolgt

durchflusszytometrisch an Tag 12 durch Messung der CFSE-Fluoreszenz. Eine simultane

Analyse der CD3-positiven Zellen schloss die ungefärbten DCs von der Proliferations-

Analyse aus. Des Weiteren wurden die Zellen mit anti-CD4 und anti-CD8 Antikörpern

gefärbt, um zu untersuchen, welche T-Zell Populationen aktiviert wurde.

Alle mit 5 µg/ml CcpA beladenen DCs induzierten eine signifikante Proliferation auto-

loger CD3 T-Zellen, im Vergleich zu unbeladenen DCs. In RPMI10%FCS und CellGro mit

CcpA beladene moDCs induzierten eine stärkere Proliferation, als mDCs. CcpA induzierte

die Proliferation von CD4 T-Zellen stärker, als von CD8 T-Zellen (Abbildung 5.16).

Abbildung 5.16: CcpA beladene moDCs und mDCs aktivierten autologe T-
Zellen zur Proliferation. Durch 5 µg/ml CcpA aktivierte moDCs in RPMI10%FCS
(moDCsR) und CellGro (moDCsC) induzierten eine stärkere T-Zell-Proliferation als mD-
Cs. CD4 T-Zellen proliferierten stärker als CD8 T-Zellen.
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In PBMCs induzierte CcpA eine spezifische CD154-T-Zell Antwort

Die ELISpot- und Proliferations-Ergebnisse wurden durch einen Test zum Nachweis Aspergillus-

spezifischer T-Zellen ergänzt. Für die Analyse wurden PBMCs stimuliert und nach 18 h auf

die Anzahl CD4-CD154-positiver T-Zeller im Durchflusszytometer vermessen. T-Zellen, die

für das Antigen spezifisch sind, regulieren durch die Stimulation den Oberflächenmarker

CD154 hoch [Bacher and Scheffold (2013)]. Zur Signalverstärkung wurden die PBMCs zu-

sätzlich mit anti-CD28 Antikörpern stimuliert und zur Kontrolle unspezifische anti-CD28

Effekte blieb ein Ansatz unstimuliert.

Die CD4-positiven Zellen von unstimulierten PBMCs exprimierten im Mittel zu 0,0667%

± 0,0072% den Marker CD154. Sobald sich anti-CD28 Antikörper mit in der Kultur befan-

den, erhöhte sich der unspezifische Hintergrund auf 0,1597% ± 0,0214%. Die Stimulation

mit CcpA bewirkte einen weiteren Anstieg von CD154-positiven CD4 T-Zellen auf 0,243%

± 0,0099% (Abbildung 5.17).

Abbildung 5.17: CcpA induzierte Aspergillus-spezifische T-Zellen. PBMCs wur-
den mit 5 µg/ml CcpA und anti-CD28 Antikörpern zur Signalverstärkung stimuliert und
durchflusszytometrisch vermessen. Die Punktdiagramme eines repräsentativen Spenders
zeigen, dass einige T-Zellen antigenspezifisch waren. CcpA induzierte im Vergleich zu anti-
CD28 und unstimulierten PBMCs auf einigen CD4 T-Zellen die Expression von CD154.

Der Anteil an CcpA-spezifischen T-Zellen war im ELISpot und in der CD154-Analyse

sehr gering, weil die Frequenz an Aspergillus-spezifischen T-Zellen im peripheren Blut an

sich niedrig ist und zudem nur ein Protein zur Stimulation eingesetzt wurde. Während

dem Proliferations-Assay verändert sich der Anteil an CcpA-spezifischen T-Zellen zu nicht

spezifischen T-Zellen, da sich die spezifischen T-Zellen durch Zellteilung vermehren und

unspezifische T-Zellen durch fehlende Überlebenssignale apoptotisch werden.
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Reaktion von moDCs auf die Aspergillus CcpA Deletionsmutante

In einem Kooperationsprojekt wurde die Reaktion von moDCs auf eine Aspergillus-Mutante

analysiert, bei welcher CcpA durch homologe Rekombination deletiert wurde. Zum Ver-

gleich diente wildtypischer Aspergillus, als auch ein komplementierter Stamm. Die Kom-

plementante entstand durch das Wiedereinbringen des CcpA Gens und sollte dieselbe Re-

aktion wie der Wildtyp hervorrufen. Zur Stimulation der moDCs wurden für 3 bis 5 Stun-

den geschwollene, fixierte Konidien eingesetzt. Erst durch das Schwellen verändert sich die

Zellwand der Konidien, sodass sie immunologisch nicht mehr inert erscheinen [Aimanianda

et al. (2009)]. Vermutlich wird durch die Zellwandveränderung das Zellmembran-ständige

CcpA Protein dem Immunsystem erst zugänglich.

Die Stimulation mit ruhenden, nicht geschwollenen Konidien ließ moDCs kaum reifen

und Unterschiede zwischen Wildtyp und Deletante konnten nicht gezeigt werden (Daten

nicht gezeigt). Sobald moDCs mit geschwollenen Konidien stimuliert wurden, erhöhten

sie die Expression von Maturierungsmarkern. Besonders schön waren die Effekte mit 5 h

geschwollenen Konidien, die als Wildtyp und Komplementante CD80, CD83, CD86 und

HLA-DR auf moDCs erhöhten. Die CcpA-Deletante erhöhte die Expression der Matu-

rierungsmarker deutlich geringer als der Wildtyp und die Komplementante (Abbildung

5.18).

Abbildung 5.18: Das Fehlen von CcpA auf geschwollenen Konidien führt zu
einer verringerten moDC Maturierung. Für 5 h geschwollene und fixierte Wildtyp-
Konidien (wt) und komplementierte Konidien (c) induzierten bei moDCs nach 18 h eine
höhere Expression von CD80, CD83, CD86 und HLA-DR als Konidien, bei denen das
CcpA Protein deletiert (D) wurde.
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In Kulturüberständen der mit Aspergillus stimulierten moDCs wurden die Konzentratio-

nen verschiedener Zytokine gemessen. Darunter waren das pro-inflammatorische Zytokin

TNFa, das chemotaktische Chemokin MIP-3a und das anti-inflammatorische Interleukin

IL10. Wurden moDCs mit dem CcpA-deletierten Stamm stimuliert, erhöhten sie uner-

wartet die Sekretion aller genannten Zytokine. 3 bis 4 h geschwollene Wildtyp-Konidien

induzierten keine Zytokine. Erst 5 h geschwollene wildtypische Konidien waren für moDCs

immunogen und induzierten die Zytokine (Abbildung 5.19).

Abbildung 5.19: Die CcpA-Deletante stimulierte moDCs zur Sekretion von im-
munomodulatorischen Zytokinen. Die 3 bis 5 h geschwollenen Konidien der Deletante
(D) induzierten nach 18 h in moDCs TNFa, MIP-3a und IL10, im Vergleich zum Wildtyp
(wt) und zur Komplementante (c). Sobald die wildtypischen Konidien durch das Schwellen
ihre Zellwand modulierten, induzierten sie auch die analysierten Zytokine.

Erwartungsgemäß induzierte die Komplementante der 3 und 4 h geschwollenen Koni-

dien in 18 h stimulierten moDCs dieselben Zytokinkonzentrationen von TNFa, MIP-3a

und IL10, wie der Wildtyp. Allerdings induzierten die 5 h geschwollenen, komplemen-

tierte Konidien im Vergleich zum Wildtyp keine Zytokine. Dennoch induzierten die mit

5 h geschwollenen Wildtyp-Konidien stimulierten moDCs gleich viel Zytokine wir mit

Komplementante-Konidien.

Die verringerte moDC-Maturierung durch CcpA-deletierte, geschwollenen Konidien un-

termauerte die zuvor beschriebene immunogene Wirkung des CcpA Proteins auf moDCs

und mDCs.
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5.3.2 SHMT reift mDCs besser als moDCs

In Seren von Aspergillose-Patienten wurden für das Protein SHMT (Serinhydroximethyl-

transferase) spezifische Antikörper detektiert [Teutschbein et al. (2015)], die von einer

aktiven Immunraktion gegen das Enzym zeugen. Durch die Immunreaktion der Patienten

wurde SHMT als immunogenes und für die DC-Immunmodulation interessantes Protein

eingestuft.

Die rekombinante Expression von SHMT erfolgt mithilfe von E. coli. Nachdem das Pro-

tein zweimal mittels Affinitätschromatografie von Endotoxinen aufgereinigt wurde, blieb

eine geringe Endotoxin-Konzentration von 0,0357 ng/ml bei einer Stimulation mit 5 µg/ml

SHMT im Protein enthalten. Da diese Kontamination oberhalb der Grenze von 0,01 ng/ml

lag, wurden Kontrollen mit der genannten LPS-Konzentration mitgeführt.

SHMT induziert die kostimulatorischen Reifemarker von moDCs

Mit 5 µg/ml SHMT stimulierte moDCs bildeten mehr und auch größere Zellhaufen, als

mit 1 µg/ml SHMT stimulierte moDCs. Die Positiv-Kontrolle mit 1 µg/ml LPS induzierte

die größten moDC-Cluster. Die mitgeführte LPS-Kontrolle mit 0,0357 ng/ml glich in ihrer

moDC-Konfluenz den unstimulierten Proben. Es konnte kein durch das Kulturmedium

verursachter Unterschied im Cluster-Verhalten der SHMT stimulierten moDCs festgestellt

werden (Abbildung 5.20).

Abbildung 5.20: SHMT induziert konzentrationsabhängig das Clustern von
moDCs. Wurden moDCs mit 5 µg/ml SHMT stimuliert, bildeten sie mehrere und größere
Zellhaufen, als mit 1 µg/ml stimulierte moDCs. Die 0,0357 ng/ml LPS-Kontrolle glich den
unstimulierten Proben.
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Bei Analyse der Maturierungsmarker-Expression traten Kulturmedium bedingte Unter-

schiede auf. Auch hier waren, wie schon bei den CcpA Stimulationen, die MHC Moleküle

HLA-ABC und HLA-DR auf unstimulierten moDCs in CellGro deutlich höher exprimiert,

als in RPMI10%FCS. Die Stimulation mit SHMT veranlasste eine leichte, eher tendenzi-

elle Reifung der moDCs in beiden Kulturmedien. Die Reifung der moDCs fiel mit 5 µg/ml

SHMT höher aus, als mit 1 µg/ml. moDCs induzierten mit 5 µg/ml SHMT CD80 signifi-

kant, sowie CD83, CD86 und CD40 in CellGro. In RPMI10%FCS erhöhten moDCs durch

5 µg/ml SHMT tendenziell CD83, CD86, CD40 und HLA-DR. Die LPS-Kontrolle mit

0,0357 ng/ml LPS war in allen Fällen im Rahmen der unstimulierten Proben (Abbildung

5.21).

Abbildung 5.21: SHMT rief bei moDCs eine leichte Maturierung hervor. Die
Reifung der moDCs war mit 5 µg/ml SHMT besser, als mit 1 µg/ml. SHMT induzierte
vor allem die kostimulatorischen Moleküle CD80, CD83, CD86 und CD40.

83



KAPITEL 5. ERGEBNISSE

mDCs maturieren durch SHMT Stimulation zu voll funktionsfähigen DCs

Das Clustern der mDCs durch SHMT Stimulation fiel geringer aus, als bei moDCs. Sie

gruppierten auch konzentrationsabhängig mit 5 µg/ml SHMT mehr und zu größeren Zell-

haufen, als mit 1 µg/ml. Die 0,0357 ng/ml LPS-Kontrolle glich in ihrer Konfluenz der

unstimulierten Probe. Obwohl die lichtmikroskopische Betrachtung eine geringere Rei-

fung der mDCs, im Vergleich zu moDCs, vermuten ließ, induzierten mDCs wesentlich

mehr Reifemarker. Die kostimulatorischen Moleküle CD80, CD83, CD86 und CD40 waren

schon durch 1 µg/ml SHMT signifikant induziert. Durch 5 µg/ml konnte die Reifung der

mDCs noch verstärkt werden. HLA-ABC wurde durch SHMT nicht induziert, wohl aber

HLA-DR. Dies könnte auf eine Präsentation von SHMT über MHC Klasse II Moleküle

hindeuten. Der homig-Rezeptor CCR7 wurde durch SHMT auch induziert. Im Vergleich

zur LPS-Kontrolle und zur CcpA-Stimulation allerdings eher leicht (Abbildung 5.22).

Abbildung 5.22: SHMT induzierte eine Reifung der mDCs. Die mDC-Cluster
nahmen mit steigender SHMT an Anzahl und Größe zu. Die Stimulation mit 1 µg/ml
SHMT induzierte bereits alle Marker, außer HLA-ABC und CCR7. Bei einer Stimulati-
on mit 5 µg/ml SHMT wurde die Reifung der mDCs noch verstärkt und CCR7 leicht
induziert. Durch die 0,0357 ng/ml LPS-Kontrolle wurden keine mDC-Cluster und Matu-
rierungsmarker induziert.
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Der Expressions-Unterschied der Reifemarker von unstimulierten mDCs zu SHMT sti-

mulierten mDCs war signifikant größer als bei moDCs. SHMT induzierte viele Reifemarker

auf mDCs bereits bei 1 µg/ml, moDCs benötigten für eine Reifung 5 µg/ml. Außerdem

erhöhten nur mDCs die Expression von HLA-DR und CCR7, die wichtig für die Antigen-

präsentation und die Migration zu peripheren Lymphknoten sind. SHMT beladene mDCs

dürften durch die bessere Reifung eine vollständigere Immunfunktion besitzen, als moDCs.

mDCs induzierten durch SHMT eine deutlichere Zytokinantwort als moDCs

Auch in der Multiplex-ELISA Analyse zeigten SHMT stimulierte mDCs durch eine deut-

lichere Zytokinfreisetzung eine bessere Stimulation als moDCs. Nach der 18-stündigen

Stimulation mit 5 µg/ml SHMT setzten moDCs und mDCs verschiedene Zytokine frei.

Das pro-inflammatorische Interleukin IL6 wurde von beiden DC Subtypen am stärksten

induziert. Außerdem sekretierten sie das Th1 induzierende Zytokine IL12p70, die pro-

inflammatorischen Zytokine IL21 und TNFa und die chemotaktischen Zytokine IL-10,

MIP-3a und RANTES. Die anti-inflammatorischen Zytokine IL4 und IL10 wurden nur

von moDCs in CellGro (IL4) und mDCs (IL10) induziert. IL23 wurde von SHMT stimu-

lierten mDCs induziert, jedoch nicht von moDCs.

Die verwendeten Kulturmedien RPMI10%FCS und CellGro verursachten nur geringe

Unterschiede auf die Zytokinfreisetzung von moDCs. Die LPS-Kontrolle mit 0,0357 ng/ml

induzierte in moDCs und mDCs keine Zytokinfreisetzung. So wurde sichergestellt, dass

die geringe LPS-Kontamination in SHMT keine stimulierenden Effekte auf die DCs hatte

(Abbildung 5.23).
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Abbildung 5.23: Mit SHMT stimulierte moDCs und mDCs sekretierten im-
munomodulatorische Zytokine. Für 18 h mit SHMT stimulierte moDCs und mDCs
sekretierten sehr viel IL6, im Vergleich zu den unstimulierten DCs. Deutlich erhöht wa-
ren TNFa, IP-10 und RANTES. Die verschiedenen Medien, RPMI10%FCS und CellGro,
bewirkten nur kleine Unterschiede in der moDC-Zytokinsekretion. mDCs wurden im Ver-
gleich zu moDCs durch SHMT besser stimuliert, vor allem wegen der niedrigen Werte bei
unstimulierten mDCs. Außerdem induzierten mDCs deutlich mehr IL23. Das Th1 indu-
zierende Zytokin IL12p70 wurde durch SHMT stimulierte mDCs und in RPMI10%FCS
gehaltene moDCs signifikant mehr sekretiert.

Da SHMT auf mDCs und moDCs maturierende Effekte bewies, wurden die DC Subtypen

mit SHMT beladen und hinsichtlich ihres Stimulations-Vermögens für autologe T-Zellen

analysiert.

SHMT beladene moDCs und mDCs induzierten Aspergillus-spezifische T-Zellen

Die mit 5 µg/ml SHMT beladenen DCs wurden mit autologen T-Zellen im IFNg-ELISpot

konfrontiert. T-Zellen, die aktivieren und IFNg sekretieren, erscheinen im ELISpot als dun-

kelvioletter Punkt. Wurde RPMI10%FCS als Kulturmedium eingesetzt, entstanden bereits

bei unstimulierten moDCs dunkelviolette Spots. Diese sind als Hintergrund anzusehen,
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der durch eine unspezifische Stimulation des im Medium enthaltenen FCS entstehen kann.

SHMT beladene moDCs und mDCs induzierten deutlich mehr Spots als die unstimulierten

DCs und die mit 0,0357 ng/ml LPS stimulierten Kontroll-DCs. Diese Spot-Induktion zeigt,

dass mit SHMT stimulierte moDCs und mDCs in der Lage waren, T-Zellen zur Sekretion

von IFNg anzuregen. Die durch SHMT beladene mDCs, induzierten IFNg-Spots waren im

Vergleich zu moDCs sehr dunkel und etwas größer (Abbildung 5.24).

Abbildung 5.24: SHMT beladene moDCs und mDCs induzieren eine IFNg-
Sekretion autologer T-Zellen. Die DCs wurden für 18 h mit 5 µg/ml SHMT beladen
und anschließend mit autologen T-Zellen im IFNg-ELISpot konfrontiert. In RPMI10%FCS
kultivierte DCs induzierten einen vergleichsweise hohen Hintergrund, der durch SHMT
jedoch deutlich übertroffen wurde. In CellGro gehaltene moDCs und mDCs induzier-
ten wenige und mit SHMT stimuliert über zehnmal mehr IFNg-sekretierende T-Zellen.
Die Fotos zeigen einen repräsentativen Spender, das Diagramm die Mittelwerte von 3
Spendern. T-Zellen alleine sekretierten kein IFNg, solche mit der Positiv-Kontrolle SEB
(Staphylokokkus-Enterotoxin-B) sehr viele (> OOR, oberhalb des Detektionslimits).
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Die mit 5 µg/ml SHMT beladenen DCs wurden anschließend hinsichtlich ihres Vermö-

gens, autologe und CFSE-gefärbte T-Zellen zur Proliferation anzuregen, analysiert. Wur-

den SHMT beladene moDCs in RPMI10%FCS kultiviert, induzierten sie T-Zellen zur

Proliferation; in CellGro-Medium konnte keine Proliferation festgestellt werden. SHMT

beladene mDCs veranlassten eine etwas geringere Proliferation der T-Zellen als moDCs in

RPMI10%FCS. CD4 T-Zellen proliferierten durch die Konfrontation mit SHMT beladenen

RPMI10%FCS moDCs und mDCs. CD8 T-Zellen proliferierten nur in Kontakt zu SHMT

beladenen mDCs und hier auch nur in sehr geringem Maße (Abbildung 5.25).

Abbildung 5.25: SHMT beladene moDCs und mDCs induzierten die Prolifera-
tion von autologen CD4 T-Zellen. Mit 5 µg/ml SHMT, in RPMI10%FCS kultivierte
moDCs (moDCsR) induzierten mehr T-Zellen zur Proliferation als mDCs. In CellGro ge-
haltene moDCs (moDCsC) induzierten keine T-Zell-Proliferation. CD8 T-Zellen wurden
nur von SHMT beladenen mDCs zu einer leichten Proliferation angeregt.

In PBMCs induzierte SHMT eine spezifische CD154-T-Zell Antwort

Die für 18 h stimulierten PBMCs wurden hinsichtlich ihrer CD154 Induktion durchfluss-

zytometrisch analysiert. Lebende CD4-positive Zellen von 3 Spendern exprimierten im

unstimulierten Ansatz zu 0,0667% ± 0,0072% den CD154 Marker. Mit anti-CD28 und 5

µg/ml SHMT stimuliert, induzierten sie CD154 signifikant auf 0,2713% ± 0,3201%. Die

mit anti-CD28 Antikörpern unspezifisch stimulierten PBMCs hatten im Mittel 0,1597% ±
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0,0214% CD4/CD154-positive Zellen. Die LPS-Kontrolle mit der SHMT kontaminieren-

den Konzentration von 0,0357 ng/ml wurde auch mit anti-CD28 stimuliert und befand sich

mit 0,1605% ± 0,0065% CD4/CD154-positiven Zellen im Bereich des anti-CD28 Hinter-

grunds. Die Induktion der CD154-positiven Zellen durch SHMT-Stimulation wird damit

nicht durch die leichte LPS-Kontamination verursacht, sondern durch SHMT selbst (Ab-

bildung 5.26).

Abbildung 5.26: SHMT induzierte Aspergillus-spezifische T-Zellen. PBMCs
wurden mit 5 µg/ml SHMT und einem anti-CD28 Antikörper zur Signalverstärkung, sti-
muliert und im Anschluss durchflusszytometrisch vermessen. Die Punktdiagramme eines
repräsentativen Spenders zeigen, dass nur wenige T-Zellen antigenspezifisch sind. SHMT
induzierte im Vergleich zu anti-CD28 stimulierten und unstimulierten PBMCs auf einigen
CD4-positiven T-Zellen die Expression von CD154.

SHMT beladene DCs zeigten im Vergleich zu CcpA beladenen DCs eine etwas niedrigere

Induktion von IFNg sekretierenden T-Zellen (ELISpot) und CD154 exprimierenden CD4

T-Zellen (CD154-Analyse). T-Zellen wurden durch SHMT beladene DCs in geringerem

Maße zur Proliferation angeregt als durch CcpA beladene DCs. Beide Proteine induzier-

ten auf moDCs und mDCs die Expression von HLA-DR, weshalb eine Antigenpräsentation

der prozessierten Proteine über MHC Klasse II Moleküle wahrscheinlich ist. Unterstützt

wird diese Annahme von den Proliferations-Experimenten. Hier proliferierten durch beide

Proteine deutlich mehr CD4 als CD8 T-Zellen. CD4 T-Zellen sind MHC Klasse II restrin-

giert und können durch die hohe Expression an MHC Klasse II Molekülen auf SHMT und

CcpA stimulierten DCs zur Proliferation werden. Der homig-Rezeptor CCR7 wurde durch

CcpA deutlich stärker induziert, als durch SHMT. Deshalb wird eine unterschiedlich gute

Migration der jeweiligen DCs zu peripheren Lymphknoten vermutet.

89



KAPITEL 5. ERGEBNISSE

5.3.3 Aspergillus Lysat reifte DCs nicht, aktivierte jedoch spezifische

T-Zellen

Die Firma Miltenyi Biotec vertreibt ein Lysat von Aspergillus-Mycel, das auf die Stimula-

tion von Aspergillus-spezifischen T-Zellen abgestimmt ist. Das lysierte Mycel dürfte eine

Menge an unterschiedlichen Pilzbestandteilen beinhalten, die im Produktdatenblatt aber

nicht näher erläutert sind. Dieses Produkt ist insbesondere aus dem Grund interessant,

weil es auch als GMP konform erhältlich ist.

moDCs und mDCs maturierten durch eine Stimulation mit Aspergillus Lysat nicht

Die DCs wurden mit 50 µg/ml Aspergillus Lysat laut Herstellerangaben stimuliert. Nach

18 h bildeten in CellGro kultivierte moDCs wenige und kleine Zellhaufen. In RPMI10%FCS

gehaltene moDCs zeigten keine Zell-Cluster. Die Positiv-Kontrolle LPS rief viele und große

Cluster hervor. Das niedrige Clustern durch die Stimulation mit Aspergillus Lysat, ließ

eine schwache Maturierung vermuten. Die durchflusszytometrisch analysierten Maturie-

rungsmarker wurden auf moDCs in RPMI10%FCS und CellGro nicht induziert. Obwohl

in CellGro kultivierten moDCs leicht clusterten, regulierten sie keinen der Maturierungs-

marker. Die Positiv-Kontrolle LPS konnte jedoch eine Reifung auslösen (Abbildung 5.27).
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Abbildung 5.27: moDCs reifen durch Stimulation mit Aspergillus Lysat (Afu-
Ly) nicht. Im Lichtmikroskop zeigten nur in CellGro kultivierte moDCs kleine Zell-
Cluster durch AfuLy. moDCs in RPMI10%FCS und CellGro maturierten durch AfuLy
nicht. Die Positiv-Kontrolle LPS induzierte DC-Cluster und Maturierungsmarker.

mDCs bildeten durch die 18 h Stimulation mit Aspergillus Lysat keine Cluster, die

Zell-Konfluenz glich der von unstimulierten mDCs. Die vermutlich schwache Maturierung

wurde durch die durchflusszytometrische Analyse der Maturierung bestätigt. mDCs in-

duzierten durch die Stimulation mit Aspergillus Lysat keine Maturierungsmarker. Die

Positiv-Kontrolle LPS ließ mDCs wie gewohnt clustern und maturieren (Abbildung 5.28).

Abbildung 5.28: Aspergillus Lysat (AfuLy) löste bei mDCs keine Maturierung
aus. Im Lichtmikroskop konnten keine mDC-Cluster durch AfuLy beobachtet werden.
Auch die Maturierungsmarker wurden durch AfuLy auf mDCs nicht erhöht. Die Positiv-
Kontrolle LPS induzierte mDC-Cluster und Maturierungsmarker.
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Aspergillus Lysat induzierte in moDCs tendenziell und in mDCs fast keine Zytokine

Die geringe Maturierung von Aspergillus Lysat stimulierten, in CellGro gehaltenen moDCs

wurde durch eine niedrige Zytokinsekretion begleitet. Das chemotaktische Zytokin IP-10

wurde als einziges Zytokin signifikant induziert. Tendenziell waren die pro-inflammatorischen

Zytokine IL6, TNFa und das anti-inflammatorische Zytokin IL4 induziert. In RPMI10%FCS

kultivierte moDCs induzierten tendenziell IL6, IP-10 und IL4 mDCs induzierten durch

Aspergillus Lysat nahezu keine Zytokine. Lediglich das pro-inflammatorische IL6 wurde

tendenziell etwas erhöht (Abbildung 5.29).

Abbildung 5.29: Aspergillus Lysat (AfuLy) induzierte nur eine tendenziell er-
höhte Zytokinsekretion von moDCs und mDCs. In CellGro gehaltene moDCs indu-
zierten signifikant IP-10 und tendenziell IL6, TNFa und IL4. In RPMI10&FCS kultivierte
moDCs induzierten tendenziell IL-10 und IL4. mDCs induzierten durch Aspergillus Lysat
(AfuLy) nur das pro-inflammatorische Zytokin IL6 tendenziell.
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Die niedrige Zytokinsekretion von Aspergillus Lysat stimulierten moDCs und mDCs

wurde, wie durch die geringe Maturierung vermutet, in den Multiplex-ELISA Analysen

bestätigt. Unreife DCs sind nicht in der Lage ihre Zytokinsekretion auf eine bedeutsame

Menge anzuheben. Da moDCs und mDCs durch Aspergillus wenig maturierten und wenige

Zytokine sekretierten, wurden sie nicht hinsichtlich ihrer T-Zell-Aktivierung analysiert.

Lysat beladene moDCs und mDCs induzierten eine moderate Aspergillus-spezifische

T-Zell Antwort

Für 18 Stunden mit und ohne Aspergillus Lysat (50 µg/ml) stimulierte moDCs und mDCs

wurden im IFNg ELISpot mit autologen T-Zellen konfrontiert. In RPMI10%FCS kulti-

vierte moDCs induzierten bereits ohne Stimulus einige Spots, die aber mit Aspergillus

Lysat Stimulation signifikant zunahmen. Der Hintergrund von unstimulierten moDCs und

mDCs in CellGro war niedrig. Durch Aspergillus Lysat Stimulation induzierten diese DCs

signifikant mehr Spots (Abbildung 5.30).

Abbildung 5.30: Aspergillus Lysat (AfuLy) beladene moDCs und mDCs akti-
vieren autologe T-Zellen zur IFNg Sekretion. Die Erhöhung der Spot-Anzahl war
durch AfuLy beladene moDCs und mDCs gegeben, im Vergleich zu unstimulierten DCs.
Unstimulierte T-Zellen sekretierten kein IFNg, mit SEB (Staphylokokken-Enterotoxin-B)
stimulierte sehr viel (über Detektionslimit, >OOR).
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Obwohl moDCs und mDCs durch die Stimulation mit Aspergillus Lysat nicht maturier-

ten und nur wenige Zytokine mit geringer Konzentration induzierten, aktivierten sie im

ELISpot autologe T-Zellen zur IFNg Sekretion. Im Vergleich zu SHMT-DCs und CcpA-

DCs fiel die T-Zell Aktivierung durch AfuLy-DCs im ELISpot geringer aus.

Anschließend wurden die mit 50 µg/ml Aspergillus Lysat (AfuLy) beladenen DCs mit

autologen, CFSE gefärbten T-Zellen konfrontiert und deren Proliferation analysiert. Mit

AfuLy beladen, zeigten in CellGro kultivierte moDCs die höchste Proliferationsrate der

CD3 T-Zellen im Vergleich zu in RPMI10%FCS gehaltenen moDCs und mDCs. Durch

alle AfuLy-DCs proliferierte ausschließlich die CD4 T-Zellpopulation und CD8 T-Zellen

teilten sich nicht (Abbildung 5.31).

Abbildung 5.31: Mit 50 µg/ml Aspergillus Lysat (AfuLy) beladene DCs pro-
liferierten ausschließlich die CD4 T-Zellpopulation. In CellGro gehaltene moDCs
(moDCsC) induzierten durch AfuLy die höchste T-Zellproliferationsrate, im Vergleich zu
mDCs und in RPMI10%FCS gehaltene moDCs (moDCsR). CD8 T-Zellen proliferierten
durch AfuLy beladenen DCs nicht.

In PBMCs induzierte das Aspergillus Lysat Aspergillus-spezifische CD154 T-Zellen

Die bereits publizierte Induktion des CD154 Oberflächenmarkers auf CD4-positiven Zellen

in PBMCs durch Aspergillus Lysat [Bacher et al. (2014a)] konnte durch eigene Experimen-

te bestätigt werden. CD4-Zellen von unstimulierte PBMCs waren im Mittel zu 0,0667% ±

0,0072% CD154-positiv. Bei Stimulation mit Aspergillus Lysat und dem Signalverstärker
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anti-CD28, erhöhte sich dieser Anteil auf 0,2958% ± 0,0591%. Der unspezifische anti-CD28

Hintergrund betrug 0,1587% ± 0,0214% (Abbildung 5.32).

Abbildung 5.32: Aspergillus Lysat (AfuLy) induzierte Aspergillus-spezifische
T-Zellen. PBMCs wurden mit 50 µg/ml AfuLy und einem anti-CD28 Antikörper zur
Signalverstärkung, stimuliert und im Anschluss durchflusszytometrisch vermessen. Die
Punktdiagramme eines repräsentativen Spenders zeigen, dass nur wenige T-Zellen anti-
genspezifisch sind. AfuLy induzierte im Vergleich zu anti-CD28 stimulierten und unstimu-
lierten PBMCs auf einigen CD4-positiven T-Zellen die Expression von CD154.

Aspergillus Lysat (AfuLy) rief bei moDCs und mDCs keine Maturierung und die Se-

kretion weniger Zytokine in geringer Konzentration hervor. Dennoch waren diese Afu-

Ly beladene DCs in der Lage, wenige T-Zellen zur IFNg Sekretion (ELISpot), zur T-

Zell proliferation und zur CD154 Induktion anzuregen.

Im Vergleich zu CcpA und SHMT fiel die Immunreaktion der DCs auf AfuLy weitaus

geringer aus. Im ELISpot reagierten weniger T-Zellen mit einer IFNg Sekretion auf AfuLy-

DCs als auf CcpA- und SHMT-DCs. Die CD154 Induktion war dagegen durch AfuLy am

stärksten.

5.3.4 CpcB und fg-gap wirkten auf moDCs und mDCs nicht immunogen

Die beiden rekombinant exprimierten Aspergillus-Proteine CpcB und fg-gap wurden von

Kooperationspartnern aus dem Hans-Knöll-Institut in Jena bereitgestellt. Sie wurden,

ebenso wie SHMT, durch das Screening von Patienten-Seren nach anti-Aspergillus Anti-

körpern entdeckt. Durch die vollzogene Immunantwort mit einhergehender Bildung spe-

zifischer Antikörper, wurden diese Proteine für die vorliegende Arbeit interessant. fg-gap
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wurde durch den Hefepilz Pichia pastoris rekombinant exprimiert und SHMT durch E.

coli. Die Endotoxin-Messung ergab für beide Proteine so niedrige Werte, dass keine Auf-

reinigung nötig war.

CpcB und fg-gap konnten moDCs und mDCs nicht maturieren

Die für 18 Stunden mit 1-10 µg/ml CpcB oder fg-gap stimulierten moDCs und mDCs

wurden mit dem Durchflusszytometer hinsichtlich ihrer Maturierungsmarker-Expression

analysiert. In RPMI10%FCS und CellGro kultivierte moDCs und die in CellGro gehal-

tenen mDCs induzierten durch Stimulation mit CpcB oder fg-gap keine der analysierten

Maturierungsmarker, wohingegen die Positiv-Kontrolle LPS eine deutliche Maturierung

von moDCs und mDCs auslöste (Abbildung 5.33).
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Abbildung 5.33: CpcB und fg-gap maturieren moDCs und mDCs nicht.
Für 18 h mit CpcB und fg-gap stimulierte moDCs und mDCs exprimierten dasselbe
Maturierungsmarker-Profil wie unstimulierte moDCs und mDCs. Die Positiv-Kontrolle
LPS induzierte eine deutliche Maturierung beider DC Subtypen.

In PBMCs induzierten CpcB und fg-gap keine spezifische CD154-positiven

CD4-Zellen

Die durchflusszytometrische Analyse von CD154 exprimierenden CD4-positiven Zellen der

18 h stimulierten PBMCs zeigte keine immunogene Wirkung von CpcB und fg-gap (Ab-

bildung 5.34).

Abbildung 5.34: CpcB und fg-gap induzierten keine Aspergillus-spezifische T-
Zellen. PBMCs eines repräsentativen Spenders wurden mit 5 µg/ml CpcB, 5 µg/ml fg-
gap und einem anti-CD28 Antikörper zur Signalverstärkung stimuliert und im Anschluss
durchflusszytometrisch vermessen. Die Punktdiagramme eines repräsentativen Spenders
zeigen, dass nur wenige T-Zellen antigenspezifisch sind. CpcB und fg-gap induzierten im
Vergleich zu anti-CD28 stimulierten und unstimulierten PBMCs kein CD154 auf CD4-
positiven T-Zellen.
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Mit CpcB und anti-CD28 stimulierte PBMCs waren im Mittel zu 0,1735% ± 0,0095%

CD154- und CD4-positiv. Mit dem Signalverstärker anti-CD28 und fg-gap stimulierte

PBMCs waren zu 0,1745% ± 0,0175% CD154 und CD4-positiv. Der unspezifische Hin-

tergrund der anti-CD28 Stimulation lag bei 0,1587% ± 0,0214% CD154/CD4-positiven

Zellen. Der prozentuale Anteil an CD154/CD4-positiven Zellen wurde durch CpcB und

fg-gap im Vergleich zum anti-CD28-Hintergrund nicht erhöht.

Die Proteine CpcB und fg-gap waren weder in der Lage moDCs und mDCs zur Ma-

turierung anzuregen, noch in PBMCs Aspergillus-spezifische CD154-positive T-Zellen zu

induzieren. Obwohl in Patientenseren spezifische Antikörper detektiert wurden [Teutsch-

bein et al. (2015)], sollten diese Proteine aufgrund ihrer nicht immunogenen Wirkung auf

moDCs, mDCs und PBMCs vom Gebrauch für antigene Immunmodulationen von DCs

ausgeschlossen werden.
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5.4 Immunmodulation von DCs

Die getesteten Parameter sollten eine mögliche anti-Aspergillus DC-Immuntherapie an

verschiedenen Punkten verbessern. Als Kulturmedium diente bislang immer RPMI mit

10% FCS, welches nicht GMP konform ist und deshalb durch CellGro ausgetauscht wur-

de. moDCs zeigten in den beiden Medien unterschiedliche Differenzierungsverhalten und

leichte Unterschiede in ihrer Reaktion auf Aspergillus-Antigene (Abschnitt 5.3). Durch die

Zugabe von Hyaluronsäure sollte die Vitalität der Zellen gesteigert werden. DC-Funktionen

können durch einzelne Proteine oft nicht optimal stimuliert werden (Abschnitt 5.3), zur

Unterstützung wurden Rezeptor-Agonisten titriert. DCs wurden mit verschieden konzen-

trierten Rezeptor-Agonisten stimuliert, um für den adjuvanten Effekt einen geringe Ma-

turierung hervorzurufen. Für eine spätere Immuntherapie sind Restimulationen mit anti-

genbeladenen DCs nötig, weshalb die Zellen möglichst verlustfrei an Vitalität und Immu-

nogenität gelagert werden müssen. Diese anspruchsvolle Lagerung konnte für moDCs mit

dem Einfriermedium CryoStor der Firma Bio Life Solutions ermöglicht werden.

5.4.1 Medien-abhängige Unterschiede der moDC Differenzierung

Die herkömmliche Differenzierung von moDCs aus Monozyten in Kulturmedium mit FCS

ist aufgrund dem zugesetzten tierischem Serum problematisch für ein GMP konformes Ar-

beiten. Tierische und humane Fremdproteine bergen das Risiko unspezifische Immunreak-

tion zu induzieren und infektiöse Pathogene oder Prionen zu übertragen [Mackensen et al.

(2000); Selvaggi et al. (1997)]. Autologes Plasma kann zirkulierende, Tumor-induzierende

Faktoren enthalten [Yang L (2004)]. Aus diesen Gründen wurde eine vergleichende Diffe-

renzierung von moDCs mit herkömmlichem RPMI10%FCS, RPMI10%HS PAA/BW (Hu-

manserum von PAA oder Biowest) und serumfreiem CellGro durchgeführt.

In RPMI10%FCS differenzierte moDCs zeigten eine semi-adhärente Konfluenz mit den-

dritischer Zellform bei 40-facher Vergrößerung im Lichtmikroskop. Im FSC-SSC-Diagramm

einer durchflusszytometrischen Messung bildeten sie eine einheitliche Population mit 84,2%

vitalen Zellen. CD14 wurde für moDCs typisch, am fünften Tag nicht mehr exprimiert,

währenddessen CD1a exprimiert wurde. Mit humanem Serum in RPMI differenzierte moD-

Cs waren zellmorphologisch eher abgerundet (Biowest) oder verkrümmt (PAA). Die Zell-

vitalität war prozentual niedriger als bei in RPM10%FCS differenzierten moDCs. Insbe-
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sondere exprimierten RPMI10%HS moDCs den moDC-Marker CD1a nicht. In CellGro

differenzierte moDCs ähnelten zellmorphologisch und in ihrer prozentualen Vitalität den

in RPMI10%FCS moDCs. Allerdings wurde CD1a nur von einem Teil der CellGro moDCs

exprimiert und CD14 nicht vollständig herunter reguliert (Abbildung 5.35).

Abbildung 5.35: moDCs differenzieren in verschiedenen Kulturmedien un-
terschiedlich. Mit RPMI10%FCS differenzierte moDCs zeigten die typischen moDC-
Merkmale, wie die dendritische Zellmorphologie, eine gute Vitalität und die Expression
von CD1a, währenddessen CD14 nicht exprimiert ist. Mit RPMI10%HS (Humanserum
von PAA oder Biowest) differenzierte moDCs waren zellmorphologisch wenig dendritisch,
hatten eine geringere Vitalität und exprimierten kein CD1a. CellGro induzierte eine den-
dritische Zellmorphologie mit guter Vitalität und einer teilweisen Expression von CD1a.

Aufgrund der fehlenden CD1a-Expression wurden mit Humanserum differenzierte moD-

Cs von weiteren Experimenten ausgeschlossen. In CellGro differenzierte moDCs expri-
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mierten zum Teil CD1a und wurden in den Protein-Stimulationen (Abschnitt 5.3) mit

RPMI10%FCS differenzierten moDCs verglichen.

5.4.2 Hyaluronsäure steigerte die DC Vitalität und Reifung nicht

eindeutig

Hyaluron ist ein Bestandteil der extrazellulären Matrix und ist beteiligt an der Gewebe-

Hydratisierung, der Gelenkschmierung und an Immunregulationen [reviewed in Jiang et al.

(2011)]. Während einer Gewebeverletzung und der Wundheilung wird Hyaluron produziert

und durch Enzyme sowie reaktiven Sauerstoffspezies fragmentiert. Je nach Fragmentgröße

ist Hyaluron in der Lage verschiedene Immunreaktionen hervorzurufen [reviewed in Stern

et al. (2006)]. Hyaluron-Oligosaccharide können murine, aus Knochenmark differenzierte

dendritische Zellen und humane moDCs über TLR4 zur Reifung stimulieren [Termeer

et al. (2000, 2002)]. Zudem induzierten murine Knochenmarks-DCs unter Einfluss von

Hyaluron eine bessere T-Zellproliferation durch eine verbesserte Antigenpräsentation [Do

et al. (2004)]. Durch diese publizierte Beobachtungen wurde Hyaluron hinsichtlich einer

verbesserten Vitalität und Reifung der verwendeten DCs getestet (Abbildung 5.36).

Abbildung 5.36: Hyaluron verbesserte die Vitalität und die Reifung der moDCs
nicht. Gezeigt ist ein repräsentativer Spender von insgesamt 3 analysierten Spendern.
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moDCs zeigten durch die Zugabe von 20 µg/ml Hyaluron (Sigma) für 24 h keine Un-

terschiede zu unstimulierten moDCs. Die Vitalität unstimulierter und mit Hyaluron sti-

mulierter moDCs unterschied sich mit 80,3% ± 6,9% und 82,1% ± 3,4% nicht. Die Ma-

turierungsmarker CD80, CD83 und CD86 konnten durch 1 µg/ml LPS induziert werden.

Hyaluron rief auf moDCs dieselbe Markerexpression wie auf unstimulierten moDCs hervor.

Für mDCs konnten keine positiven Effekte auf die Vitalität oder die Reifung durch

Hyaluron bewirkt werden. Bis auf einen von insgesamt vier Spendern, waren keine Un-

terschiede zwischen mit Hyaluron stimulierten und unstimulierten mDCs erkennbar. Vital

waren 31,9% ± 5,7% der unstimulierten mDCs und 34,1% ± 4,3% der mit Hyaluron sti-

mulierten mDCs. Die Expression der Maturierungsmarker CD80, CD83 und CD86 konnte

durch die Positiv-Kontrolle LPS deutlich erhöht werden. Die Hyaluron stimulierten mDCs

exprimierten das gleiche Markerprofil wie unstimulierte mDCs. Abbildung 5.37 zeigt den

Spender, der mit erhöhter Vitalität und Reifung auf die Hyaluron-Stimulation reagierte.

Abbildung 5.37: Hyaluron verbesserte die Vitalität und Reifung von nur einem
mDC-Spender. Diese Verbesserung konnte durch 3 weitere Stimulations-Experimente
nicht bestätigt werden.

Die knapp um die Hälfte verbesserte Vitalität und leichte Erhöhung der Maturierungsmarker-

Expression konnte durch kein weiteres Stimulations-Experiment bestätigt werden. Auf-

grund unveränderten Vitalität und Reifung der moDCs und mDCs fand Hyaluron keine

Verwendung in Antigenstimulations-Experimenten.
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5.4.3 Rezeptor-Agonisten zur Unterstützung von DC-Funktionen

Einzelne Proteinantigene können DCs oft nicht zu einer vollständigen Immunfunktion

stimulieren. Zudem kann es sein, dass diese DCs nicht die gewünschte T-Zell Populati-

on aktivieren. Zur Erfüllung der Anforderungen wurden Rezeptor-Agonisten gewählt, die

dieselben Rezeptoren wie Aspergillus binden. Die einzusetzende Konzentration wurde so

austitriert, dass ein leichte Maturierung von moDCs erkennbar war. Diese Konzentrati-

on soll gewährleisten, dass DCs ihre Immunfunktionen hauptsächlich auf stimulierende

Antigen abstimmen und diese durch Rezeptor-Agonisten verstärkt und in die gewünschte

Immunantwort gelenkt werden.

Zymosan ist ein Homoglykan in der fungalen Zellwand und bindet auf DCs an das C-

Typ Lectin Dectin-1 und TLR2, beides Rezeptoren für Aspergillus fumigatus [Braedel et al.

(2004); Mezger et al. (2008)]. moDCs wurden unstimuliert belassen und mit einer Zymosan-

Konzentrationsreihe von 0,1 bis 10 µg/ml in Zehner-Schritten für 18 h bei 37°C inkubiert.

Die nachfolgende Analyse der Maturierungsmarker am Durchflusszytometer ergab, dass

10 µg/ml Zymosan moDCs stark stimulierten. Mit 1 µg/ml Zymosan war bereits eine

verringerte Expression von CD83 und CD86 zu erkennen. Als adjuvante Konzentration

zur leichten Stimulation von moDCs erwies sich 0,1 µg/ml Zymosan für gut, durch welche

CD80 nicht mehr und CD83/CD86 leicht induziert wurden (Abbildung 5.38).

Abbildung 5.38: Zymosan rief bei moDCs mit 0,1 µg/ml eine leichte Maturie-
rung hervor.

Pam3CSK4 ist ein Ligand für TLR1 und TLR2, wobei TLR2 ein Rezeptor für A. fumi-

gatus ist [Braedel et al. (2004)]. Für 18 h mit Pam3CSK4 stimulierte moDCs induzierten

bei 0,001 µg/ml CD86 leicht. Die nächsthöhere Konzentration mit 0,01 µg/ml Pam3CSK4

103



KAPITEL 5. ERGEBNISSE

induzierte die Expression von CD80, CD83 und CD86, wobei 0,1 µg/ml die moDCs noch

deutlicher reifte. Adjuvante Effekte von Pam3CSK4 würden mit 0,01 und 0,001 µg/ml

erwartet werden (Abbildung 5.39).

Abbildung 5.39: Mit 0,01 und 0,001 µg/ml konzentriertes Pam3CSK4 ließ
moDCs leicht maturieren.

LPS ultrapur stimuliert ausschließlich TLR4, welches als Rezeptor für A. fumigatus

fungiert [Braedel et al. (2004)]. Dieses Stimulus musste sehr stark verdünnt werden, um

eine leichte moDC-Maturierung hervorzurufen. Erst mit einer Konzentration von 0,0001

µg/ml, wurden CD80 und CD83 nicht mehr induziert und CD86 moderat. Alle höheren

Konzentrationen führten zu einer sehr starken Expression der Maturierungsmarker und

damit zu reifen moDCs (Abbildung 5.40).

Abbildung 5.40: Eine leichte Maturierung von moDCs wurde mit 0,0001 µg/ml
LPS ultrapur bewirkt.

R848, auch Imiquimod genannt, kann die intrazellulär vorkommenden TLR7 und TLR8

binden [Jurk et al. (2002)]. Die Stimulation von TLR7/8 kann moDCs zur Aktivierung nai-

ver CD4 T-Zellen veranlassen [Lombardi et al. (2009)], was von einem Adjuvant erwünscht
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wird. Eine leichte, für einen adjuvanten Effekt vorteilhafte Maturierung konnte durch die

Stimulation der moDCs mit 0,001 µg/ml R848 erzielt werden. Höher konzentriertes R848

führte zu einer starken moDC-Reifung (Abbildung 5.41).

Abbildung 5.41: R848 induzierte mit einer Konzentration von 0,001 µg/ml eine
leichte Reifung der moDCs.

Die Stimulations-Experimente von moDCs mit verschiedenen Rezeptor-Agonisten zeig-

ten, dass Zymosan, Pam3CSK3, LPS ultrapur und R848 als Adjuvantien in Frage kommen

könnten. Alle vier getesteten Stimuli konnten bis auf einen Konzentration titriert werden,

die bei moDCs eine leichte Maturierung hervorrief.

5.4.4 CryoStor als geeignetes GMP konformes Einfriermedium

Für eine DC-Immuntherapie sind herkömmliche Einfriermedien mit Fremdproteinen wie

aus FCS aufgrund der GMP Richtlinien ungeeignet. Anstatt FCS könnte humanes AB-

Serum eingesetzt werden, das zwar GMP konform ist, jedoch nicht autolog. CryoStor ist

ein Einfriermedium, das keiner zusätzlichen Proteine bedarf.

Die in CryoStor bei -80°C für 5 Tage gelagerten, aufgetauten und für 18 h kultivierten

moDCs bildeten in der durchflusszytometrischen Analyse eine kompakte Population, der

81,2% der vermessenen Zellen angehörten. Von dieser Population waren 93,1% vital, indem

sie negativ für die lebend-tot-Farbstoffe PI8 und Annexin-V waren.

Die Antigen-bedingte Maturierung der moDCs wurde durch die Lagerung in CryoStor

nicht verändert. CcpA und SHMT induzierten eine höhere Expression der Maturierungs-

marker CD80, CD83 und CD86, die nach dem Auftauen und der 18-stündigen Inkubation

immer noch vorhanden war. Aspergillus Lysat und die LPS-Kontrolle mit 0,0357 ng/ml

8Propidium
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zeigten vor und nach der Lagerung dieselbe Markerexpression wie unstimulierte moDCs

(Abbildung 5.42).

Abbildung 5.42: Mit CryoStor gelagerte und wieder aufgetaute moDCs sind
vital und Antigen-gereift. Für 5 Tage mit CryoStor bei -80°C gelagerte, aufgetaute
und für 18 h kultivierte moDCs zeigten im FCS-SSC-Diagramm eine vitale Population,
von welchen 93,1% Annexin-V und PI negativ waren. Die vor der Lagerung induzierte Ma-
turierung durch verschiedene Antigene veränderte sich im Vergleich zu frisch stimulierten
moDCs nicht (Abbildung 5.3).

Die gute Vitalität und unveränderte Maturierung der moDCs nach einer Lagerung bei

-80°C unterstützten die Verwendung von CryoStor als geeignetes Einfriermedium. In Hin-

blick auf die Etablierung einer Immuntherapie sind eine hohe Vitalität und die antigen-

spezifische Expression der Maturierungsmarker von großer Bedeutung.
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6 Diskussion

Die Immunfunktionen von dendritischen Zellen sind für eine erfolgreiche Beseitigung von

Erregern essentiell. Sie phagozytieren in den Körper eindringende Pathogenen, präsentie-

ren die prozessierten Pathogen-Antigene und stimulieren auf eine pathogenabhängige Art

und Weise die Immunzellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems.

Zur Erforschung von DCs werden hauptsächlich von Monozyten differenzierte DCs ver-

wendet, da Monozyten mit einer deutlich höheren Frequenz als in vivo DCs im peripheren

Blut vorkommen. Zudem lassen sich die Monozyten unter Zytokin-Einfluss relativ einfach

zu moDCs ausdifferenzieren. In einer zunehmenden Anzahl von Studien zeigt die Ana-

lyse von mDCs und pDCs, dass diese ex vivo DCs sich voneinander und auch von den

artifiziellen, in vitro generierten moDCs in vielen Punkten unterscheiden.

Durch die vorliegende Arbeit konnten Unterschiede zwischen den DC Subpopulatio-

nen und ihrer Interaktion mit dem humanpathogenen Schimmelpilz Aspergillus fumigatus

festgestellt werden. Diese Unterschiede gaben Aufschluss darüber, welche DC Subpopula-

tionen für die vorklinische Etablierung einer anti-Aspergillus Immuntherapie hilfreich sein

könnten. Die Stimulation von moDCs und mDCs mit verschiedenen Aspergillus-Antigenen

lieferte zwei rekombinant hergestellte Proteine, die für einen DC-Vakzine-Cocktail genutzt

werden könnten. Weiterführend konnten Optimierungsmöglichkeiten in der Lagerung der

DCs und einer optionalen DC-Funktionsverstärkung etabliert werden.

6.1 Humane DCs interagieren auf verschiedene Weise mit

A. fumigatus

In den Interaktions-Studien mit DC Subpopulationen und A. fumigatus wurde beobach-

tet, dass moDCs und mDCs relativ ähnlich auf die Pilzzellen reagierten, während pDCs

nahezu keine Immunreaktion induzierten. Abbildung 6.1 zeigt eine schematische Zusam-
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menfassung aller Ergebnisse, die zum Teil auch mit der vorangegangenen Masterarbeit

[Kungl (2012)] und der vorliegenden Doktorarbeit erzielt wurden.

Abbildung 6.1: Schematische Zusammenfassung der DC-Aspergillus Interakti-
on. moDCs und mDCs reagierten relativ ähnlich auf A. fumigatus. Sie phagozytierten die
Pilzmorphologien, maturierten in direktem Kontakt zu Aspergillus, sekretierten ein immu-
nomodulatorisches Zytokinprofil und exprimierten Aspergillus-Rezeptoren. Ausschließlich
moDCs konnte das Wachstum von phagozytierten Konidien hemmen. pDCs unterschie-
den sich in ihrer Reaktion auf A. fumigatus deutlich von moDCs und mDCs. Keine der
Pilzmorphologien wurde durch pDCs phagozytiert, pDCs maturierten nicht durch Asper-
gillus, sekretierten nahezu keine Zytokine und exprimierten bis auf einen sehr geringen
Anteil keine Aspergillus-Rezeptoren.

6.1.1 Das unterschiedliche Maturierungs-Verhalten der DC Subtypen

moDCs und mDCs maturierten in direktem Kontakt zu Keimschläuchen. Dass moDCs

bei Kontakt zu A. fumigatus ihre Maturierungsmarker erhöhen, wurde zuvor bereits von

mehrere Studien beschrieben. [Braedel et al. (2004)] stimulierte moDCs mit inaktivier-

ten Aspergillus Hyphen über Nacht und beobachtete am nächsten Tag die Expressions-

erhöhung von CD80, CD83, CD86, CD40 und HLA-DR. Die Expressionsintensität der

gemessenen Marker war in dieser Studie und der vorliegenden Arbeit vergleichbar hoch.

Vergleichbare Werte wurden auch in einer weiteren Studie beschrieben, mit welcher ge-

zeigt wurde, dass die Maturierung der moDCs auf Konidien durch die Immunsuppressi-

va Amphotericin B und Voriconazol nicht beeinträchtigt wurde [Gafa et al. (2006)]. Im

Vergleich dazu konnte [Bauer et al. (2012)] zeigen, dass das Immunsuppressivum 40-O-[2-

Hydroxyethyl]rapamycin (RAD) die Aspergillus bedingte Maturierung von moDCs durch

eine geringere Expression von CD40, CD80, CD83 und CD86 beeinträchtigte.
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Die Maturierung der mDCs durch Keimschläuche wurde bislang in der Fachliteratur

nicht beschrieben und durch dieses Projekt erstmalig gezeigt [Lother et al. (2014)]. mDCs

erhöhten im Vergleich zu moDCs die Expression von MHC Klasse II Molekülen, was eine

bessere Antigenpräsentation zulassen könnte. Durch die erhöhte Expression von MHC Mo-

lekülen auf DCs, verglichen mit Monozyten und moDCs, konnte [Thomas et al. (1993)] eine

höhere T-Zell-Proliferation von allogenen CD3-selektierten T-Zellen nachgewiesen werden.

Dass mit Tetanus Toxoid beladene CD11c-positive ex vivo mDCs die allogene T-Zell-

Proliferation besser induzieren als moDCs, wurde von [Osugi et al. (2002)] gezeigt. Die

durch mDCs erhöhte Expression von MHC Klasse II Molekülen, nicht aber von MHC Klas-

se I Molekülen, könnte auf eine Präsentation von Aspergillus-Antigenen zu CD4 T-Zellen

hinweisen. Damit wäre eine T-Helfer-Zell vermittelte Immunantwort gegen A. fumigatus

möglich. Humane Leukozyten und moDCs gesunder Spender zeigen bei Stimulation mit A.

fumigatus eine Th1 Antwort mit hoher IFNg Sekretion der CD4-positiven Zellen [Hebart

et al. (2002); Gafa et al. (2006)]. A. fumigatus zählt als Pilz zu den extrazellulären Patho-

genen, die über Phagozytose in die Zelle aufgenommen werden müssen und in den Phago-

lysosomen als prozessierte Peptide an MHC Klasse II Moleküle gebunden werden [Abbas

et al. (2014)]. Da nur MHC Klasse II Moleküle erhöht wurden, werden vermutlich keine

Aspergillus-Antigene über MHC Klasse I Moleküle zu CD8 T-Zellen kreuz-präsentiert. Die

Grundexpression der MHC Moleküle auf unstimulierten mDCs und pDCs war deutlich hö-

her, als auf moDCs. Ein Grund hierfür könnte die periphere Toleranzvermittlung sein, für

die DCs körpereigene Antigene präsentieren [Abbas et al. (2014)]. Monozyten, aus denen

moDCs differenziert werden, sind nicht für die Toleranz des eigenen Körpers zuständig

und regulieren ihre MHC Moleküle erst bei Pathogen-Kontakt hoch.

Studien zur Interaktion von pDCs und A. fumigatus beschreiben vor allem deren Zy-

tokinsekretion und nicht das Maturierungs-Verhalten. Unter Verwendung von Antigenen

anderer Pathogene, wie viraler Nukleinsäuren, konnten pDCs gereift werden, was sich in

der erhöhten Expression von Maturierungsmarkern zeigte [Kadowaki et al. (2001); Co-

lonna et al. (2004)]. Durch die gleichzeitige Stimulation mit mikrobiellen Stimuli und IL3,

beschrieb [Soumelis and Liu (2006)] die Ausbildung einer deutlichen dendritischen Zellmor-

phologie der pDCs und eine sehr hohe MHC Klasse II Expression. Eine hohe Expression

aller Maturierungsmarker konnte durch die Stimulation von pDCs mit dem TLR7 Ligand

Imiquimod (R848) erzielt werden [Gibsona et al. (2002)]. Deshalb wurde R848 in dieser
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Studie als Positiv-Kontrolle während der Maturierungsanalysen mitgeführt. R848 induzier-

te auf pDCs erwartungsgemäß alle Maturierungsmarker, währenddessen durch die vorlie-

gende Arbeit erstmalig gezeigt wurde, dass mit A. fumigatus Keimschläuchen stimulierte

pDCs nicht reiften und dasselbe Maturierungsprofil wie unstimulierte pDCs exprimierten.

6.1.2 DC Subtypen sekretieren unterschiedliche Zytokin-Profile

moDCs und mDCs sekretierten bei Stimulation mit A. fumigatus ein ähnliches Zytokin-

profil. Besonders hoch wurden durch Aspergillus die pro-inflammatorischen Zytokine IL8

und TNFa induziert. Die hohe Induktion von TNFa und IL8 über einen Zeitraum von einer

Stunde bis sechs Stunden durch Aspergillus stimulierte moDCs wurde auch in einer Pu-

blikation auf Ebene der Genexpression beschrieben [Mezger et al. (2008)]. In dieser Studie

war die mRNA Expression des einzigen anti-inflammatorischen Zytokins IL10 durch Asper-

gillus stimulierte moDCs eher schwach, was auch in der vorliegenden Arbeit beobachtet

wurde. Eine weitere Studie, die eigentlich die Wirkung verschiedener Immunsuppressiva

auf moDCs beschreibt, wies auch die erhöhte Genexpression und Sekretion von TNFa der

moDCs bei Stimulation mit A. fumigatus nach [Gafa et al. (2006)]. Zur Zytokinsekretion

von mit A. fumigatus stimulierten mDCs sind bislang keine Studien veröffentlicht. In eini-

gen Studien, die von der Zytokinsekretion myeloider dendritischer Zellen handeln, wurden

CD11c-positive mDCs verwendet. CD11c wird allerdings auch von Monozyten und Ma-

krophagen exprimiert, wodurch diese Studien im Rahmen der mDC-Funktion schwierig zu

beurteilen sind. Ein großes Repertoire an durch Aspergillus stimulierte mDCs freigesetz-

ten Zytokinen wurde durch die vorliegende Interaktions-Studie analysiert und publiziert

[Lother et al. (2014)].

Konidien induzierten in Aspergillus stimulierten moDCs und mDCs eine geringere Zy-

tokinsekretion als Keimschläuche. Dieser Unterschied kann durch die hydrophobe Rodlet-

Schicht auf immunologisch eher inerten Konidien erklärt werden. Beim Keimprozess ver-

ändert sich die Pilzzellwand, die maskierende Rodlet-Schicht verschwindet und der Pilz

besitzt dadurch eine höhere Immunogenität [Aimanianda et al. (2009)]. Durch das Entfer-

nen der Rodlet-Schicht mittels Flusssäure wies diese Forschergruppe nach, dass Konidien

ohne Rodelt-Schicht genauso immunogen sind wie Keimschläuche.

Des Weiteren war IL17 induziert, welches die Inflammation gegen extrazelluläre Patho-

gene, zu welchen auch A. fumigatus gehört, anfeuert. Mäuse, welche den Rezeptor für IL17
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nicht mehr exprimieren, waren sehr anfällig für Infektionen mit extrazellulären Pathoge-

nen wie Candida albicans, Klebsiella pneumoniae und Citrobacter rodentium [Curtis and

Way (2008)]. Dass DCs durch fungale Komponenten wie ß-Glucan von C. albicans und A.

fumigatus IL17 sekretieren und damit die Differenzierung von naiven T-Zellen polarisieren,

wurde durch [Khader et al. (2009)] publiziert.

Das Th1 induzierende Zytokin IL12 [Macatonia et al. (1995)] war durch Konidien ten-

denziell und durch Keimschläuche signifikant induziert. [Gafa et al. (2007)] beschrieb, dass

Aspergillus stimulierte moDCs ein Th1 Zytokinprofil freisetzten, was auch durch die vorlie-

gende Studie bestätigt werden kann. Eine Th1 Antwort mit IFNg sekretierenden T-Zellen

ist wünschenswert, da diese gegenüber einer Th2 Antwort als protektiv vor IA gilt [Ro-

mani (2011)]. Eine murine Studie beschrieb, dass Mäuse, welche eine IA überlebten, ein

Th1-Zytokinprofil im Serum mit viel IFNg und wenig IL10 aufwiesen [Stevens (2006)].

IL18 wurde von mDCs stärker induziert als von moDCs, womit die IFNg Produktion in

T- und NK-Zellen besser induziert werden könnte. Die Rolle von IL18 als IFNg Induktor,

wurde im Mausmodell mittels IL18-spezifischen Antikörpern entdeckt. War IL18 durch

den neutralisierenden Antikörper blockiert, produzierten die Mäuse bei Stimulation mit

LPS kein IFNg [Dinarello et al. (1998)].

Die Induktion der verschiedenen Zytokine durch A. fumigatus versetzt moDCs und mD-

Cs nicht nur in die Lage naive T-Zellen zu differenzieren, sie können auch als inflammato-

rische DCs andere Immunzellen zum Ort der Entzündung locken und aktivieren.

pDCs induzierten bis auf leichte Tendenzen an IL8, CCL4 und GM-CSF, keine Zytoki-

ne. Das pDC typische Typ I Interferon IFNa wurde durch A. fumigatus nicht induziert.

Für Aspergillus DNA ist beschrieben, dass sie über das intrazelluläre TLR9 eine pro-

inflammatorische Antwort mit den Zytokinen IL12, TNFa und IFNa, in pDCs hervorrufen

kann [Ramirez-Ortiz et al. (2008, 2011)]. Für diese Publikationen wurde eine positive Se-

lektion zur pDC Isolation aus human-peripherem Blut verwendet, die in unserem Labor

bei verschiedenen Experimentatoren eine nicht zufriedenstellende Zellreinheit erzielte. Dies

veranlasste uns die pDCs mithilfe einer negativen Selektion zu isolieren, wobei verlässlich

hohe Reinheiten über 96,5% erbracht wurden. Interessanterweise isolierte die Forscher-

gruppe in einer aktuellen Publikation für einen Teil der Experimente, die hoch reine pDCs

benötigten, diese mittels negativer Selektion [Loures et al. (2015)].
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6.1.3 Aspergillus-Rezeptoren werden nicht von allen DC Subtypen

exprimiert

Für moDCs wurde nachgewiesen, dass sie über die Rezeptoren TLR2 und TLR4 [Braedel

et al. (2004)], sowie über Dectin-1 [Mezger et al. (2008)] Morphologien von A. fumigatus

erkennen können. Die Expression dieser Rezeptoren konnte mit dieser Arbeit für moDCs

bestätigt werden. mDC exprimierten die drei Aspergillus-Rezeptoren auch, wohingegen sie

von pDCs nicht exprimiert waren. Sehr wenige pDCs waren positiv für Dectin-1, was die

leichte Zytokinausschüttung bedingt haben könnte. Eine Phagozytose der Pilzzellen über

Dectin-1 kann aber ausgeschlossen werden, da die pDCs nicht maturierten und live-imaging

Experimente keine Phagozytosen von Konidien und Keimschläuche durch pDCs zeigten

[Lother et al. (2014)]. Die Publikation, die eine Aktivierung von pDCs mittels Zytokinse-

kretion durch Aspergillus DNA beschrieb, wies per Fluoreszenzmikroskopie intrazelluläre

Konidien in pDCs nach [Ramirez-Ortiz et al. (2011)]. Jedoch wurde zur pDC Identifikation

der Marker CD123 genutzt, der auch von Monozyten und mDCs exprimiert wird [Cella

et al. (1999); Dzionek et al. (2001); Röck et al. (2007)]. Kürzlich wurde publiziert, dass

pDCs über Dectin-2 Hyphen von A. fumigatus erkennen können und daraufhin extrazellu-

läre Traps (freigesetzte Fangnetze aus DNA und Histonproteinen) ausbilden [Loures et al.

(2015)]. Die Erkennung von A. fumigatus über Dectin-2 ist war zu erwarten, da bereits

eine Interaktion mit C. albicans über Mannose reiche Karbohydrate publiziert ist [Sa-

to et al. (2006)]. Solche Karbohydrate sind Hauptbestandteile der Zellwand vieler Pilze.

In der vorliegenden Studie wurde Dectin-2 nicht untersucht, da zu Studienbeginn dieser

Rezeptor noch nicht als Aspergillus-Rezeptor bekannt war.

Obwohl die Familie der dendritischen Zellen phänotypische und funktionelle Eigenschaf-

ten teilt, weisen sie in vielen Punkten prägnante Unterschiede auf. Sie stammen von un-

terschiedlichen Vorläuferzellen ab [Steinman (1991)], exprimieren unterschiedliche Oberflä-

chenmarker [Moser and Murphy (2000); Dzionek et al. (2000)] und TLRs [Kadowaki et al.

(2001); Jarrossay et al. (2001); Hémont et al. (2013)], und reagieren auf dieselben Stimuli

unterschiedlich [Kadowaki et al. (2001); Medzhitov (2004)]. Dies konnte auch mithilfe der

Interaktions-Studien der vorliegenden Arbeit belegt werden, die sich mit der Interaktion

zwischen verschiedenen DCs und A. fumigatus auseinandersetzt. [Lother et al. (2014)].

moDCs und mDCs reagierten relativ ähnlich auf A. fumigatus, währenddessen pDCs na-
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hezu keine Reaktion zeigten. Dadurch lassen sich für mDCs und pDCs während einer

Aspergillus-Infektion unterschiedliche Rollen vermuten. Für eine anti-Aspergillus Immun-

therapie sollten moDCs und mDCs gegenüber pDCs bevorzugt werden.

6.2 Aspergillus Proteine konnten GMP-konform

aufgereinigt werden

Einige der von Kooperationspartnern rekombinant hergestellten Proteine enthielten für

eine Immunzell-Stimulation zu viel Endotoxin. Das Endotoxin-Limit liegt laut FDA seit

2012 bei 0,05 ng/ml und 200 ng/Applikation. Für die vorliegende Arbeit wurde durch

umfassende Literaturrecherche und eigene Stimulations- Experimente (Anhang A.2) eine

Endotoxin-Obergrenze von 0,01 ng/ml in der Zellkultur festgelegt [Batchu et al. (2005);Ful-

ler et al. (2013);Yuan et al. (2014);Brimnes et al. (2003);Hartmann et al. (1999);Snij-

ders et al. (1998);Kim and Joo (2008)]. Einige Studien zu immunogenen Proteinen geben

die Endotoxin-Kontamination der verwendeten Proteine nicht an. Da schon sehr niedri-

ge Endotoxin-Konzentrationen biologisch wirksam sein können, ist bei solchen Studien

hinsichtlich falsch positiver Stimulationseffekte Vorsicht geboten.

Bis auf das Endotoxin-Limit der für eine Immuntherapie verwendeten Proteine, gibt es

nur wenig Literatur über nötige Proteineigenschaften. Durch die Kommunikation mit ver-

schiedenen Kooperationspartnern, darunter auch mittelständische Firmen, wurden die nö-

tigen Kriterien festgelegt. Für eine DC-Stimulation geeignete Proteine sollen eine definierte

Proteinbande im Coomassie-Gel aufweisen, die dieselbe Konzentration wie die NanoDrop

Messung aufweist. Eine niedrigere Konzentration im Coomassie-Gel als im NanoDrop, wird

oft durch eine Degradierung des Proteins bedingt. Degradierte Proteine enthalten nur noch

wenige antigene Epitope, was zu einer geringeren Stimulation von DCs führen kann. Aus

diesem Grund ist die Proteinkonzentrations-Bestimmung am NanoDrop nicht ausreichend

und muss durch eine SDS-PAGE mit anschließender Coomassie Färbung ergänzt werden.

Des Weiteren darf die Proteinkonzentration nicht zu gering sein, da sonst das Medi-

um der Zellkultur durch Zugabe eines großen Proteinvolumens zu starke Verdünnungsef-

fekte erfährt. Durch die Verdünnung wird die Konzentration der Nährstoffe und Puffer-

substanzen erniedrigt, wodurch Nährstoffe eventuell zu schnell verbraucht sind und die

Pufferung des neutralen Milieus von pH 6,9 bis 7,2 nicht erhalten werden kann. Protein-
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Aufreinigungen bedingen oft eine Verdünnung des Proteins, sodass teilweise Kompromisse

zwischen Proteinkonzentration und Reinheitsgrad eingegangen werden müssen. Die Auf-

reinigung des SHMT Proteins war mit 0,0357 ng/ml Endotoxin-Verunreinigung oberhalb

des Grenzwertes. Da die beiden Aufreinigungsschritte eine deutlich Verdünnung des Pro-

teins herbeiführten, wurde auf eine weitere Aufreinigung verzichtet und stattdessen eine

Endotoxin-Kontrolle mitgeführt.

6.3 CcpA und SHMT eignen sich als DC-Antigene

6.3.1 moDCs und mDCs maturierten durch CcpA und SHMT

Von den vier zur DC-Stimulation verwendeten Aspergillus-Proteinen induzierte CcpA bei

moDCs die deutlichste Maturierung. Mit CcpA stimulierte in RPMI10%FCS kultivierte

moDCs induzierten vor allem MHC Klasse II Moleküle, aber auch MHC Klasse I Moleküle.

Da CcpA als extrazelluläres Antigen endozytiert werden muss und über MHC Klasse II prä-

sentiert würde, lässt die MHC Klasse I Induktion die Vermutung einer Kreuz-Präsentation

zu. Dabei gelangen endozytierte Antigene aus den Vesikeln ins Zytoplasma der DCs und

werden dann an MHC Klasse I Moleküle gebunden [Ackerman et al. (2005); Burgdorf et al.

(2007); Amigorena and Savina (2010)]. Die Kreuz-Präsentation ermöglicht DCs endozy-

tierte Antigene über MHC Klasse I und II Moleküle zu präsentieren und damit CD4- und

CD8-positiven T-Zellen zu aktivieren [Abbas et al. (2014)].

SHMT induzierte eine leichte Maturierung von moDCs, indem vor allem die kostimula-

torischen Moleküle höher exprimiert wurden.

CpcB, fg-gap und Aspergillus Lysat riefen keine Maturierung der moDCs hervor.

In CellGro kultivierte moDCs zeigten ein ähnliches Maturierungsprofil, wie die in RP-

MI10%FCS gehaltenen moDCs. Sie wurden durch CcpA am Besten stimuliert, gefolgt von

SHMT. CpcB, fg-gap und Aspergillus Lysat maturierten in CellGro kultivierte moDCs

nicht. Die Intensität der Reifung von in Serum-freiem CellGro Medium kultivierten moD-

Cs war jedoch deutlich geringer als die der mit 10% FCS in RPMI gehaltenen DCs. Dass

moDCs vom Serum abhängig auf den Stimulus TNFa maturieren, wurde schon zuvor be-

schrieben [Royer et al. (2006)], wobei moDCs in Medium mit FCS besser maturierten als

moDCs in serumfreiem Medium.

mDCs maturierten durch CcpA besser als moDCs und induzierten zudem CCR7, wel-
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ches, wie in der Einleitung beschrieben, zur Migration zu lymphatischen Geweben nötig ist.

Vermutlich sind CCR7 exprimierende CcpA-mDCs in der Lage in vivo zu Lymphknoten zu

migrieren, um dort professionell Antigene zu T-Zellen zu präsentieren. Weil mDCs durch

CcpA MHC Klasse II Moleküle induzierten, kann eine mögliche Präsentation von prozes-

sierten CcpA-Peptiden zu CD4-positiven T-Zellen erwartet werden. Die Maturierung von

mDCs wurde durch SHMT in geringerem Maße induziert als durch CcpA. SHMT scheint

auch über MHC Klasse II Moleküle präsentiert zu werden, da die Expression von HLA-DR

induziert war und die von HLA-ABC nicht. CCR7 wurde durch SHMT auf mDCs leicht,

aber signifikant hoch reguliert, was den Zellen die Migration zu peripheren Lymphknoten

ermöglichen kann. Genau wie moDCs, wurden mDCs durch CpcB, fg-gap und Aspergillus

Lysat nicht maturiert.

6.3.2 DCs sekretieren Zytokine und aktivieren T-Zellen durch CcpA

und SHMT

Das Zytokinprofil von CcpA stimulierten moDCs und mDCs war durch einer hohe Se-

kretion von pro-inflammatorischem IL6 geprägt. Gleichzeitig sekretierten moDCs und

mDCs IL12p70, das für seine Th1 induzierende Eigenschaft bekannt ist. IL12 wurde

als Th1 induzierendes Zytokin nachgewiesen, indem aus human-peripherem Blut CD3-

positive T-Zellen isoliert, mit IL12 stimuliert und die erhöhte Sekretion von IFNg der CD4-

positiven Zellen im Durchflusszytometer detektiert wurde [Athie-Morales et al. (2004)].

Mit CcpA stimulierte mDCs induzierten mehr Zytokine als moDCs, was zu einer besseren

Immunzell-Aktivierung führen könnte. Jedoch induzierten CcpA-mDCs gleichzeitig mehr

anti-inflammatorisches IL10, was eine geringere Th1 Antwort vermuten lässt. Die IFNg

Sekretion von mit CcpA-mDCs stimulierten T-Zellen war im Vergleich zu CcpA-moDCs

tatsächlich geringer. CcpA-moDCs induzierten in T-Zellen neben der höheren IFNg Se-

kretion auch eine höhere T-Zell-Proliferation, wobei vorwiegend CD4-positive T-Zellen

proliferierten. Ein geringer Teil an proliferierten CD8-positiven T-Zellen lässt erneut die

Vermutung einer Kreuz-Präsentation des CcpA Proteins zu.

Das Profil der durch SHMT sekretierten Zytokine ähnelte dem der CcpA stimulierten

DCs. Auffällig war, dass in CellGro kultivierte moDCs durch SHMT eine höhere Zyto-

kinantwort zeigten als solche, die mit CcpA stimuliert wurden. Möglicherweise konnten die

in CellGro kultivierten und durch SHMT stimulierten moDCs mithilfe der guten Zytokin-
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sekretion die geringere Maturierung ausgleichen. Im IFNg ELISpot wurden nämlich ähnlich

viele T-Zellen durch CellGro SHMT-moDCs aktiviert, wie durch SHMT-mDCs. Die Pro-

liferation der T-Zellen wurde durch SHMT-DCs geringer induziert als durch CcpA-DCs.

Durch SHMT beladene mDCs proliferierte ein geringer Teil an CD8-positiven T-Zellen,

was auf eine Kreuz-Präsentation von SHMT hindeuten könnte.

Obwohl Aspergillus Lysat keine Maturierung der DCs induzierte und nur tendenziell die

Sekretion von IL6 und IP-10 förderte, konnten mit Aspergillus Lysat beladene DCs die

IFNg Sekretion von autologen T-Zellen auslösen. Zudem konnten mit Aspergillus Lysat

beladene moDCs die Proliferation von CD4-positiven T-Zellen anregen. Da CD8-positive

T-Zellen nicht proliferierten, kann eine Kreuz-Präsentation vermutlich ausgeschlossen wer-

den.

Die Detektion Aspergillus-spezifischer T-Zellen mithilfe des CD154 Markers untermauer-

te die Protein-Stimulationsdaten. Wie zuvor schon durch [Bacher et al. (2014b)] beschrie-

ben, induzierten mit SHMT (auch Shm2 genannt) stimulierte PBMCs CD154-positive

Zellen, währenddessen CpcB und fg-gap keine Aspergillus-spezifischen T-Zellen induzier-

ten. Für CcpA konnte durch die vorliegende Arbeit eine Induktion von CD154-positiven

Zellen festgestellt werden. Die meisten CD154-positiven Zellen wurden durch Aspergillus

Lysat induziert.

Dass Aspergillus Lysat trotz der tendenziell geringen Zytokinsekretion von unreifen DCs

dennoch eine deutliche Reaktion von T-Zellen im IFNg ELISpot, in der T-Zell-Proliferation

und in der CD154 Analyse hervorrief, kann mit der speziellen Beschaffenheit des Lysats

zusammenhängen. Das Lysat wurde speziell zur Stimulation von Aspergillus-spezifischen

T-Zellen in PBMCs entwickelt [Bacher et al. (2013)]. Die genaue Zusammensetzung ist

jedoch nicht bekannt. Wenn das Lysat zum Großteil Peptide enthalten würde, könnten

diese ohne eine Internalisierung und damit verbundene Maturierung von DCs an ihre

bereits auf der Zelloberfläche befindlichen MHC Moleküle binden.

6.4 Vorteilhafte Faktoren für die DC-Maturierung und

Lagerung

Hyaluronsäure ist an der Gewebe-Hydratisierung, der Gelenkschmierung, der Wundheilung

und an Immunreaktionen beteiligt [reviewed in Stern et al. (2006); Jiang et al. (2011)].
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Die aktivierenden Eigenschaften von 6-mer Hyaluronsäure auf humane moDCs [Termeer

et al. (2000, 2002)] konnte durch die vorliegende Arbeit nicht beobachtet werden. Die

Differenzierung von moDCs erfolgt in beiden Arbeiten weitgehend ähnlich, die verwende-

te Hyaluronsäure kann jedoch Unterschiede ausweisen. Die genannte Gruppe stellte ihre

6-mer Hyaluronsäure durch den partiellen Verdau von Hyaluronsäure mit einer Hyaluroni-

dase her, während diese für die vorliegende Arbeit kommerzielle erworben wurde. Wie die

6-mer Hyaluronsäure produziert wurde, konnte aufgrund des Firmengeheimnisses nicht in

Erfahrung gebracht werde.

Eine gute Reifung von DCs ist für eine effektive Immuntherapie essentiell [Zhou and Ted-

der (1996); Dhodapkar et al. (2001); McIlroy and Gregoire (2003); Figdor et al. (2004)]

und kann durch Rezeptor-Agonisten unterstützt werden [Kaisho and Akira (2003); Pashine

et al. (2005)]. Um die Immunfunktionen der DCs nach einer durch A. fumigatus induzier-

ten Immunantwort auszurichten, wurden Agonisten für bekannte Aspergillus-Rezeptoren

eingesetzt. Die Liganden Zymosan (Dectin-1/TLR2), Pam3CSK4 (TLR1/2), LPS ultrapur

(TLR4) und R848 (TLR7/8) veranlassten alle eine Reifung von moDCs, die mit geringen

Liganden-Konzentrationen auf schwach stimulierende, adjuvante Effekte gebracht werden

konnte. Für den TLR7/8 Liganden R848 wurde bereits ein besseres kostimulatorisches

Profil von DCs beschrieben [Beck et al. (2011)]. Zudem erhöhten aus dem murinen Kno-

chenmark differenzierte DCs (BMDCs) die Expression der IL12p40 mRNA als sie mit

R848, Pam3CSK4 oder LPS stimuliert wurden [Hou et al. (2008)]. Pam3CSK und LPS

induzierten auch in einer weiteren Studie die Expression der Reifemarker und förderten

zudem die Differenzierung von IFNg sekretierenden T-Zellen [Deifl et al. (2014)]. Eine Th1

Antwort mit IFNg sekretierenden T-Zellen ist wünschenswert, da diese gegenüber einer

Th2 Antwort als protektiv vor IA gilt [Stevens (2006); Romani (2011)]. Zymosan wird als

Stimulus zur Reifung antigenpräsentierender Zellen beschrieben [Dillon et al. (2006)], ist

jedoch auch mit der Induktion anti-inflammatorischer Immunreaktionen verbunden [Maz-

zoni and Segal (2004)]. Wie sich die Rezeptor-Agonisten zusammen mit einem Protein-

Cocktail auf die Immunantwort auswirken würde, kann durch weiterführende Experimente

nach der Fertigstellung des Protein-Cocktails analysiert werden.

Das GMP konforme Einfriermedium CryoStor wurde bereits erfolgreich für die tiefge-

kühlte Lagerung von DCs in einer klinische Phase I/II Studie verwendet [Podrazil et al.

(2015)]. Die vorliegende Arbeit bestätigt die einwandfreie Lagerung der DCs mit Cryo-
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Stor, da die DCs nach dem Auftauen und einem Tag in Kultur eine hohe Vitalität und

dasselbe Maturierungsprofil zeigten, wie vor dem Einfrieren. Die Lagerung ermöglicht ei-

ne Restimulation mit dem DC-Vakzin, welche zur Verstärkung der DC-Immuntherapie oft

Anwendung findet [Wierecky et al. (2006); Aarntzen et al. (2008); Palucka and Banchereau

(2012)].

6.5 Schlussfolgerungen für eine anti-Aspergillus

DC-Immuntherapie

Als potentielle Immuntherapien bei Patienten mit hämatologischer Stammzelltransplanta-

tion werden der Transfer von anti-fungalen T-Zellen des Spenders und die Administration

von Granulozyten angesehen, da Neutropenie ein großer Risikofaktor bei invasiven Pilz-

infektionen darstellt [Lehrnbecher et al. (2013)]. Diese Therapieformen sind auf einzelne

Immunzelltypen beschränkt und lösen keine umfassende Immunreaktion aus. Durch die

Rekrutierung und die Aktivierung anderer Immunzellen sowie die professionelle, antigen-

spezifische Aktivierung des adaptiven Immunsystems, nehmen DCs in eine Schlüsselrolle

für Immuntherapien ein.

Gründe für die Bevorzugung einer Immuntherapie gegen A. fumigatus sind die hohen

Nebenwirkungen und der hohe finanzielle Aufwand herkömmlicher Antimykotika [Ullmann

et al. (2002); Cornely et al. (2007b,a); Ullmann et al. (2007); Einsele et al. (2015)], das

zunehmende Auftreten von Azol-Resistenzen [Denning et al. (1997); Verweij et al. (2007);

Snelders et al. (2008)] und die Vorteile einer höheren Spezifität einer DC-Immuntherapie

[Abbas et al. (2014)]. Neben den vielen Vorteilen einer personalisierten Immuntherapie ist

allerdings auch ein hoher Arbeits- und Finanzaufwand zu leisten, um die GMP-Regeln des

Paul Ehrlich Institutes einzuhalten.

Eine DC-Immuntherapie kann durch zwei Verfahren angewandt werden: ex vivo gene-

rierte DC Vakzine und DC targeting [Tacken et al. (2007)]. Für das DC targeting müssen

Fusionsproteine erzeugt werden, die aus einem antigenen Teil und einem DC-spezifischen

Teil bestehen. Durch den DC-spezifischen Teil binden die intra dermal verabreichten Fu-

sionsproteine an im umliegenden Gewebe lokalisierten DCs. Die folgende Internalisierung

und die Prozessierung des antigenen Teils, soll die antigenspezifische Immunreaktion aus-

lösen. Aufgrund des komplexen Herstellungsprozesses solcher Fusionsproteine und der kli-
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nischen Erfahrungen mit ex vivo generierten DC Vakzinen, wurde das letztere Verfahren

bevorzugt.

Für ex vivo generierte DC Vakzine werden DCs mit immunogenen Antigenen beladen,

durch den Antigen-Kontakt reifen die DCs und werden dem Spender als autologes DC-

Vakzin intra dermal verabreicht. Von der Haut aus migrieren die DCs chemotaktisch durch

CCR7-CCL19/CCL21 zu peripheren Lymphknoten, in welchen die professionelle Antigen-

präsentation zu T-Zellen stattfindet. Antigenspezifische T-Zellen werden aktiviert, sie be-

ginnen zu proliferieren und migrieren zum Ort der Inflammation. Dort richten sie ihre

Immunfunktionen gegen das Pathogen, was zu dessen Abwehr führt (Abbildung 6.2).

Abbildung 6.2: Schematische Darstellung der anti-Aspergillus Immuntherapie
durch dendritische Zellen. Die dendritische Zellen werden entnommen, mit Aspergillus-
Proteinen beladen und als reife antigenpräsentierende Zellen zur Immuntherapie genutzt.
In vivo sollen sie zu Lymphknoten migrieren, um eine Aspergillus-spezifische T-Zell Ant-
wort zu initiieren. Außerdem sollen sie am Infektionsort andere Immunzellen anlocken und
gegen Aspergillus aktivieren.

Murine und humane Studien legen die Wichtigkeit einer vor IA protektiven Th1 Immu-

nantwort nahe [Stevens (2006); Romani (2011); Stuehler et al. (2011)]. Eine Th1 Antwort
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kann in vivo durch mit A. fumigatus-Allergenen stimulierten moDCs ausgelöst werden

[Hebart et al. (2002)]. Die vorliegende Studie konnte eine Th1 Antwort durch die IL12p70

Sekretion von Aspergillus stimulierten moDCs bestätigen. mDCs sekretierten ein ähnlich

Zytokinprofil wie moDCs, was auch das Th1 induzierende Zytokin IL12p70 einschließt. pD-

Cs induzierten keine deutliche Immunantwort und werden deshalb für eine anti-Aspergillus

Immuntherapie nicht empfohlen.

6.5.1 Die Wahl des DC Subtyps

Zu Beginn des Projekts wurden verschiedene DCs (moDCs, mDCs und pDCs) mit A.

fumigatus konfrontiert und durch Interaktionsanalysen geklärt, welche DC Subpopulation

gegen den Schimmelpilz reagiert. Eine eigenständige Immunreaktion auf das Pathogen

wurde dabei als Grundvoraussetzung für eine mögliche DC-Immuntherapie angesehen.

moDCs und mDCs lieferten eine ausgeprägte und leicht unterschiedliche Immunreaktion

auf den Pilz, wohingegen pDCs schwach bis überhaupt nicht reagierten. Für die folgenden

Antigen-Stimulationsexperimente wurden pDCs aus diesem Grund ausgeschlossen und mit

moDCs und mDCs weiter gearbeitet.

Obwohl mDCs in geringerer Anzahl als moDCs aus peripherem Blut isoliert werden kön-

nen, sollten sie für eine Immuntherapie bedacht werden. mDCs zeigten gegenüber moDCs

nicht nur in dieser Studie Vorteile hinsichtlich einer DC-Immuntherapie. Die Stimulati-

on mit A. fumigatus veranlasste mDCs zu einer höheren Expression an MHC Klasse II

Molekülen und sie sekretierten deutlich mehr IL18 als moDCs. Das pro-inflammatorische

Zytokin IL18 induziert in T- und NK-Zellen IFNg [Dinarello et al. (1998)], welches einer

gewünschten Th1 Antwort förderlich ist [Stuehler et al. (2011)]. Eine höhere MHC Expres-

sion verstärkt die Proliferation von autologen T-Zellen [Thomas et al. (1993)] und CD11c-

positive mDCs induzierten eine höhere T-Zell-Proliferation als moDCs [Osugi et al. (2002)].

Zudem sollte die in der Regel fünftägige Generierungszeit von moDCs berücksichtigt wer-

den. Gerade bei immunsupprimierten Patienten stellt die Zeitdauer von der Infektion bis

zur Diagnose und den darauffolgenden Therapiemaßnahmen einen entscheidenden Faktor

dar [Denning (2000)]. Die kürzeste Generierung konnte mit 1000 U/ml GM-CSF und 500

U/ml IL4 für zwei Tage, mit anschließender Gabe von 1000 U/ml TNFa für einen weiteren

Tag erzielt werden [Dauer et al. (2003)]. Die Generierung der moDCs unterscheidet sich

zwischen den Laboren, was keiner standardisierten Therapie entspricht. mDCs hingegen
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müssen nicht mit Zytokinen differenziert werden, sondern können direkt aus dem periphe-

ren Blut unter GMP Bedingungen isoliert und mit Antigenen beladen werden. Dies lässt

auch eine einfache Standardisierung in getrennten Laboren und Kliniken zu.

In klinischen moDC-Immuntherapien konnte ein sehr geringes Auftreten von Neben-

wirkungen und eine nur leichte klinische Effizienz beobachtet werden. Wahrscheinlich

sind moDCs aufgrund ihrer Herkunft nicht optimal an die Aufgaben in vivo angepasst

[Aarntzen et al. (2008)], was die zu physiologischen mDCs vergleichsweise geringere T-

Zell-Proliferation erklären könnte. Ein weiterer Grund könnte auch die geringe Sekreti-

on an IL12 von moDCs sein, die in dem GMP konformen Medium CellGro kultiviert

werden [Zobywalski et al. (2007)]. Das von DCs sekretierte IL12 ist für eine effektive

Th1 Immunantwort notwendig [Macatonia et al. (1995)] und wird als bedeutender Fak-

tor einer erfolgreichen DC-Immuntherapie angesehen [Eyrich et al. (2013)]. Die fehlende

IL12 Produktion versucht man derzeit mit verschiedenen Zytokinen und Stimuli in einem

Maturierungs-Cocktail zu induzieren [Eyrich et al. (2013)]. Die IL12 Sekretion von moD-

Cs scheint mit der Expression des moDC-Markers CD1a zu korrelieren; CD1a-negative

moDCs sekretierten kein IL12 [Cernadas et al. (2009)]. Und die CD1a Expression hängt

wiederum von dem verwendeten Kulturmedium ab [Royer et al. (2006); Tan et al. (2013)].

Wie in den genannten Studien konnte auch mit der vorliegenden Arbeit beobachtet werden,

dass in serumfreiem CellGro Medium kultivierte moDCs nahezu kein CD1a exprimieren.

Zudem sekretierten in CellGro kultivierte moDCs weniger IL12 bei der Stimulation mit

den Aspergillus-Proteinen CcpA und SHMT als in RPMI10%FCS gehaltene moDCs und

mDCs. Demzufolge könnte die Expression des CD1a-Markers auf der Zelloberfläche von

moDCs für eine effektive DC-Immuntherapie entscheidend sein.

6.5.2 Potentielle Protein-Antigene und Adjuvantien

Wie durch die vorliegende Arbeit beschrieben, könnten CcpA und SHMT zwei potentielle

Kandidaten eines Vakzinierungs-Cocktails für eine DC-Immuntherapie sein. SHMT wurde

in einer weiteren Studie als Stimulus für die Aktivierung von Aspergillus-spezifischen T-

Zellen beschrieben [Bacher et al. (2014b)]. CpcB und fg-gap induzierten weder eine Matu-

rierung der DCs noch deren Zytokinsekretion und sind deshalb für eine DC-Immuntherapie

gegen A. fumigatus nicht empfehlenswert. Ein Vakzinierungs-Cocktail sollte aus mehreren

Proteinen und Adjuvantien bestehen, um eine möglichst gute Immunantwort zur Abwehr
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des Pathogens oder auch von entarteten Zellen zu gewährleisten [Palucka et al. (2010);

Ueno et al. (2011); Palucka and Banchereau (2012)]. Die aktuelle Fachliteratur verweist

auf weitere Proteine und Antigen-Kandidaten:

� Asp f3 konnte als Protein-Vakzin mit der Bildung von anti-Asp f 3 IgG2a Antikörper

Mäuse vor einer IA beschützen [Ito et al. (2006)]. Humane Leukozyten reagierten auf

eine Asp f3-Stimulation mit einer Th1 Antwort [Chaudhary et al. (2010)].

� Weitere Aspergillus Allergen-Proteine, die als Th1-Antwort eine IFNg Sekretion von

CD4-Zellen in humanen Leukozyten auslösten, sind Asp f6, Asp f 9/16, Asp f 11,

Asp f 12 und Asp f 22 [Chaudhary et al. (2010)].

� Das rekombinante Cat1 Protein (Catalase) induzierte in humanen Leukozyten eine

Th1 Antwort [Jolink et al. (2013)].

� Aspergillus Lysat aktivierte in humanen PBMCs Aspergillus-spezifische CD154-positive

T-Zellen [Bacher et al. (2013); Bacher and Scheffold (2013)]. Dies konnte auch durch

die vorliegende Arbeit bestätigt werden, jedoch verblieben mit Aspergillus Lysat

stimulierte moDCs und mDCs unreif.

Für adjuvante Effekte im Vakzinierungs-Cocktail könnten Zymosan, Pam3CSK4, LPS ul-

trapur und R848 infrage kommen. Diese Moleküle trugen in dieser Studie zur Maturierung

von moDCs bei und könnten als belegte Liganden von Aspergillus-Rezeptoren die Immun-

funktionen der DCs einer anti-fungalen Immunreaktion annähern.

Ein weiterer Aspekt liegt in der Kombination mehrerer Immuntherapien. Gleichzeitig zur

anti-fungalen DC-Immuntherapie werden auch T-Zell-Immuntherapien etabliert [Hebart

et al. (2002); Khanna et al. (2011); Einsele et al. (2015)]. Eine Kombinationstherapie aus

Aspergillus-spezifischen T-Zellen, Aspergillus-Antigen beladenen DCs und Substanzen zur

Reduktion regulatorischer T-Zellen könnte sehr effektiv sein.
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Häntschel, M., Brugger, W., Schröder, S., Horger, M. S., Kanz, L., and Brossart, P.
(2006). Immunologic and clinical responses after vaccinations with peptide-pulsed
dendritic cells in metastatic renal cancer patients. Cancer Res, 66:5910–5918.

Wykes, M. and Macpherson, G. (2000). Dendritic cell-b-cell interaction: dendritic cells pro-
vide b cells with cd40-independent proliferation signals and cd40-dependent survival
signals. Immunology, 100:1–3.

Yanagihara, S., Komura, E., Nagafune, J., Watarai, H., and Yamaguchi, Y. (1998).
Ebi1/ccr7 is a new member of dendritic cell chemokine receptor that is up-regulated
upon maturation. J Immunol, 161(6):3096–3102.

Yang L, C. D. (2004). Tumor-host immune interactions and dendritic cell dysfunction.
Adv Cancer Res, 92:13–27.

Yuan, J., Kashiwagi, S., Reeves, P., Nezivar, J., Yang, Y., Arrifin, N. H., Nguyen, M.,
Jean-Mary, G., Tong, X., Uppal, P., Korochkina, S., Forbes, B., andElda Righi, T. C.,
Bronson, R., Chen, H., Orsulic, S., Brauns, T., Leblanc, P., Scholler, N., Dranoff, G.,
Gelfand, J., and Poznansky, M. C. (2014). A novel mycobacterial hsp70-containing
fusion protein targeting mesothelin augments antitumor immunity and prolongs sur-
vival in murine models of ovarian cancer and mesothelioma. Journal of Hematology
& Oncology, 15:1–14.

Zhou, L. J. and Tedder, T. F. (1996). Cd14+ blood monocytes can differentiate into
functionally mature cd83+ dendritic cells. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 93(6):2588–2592.

Ziegler-Heitbrock, L., Ancuta, P., Crowe, S., Dalod, M., Grau, V., Hart, D. N., Leenen,
P. J., Liu, Y.-J., MacPherson, G., Randolph, G. J., Scherberic, J., Schmitz, J., Short-
man, K., Sozzani, S., Strobl, H., Zembala, M., Austyn, J. M., and Lutz., M. B. (2010).
Nomenclature of monocytes and dendritic cells in blood. Blood, pages 1–20.

Zobywalski, A., Javorovic, M., Frankenberger, B., Pohla, H., Kremmer, E., Bigalke, I., and
Schendel, D. J. (2007). Generation of clinical grade dendritic cells with capacity to
produce biologically active il-12p70. Journal of Translational Medicine, 5:18–29.

138



137



ANHANG A. ANHANG

A Anhang

A.1 Multiplex-ELISA Ergebnisse von mit Aspergillus
konfrontierten moDCs, mDCs und pDCs

Tabelle A.1: Die Aspergillus-Konfrontation veranlasste moDCs und mDCs zur
Zytokinsekretion, pDCs induzierten nahezu keine Zytokine. Konidien (con) in-
duzierten bei moDCs und mDCs weniger Zytokine als Keimschläuche (gt). moDCs in-
duzierten IL8 sehr stark, wobei die Endkonzentration der von mDCs ähnelte. Die pro-
inflammatorischen Zytokine IL6, IL17, IL18, IFNg, CXCL1 und TNFa wurden von moDCs
und mDCs relativ ähnlich induziert. Auch induzierten sie das Th1 induzierende IL12p70
und das chemotaktische Zytokin CCL3. Tendenziell induzierten Aspergillus konfrontierte
pDCs pro-inflammatorisches IL8, GM-CSF, und CCL4. Jedoch war deren Konzentration
geringer, als bei moDCs und mDCs. Das für pDCs typische Zytokin IFNa wurde durch
Aspergillus nicht induziert.
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A.2 LPS Stimulationen

Abbildung A.1: Stimulationsexperimente mit LPS zur Festlegung der Ober-
grenze einer Endotoxin-Verunreinigung. moDCs und mDCs wurden für 18 h in Cell-
Gro Medium mit den angegebenen Konzentrationen an LPS stimuliert. Die Analyse der
Maturierungsmarker CD80, CD83 und CD86 erfolgte am Durchflusszytometer. Sobald eine
erhöhte Expression der Marker messbar war, wurde diese LPS-Konzentration als zu hoch
für die Stimulationsexperimente mit Aspergillus-Antigenen angesehen. Bereits 0,1 ng/ml
LPS induzierte bei mDCs CD83 und CD86. moDCs induzierten mit 0,1 ng/ml LPS CD86.
Da mit 0,01 ng/ml LPS stimulierte mDCs und moDCs keine der Maturierungsmarker
induzierten, wurde die LPS-Konzentration als Obergrenze für alle Antigenstimulationen
festgelegt.
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A.3 Zeitverlauf-Experimente für Antigen-Stimulation der
DCs

Tabelle A.2: Eine Stimulation der moDCs mit CcpA erbrachte nach 18 h die
beste Maturierung und Vitalität. moDCs wurden in RPMI Medium mit 10% FCS für
6 h, 18 h und 24 h mit 5 µg/ml CcpA Protein stimuliert. Danach wurden sie im Durch-
flusszytometer hinsichtlich ihrer Vitalität und Maturierung analysiert. Zellen, die sich im
FSC-SSC-Punktediagramm als einheitliche Zellpopulation anordneten, wurden als vitale
Zellen angesehen. Die Punktediagramme zeigen einen repräsentativen Spender von 3 Spen-
dern. Die Vitalität der moDCs nahm mit steigender Inkubationsdauer ab. Die Maturierung
wurde mithilfe der Maturierungsmarker CD80, CD83 und CD86 bestimmt. Gezeigt sind
die Histogramme von 2 repräsentativen Spendern. Die Marker wurden von unstimulierten
moDCs nahezu nicht exprimiert. Die Stimulation mit CcpA für 6 h induzierte die Expres-
sion aller Marker, die nach 18 h und 24 h noch weiter erhöht wurde. CD86 war nach 18
h am höchsten exprimiert und nach 24 h bereits reduziert. Dies kann auf eine Rückkehr
der DCs in den homöostatischen Zustand hinweisen. Aufgrund der guten Vitalität und
Maturierung der moDCs nach einer 18 h Stimulation wurden alle folgenden Stimulationen
für 18 h inkubiert.
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A.4 Lebenslauf und Veröffentlichungen
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tin Czakai, Mirjam Fließer, Denise Michel, Ruth Bauer, Tanja Breitschopf, Oana

Butto, Hannes Schlossnagel und Jan Springer danke ich für ihre unermüdliche Hilfe,
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