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1 Einleitung

1.1 Biologie und Pathologie von Aspergillus fumigatus

Aspergillus fumigatus gehért zu der Gattung der fadenférmig wachsenden
Schimmelpilze, und besteht aus circa zweihundert verschiedenen Arten!"). Die
finf bekanntesten Aspergillus-Arten, die Erkrankungen beim Menschen
auslésen, sind in absteigender Haufigkeit Aspergillus (A.) fumigatus, A. flavus,
A. niger, A. terreus und A. nidulans. Der Saprophyt A. fumigatus kommt
weltweit vor, unter anderem in Béden und Kompost?. Er spielt eine wichtige
Rolle bei der Wiederverwertung von Kohlenstoff und Stickstoffl®. A. fumigatus
ist ein Hyphomyzet, das heil3t er bildet Sporen auf spezialisierten Hyphen, die
Konidiophoren genannt werden. In Vesikeln auf dem Konidiophor werden in
langen Ketten, auch phialidisch genannt, sogenannte Konidien ausgebildet
(siche Abbildung 1). Konidien sind asexuell gebildete Fortpflanzungszellen!'.
Da die Form der Fruktifaktionsorgane einer GieBkanne &hnelt, wird A.
fumigatus auch als ,GieBkannenschimmel® bezeichnet!*..

Konidien

Phialiden

Fruktifikations-

Konidiophore organ

Abbildung 1
Schematischer Aufbau eines Fruktifikationsorgans;
modifiziert aus [1]



Durch die hohe Rate an Sporenbildung ist A. fumigatus mit einer Konzentration
von bis zu 100 Konidien pro Kubikmeter Luft eines der am meisten verbreiteten
fungiziden Pathogene in Industrielandernt®. Dabei werden die Konidien durch
zuféllige Zerstérung der Hyphen freigesetzt, und durch Luftstréme in der

Umgebung verteilt®®!.

1.2 Invasive Aspergillose

A. fumigatus kann verschiedene Erkrankungen auslésen. Bei Wachstum eines
Mycels kann es im Korper zu allergischer bronchopulmonaler Aspergillose
(ABPA), einem Aspergillom oder Invasiver Aspergillose kommen®. Durch ihren
kleinen Durchmesser von 2 bis 3,5um kénnen die Konidien sehr leicht durch
Aspiration in die Lunge gelangen. Bei einem intakten Immunsystem werden die
Konidien mittels mukozillidrer Reinigung oder mittels Phagozytose durch
Alveolarmakrophagen wieder aus der Lunge entfernt. Ist ein Patient aufgrund
einer Immunsuppression dazu nicht in der Lage, kann es zu einer Invasiven
pulmonalen Aspergillose kommen!". Aufgrund der steigenden Anzahl an
immunsupprimierten Patienten und der Entwicklung neuer Immunsuppressiva
nimmt die Anzahl der Infektionen mit A. fumigatus bei diesen Patienten
dramatisch zul®. Die Konidien wachsen und produzieren ein sogenanntes

Mycel, das die Lungenalveolen befallt!*.



A. fumigatus ist verantwortlich fir Uber 90% der humanen pulmonalen
Mykosen!. Hinzu kommt, dass A. fumigatus hohe Temperaturen bis 65°C und
schwankende pH-Werte zwischen 2,1 und 8,8 gut tolerieren kann. Trotz
fehlender spezifischer Virulenzfaktoren ist A. fumigatus durch vorher genannte
Temperaturtoleranz, Efflux-Pumpen, Zellwand-Stabilitdt und Toxinproduktion
sehr virulent®. Die Zellwand enthalt Melanin, das die Konidien vor der
Oxidation durch Sauerstoffradikale und vor Defensinen schiitzt!.

Die Rolle der Gattung Aspergillus bei menschlichen Erkrankungen wurde
erstmals im Jahr 1856 von Rudolf Virchow erkannt, und die Invasive
Aspergillose im Jahr 1953 von N. E. Rankin entdeckt?. Es gibt vier
verschiedene Arten der Invasiven Aspergillose: akute oder chronische
pulmonale Aspergillose, Tracheobronchiitis, akute invasive Rhinosinusitis und
fortschreitende Aspergillose mit Befall des Gehirns und anderer Organe®®.

Die Mortalitatsrate immunsupprimierter Patienten liegt bei 35 bis 46%. Das
Fortschreiten der Invasiven Aspergillose verlauft sehr schnell. Zwischen
Krankheitsbeginn und dem Eintritt des Todes liegen teilweise nur ein bis zwei
Wochen. Risikofaktoren fur die Entwicklung einer Invasiven Aspergillose sind in
Tabelle 1 zusammengefasst®.

Tabelle 1 Risikofaktoren fir Invasive Aspergillose; modifiziert aus [5]

Risikofaktoren fur Invasive Aspergillose

- Allogene Stammzelltransplantation mit Neutropenie oder Corticosteroid-
therapie

- Autologe Stammzelltransplantation oder Organtransplantation mit Neutropenie
> 2 Wochen

- Chemotherapie aufgrund akuter Leukédmie oder Lymphom

- Aplastische Andmie und Neutropenie

- Bereits vorhandene Aspergillose mit erneuter Chemotherapie oder
Stammzelltransplantation

- Funktionelle neutrophile Defizite

- AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome)

Die hohe Mortalitatsrate liegt auch an einer zu spaten Diagnostik und der
kleinen Bandbreite an diagnostischen Méglichkeiten. Auch, weil die Symptome

mit Fieber, Brustschmerzen, Husten, Unwohlsein, Gewichtsverlust und Atemnot




sehr unspezifisch sind, ist eine exakte Diagnose schwierig?®. Deswegen wird
die Diagnose der Invasiven Aspergillose als hochwahrscheinlich,
wahrscheinlich, méglich oder vermutet gestellt. Grundlage fir die Diagnose
kann ein positiver CT-Befund, ein positiver mikroskopischer Nachweis oder der
Nachweis von Antikérpern gegen Galactomannan (einem Bestandteil der
Aspergillus-Zellwand®) im Serum sein. Beim CT-Befund fallt oft das
sogenannte ,Halo-Zeichen“ auf, eine hamorrhagische Nekrose rund um den
Pilzherd. Das réntgenologische Erscheinungsbild kann variieren von einzelnen
oder multiplen Knoten mit/ohne Kavitation bis zu weitrdumigen Infiltraten, auch
beidseits!®. Eine Kombination aus einer Kultur, einer Histologie des
Lungengewebes, einem Galactomannan-ELISA und einer PCR stellt nach
aktuellem Stand die sicherste Diagnostik dart".

Als Therapieoptionen stehen verschiedene Medikamente zur Auswahl, von
denen eine Kombination aus dem Chemotherapeutikum Amphotericin B und
einem Antimykotikum wie Voriconazol oder Posaconazol als am besten
erachtet wird. Zur Prophylaxe sollten Risikopatienten in Reinluftrdumen
untergebracht werden!*. Die Antimykotika sind Triazole, und hemmen das
Enzym Lanosterol-14-a-Demethylase. Dadurch kann der essentielle
Zellwandbaustein Ergosterol nicht mehr ausreichend synthetisiert werden. In
den letzten Jahren wurden azolresistente Formen von A. fumigatus entdeckt.
Diese weisen durch Mutationen eine weniger flr Azole anféllige Demethylase
auf oder haben eine Efflux-Pumpe entwickelt, die Azole gezielt aus dem Pilz
wieder hinaus transportiert. Diese Resistenzentwicklung kann unter anderem
auch durch den vermehrten Einsatz von Azolen in der Landwirtschaft bedingt
sein. In Deutschland ist die Anzahl azolresistenter Aspergillus-Arten im
Vergleich zu anderen europaischen Landern mit 3,2% noch relativ niedrig.
Allerdings sollte trotzdem eine Empfindlichkeitsprifung stattfinden, wenn eine
Therapie mit Azol-Antimykotika geplant ist'”.

Alle diese Faktoren flhren dazu, dass die Invasive Aspergillose neben der
lebensbedrohlichen Gefahr fir immunsupprimierte Patienten auch ein
Risikofaktor ~ fir das  Gesundheitssystem ist, da damit lange

Krankenhausaufenthalte und somit hohe Kosten einhergehen!®.



1.3 Das menschliche Immunsystem
1.3.1 Angeborene und erworbene Immunantwort
Die Aufgabe des menschlichen Immunsystems ist die Sicherstellung der

Integritdt des Gesamtorganismus. Eindringende Fremdorganismen werden

deswegen durch zwei eng vernetzte Bestandteile des Immunsystems, dem

angeborenen und dem erworbenen (,adaptiven®), bekampft®.

Die unten stehende Tabelle 2 zeigt die wichtigsten Unterschiede auf.

Tabelle 2 Unterschiede zwischen angeborenem und erworbenem
Immunsystem; modifiziert aus [6] + [9]
angeboren erworben (,,adaptiv‘)
Spezifitat gering hoch
Kinetik sofort bis wenige Tage >3 Tage
Gedachtnis nein ja
humorale Mediatoren - antimikrobielle Enzyme - Antikbrper
(Lysozym) und Peptide (Immunglobuline)
(Defensine) - Zytokine
- Komplement
- Akute-Phase-Proteine
- Zytokine

zellulare Mediatoren

- Granulozyten

- Monozyten/Makrophagen

- dendritische Zellen (DC)

- NK-Zellen (natlrliche
Killerzellen)

- B-Lymphozyten
- T-Lymphozyten

Rezeptoren zur
Erkennung fremder
Partikel

- PRR (pattern recognition
receptor)

- T-Zell-Rezeptor
- B-Zell-Rezeptor
(membranstandige

Antikdrper)
Pathogenspezifische nein Ja durch:
Adaption - klonale Expansion
- somatische
Hypermutation

Die angeborene Immunantwort findet sehr schnell statt, und unterscheidet nur
zwischen kérpereigen oder fremd. Die langsamere adaptive Immunantwort
erkennt den Erreger, und induziert die Ausbildung spezifischer Immunzellen.

Bei erneutem Kontakt mit dem Erreger kann die adaptive Immunantwort



aufgrund des immunologischen Gedachtnisses sehr schnell, und in groBer

Breite reagieren. Somit entsteht eine - eventuell sogar lebenslange -

Immunitatt®.,
Die Trager der zellularen Immunantwort sind die wei3en Blutkérperchen, die

Leukozyten!®. Alle Zellen des Immunsystems entwickeln sich ausgehend von
einer pluripotenten Stammzelle. Abbildung 2 zeigt beispielhaft die Entwicklung

von B-Lymphozyten, T-Lymphozyten und NK-Zellen.

hamatopoetische
Stammzelle

lymphozytarer Vorlaufer

O
/7 1IN\
O0O

B-Lymphozyt T-Lymphozyt

jlewuayoouy

nig

Abbildung 2 Entwicklung von B-Lymphozyten, T-Lymphozyten und NK-Zellen;

modifiziert aus [6]



Je nach Entwicklungsstand der Immunzellen exprimieren diese unterschiedliche
Proteine auf ihrer Oberflache, die unter anderem mit CD (,cluster of
differentiation”) bezeichnet werden. Leukozyten kann man einteilen in
Granulozyten (neutrophil, eosinophil und basophil), Monozyten, Dendritische
Zellen und zuletzt Lymphozyten, die aus B- und T-Lymphozyten und
Nattirlichen Killerzellen (NK-Zellen) bestehen [,

Den gréBten Anteil der Leukozyten stellen mit 60% bis 70% die Granulozyten.
Diese phagozytieren Erreger, und schitten Granula aus. Auch Makrophagen
phagozytieren Erreger, verdauen diese, und préasentieren deren Fragmente
zusammen mit MHC-Molekulen (Major Histocompatibility Complex) auf ihrer
Oberflache. Durch Bindung einer fiir das prasentierte Fragment spezifischen T-
Zelle wird der Makrophage aktiviert, und schuttet toxische Substanzen oder
Chemokine aus!®.

Makrophagen, Neutrophile und Dendritische Zellen erkennen sogenannte
PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) auf Fremdorgansimen durch
spezielle Rezeptoren, die als PRR (pattern recognition receptor) bezeichnet
werden. Dendritische Zellen kbénnen naive T-Lymphozyten aktiveren.
Makrophagen und Neutrophile produzieren Zytokine, die andere Immunzellen
stimulieren. Diese werden aus historischen Grinden auch als Interleukine (IL)
bezeichnet und fortlaufend nummeriert. Zu den wichtigsten zahlen IL1, 6, 8, 12
und Tumornekrosefaktor a (TNF-a). Eine andere Untergruppe der Zytokine sind
Interferone, die vor allem bei Virusinfektionen freigesetzt werden(®!,

T- und B-Lymphozyten weisen spezifische Rezeptoren zur Erkennung von
Antigenen auf. Bei den T-Lymphozyten unterscheidet man zwei Klassen je nach
Molekdl auf der Oberflache. T-Zellen mit CD4-Molekidl auf der Oberflache
haben eher eine regulatorische Funktion, und arbeiten eng mit Makrophagen
und B-Lymphozyten zusammen. Ein CD8-Molekial auf der Oberflache
kennzeichnet die T-Zelle als zytotoxische Zelle, die infizierte kdrpereigene
Zellen zerstort®,



1.3.2 NK-Zellen und ihre Funktion

NK-Zellen wurden zuerst beschrieben als Leukozyten, die Tumor-Zellen und
virusinfizierte Zellen lysieren. Zur Erkennung dieser Zellen exprimieren NK-
Zellen Killer Activation Receptors (KARs), die an die durch Stress induzierten
MHC-Molekile MICA und MICB (MHC class | chain-related protein A and B) auf
der Zielzelloberflache binden. Zeitgleich binden Killer-cell-immunoglobulin-like
receptors (KIRs) an MHC-Klasse-I-Molekiile auf der Zelloberflache. Letztere
weisen die Zelle als ,kérpereigen” und ,gesund® aus. Werden also ausreichend
KIRs gebunden, so wird die Zielzelle nicht lysiert. Kann sich die Zielzelle
dagegen nicht als ,k&rpereigen® (daher auch: ,missing-self-Theorie®)
ausweisen, so erfolgt die Entfernung der Zielzelle durch die gezielte
Ausschuttung von Perforin und Granzym B, oder durch die Fas/Fas-Ligand
vermittelte Induktion der Apoptose in der Zielzelle!®. In den 1980er Jahren
wurde entdeckt, dass NK-Zellen in Zusammenarbeit mit anderen Leukozyten
auch bakterielle Infektionen bekampfen kénnen. NK-Zellen werden von
zahlreichen Interleukinen anderer Immunzellen beeinflusst, wie zum Beispiel
IL2 und IL15. Andererseits kdnnen sie nach Aktivierung eine Vielzahl von
Stoffen freisetzen, wie Interferon-gamma (IFN-y), TNF-a, CCL3 (C-C motif
ligand 3), CCL4/MIP1B3, CCL5, CXCL10 (C-X-C motif ligand 10), GM-CSF
(Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), IL5, IL10, Perforin,

Granulysin, a-Defensin und Cathelicidin!'®

. Zusammengefasst kénnen NK-
Zellen Tumor-Zellen, virusinfizierte Zellen und bakterielle Infektionen mittels
rezeptorvermittelter Freisetzung von diversen Stoffen bekampfen, und stehen

dabei in enger Zusammenarbeit mit dem weiteren Immunsystem.
1.4 Die Inmunabwehr gegen Aspergillus fumigatus
A. fumigatus unterstitzt durch sogenannte Adhesine die Bindung von Konidien

an Proteine des Wirtes. Pigmente, wie zum Beispiel Dihydroxynaphtalin-
melanin in der Zellwand, verhindern die Phagozytose der Konidien durch die



Immunzellen. Toxische Molekiile, wie zum Beispiel Gliotoxin, unterdriicken die
Immunantwort des Wirtes. Verschiedene Proteasen unterstitzen die
Ansiedlung von A. fumigatus in der Lunge®.

Abbildung 3 zeigt die Immunantwort gegen A. fumigatus. Als erste Immunzellen
phagozytieren Alveolarmakrophagen (1) die Aspergillus-Konidien. Mithilfe der
PRR-Rezeptoren, TLRs (toll-like receptors) oder Dectin-1 erkennen sie PAMPs
auf der Oberflache der Konidien, zum Beispiel B-1,3-glucan oder
Galactomannan. Durch die von Alveolarmakrophagen freigesetzten Zytokine,
vor allem IL8, werden Neutrophile (2) zum Infektionsherd gelockt. Diese
phagozytieren von den Konidien freigesetzte Granula, und verhindern durch
Bildung von sogenannten NETs (neutrophil extracellular traps) das Wachstum
von Hyphengeflechten.

Dendritische Zellen (3) phagozytieren Bestandteile der Konidien, und
prasentieren diese als Antigene in den Lymphknoten, um eine adaptive
Immunantwort zu induzieren. Im Blut vorhandene Monozyten (4), Vorlaufer der
Makrophagen,  phagozytieren  Aspergillus-Bestandteile, und  setzen
proinflammatorische Zytokine frei. NK-Zellen (5) migrieren aus dem Blut in die
Lunge, und werden dort aktiviert. Sie setzen zahlreiche Zytokine, vor allem IFN-
y, freil'!.

NK-Zellen kénnen rezeptorvermittelt Pilzsporen aller Art mittels Exozystose
zytotoxischer Granula abtéten. Zur Erkennung von fungalen Pathogenen nutzen
NK-Zellen NCRs (natural cytotoxic receptors), wie zum Beispiel NKp30!'Z,
NKp46!"¥ und CD56!'Y. Der genaue Ablauf der zytotoxischen Reaktion ist
weitgehend unerforscht !,

AuBerdem flhrt eine Infektion mit A. fumigatus zu erhdhtem T-Zell-Wachstum
und verminderter IFN-y-Freisetzung. Es kommt zur Aktivierung von CD4 T-
Helfer-Zellen vom Typ 1 oder 2. Desweiteren werden bei Aspiration von

Konidien im Lungenparenchym TNF, IL-12, IL-18 und IFN-y freigesetzt ['®l.



Konidien

Alveolus
(Lungenblaschen)

BlutgefaR-
infiltrierende
Hyphe

Kapillare

Abbildung 3 Immunabwehr gegen A. fumigatus in der Lunge;
modifiziert aus [11]

(1) Alveolarmakrophagen; (2) Neutrophile; (3) Dendritische Zellen;

(4) Monozyten; (5) NK-Zellen

1.5 Interaktion von NK-Zellen und Aspergillus fumigatus

Zahlreiche in vitro- und Tierstudien haben gezeigt, dass NK-Zellen eine wichtige
Rolle in der Immunantwort gegen Pilze spielen. Dabei kénnen sie entweder
direkt den Pilz beschadigen oder andere Immunzellen mittels Zytokinen und
Chemokinen aktivieren!'"),

Die genaue Immunantwort von NK-Zellen auf Konidien von A. fumigatus ist
noch wenig erforscht. Bekannt ist, dass NK-Zellen bei direktem Kontakt mit
Aspergillus Keimschlduchen oder Hyphen aktiviert werden. Das daraufhin
freigesetzte IFN-y beeinflusst Metabolismus und Wachstum des Pilzes!". IFN-y
gehért zu den Zytokinen, die das Immunsystem koordinieren, und lokale
Reaktionen steuern. Es wird in T- und NK-Zellen produziert!'®. Bouzani et al.
zeigten, dass NK-Zellen A. fumigatus nicht nur durch Degranulation
zytotoxischer Proteine, sondern vor allem auch durch Freisetzung von IFN-y
direkt schadigen!'?,

Vorhergehende Arbeiten postulieren, dass Oberflachenrezeptoren, sogenannte
PRR (Pathogen Recognition Receptor), fir das Erkennen von A. fumigatus

10



verantwortlich sind!'¥. Diese sind zum Beispiel Toll-like-Rezeptoren (TLR) oder
NOD (nucleotide oligimerization domain)-like Rezeptoren!'%.
Der Oberflachenrezeptor CD56 auf NK-Zellen ist fur die Bindung an A.

[14 " Anhand der Expressionsstérke von CD56 kann man

fumigatus entscheidend
zwei Populationen der NK-Zellen unterscheiden. CD56%™-Zellen sind vor allem
zytotoxisch, wohingegen CD56°9"-Zellen fir die Zytokin-Produktion (INF-y,
TNF-a) zustandig sind'.

NKp46 gehdért zusammen mit NKp30 und NKp44 zu den NCRs. In der Studie
von Vitenshtein et al. wurde gezeigt, dass der Pilz Candida glabrata direkt von
NKp46 erkannt und anschlieBend zerstdrt wird™®. NKp30 ist ein NK-Zell-
aktivierender Rezeptor, der die Zytotoxizitat gegen Tumorzellen steuert. Studien
haben gezeigt, dass NKp30 die Perforin-Freisetzung der NK-Zellen bei Kontakt
mit dem Pilz Cryptococcus neoformans reguliert. Inwieweit NKp30 eine Rolle
bei der Interaktion zwischen NK-Zellen und A. fumigatus spielt, ist weitgehend
unerforscht!'?,

CD69 ist ein Oberflachen-Antigen, das kurz nach Aktivierung von T-
Lymphozyten und NK-Zellen exprimiert wird. Es 16st NK-Zell-gesteuerte
zytotoxische Mechanismen aus. AuBBerdem spielt es eine Rolle bei anderen NK-
Zell-Funktionen wie Proliferation, TNF-a-Produktion und der Expression von
anderen Aktivierungs-Antigenen!®®. Bei Kontakt mit A. fumigatus verstarkt sich
die Expression von CD69 auf der Oberflache, und zeigt damit eine Aktivierung
der NK-Zellen anl™.

In der Studie von Schneider et al. wurden NK-Zellen mit Hyphen von A.
fumigatus kokultiviert, und die Genexpression und Proteinkonzentration
ausgewahlter Molekile Uberprift. Die Genexpression proinflammatorischer
Moleklle wurde durch Aspergillus verstarkt, allerdings die Freisetzung dieser
Molekile bei gleichzeitiger Ansammlung im Intrazellularraum verhindert. Die
Expression von Perforin-mRNA wurde durch Aspergillus vermindert, allerdings
wurde mehr Perforin freigesetzt. Die Genexpression stress-verknupfter
Moleklle wurde verstarkt. Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass A.
fumigatus die immunregulatorische Aktivitdt von NK-Zellen deutlich

verringert!?"!.

11



1.6 Punktmutationen

Trotz intensiver Forschung ist es nicht klar, wieso einige immunsupprimierte
Patienten an einer Pilzinfektion erkranken, wahrend andere Patienten unter
ahnlichen klinischen Bedingungen nicht erkranken. Grund daflir kénnten
Variationen in Genen fir PRR-Rezeptoren, Zytokinen oder Chemokinen sein,
die immunologischen Funktionen, und damit das Risiko, eine Pilzinfektion zu
entwickeln, beeinflussen'®?. Bei einem ,Einzelnukleotid-Polymorphismus*
(single nucleotide polymorphism (SNP)), handelt es sich um die Variation eines
einzelnen Basenpaars in einem Nukleotid der DNA. Im Durchschnitt kommt ein
SNP pro 300 Nukleotiden vor. SNPs, auch Punktmutationen genannt, kénnen
geringe Auswirkungen auf den menschlichen Organismus haben, aber auch im
Zusammenhang mit komplexen Krankheitsbildern stehen!®!.

In der medizinischen Forschung wurden bereits zahlreiche SNPs entdeckt, die
das Risiko erhéhen, an einem bestimmten Leiden zu erkranken. Ein Beispiel
dafdr ist die Rolle der Tumorsupressorgene BRCA1 und 2 (breast cancer 1, 2)
bei der Entstehung von Brustkrebs. Bisher wurden 18 verschiedene SNPs an
unterschiedlichen Lokalisationen auf Chromosom 17 gefunden. Das
Vorhandensein eines dieser SNPs macht 15-20% der familiaren
Risikokomponente aus. Prosperi et al. zeigten, dass ein Test auf SNPs im
BRCA-Gen die anamnestische Risikoabfrage sinnvoll erganzt, und damit zu
einem schnelleren Vorgehen, zum Beispiel in Form einer prophylaktischen
Mastektomie, beitragt®?. Ein weiteres Beispiel ist die Zystische Fibrose, auch
Mukoviszidose genannt. Bei dieser Krankheit produzieren die exokrinen
Driisen, zum Beispiel der Lunge, ein zdhes Sekret, das nicht abflieBen kann.
Das Bakterium Mycobacterium abscessus verursacht oft Lungeninfektionen bei
Patienten mit zystischer Fibrose. Dabei erfolgt die Immunantwort des infizierten
Kdrpers Uber den TLR-2-Rezeptor auf respiratorischen Epithelzellen. Kempaiah
et al. fanden heraus, dass ein SNP in der DNA der Epithelzellen eine
verminderte Immunreaktion am TLR2 gegen Mycobacterium abscessus bewirkt.
Somit ist der SNP ein pradisponierender Faktor, der das Risiko von Patienten

mit zystischer Fibrose, an einer Lungeninfektion zu erkranken, erhéht?®®!. Diese
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Beispiele verdeutlichen, wie wichtig der Zusammenhang zwischen einer
diagnostisch gesicherten Punktmutation und einer Krankheit flr eine gute
Prophylaxe und schnelle Therapie ist.

De Boer et al. untersuchten den Einfluss von SNPs in TLRs, die in der
Regulation von Makrophagen von Bedeutung sind, bezuglich ihrer Haufigkeit in
Patienten mit Invasiver Aspergillose. Dabei fanden sie heraus, dass ein
Polymorphismus in TLR4 mit einer erhdéhten Anfélligkeit fir Invasive
Aspergillose assoziiert ist. Dahingegen konnte kein Zusammenhang zwischen
Polymorphismen in Zytokinen und dem Auftreten einer Invasiven Aspergillose

festgestellt werden!®.

1.6.1 ifng-SNP

Lupianez et al. testeten eine mdgliche Korrelation zwischen 36 SNPs in 14
immunspezifischen Genen und dem Risiko, an Invasiver Aspergillose zu
erkranken. Die Ergebnisse zeigten, dass SNPs in il4 und il8 ein erhdhtes, und
SNPs in IL12B und ifng ein reduziertes Risiko flr eine Invasive Aspergillose
bewirkten. Trager der ifng-Punktmutation zeigten eine erhéhte Makrophagen-
induzierte Neutralisation von Konidien, héhere Level an ifng-mRNA, IFN-y und
TNF-al?. In der Studie von Mezger et al. wurden die Dendritischen Zellen von
Patienten nach einer Stammzelltransplantation getestet. Die Ergebnisse zeigten
drei SNPs im Chemokin cxc/10 und ein SNP in ifng, die eine signifikante
Assoziation mit dem Auftreten einer Invasiven Aspergillose vorwiesen'?”), wobei
der letztgenannte ifng-SNP rs2069705 Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist.
IFN-y ist ein zentrales Zytokin der Regulation der Immunantwort. Es wird sowohl
von CD8-, CD4-Th1- als auch vor allem von NK-Zellen gebildet, und fiihrt zur
Aktivierung von B- und T-Zellen, Makrophagen, NK-Zellen und Differenzierung
von T-Zellen. IFN-y verbessert dadurch die Antigenprasentation in vielen
Koérperzellen!'™. Die Auswirkungen von Variationen in ifng im Rahmen von
Infektionen mit A. fumigatus und anderen Pathogenen wurde bereits untersucht.

Es besteht der Verdacht auf eine Korrelation zwischen verschiedenen Varianten
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und einer gegebenenfalls erhéhten Wahrscheinlichkeit zur Entwicklung
entsprechender Infektionskrankheiten. In diesem Kontext wurde ein positiver
Effekt von einer IFN-y-Applikation in an Invasiver Aspergillose erkrankten
Patienten mit genetischen Defekten in ifng festgestellt!®®. In der hier zitierten
Studie wurde der in der vorliegenden Arbeit untersuchte SNP rs2069705
allerdings nicht analysiert.

1.6.2 ncam1-SNP

In vorhergehenden Studien der Arbeitsgruppe, in der die vorliegende Arbeit
entstanden ist, wurden ausgewahlte Gene in DNA-Proben von Patienten nach
allogener Stammzelltransplantation (alloSCT-Patienten) mit und ohne Verdacht
auf Invasive Aspergillose sequenziert. Im Gen ncami konnte durch die
bioinformatische Auswertung der DNA-Sequenzen durch Dr. Jérg Linde vom
HKI aus Jena eine signifikante Korrelation zwischen dem Auftreten des ncam1-
SNPs rs10502171 und dem Verdacht auf eine Invasive Aspergillose festgestellt
werden. Die funktionalen Auswirkungen dieses SNPs auf NK-Zellen sind
Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

ncami kodiert fiir das Protein NCAM (neuronal cell adhesion molecule), das
auch als CD56 bezeichnet wird. Es steuert die neuronale Adhasion, und spielt
eine wichtige Rolle in der neuronalen Zelldifferenzierung wéahrend der
Embryonalentwicklung. Auf NK-Zellen wird es prototypisch exprimiert, und dient
entsprechend vorhergehender Studien als Rezeptor fiir die Adhasion von NK-
Zellen an A. fumigatus. CD56 wird von einem einzigen Gen kodiert, das durch
alternatives SpleiBen mehr als 24 Varianten (sogenannte Isoforme) erzeugt®®.
SpleiBen ist ein Vorgang im Rahmen der Transkription, in der DNA in mRNA
umgewandelt wird. Wahrend des SpleiBvorgangs entscheidet sich, welche
RNA-Sequenzen als Introns, also nicht-kodierende  Abschnitte,
herausgeschnitten werden. Ubrig bleibt eine mRNA mit aneinandergereihten
Exons, die durch die sogenannte Translation in Proteine Ubersetzt wird. Beim

alternativen SpleiBen kénnen aus einem Gen mehrere Proteine entstehen. Ist
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ein Abschnitt der DNA, an der ein SpleiBvorgang stattfinden soll, von einer
Mutation betroffen, so kann dies zu einem fehlerhaften Protein fithren®®. Im Fall
von CD56 ergibt eine Datenbanksuche allerdings nur finf Transkripte, aus
denen sich letzten Endes die drei Hauptvarianten des CD56-Proteins mit 120,

(2931 "In beiden Transkripten fir ein

140 und 180 Kilo-Dalton ergeben mussen
jeweils 120 Kilo-Dalton groBes Protein findet sich der hier untersuchte SNP
rs10502171 im 3" untranslatierten Bereich wieder, sodass es zwar keinen
direkten Einfluss auf die Aminosduresequenz des Proteins haben wird®?.
Allerdings kann es mdglicherweise eben doch die Translation, also die
Umsetzung der mRNA in ein Protein beeinflussen. In den Transkripten fur die
anderen CD56-Isoformen erscheint der SNP in einem Intron, und hat deswegen
aller Wahrscheinlichkeit keinen Einfluss auf die Produktion oder Funktion der

140 Kilo-Dalton oder 180 Kilo-Dalton groBBen Varianten (Abbildung 4).

£ = omc pssonsans | Fe Qo8 3 R SeTeske T ENTratkee 7w

Abbildung 4 SpleiBvarianten von CD56 mit SNP; modifiziert aus [32]

Je eine rote (Protein) und blaue (MRNA) Linie gehéren zu einer Variante. Die diinnen
Linien stellen die Introns und die dicken Linien die Exons dar. Die senkrechte griine
Linie symbolisiert den SNP rs10502171.

Weiterhin muss zwar festgehalten werden, dass NK-Zellen nach Lanier et al.
bevorzugt, wenn nicht sogar exklusiv, die 140 Kilo-Dalton groBe Variante
nutzen!®. Nach Kern et al. gibt es 110, 120, 140 und 180 Kilo-Dalton Varianten,
von denen die 140 Kilo-Dalton Variante vor allem in Neuronen, Muskeln und auf
NK-Zellen vorkommt®. Andere Studien lassen jedoch die Verwendung von
weiteren CD56-Isoformen auch durch NK-Zellen als wahrscheinlich erscheinen.
So zeigte sich in der Studie von Valgardsdottir et al. fir frisch isolierte NK-
Zellen ein CD56-Bande bei circa 200 Kilo-Dalton im Western Blot!>),
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Suzuki et al. fanden mit Hilfe isoformspezifischer Antikdrper gegen CD56
Hinweise dafiir, dass NK-Zellen mehr als eine Isoform exprimierent®..

Waéhrend die 140 und die 180 Kilo-Dalton groBe CD56-Isoform durch
Transmembrandoméanen in der Zellwand eingebettet sind, wird die 120 Kilo-
Dalton Variante nur durch einen GPI-Anker festgehalten. Diese Verbindung ist
anfallig fir zelleigene Enzyme, wie zum Beispiel die Phospholipase C!*’.
Theoretisch besteht also die Mdglichkeit, dass die 120 Kilo-Dalton Variante von
CD56 durch NK-Zellen zwar — wenn auch nur geringflgig — exprimiert, in der
Folge aber kontinuierlich von der Oberflache entfernt, und in die Umgebung
entlassen wird. Das wirde ein Nachweis der Expression dieser Variante
deutlich erschweren, oder auch erschwert haben.

Zusammengefasst ist also ein Einfluss des hier untersuchten ncami1-SNP
rs10502171 auf die Funktion von NK-Zellen immerhin mdglich, und soll in der

vorliegenden Arbeit in einzelnen Aspekten charakterisiert werden.

1.7 Zielsetzung

Die Inzidenz der Invasiven Aspergillose ist in den letzten Jahren dramatisch
gestiegen. Bisherige diagnostische Madglichkeiten und die Therapie mit
Antimykotika reichen nicht aus, um die hohe Mortalitdtsrate zu senken. Hinzu
kommt, dass Virulenzfaktoren und der Ablauf der Immunantwort gegen A.
fumigatus bisher unzureichend erforscht sind. Deshalb wird intensiv an neuen
Therapiemdglichkeiten, wie zum Beispiel einem Impfstoff, NK-Zell- oder IFN-y-
Transfusionen geforscht. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung
von Punktmutationen in ifng und ncami1 im Hinblick auf eine veranderte
Funktionalitdt von NK-Zellen bei der Interaktion mit A. fumigatus. Langfristig
sollten die gewonnenen Ergebnisse dazu beitragen, bei positivem Test eines
moglichen Stammzellspenders auf eine dieser Punktmutationen, die Gefahr
einer Invasiven Aspergillose bei dem immunsupprimierten Empféanger der
Stammzellen frihzeitig zu erkennen, und mit entsprechenden Methoden zu

behandeln.
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2 Material und Methoden

Material

2.1 Geréate

Tabelle 3 Geréte

Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Adapter fur PCR-Platte

Applied Biosystems
(Darmstadt)

COs —Inkubator

Heraeus HERAcell 240

Thermo Scientific
(Massachusetts, USA)/
Kendro Laboratory
Products

(Langenselbold)
Durchflusszytometer FACS Calibur BD Biosciences

(Heidelberg)
Heizblock Neo Block 2-2503 Neolab (Heidelberg)
Inkubationsschuttler Minitron Infors HT (Bottmingen,

Schweiz)

Klebefolien-Applikator

Microamp adhesive film
applicator

Applied Biosystems

Kihlblock Light Cycler Centrifuge Roche (Basel, Schweiz)
Adapters

Klhlblock PCR Cooler Eppendorf (Hamburg)

Kahlblock weil3 Eppendorf

Kahl-/Gefrierschrank CUP3021 Comfort Liebherr (Ehingen)

(4°C, -20°C)

Magnet flr QuadroMACS Separator | Miltenyi Biotec

Zellsortierung

(Bergisch-Gladbach)

Mini-Schttler

MS1 Minishaker

IKA (Czechowice-
Dziedzice, Polen)

Mikroplatten-Reader

Nano Quant infinite

Tecan (Mannedorf,

M200 Pro Schweiz)
Mikroskop Eclipse TS100 Nikon Instruments
Europe
(DUsseldorf)
Mikrozentrifuge Galaxy Mini VWR International
(Bruchsal)
Mikrozentrifuge Centrifuge 5415 Eppendorf
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Mikrozentrifuge

MC6400

Hartenstein (Wirzburg)

Multipipette

Mulitpipette plus

Eppendorf

Neubauer-Zahlkammer

Assistent Neubauer-

Marienfeld (Lauda-

improved Kénigshofen)
Photometer Nanodrop ND-1000 pegLab Biotechnologie
Spectrophotometer GmbH (Erlangen)

Pipetten (10,100,1000pul)

Reference oder
Research plus

Eppendorf

Pipettierhilfe

Accujet pro

Brand (Wertheim)

Real time PCR-Gerat

LightCycler 1.5

Roche

Real time PCR-Gerét

StepOne plus System

Applied Biosystems

Sterilwerkbank

HERAsafe

Heraeus/ Kendro
Laboratory Products

Sterilwerkbank

MSC-Advantage

Thermo Scientific

Thermocycler

Mastercycler epgradient

Eppendorf

UV-Kabinett

DNA/RNA UV-Cleaner
UVX/T-AR

Biosan (Riga, Lettland)

Ultrazentrifuge

Heraeus Multifuge 3s

Thermo
Scientific/Kendro
Laboratory Products

Vortexer Vortex Genie 2 Scientific Industries
(New York, USA)
Waage AEJ Kern (Balingen)

2.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 4

Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

Hersteller

Blutabnahmenadel und
—rohrchen

Safety-Multifly-KanUle
S-Monovette 9ml

Sarstedt (NUmbrecht)

ELISA-Platte Microplatte 96 well Greiner bio-one
(Kremsmdinster,
Osterreich)

Zentrifugenrdhrchen CellStar PP-Test Tubes | Greiner bio-one

(15ml, 50ml)

Glasflaschen 100ml, 1l Simax (Selb)

Glasréhrchen Polystyrene round Corning Science (New

bottom 5ml York, USA)
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Klebefolie

Sarstedt

Light Cycler Kapillaren

20pl

Roche

Mikrotiterplatten

Falcon Multiwell 6

Corning Incorporated —

well/24 well Life Sciences

Pasteurpipetten Einmal-Pasteur-Plast- Hartenstein
Pipette 3ml

PCR Platte 96 Fast PCR Platte Sarstedt
Halbrand

Pipettenspitzen 10pl, 100ul Sarstedt

Biosphere filter tips

Pipettenspitzen

1000ul, Tip One

StarLab (Hamburg)

Pipettenspitzen Combitips advanced Eppendorf
5ml, 10ml

Reaktionsgefal3 1,5ml SafeSeal micro tubes Sarstedt

Reaktionsgefal3 0,2ml PCR Tubes 8er Streifen | Eppendorf

RNA-Stabilisator

RNA protect cell reagent

Qiagen (Hilden)

Serologische Pipetten
5ml, 10ml, 25ml

Cellstar 5ml, 10ml, 25ml

Greiner bio-one

Trennsaulen fur
Zellsortierung

Seperation Columns LS

Miltenyi Biotec

Wageschalen

7ml

Hartenstein

Zellschaber

Cell Scraper 23cm

SPL Life sciences
(Pocheon, Siidkorea)

2.3 Reagenzien

Tabelle 5 Reagenzien
Reagenz Bezeichnung Hersteller
Aqua Ampuwa Aqua Fresenius Kabi (Bad

Homburg)

BSA (Bovine Serum
Albumin)

Albumin Fraktion V,
biotinfrei, 509

Carl Roth (Karlsruhe)

Coating Buffer

8,4g NaHC03
3,569 NagCO3

Carl Roth

Dichtegradient fir Biocoll Separating Solution | Biochrom AG (Berlin)

Zellsortierung (FICOLL) 500ml

EDTA Ethylenediamintetraessig- | Sigma-Aldrich (St. Louis,
saure MO, USA)

Ethanol 100% Ethanol 100% vergallt Carl Roth
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Ethanol 70%

Ethanol 70% vergallt

Fischar (Saarbriicken)

FCS Fetal Calf Serum 500ml Sigma-Aldrich
HBSS Hanks Balanced Salt Sigma-Aldrich
Solution 500m|
PBS Phosphate-Buffered Saline | Braun (Melsungen)
8,09 0,9%iges NaCl + Appli Chem (Darmstadt)
1,169 NapHPO4 + 0,29 Carl Roth
KH>PO4 + 0,2g KCI Merck (Darmstadt)
PMA Phorbol-12-myristate 13 Sigma-Aldrich
acetat, geldst in Ethanol
1mg/ml
Refobacin Refobacin 80mg Merck

(Gentaminsulfat)

TMB Substrat

Tetramethylbenzidin

BioLegend (San Diego,
USA)

Trypanblau

Trypan blue solution 0,4%

Sigma-Aldrich

Tween 20

Polyethylen glycol sorbitan
monolaurat

Sigma-Aldrich

Zellkulturmedium

RPMI 1640 Medium

Life technologies

(GlutaMAX) (Kalifornien, USA)
2.4 Kits
Tabelle 6 Kits
Kit Inhalt Hersteller
ELISA Human Capture Antibody R&D Systems
CCL4/MIP-13 Detection Antibody (Minneapolis, USA)
Cat. No. DY271-05 Standard

Streptavidin-HRP

ELISA MAX Standard Capture Antibody BioLegend
Set IFN-y, Detection Antibody

Cat. No. 430101

Standard
Avidin-HRP

First Strand cDNA
Synthesis Kit # K1612

Reaction buffer

Oligo (dT) primer (1uM)
Ramdom hexamer
primer (10uM)
RiboLock Rnase
Inhibitor (20U/ul)

10mM dNTP Mix
M-MULYV Reverse
Transkriptase (20U/ul)

Thermo Scientific
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Light Cycler Fast Start
DNA Master HybProbe
Kit

Sonden, Primer

LC Faststart DNA
Master Hybprobe
MgCl; Stock Solution
H-O

TIB Molbiol (Berlin)

MACS Miltenyi Biotec
NK Cell Isolation Kit
human

NK Cell Antibody

Cocktail human 1ml
NK Cell MicroBead
Cocktail human 2ml

Miltenyi Biotec

RNeasy MiniKit

RNeasy MinElute Spin
RLT Buffer

RW1 Buffer

RPE Buffer

RNAse free Water

Qiagen

Qiamp DNA Blood Mini
Kit

Mini Spin Column
Collection Tubes 2ml
AL Buffer Lysis buffer
AE Buffer Elution buffer
AW1 Wash buffer 1
AW?2 Wash buffer 2
Protease

Qiagen

2.5 Antikorper

Tabelle 7 Antikérper und zugehdrige Isotypenkontrolle zur FACS-Analyse
Antikorper Bezeichnung Hersteller

CD14 FITC Cat. 555397 BD Pharmingen (New
Iso IgG2a FITC Cat. 349051 Jersey, USA)
NKp46 PE Cat. 557991 BD Pharmingen
Iso 1I9G1 PE Cat. 555749

CD3 PERCP No. 130-094-965 MACS Miltenyi
Iso IgG2a PERCP No. 130-099-190

CD19 APC Cat. 302212 Bio Legend

Iso 1gG1 Cat. 400122

CD56 FITC Cat. 562794 BD Pharmingen
Iso IgG1 FITC Cat. 555748

NKp30 PE No. 130-092-483 MACS Miltenyi
Iso 1I9G1 PE No. 130-092-212

CD16 PERCP Cat. 302030 Bio Legend

Iso IlgG1 PERCP Cat. 400148

CD69 APC No. 130-092-159 MACS Miltenyi
Iso IgG1 APC No. 130-093-189
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DNAM1 APC Cat. 400122 Bio Legend

Iso 1IgG1 APC Cat. 338312

2.6 Zytokine

Tabelle 8 Zytokine

Zytokin Bezeichnung Hersteller

Proleukin Stocks a 50/1U/ul Novartis (Basel,
Schweiz)

Interleukin 15 rhiL15 ImmunoTools
(Friesoythe)

2.7 Primer und Sonden

Tabelle 9 Primer und Sonden zur Schmelzkurvenanalyse;
alle von TIB Molbiol

ncam1-rs10502171 Basensequenz

Sonde LC 5°-LC640-TTCAgCCCTgAgTCTCCACAAgggA--PH
Sonde T 5-gCACACACACTAATATTACCAAgCAg--FL
Primer R 5-CCAACATAggTggCTTTgC

Primer S 5"-gAATgCCCCAgCCTCTgTA

ifng — rs2069705

Sonde T TgTgAgQTTAACTTCTTAXIAATCTTCTATg--PH
Primer F CCAgQTTTTACAggTAAggAgACTgA

Primer R gggCAAACTTgATTCCTgA
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Methoden

2.8 Experimentelles Vorgehen im Uberblick

In die Studie wurden insgesamt zwanzig gesunde Spender eingeschlossen. Alle
unterzeichneten eine Einwilligungserklarung zur vorliegenden Studie (siehe
Anhang A). Ebenso liegt ein Ethikvotum (Aktenzeichen AZ-302/12) vor.

Als erstes wurde aus Vollblut die DNA isoliert, und dann per PCR und
Schmelzkurvenanalyse detektiert, ob die gesuchte Punktmutation in ifng oder
ncam1 vorliegt.

Entsprechend der Untersuchungsergebnisse wurden je drei Spender mit
Mutation im ifng und drei Spender mit Mutation im ncam1 ausgewahlt. Dabei
hatte jeder der Spender nur eine der beiden Mutationen. Als Kontrollgruppen
wurden je drei Spender ausgewahlt, die keine der beiden Mutationen
aufwiesen.

Von jedem Spender wurden 50ml Vollblut entnommen, daraus PBMCs und
dann NK-Zellen isoliert. Diese NK-Zellen wurden entweder unstimuliert
belassen, mit Proleukin (IL2) und Interleukin 15 (im Folgenden IL2/15) oder mit
vorher angeziichteten A. fumigatus Keimschlauchen stimuliert.

Bei den Spendern mit ifng-Mutation und der zugehérigen Kontrollgruppe wurde
die RNA aus den drei verschiedenen Kokulturen isoliert. AnschlieBend wurde
diese in cDNA umgeschrieben, um die Expression der ifng-mRNA per qPCR zu
analysieren.

Bei den Spendern mit ncami-Mutation und der zugehdrigen Kontrollgruppe
wurde die Expression ausgewahlter Marker im Durchflusszytometer (FACS)
charakterisiert.

Die Zelliberstande wurden jeweils per ELISA analysiert.

Abbildung 5 zeigt im FlieBschema die Arbeitsschritte im Uberblick.
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1. DNA-Extraktion und Schmelzkurvenanalyse

3 Spender mit IFN-y-Mutation 3 Spender mit CD56-Mutation
3 Spender als Kontrolle 3 Spender als Kontrolle

v Vs

2. NK-Zell-Isolation aus Vollblut und Stimulation in verschiedenen Kokulturen
. . NK-Zellen stimuliert mit | NK-Zellen stimuliert mit
NK-Zellen unstimuliert IL2/15 Aspergillus fumigatus
IFN-y-Mutation + Kontrollgruppe CD56-Mutation + Kontrollgruppe
RNA-Isolation, cDNA-Synthese, Farbung der Kokulturen und
gPCR Messung im FACS
IFN-y-ELISA & CCL4-ELISA IFN-y-ELISA & CCL4-ELISA

7 Vs

3. Auswertung und Vergleich der Kontrollgruppe versus Positivgruppe

Abbildung 5 Experimentelles Vorgehen im Uberblick
Die genannten Schritte wurden, wenn nicht anders angegeben, bei beiden
Versuchsgruppen durchgefuhrt.

2.9 DNA-Extraktion aus Voliblut

Den Spendern wurde 2ml Vollblut entnommen, und bis zur Verarbeitung im
Kihlschrank gelagert. Die Extraktion der DNA erfolgte mittels QlAamp DNA
Blood Mini Kit aus 400ul Vollblut. Bei jeder Extraktion wurde eine Negativ-
Kontrolle mit 400ul HBSS-Puffer mitgefihrt. Das Blut wurde in 1,5ml Eppendorf-
GefaBen lysiert, und dann auf eine Saule in einem 2ml Collection Tube
Ubertragen. Der Durchfluss nach Zentrifugation wurde jeweils verworfen, und
die Saule auf ein neues Tube aufgesteckt.

Das genaue Vorgehen ist untenstehender Abbildung (Abb. 6) zu entnehmen.
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1. Lyse der Blutzellen

1.2 400ul AL- 1.3 Inkubation in Heizblock

1.1 40ul Protease Puffer/Lysis Puffer 56°C

NS

2. Bindung der DNA an Saule

2.1 400l 96-100%iges Ethanol 2.2 Zentrifugation bei 8.000 rpm flr

eine Minute

3. Aufreinigung der Saule

3.1 Waschen mit 500ul AW1Puffer und | 3.2 Waschen mit 500ul AW2 Puffer
Zentrifugation bei 8.000rpm fir eine und Zentrifugation bei 13.000rpm fur
Minute drei Minuten

NS

4. Elution

50ul AE -Puffer/Elutionspuffer fir Smin bei Raumtemperatur

Abbildung 6 Schematisches Vorgehen bei der DNA-Extraktion aus Vollblut

DNA hat ein charakteristisches Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von
260nm. So kann Uber eine Bestimmung der Absorption die Konzentration der
DNA gemessen werden.

Das verwendete Gerat NanoDrop Spectrophotometer in Verbindung mit dem
Programm ND 1000 V3 1.0 rechnet die gemessene Absorption automatisch in
eine DNA-Konzentration in ng/pl um. Nach Einstellung eines Leer-Wertes mit
Puffer wurde zunachst der DNA-Gehalt der HBSS-Kontrolle gemessen. Dieser
sollte unter 2,5ng/ul liegen, um eine Kontamination der Proben auszuschlieBen.
Danach wurde fir jede Probe der DNA-Gehalt in 2ul L6sung gemessen.

Die DNA-Proben wurden bei -20°C bis zur Weiterverarbeitung aufoewahrt.
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2.10 Nachweis von SNPs mittels PCR und Schmelzkurvenanalyse

Um die Existenz von SNPs in einem Zielgen nachzuweisen, muss die das SNP
enthaltende DNA-Sequenz zuerst vervielfaltigt werden. Zur Amplifikation
(Vervielfaltigung) sehr geringer DNA-Mengen wird die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) genutzt’®®. Die Nachweisgrenzen liegen dabei bei etwa
50-200 Genomkopien pro Milliliter’®. Die PCR lauft in drei Schritten ab:
Denaturierung, Annealing und Elongation.

Beim ersten Schritt wird die doppelstrangige DNA durch Erhitzen auf 95°C in
zwei Einzelstrange denaturiert. So kénnen sich in der Annealing-Phase bei
53°C am 5°- und 3-Ende des zu vervielfaltigenden Bereichs spezifische
Oligonucleotide entsprechend der Basenpaarung anlagern. In der folgenden
Elongation bei 72°C werden die angelagerten Oligonucleotide durch das Enzym
DNA-Polymerase mithilfe von freien Desoxynucleosid-Triphoshpaten (dNTPs)
verlangert. Die Polymerase ist meist eine Tag-Polymerase, die vom 5°- zum 3’-
Ende synthetisiert, und so genannte Primer als Startmoleklle benétigt. Im
Resultat wird ein komplett neuer DNA-Strang synthetisiert. Durch Wiederholung
dieses Zyklus kann die gesuchte DNA-Sequenz exponentiell vervielfaltigt
werden (Abbildung 7)1,

1. Zyklus
| —~ Ziel-DNA

Lr
Aufschmelzen und

— " Primer-Anlagerung
L

Werlangerung der

C——— Primer durch die
~Tag-Polymerase

L
[ |
[ ] Ziel-DMNA verdoppelt

Renaturierung der DNA

T

2. Iyklus usw.

Abbildung 7 Prinzip der PCR; modifiziert aus [6]
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Nachdem durch die PCR eine fir die Untersuchung ausreichende DNA-Menge
amplifiziert wurde, erfolgte — direkt im Anschluss und im selben LightCycler —
eine Schmelzkurvenanalyse zur Detektion von SNPs im Zielgen. Dazu wurde
die amplifizierte DNA durch eine Temperaturerhbhung auf 95°C denaturiert. An
die Einzelstrange lagerten sich durch eine anschlieBende Absenkung der
Temperatur auf 40°C zwei daflr konzipierte Hybridsonden, Anker- und
Sensorsonde, an. Die Ankersonde besetzte dabei eine festgelegte DNA-
Sequenz in der unmittelbaren Nahe der Position des vermuteten SNP. Die
Sensorsonde zur SNP-Detektion positionierte sich auf den DNA-Bereich, in
dem der SNP vermutet wurde. Im vorliegenden Fall war die Sequenz der
Sensorsonde fir die den SNP enthaltende DNA-Sequenz konzipiert, konnte
aber auch — dann mit einer Fehlpaarung und damit einer geringeren
Bindungsstarke — an die Wildtypsequenz binden. Solange sich Anker- und
Sensorsonde in raumlicher N&ahe befanden, interagierten die jeweils
anhangigen Fluorochrome Uber ein Fluorescence Resonance Energy Transfer
(FRET)-System. Im Zuge dessen wurde das Fluorochrom einer der Sonden
durch im LightCycler generiertes Licht zur Emission einer bestimmten
Wellenldnge angeregt, die wiederum das Fluorochrom der anderen Sonde
anregte. Die davon emittierte Wellenlange wurde exklusiv gemessen. Bei nun
steigender Temperatur im LightCycler konnte solange Fluoreszenz detektiert
werden, wie die beiden Sonden in unmittelbarer Nahe zueinander auf dem
DNA-Strang verblieben. Léste sich aufgrund des Erreichens der
sondenspezifischen Schmelztemperatur die Sensorsonde, so schwachte sich
die Fluoreszenz deutlich ab. Das geschah bei einer Fehlpaarung (Wildtyp) bei
geringerer Temperatur, als wenn eben keine Fehlpaarung, und damit ein SNP,
vorlagt®®* (Abbildung 8).
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y GGTACGCCH.¥ 5. OCCATAGCTGG-¥
= Sensorsonde = Ankersonde

FRET

@ 5 GGTACGCC#.Y 5 -==CCATAGCTGG-¥
¥ GCTATTCCATGCGG ATCTCC ATGGTATCGACCGAGGCT-Y

— SNP
(c) 5.GGTACGCCHY
5 Oligonucleotid: » ATAGCTGG-3

F GCTATTCCATGCGG ATCTCC ATGGTATCGACCGAGGCT-SY

Abbildung 8 Wirkungsweise des ,FRET-System*; modifiziert aus [38]

a: Sonden mit Fluorophoren

b: Energietransfer zwischen den Sonden

c: Ablésung der Sensorsonde bei Erreichen der spezifischen Schmelztemperatur

Die Sequenzen der hier verwendeten Sonden sind in Tabelle 9 aufgefuhrt.
Zusétzlich ist in Abbildung 9 die Lage der Sonden und Primer fir die
Schmelzkurvenanalyse des ncam1-SNPs dargestellt.

10502171 § — alternative forward
weany " Primer S|
170 cac

TTOCTGAATCOOCCAGCCTCTSTATTCCTGOG T TG
ACCMTTACCICATCORAGACATAACCACCT A

e e e T R R T et
Ankersonde Sensorsonde T =~ :’I:ienl; 2:2’; reverse
R e R T R I e e e
Abbildung 9 Lokalisation der Primer und Sonden fir das gesuchte
ncam1-SNP

Die vom Hersteller gelieferten Sonden wurden in einer Konzentration von
0,08ug/ul in Wasser geldst, die Primer in 0,03ug/ul. Alle Materialien flr den
Mastermix wurden auf einem Kuihlblock gelagert, und nach untenstehender
Zusammensetzung in ein 1,5ml Eppendorf Gefal pipettiert (Tabelle 10).
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Tabelle 10 Zusammensetzung des Mastermix

Volumen fiir 1 Reaktion

H,0 11,4ul
MgCL, 1,6pl
Sonde LC 1,0ul
Sonde T 1,0ul
LC Faststart DNA 2,0ul
Primer R 1,0ul
Primer S 1,0ul
Gesamt 19,0ul

Der fertige Mastermix wurde gemischt, und kurz zentrifugiert.

Der Light Cycler Metal Kiihlblock wurde mit Glaskapillaren bestlickt. In jede
Kapillare wurden 19ul des Mastermixes vorgelegt. Danach wurde in jede
Kapillare je 1ul der zu untersuchenden DNA-Probe hinzugeflgt, und durch
Aspiration vermischt. Die letzte Kapillare wurde als Kontrolle mit 1ul Wasser
statt DNA versehen. Die Kapillaren wurden verschlossen, und bei 1500rpm fir
zehn Sekunden ohne Zentrifugendeckel zentrifugiert, da sie sonst zerbrechen

wirden.

Der Light Cycler wurde mit den Proben beladen, und eine Messung mit
folgenden Laufbedingungen gestartet (Tabelle 11).

Tabelle 11 Laufbedingungen des Light Cycler

Zyklen | Temperatur Dauer

Initial- 1 95°C 10 min
Denaturierung

Amplifikation 45 95°C (Denaturierung) 10 sec

53°C (Annealing) 10 sec

72°C (Elongation) 15 sec

Schmelzkurve 1 95°C 20 sec

40°C 20 sec

85°C 0 sec

Nach erfolgreichem Lauf wurde die Schmelzkurve ausgewahlt, und die Daten in

Melting Curve und Melting Peak gespeichert.

Schmelzkurven folgt Genaueres im Ergebnisteil.

29

Auswertung der




2.11 Isolation von NK-Zellen aus Vollblut

PBMC-Isolation mittels Dichtegradientenzentrifugation

Den Spendern wurden sechs 9ml Réhrchen Vollblut entnommen, um daraus
mononukleére Zellen des peripheren Blutes (PBMC) zu gewinnen. Diese setzen
sich vor allem aus Monozyten und Lymphozyten zusammen.

Dazu wurde das gesamte Vollblut in einem 50ml Zentrifugenréhrchen
gesammelt. Zwei weitere 50ml Zentrifugenréhrchen wurden mit je 20ml Ficoll-
Lésung vorbereitet, und diese anschlieBend mit je 25ml des Vollblutes
vorsichtig Uberschichtet.

Nach ungebremster Zentrifugation der Zentrifugenréhrchen bei 2000rpm flr
zwanzig Minuten bildeten sich verschiedene Phasen (Abbildung 10). Dabei
setzen sich in der sogenannten Dichtegradientenzentrifugation die Zellen nach

Dichte geordnet im Zentrifugenréhrchen in verschiedenen Phasen ab.

Vor Zentrifugation Nach Zentrifugation

Plasma
Vollblut

PBMCs

=

Ficoll

Ficoll

Granulozyten

Erythrozyten,

tote Zellen

Abbildung 10 Ergebnis der Dichtegradientenzentrifugation im Schema

Die Interphase enthielt oben genannte PBMCs. Diese wurden mit einer
Pasteur-Pipette vorsichtig aufgenommen, und in ein 50ml Zentrifugenréhrchen
Uberfihrt. Das Zentrifugenréhrchen wurde mit HBSS-Puffer aufgeflillt, und nach
Zentrifugation bei 120g fiir finfzehn Minuten wurde der Uberstand verworfen.
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Das Volumen wurde erneut mit HBSS-Puffer zu 50ml aufgefillt, und bei 120g
flinfzehn Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert, und das
Zellpellet in 20ml HBSS-Puffer geldst.

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden in einer 96 Well-Platte 10ul der
vorhandenen Zellsuspension mit 10ul Trypanblau vermischt, sodass sich eine
1:2 Verdinnung ergab. Der Farbstoff Trypanblau reichert sich in der
Plasmamembran toter Zellen an, sodass vitale Zellen ungefarbt bleiben, und
gezahlt werden kdnnen.

10ul der gefarbten Zellsuspension wurden auf eine Neubauer-Zahlkammer
aufgetragen, und unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt. Aus den in den vier je
1mm? groBen Eckquadraten ausgezéhlten Zellen wurde der Mittelwert gebildet.
Mit folgender Formel wurde die Gesamtzahl der isolierten PBMCs errechnet:

Gesamtzahl [PBMCs] =

Mittelwert * Kammerfaktor (10.000) * Verdinnungsfaktor (2) * Volumen in ml

NK-Zell-Isolation

Die Isolation der NK-Zellen aus der PBMC-Zellsuspension beruht auf dem
Prinzip der negativen Selektion. Dabei bindet ein Gemisch verschiedener
Biotin-gekoppelter Antikdrper (Antibody Cocktail) an die Oberflache von Nicht-
NK-Zellen. Ein zweiter Antikérper, verbunden mit superparamagnetischen
Partikeln (MicroBead Cocktail), bindet wiederum an das Biotin. Fir die
Zellsortierung wurde ein QuadroMACS Separator in Kombination mit einer LS
Trennsaule verwendet. Durch das Einbringen der mit ferromagnetischem
Gewebe geflllten Saule in den Separator entsteht darin ein starkes
magnetisches Feld, das die mit den MicroBeads versehenen Nicht-NK-Zellen
zurtickhalt. In der vorliegenden Studie wurde zuerst die PBMC-Zellsuspension
bei 300g fur zehn Minuten zentrifugiert, wodurch sich ein Zellpellet bildete.
Nach Dekantieren des FlUssigkeitslberstandes wurde die Zellsuspension nach
unten stehendem Schema behandelt (Abbildung 11).
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Erster Antikérper

10ul NK Cell Biotin Antibody Cocktail

40ul HBSS-Puffer pro 107 Zellen oro 107 Zellen

N/

10 Minuten bei 4°C kiihlen
N7

Zweiter Antikdrper + Magnet

20 pl NK Cell MicroBead Cocktail pro
107 Zellen

30ul HBSS-Puffer pro 107 Zellen

4

15 min bei 4°C kiihlen

Abbildung 11 NK-Zell-Isolation mittels MACS

Nach Zugabe von 30ml HBSS-Puffer und Zentrifugation bei 300g fur zehn
Minuten wurde der Uberstand dekantiert, und das Zellpellet resuspendiert.
AnschlieBend wurde 1ml HBSS-Puffer dazugegeben.

Die Saule wurde in den MACS Separator eingespannt, und mit 3ml HBSS-
Puffer aquilibriert. Danach wurde die vorbereitete Zellsuspension auf die S&ule
gegeben, und die durchflieBenden NK-Zellen in einem 50ml
Zentrifugenréhrchen aufgefangen. Das nun leere 50ml Zentrifugenréhrchen
wurde mit dreimal 3ml HBSS-Puffer gespilt, und das Volumen auch auf die
Saule gegeben. So wurden die NK-Zellen sowohl aus dem leeren
Zentrifugenréhrchen als auch aus der Saule ausgewaschen.
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2.12 Farbung mit Antikorpern und FACS-Analyse

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Platte aus dem Inkubator
entnommen, der Inhalt in drei verschiedene 2ml EppendorfgefaBe umgefillt,
und bei 8000rcf fur finf Minuten zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden
die Uberstande in EppendorfgefaBen fir den spateren ELISA bei -20°C
eingefroren. Die Wells wurden mit HBSS-Puffer nachgespdilt, und mit den
Zellpellets in den EppendorfgefaBen vermischt. Der Inhalt wurde gleichmaBig
auf FACS-Roéhrchen aufgeteilt. Nach der Zentrifugation bei 1800g fur flnf
Minuten wurden die Uberstdnde dekantiert, und die Farbungen nach unten
stehendem Schema vorgenommen (Abbildung 12).

% CD56 FITC - 1gG1 FITC =

S NKp46 PE - 1gG1 PE % NKp30 PE - IgG1 PE

o o CD16 PerCP - IgG1 PerCP
CD69 APC - 1gG1 APC DNAM1 APC - 1gG1 APC

Abbildung 12 Farbepanels zur FACS-Analyse

Nach 20 minGtiger Inkubation im Kihlschrank bei 4°C wurden alle Réhrchen mit
2ml HBSS-Puffer aufgeflllt, und erneut bei 18009 finf Minuten zentrifugiert, um
nicht gebundene Antikdrper auszuwaschen. Die Uberstande wurden dekantiert,
und 100ul HBSS-Puffer hinzugegeben. Es folgte die Messung mittels FACS.

FACS-Analyse

Die Durchflusszytometrie (Fluorescence activated cell sorting, FACS) ist eine
Methode, mit der man bestimmte Eigenschaften von Zellen messen kann, wie
zum Beispiel GroBe, Granularitdt und Oberflacheneigenschaften. Die Zellen
werden, nach Vereinzelung in einem Fllussigkeitsstrom, von einem Laser
durchleuchtet, und streuen ihn in unterschiedliche Richtungen (Abbildung 13).
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Man unterscheidet vorwérts gestreutes Licht (Forward scatterd light, kurz FSC)

von seitwérts gestreutem Licht (Side scattered light, SSC)!%.
seitwarts gestreut
Lichtquelle | —] =

Abbildung 13 Streuung des Laserstrahls bei der Passage einer Zelle;

modifiziert aus [40]

FSC ist abhangig von der GréBe der Zellen, SSC von Granularitat und interner
Komplexitat. Bei Kombination von beidem kann man die verschiedenen
Zellpopulationen innerhalb einer Probe je nach Eigenschaften unterscheiden
(Abbildung 14)1%.

SSC

._'.-..'_-_ 0 ™ Monozyten
B B A

Lymphozyten

Abbildung 14 Zellpopulationen im FACS; modifiziert aus [40]

Zusatzlich kommen verschiedene Fluorochrome zum Einsatz, die an bestimmte
Antikdérper gekoppelt sind, die wiederum an bestimmte Oberflachenrezeptoren
der Zellen binden (Abbildung 15).

Die vier bekanntesten Fluorochrome sind FITC (Fluorescein isothiocyanate), PE
(Phycoerythrin), PerCP (peridinin-chlorophyll-protein complex) und APC

(Allophycocyanin)i?,
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Fluorochrom
& Antikorper
Oberflachen-

rezeptor
ZLelle FACS-
:D’ :V'\""' Analyse
Inkubation
Abbildung 15 Prinzip der Antikérperfarbung, modifiziert aus [40]

Das Laserlicht des Durchflusszytometers regt bei einer bestimmten
Wellenlange ein bestimmtes Fluorochrom an (Abbildung 16).

Emissionswellenlangen

Anregungswellenlange o~
e
. FITC PE PorCP N\
a0 4
8
2
2
£ &0
=
£ o
E
(' 9
o0
0 I 1 I I I 1
400 450 488 500 i) 600 &350 700
Wellenlange (nm)
Abbildung 16 Fluorochrome; modifiziert aus [40]

Gestrichelte Bereiche sind die Uberlagerungsbereiche der jeweiligen Fluorochrome.

Wie aus Abbildung 16 ersichtlich, kénnen sich die Emissionspektiren von
Fluorochromen in bestimmten Wellenlangenbereichen tberlagern. Dieser Effekt
muss vor jeder Messung durch entsprechende Einstellungen kompensiert
werden, die wiederum mit Hilfe von Einzelfarbungen bestimmt werden kénnen.

Mithilfe eines sogenannten Gates kénnen bei der Datenanaylse nur bestimmte
Zellen betrachtet werden. Die Daten werden als Histogramm oder Dot-Plot
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dargestellt. Beim Dot-Plot kdnnen zwei Fluorochrome gegeneinander
aufgetragen werden. Als Negativkontrolle zur Messung der Expression des
gesuchten Proteins mit dem Primarantikérper dient eine Messung mit einem
sogenannten Isotypkontrollantikdrper. Dieser besitzt den gleichen Isotyp, und
tragt das gleiche Fluorochrom wie der Primarantikérper, seine Spezifitat ist
jedoch gegen ein Protein gerichtet, das beim untersuchten Organismus nicht
vorkommt. Auf diese Weise entspricht die mit dem Isotypkontrollantikérper
gemessene Fluroeszenz der unspezifischen Bindung. Mit diesem Wert kdnnen
dann die Populationen in einem Dot-Plot mit einer Quadranteneinteilung in vier
Kategorien unterteilt werden: negativ, jeweils einfach positiv und doppelt
positivi*? (Abbildung 17).

- Isotyp - Gefarbte Probe
= =
.
273 " -,
o~ s
w o I
Q. ™ 3 . N
= 1 - =
21, B
-

"

e ey e
Lt 3

FITC

=
10 1

Abbildung 17 Quadranteneinteilung im FACS; modifiziert aus [40]

Bestimmung der Reinheit nach Isolation

Um nach der Isolation mittels magnetischer Separation sicher zu gehen, dass
sich fast ausschlieBlich NK-Zellen in der Zellsuspension befinden, wird diese
mittels FACS UOberprift. Dazu werden in zwei Rdéhrchen je 100ul der
Zellsuspension gegeben, und mit dem Antikérper NKp46PE bzw. dem
zugehorigen Isotyp fur 20 Minuten gefarbt. NKp46 ist ein spezifischer NK-Zell-
Rezeptor, der nahezu ausschlieBlich in den Zellwanden von NK-Zellen
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vorkommt. Nach Hinzugeben von 2ml HBSS-Puffer folgt eine Zentrifugation bei
1800g far fanf Minuten, um nicht gebundene Antikérper auszuwaschen.

Danach erfolgt die Messung im FACS. Dabei ist die mit dem Isotyp gefarbte
Probe negativ, und kann mit einem Gate abgegrenzt werden. Bei Messung der
mit NKp46 gefarbten Probe sollten Uber 95% der Zellen positiv, und damit NK-
Zellen sein (Abbildung 18).

1K Q1 S Q2 1K Q1 _
198,7% 1,27% 13.38% ‘ 96,6% )

Reinheit

800

600

o lsotyp 3
wv 1 . .
4004 .
03 ]
0,00% ]
"2 '3 ’
10”7 10 10
Isotyp-PE
Abbildung 18 Beispiel firr eine Uberpriifung der Reinheit im FACS

NK-Zellen wurden mittels negativer Isolation aus PBMCs isoliert. Die Expression von
NKp46 (-PE) wurde analysiert, und gegen die Granularitat (SSC) aufgetragen.
Das linke Bild zeigt den Isotyp.

2.13 Vorstimulation der NK-Zellen tiber Nacht

Die aufgefangenen NK-Zellen wurden bei 300g fir 10 Minuten zentrifugiert,
anschlieBend wurde der FlUssigkeitsiberstand dekantiert, und das Pellet in 3ml
HBSS-Puffer geldst. Es folgte eine Auszahlung der NK-Zellen mittels Neubauer-
Zahlkammer. Nach erneuter Zentrifugation bei 300g fir zehn Minuten und
Dekantieren des Uberstandes wurden die Zellen mit einer Konzentration von
1*10%ml in Medium aufgenommen. Zur Stimulation wurde Proleukin (Stock
50U/ul) in einer Konzentration von 1000U/ml hinzugegeben. Die Zellmischung
wurde gleichmaBig in eine 6-Well-Platte pipettiert, und UOber Nacht im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO- inkubiert.

37



2.14 Anzucht von Aspergillus fumigatus

Der Pilz wurde auf Bierwurzplatten angezogen, die entstandenen Konidien
abgeerntet, und in einer Konzentration von 2*10%/ml in Aqua Dest. geldst.

In ein 50ml Zentrifugenréhrchen wurden 20ml Medium (500mlI RPMI1640 +
1,5ml Refobacin) vorgelegt, und mit 100ul der Pilzldsung vermischt. Dies
entspricht einer Konzentration von 1*10%ml. Der Deckel des
Zentrifugenréhrchens wurde nicht ganz verschlossen, und Uber Nacht bei
200rpm und Raumtemperatur je nach AuBentemperatur neun bis zwélf Stunden
bis zur Entstehung von Keimschlauchen geschittelt.

2.15 Stimulation der NK-Zellen

Nach der Uber-Nacht-Inkubation wurden die NK-Zellen unter Verwendung eines
Zellschabers vom Boden der Wells geldst, und in ein 50ml Zentrifugenréhrchen
dberfihrt. Die Wells wurden mit 2ml HBSS-Puffer nachgespilt, um alle NK-
Zellen aufzunehmen. Nach Zentrifugation bei 300g fir zehn Minuten und
Dekantieren des Uberstandes wurde das Zellpellet in 1ml Medium (RPMI1640 +
1,5ml Refobacin + 10% FCS) gel6st. Es folgte eine erneute Zellzahlung in der
Neubauer-Zahlkammer. Nach folgender Zentrifugation bei 300g flr zehn
Minuten wurde der FlUssigkeitslberstand dekantiert, und die Zellen in einer
Konzentration von 2*10%ml aufgenommen.

AnschlieBend wurde die Pilzkultur aus dem Schiittler geholt, und 10ul in eine
Neubauer-Zahlkammer gegeben, um den ausgekeimten Pilz zu betrachten. Es
sollten Uberwiegend kurze Keimschlauche vorliegen.

Die Pilzkultur wurde bei 5000g fur zehn Minuten zentrifugiert, dekantiert, und in
5ml Medium geldst. Um die Keimschlauche voneinander zu l6sen, wurde die
Flussigkeit mehrfach durch eine Injektionsnadel aufgezogen. Zur Vermischung
wurde das Zentrifugenréhrchen anschlieBend eine Minute geschiittelt.

In einer 12-Well-Platte wurden die NK-Zellen auf drei Kokulturen aufgeteilt, und

nach folgendem Schema angesetzt (Abbildung 19).
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Abbildung 19 Stimulation der NK-Zellen in drei verschiedenen Kokulturen

Das Endvolumen betrug in allen Féllen 800pl.

Die Well-Platte wurde bei 37°C und 5% CO. fir sechs oder neun Stunden

inkubiert.

2.16 RNA-Isolation und cDNA-Synthese

Nach neun Stunden Inkubationszeit wurde die Platte aus dem Inkubator
entnommen, der Inhalt in drei verschiedene 2ml EppendorfgefaBe umgefillt,
und bei 5400rpm fur finf Minuten zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden
die Uberstande in EppendorfgefaBe fiir die spatere Analyse der freigesetzten
Zytokine per ELISA bei -20°C eingefroren. Die Zellpellets in den
EppendorfgefaBen wurden in 500ul RNA-Protect geldst, und ebenfalls bei -
20°C eingefroren.

Fiar die RNA-Isolation wurden die eingefrorenen Proben wieder aufgetaut. Die
Isolation der RNA erfolgte mittels RNeasy Mini Kit. Wobei in einem ersten
Schritt vorhandene Zellen lysiert, und in einem zweiten Schritt die RNA selektiv
an eine Membran aus Siliziumoxid gebunden wurde.

Bei jeder Isolation wurde eine Negativkontrolle ohne Zellpellet mitgefthrt. Die
Zellen wurden in 1,5ml EppendorfgefaBen lysiert, und dann auf eine Saule in
einem 2ml Collection Réhrchen Ubertragen. Der Durchfluss nach Zentrifugation
wurde jeweils verworfen, und die Saule auf ein neues Rdhrchen aufgesteckt.

Das genaue Vorgehen ist untenstehender Abbildung 20 zu entnehmen.
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1. Zentrifugation bei 5000g fiir 5 Minuten, Abnehmen des Uberstandes

\Z

2. Lyse der Zellen: 350ul RLT-Puffer

\Z

3. Bindung der RNA an Saule

3.1 350l 70%iges Ethanol

3.2 Zentrifugation bei 8000g eine

Minute
4. Aufreinigung der Saule
4.1 /700ul 4.2 500ul RPE 4.3 500ul RPE- 4.4 Trockene
RW1Puffer und Puffer und Puffer und Zentrifugation bei
Zentrifugation bei | Zentrifugation bei | Zentrifugation bei full speed 1
8000g 1 Minute 8000g 1 Minute | 8000g 2 Minuten Minute

5. Elution

30ul RNase-freies Wasser

Zentrifugation bei 8000g 1 Minute

Abbildung 20

Schema der RNA-Isolation

Die Konzentration der RNA wurde analog zur DNA-Extraktion mittels NanoDrop

Spectrophotometer in Verbindung mit dem Programm ND 1000 V3 1.0

gemessen. Nach Einstellung des Blank-Wertes mit RNase freiem Wasser,

wurden je 2ul der jeweiligen RNA gemessen.
AnschlieBend erfolgte die Umwandlung der RNA in cDNA mittels First Strand

cDNA Syntesis Kit. Alle Materialien fir den Mastermix wurden auf einem

Kdhlblock gelagert, und nach untenstehender Zusammensetzung in ein 1,5ml

Eppendorfgefal3 pipettiert (Tabelle 12).
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Tabelle 12 Zusammensetzung des Mastermixes fur die cDNA Synthese

Volumen fiir
eine Reaktion
5 x Reaction buffer 4,0ul
Oligo (dT) primer (1puM) 0,2ul
Ramdom hexamer Primer (10uM) 1,0ul
RiboLock Rnase Inhibitor (20U/pul) 1,0ul
dNTP Mix 10 mM 2,0ul
M-MuLV Reverse Trankskriptase (20U/ul) | 2,0ul
H,0 1,0ul
Gesamt 11,2pl

Die verschiedenen RNA-Proben wurden in gekihlten 0,2ml PCR Réhrchen mit
Wasser verdinnt, sodass das Gesamtvolumen 8,8ul betrug. AnschlieBend
wurden 11,2yl Mastermix dazugegeben, und die Rohrchen in der
Mikrozentrifuge kurz zentrifugiert. Die Réhrchen wurden in den Thermocycler
platziert, und ein Programm mit folgenden Laufbedingungen gestartet:

Tabelle 13  Laufbedingungen des Thermocyclers

25°C 5min
37°C 60min
70°C 5min
4°C Ende

AnschlieBend wurde die entstandene cDNA bei -20°C bis zur PCR eingefroren.

2.17 Quantitative PCR (qPCR)

Die quantitative PCR wird zur Bestimmung der relativen Expression eines
Zielgens genutzt. Dabei wird wie bei der konventionellen PCR in einem
vorgeschalteten Schritt die aus zu untersuchenden Zellen isolierte mRNA
mittels reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben. In der nachfolgenden
gPCR wird das in jedem Zyklus neu entstandene Amplifikat mit dem
Fluorochrom ,SYBR-Green“ versehen. Dessen Fluoreszenzintensitat wird flr
jede Probe in Echtzeit (daher auch die alternative Bezeichnung ,real time PCR")
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vom Thermocycler ,Step One Plus System*” Uberwacht, und durch die Software
,otep One Software v2.2.2* gegen die Anzahl der PCR-Zyklen aufgetragen. Als
Ergebnis erhalt man die Anzahl der benétigten Zyklen (c;) bis zur
Uberschreitung eines Schwellenwertes fiir die Fluoreszenzintensitat, der in der
vorliegenden Arbeit auf 0,1 festgelegt wurde.

Je mehr mRNA des Zielgens initial vorhanden war, desto mehr cDNA ist zu
Beginn der gPCR verfligbar. Eine erhdhte Menge an cDNA fihrt zu einer
schnelleren Amplifikation mit mehr Produkt, damit zu einer starkeren
Fluoreszenzintensitdt und folgerichtig zu einem kleineren ci-Wert. Zur
Normalisierung wird flr jede Zellprobe auch der ci-Wert eines sogenannten
house-keeping-Gens bestimmt. In der vorliegenden Studie wurde dafir die
Expression der humanen Aminolavulinatsynthase (hALAS) gewahlt, die als
Stoffwechselenzym eine von etwaigen  Stimulationen  unabhéangige
Expressionsstarke aufweist!®¢!%9,

Die Messungen erfolgten in Duplikaten, die relative Expression wurde wie folgt
berechnet:

(ETarget) ACtTarget(control—sample)

ACt _
(Eref) ref (control-sample)

Dabei ist E immer gleich 2, Target steht flir das zu berechnende Gen, ref flr
das Referenz-/Housekeepinggen hALAS und control ist immer die jeweilige
Probe aus unstimulierten NK-Zellen.

Im Experiment wurde flr jedes Gen ein Mastermix mit entsprechenden Primern
in 1,5ml EppendorfgefaBen nach unten stehender Zusammensetzung (Tabelle
14) hergestellt:

Tabelle 14  Zusammensetzung des Mastermixes fur die gPCR

iTaq USGS 10pl
Primer F 10 pM 1ul
Primer R 10 pM 1ul
H20 4ul
Gesamt 16ul

42




Die DNA-Proben wurden mit Wasser 1:10 verdiinnt. In eine 96 Well Stepi Platte
wurden zuerst 16pl Mastermix vorgelegt, und dann jeweils 4l der verdinnten
DNA dazugegeben. Als Kontrolle wurden drei Wells mit 16l Mastermix und 4l
Wasser befillt. Zur Abdeckung der Platte wurde eine Klebefolie mithilfe eines
Adapters appliziert. Die 96 Well Platte wurde kurz zentrifugiert, und dann in das
gPCR Gerat Step One Plus gestellt.

Die Laufbedingungen fiir die gPCR (Tabelle 15) werden in Abbildung 21 noch

einmal im Verlauf dargestellt.

Tabelle 15 gPCR Programm

SYBR Biorad (fast)
Denaturation 30sec 95°C
Denaturation 3sec 95°C (40x)
Annealing 30sec 60°C (40x)
Melting Curve 15sec 95°C

60sec 60°C + 0,5°C

15sec 95°C

Starting Cycle: i 2]

95.0°C 95.0°C 95.0°C 95.0°C
00:30 100%  0:03 00:15

75 —| 180% 00%

\ 60.0°C

00% 00:30 01:00

Step 1 Step 1 Step 2 Step 1 Step 2 Step 3

Abbildung 21 Ubersichtsschema zum gPCR-Programm
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2.18 Enzym-linked-immunosorbent assay (ELISA)

Bei einem ELISA handelt es sich um eine Methode zur Bestimmung von
Proteinkonzentrationen in FlUssigkeiten. Ein Antikérper (Capture Antibody)
gegen das gesuchte Antigen, in diesem Fall das Zytokin IFN-y oder das
Chemokin CCL4/MIP13, wird auf eine Platte gebunden. Gibt man nun das
gesuchte Antigen dazu, bindet dieses, wahrend andere Substanzen durch
Waschschritte entfernt werden. In einem weiteren Schritt wird ein
Sekundarantikérper (Detection Antibody) hinzugefligt, der direkt oder Uber ein
Adapterprotein mit einem Enzym gekoppelt ist. Dieses Enzym - hier handelt es
sich um Meerrettichperoxidase - wandelt bei Zugabe eines Substrats
(Peroxidase) einen farblosen Indikator (Tetramethylbenzidin) in einen farbigen
Indikator um (Abbildung 22). Je mehr Zytokin initial in den Proben enthalten ist,
desto mehr Antikdérper und Sekundéarantikérper binden, und desto mehr
Farbstoff entsteht!®.

Enzym

Sekundarantikorper

J\ Antikorper
R Aioen

Abbildung 22 Prinzip des ELISA; modifiziert aus [6]

Die Farbintensitdt wurde mittels Photometer quantifiziert, und mit
Standardproben mit vorgegebener Zytokin-Konzentration verglichen. Die IFN-y-
und CCL4/MIP1B-ELISA wurden geman dem Herstellerprotokoll durchgefihrt.
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2.19 Statistik

Zuerst wurden die Mittelwerte mit dem Programm Microsoft Excel® berechnet.

X ! X
_n 1=1 1

X; = Beobachtungswerte
n = Anzahl der Beobachtungswerte

X = arithmetischer Mittelwert

Auf Grundlage der errechneten Mittelwerte wurde die empirische
Standardabweichung mit Excel® berechnet. Die Standardabweichung o

beschreibt die Streubreite eines Merkmals um sein arithmetisches Mittel.

0= [ Bt - 02

AbschlieBend erfolgte die grafische Darstellung der Mittelwerte und der
Standardabweichung mit Hilfe von Saulendiagrammen in Excel®.

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels des Mann-Whitney-
U-Tests mit dem Programm ,Wilcoxon-Mann-Whitney Test Calculator4+'42.

Dieser Test wird angewandt, wenn die Daten nicht normalverteilt sind. Das
heiBt die Daten bestehen aus kleinen Stichproben mit AusreiBern in den
Messwerten, und damit kann kein t-Test durchgefihrt werden. Der Mann-
Whitney-U-Test Uberprift, ob sich die zentralen Tendenzen zweier
unabhangiger Stichproben unterscheiden. Dabei erfolgt eine Rangierung der
Daten, bei der die Messwerte durch Range ersetzt, daraus Rangsummen
gebildet, und gruppenweise miteinander verglichen werden. Fir den so
bestimmten Unterschied wird ein p-Wert errechnet. Bei einem p-Wert < 0,05 ist
die Tendenz signifikant, bei p<0,1 lediglich ein Trend, und bei p>0,1 hat die

Tendenz keinerlei Signifikanz!*.
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3 Ergebnisse

3.1  Einteilung der Spender in Mutation und Wildtyp

20 gesunde Spender/-innen (S1-S20) wurden mittels Schmelzkurvenanalyse
auf das gesuchte SNP in ifng bzw. in ncam1 getestet. Dazu wurde DNA aus
Vollblut isoliert, und bezliglich der genannten Gene eine Schmelzkurvenanalyse
im Lightcycler durchgefihrt. In nachfolgenden Beispielen (Abbildungen 23 und
24) ist die Anderung der Fluoreszenz gegen die Temperatur aufgetragen. Fallt
man ein Lot auf das Maximum der Schmelzkurve, lasst sich die spezifische
Schmelztemperatur auf der Temperaturskala ablesen. Die fir die Analyse
verwendeten Sonden sind mutationsspezifisch, das heit, sie erzielen eine
héhere Schmelztemperatur, wenn das gesuchte SNP vorliegt.

Beim ifng-SNP entstand nur ein Maximum, wahrend beim Wildtyp zwei Maxima
entstanden. Dies liegt daran, dass beim Wildtyp ein Allel von der Mutation
betroffen ist, das andere nicht (Abb. 23).

0.022-

0.020-

Mutation

0.o1g-

0016 -

0.014-

0012 -

0.010-

0.008 -

0.006 -

0.004 -

Fluorescence -d(F2)/dT

0.002 -

0.000
| | [l [l | [l I | I | I I | | | I | | |
440 450 480 500 520 540 560 580 BOO gS20 640 660 620 FOO 720 F40 TEO 78O0 200 820

Temperature {*C)

Abbildung 23 Schmelzkurven zum ifng-SNP

Analyse der Schmelzkurven im Hinblick auf das gesuchte SNP in ifng. Aufgetragen ist
die Anderung der Fluoreszenzintensitit gegen die Temperatur fiir die in der Legende
(linke Seite) bezeichneten Spender S4-S9. Der SNP befand sich entweder auf beiden
(1 Maximum = ,Mutation“) oder nur auf einem Allel (2 Maxima = ,Wildtyp®).
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Beim ncam1-SNP war es umgekehrt. Nur ein Maximum wies auf einen Wildtyp
hin und zwei Maxima auf eine Mutation. Dabei war auf einem Allel die Mutation

vorhanden, und auf dem zweiten nicht (Abb. 24).
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Abbildung 24 Schmelzkurven zum ncam1-SNP

Analyse der Schmelzkurven im Hinblick auf das gesuchte SNP im ncam1. Aufgetragen
ist die Anderung der Fluoreszenzintensitiat gegen die Temperatur fir die in der
Legende (linke Seite) bezeichneten Spender S1-S5. Der SNP befand sich entweder
auf einem Allel (2 Maxima = Mutation) oder er trat gar nicht auf (1 Maximum =
,Wildtyp“). Ein Auftreten des SNP auf beiden Allelen gleichzeitig wurde in dieser Studie

nicht gefunden.

Folgende Aufteilung ergab sich nach Analyse aller Spender (Tabelle 16):

Tabelle 16  Einteilung der Spender in Mutation und Wildtyp

ncami- | ifng- ncam1-SNP & ifng-SNP | Wildtyp fur beide SNPs
SNP SNP Doppelmutation

S2 S3 St S5 S13

S11 S4 S7 S17

S14 S6 S8 S18

S15 S10 S9 S20

S19 S16 S12

Der Anteil der Spender betrug sowohl fiir den ifng-SNP als auch fir den ncam1-
SNP, mit jeweils finf von zwanzig, 25%. Aus allen Spendern wurden je drei

Spender mit SNP und sechs Spender als Kontrollgruppe ausgewahlt.
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3.2 Funktionale Auswirkungen der Punktmutation in ifng

In der folgenden Versuchsreihe wurde untersucht, ob die Punktmutation im ifng

Auswirkungen auf die Expression und/oder die Freisetzung des
entsprechenden Proteins durch NK-Zellen aufweist. Zusatzlich sollte die
Expression von Rezeptoren, die typischerweise durch NK-Zellen exprimiert
werden, analysiert werden.

Bevor die Experimente mit isolierten NK-Zellen durchgefihrt wurden, sollten die

Versuchsbedingungen unter Verwendung von PBMCs optimiert werden.

3.2.1 Vorexperimente unter Verwendung von PBMCs

3.2.1.1 Zusammensetzung der Zellpopulationen

PBMCs von gesunden Spendern mit und ohne Punktmutation wurden aus 30ml
Vollblut
analysiert.

mittels Dichtegradientenzentrifugation isoliert, und anschlieBend
Far die Ermittlung der zelluldren Zusammensetzung mittels
Durchflusszytometrie wurde die Expression spezifischer Oberflachenrezeptoren
auf definierten Zellpopulationen genutzt. So ist NKp46 auf NK-Zellen, CD14 auf

Monozyten, CD3 auf T-Zellen und CD19 auf B-Zellen prasent (Tabelle 17).

Tabelle 17  Anteile der Zellpopulationen
a: Kontrollen
Spender | Zeitpunkt | NK-Zellen | Monozyten | T-Zellen B-Zellen
[h] (NKp46) (CD14) (CD3) (CD19)
S17 0 11,8% 11,6% 59,7% 7,44%
6 11,3% 8,05% 61,4% 9,04%
S20 0 3,87% 21,2% 59,3% 6,99%
6 2,92% 16,1% 66,3% 7,00%
S9 0 11,8% 15,2% 54,7% 6,14%
6 8,95% 11,6% 57,7% 5,89%
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b: Mutationen

Spender | Zeitpunkt | NK-Zellen | Monozyten | T-Zellen B-Zellen
[h] (NKp46) (CD14) (CD3) (CD19)
S3 0 7,0% 21,4% 48,6% 6,28%
6 7,04% 21,4% 54,2% 7,37%
S10 0 4,28% 22,0% 60,0% 6,84%
6 5,07% 13,1% 65,8% 7,69%
S16 0 10,6% 24,5% 34,8% 5,22%
6 9,37% 16,6% 38,8% 4,97%
c: Mittelwert
Spender Zeitpunkt | NK-Zellen | Monozyten | T-Zellen B-Zellen
[h] (NKp46) (CD14) (CD3) (CD19)
Kontrollen | 0 9,16% 16,00% 57,90% 6,86%
6 7,72% 11,92% 61,80% 7,31%
Mutationen | O 7,29% 22,63% 47,80% 6,11%
6 7,16% 17,03% 52,93% 6,68%
Literatur®? | - 3,5-18% 10-20% 49-76,5% 3,5-9%

Die PBMCs wurden einmal direkt nach Isolation und einmal nach sechsstindiger

Inkubation mit IL2/15 analysiert. Die Prozentséatze ergeben zusammen nie 100%, da
nur die lebenden Zellen ausgewertet wurden, und der Anteil dieser zwischen 70-85%
lag.

Wie zu sehen, bewegten sich die Anteile der verschiedenen Zellpopulationen
bei den Kontrollspendern im aufgrund der Literatur erwartbaren Rahmen. Im
Vergleich zu den Gesundspendern gab es bei den PBMCs aus den
Mutationsspendern eine leichte Verschiebung von T-Zellen zu Monozyten. Es
lasst sich jedoch kein Trend in den Prozentsdtzen der verschiedenen
Zeitpunkte/Stimulationen erkennen.

3.21.2 Vergleichende Expressionsanalyse von ifng und ccl4

PBMCs der oben erwahnten Spender wurden mit IL2 und IL15, oder mit A.
fumigatus stimuliert, oder zur Kontrolle unstimuliert belassen. Nach sechs
Stunden Inkubation wurde die RNA isoliert, und mittels reverser Transkriptase
in cDNA umgeschrieben. Die relative Expression von ifng bzw. ccl4 wurde
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durch quantitative PCR bestimmt, eine detaillierte Beschreibung der Methode
findet sich im Methodenteil dieser Arbeit.

Im  Auswertebeispiel in  Abbildung 25 wurde die Intensitdt des
Fluoreszenzsignals gegen die Zyklenanzahl aufgetragen. Die entstandenen
Kurven repréasentieren das jeweils vorhandene Amplifikat aus einer

Stimulationsbedingung.

10 1

PBMC + IL2/15
11 PBMC unstimuliert \
= PBNC +
—~— A fum.
0.01 - unspezifische
& PCR-
<] Reaktion
0.001
0.0001 1
0.00001 | Stimulation | C;
unstimuliert | 25,9
Hz0-Kontrolle IL2/15 28,5
P T T S R e S e e S A. fum. 27,5
2 4 @& & 10 12 14 1@ 18 20 X M XM 28 30 X M ¥ 3B 44
Cycle
Abbildung 25 Analyse eines gPCR-Laufs im Beispiel

PBMCs wurden mit IL2/15 oder A. fumigatus (A. fum.) fir 6h stimuliert, oder zur
Kontrolle unstimuliert belassen. Die Expression von ifng wurde mittels gPCR analysiert.
Gezeigt ist ein typisches Resultat.

Entscheidend flr die Auswertung ist die vorliegende Zyklenzahl (ct) zum
jeweiligen Schnittpunkt der Kurve mit der Achse bei ARn = 0,1. Die
Expressionsstarke des Gens in den stimulierten Zellen wurde auf die
Expressionsstarke in den unstimulierten Zellen (per Definition = 1 gesetzt)
normiert. Die Mittelwerte von Gesund- und Mutationsspendern wurden in einem

Diagramm miteinander verglichen (Abb. 26 und 27).
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unstimuliert IL2/15 A. fum.
Kontrolle(K)/Mutation(M) | K/M K M K M
S9/S3 1 16,55 | 2,72 6,04 0,71
S17/810 1 529 |47 2,48 6,56
S20/S16 1 11,86 | 26,09 0,68 8,88
Mittelwert 1 11,23 | 11,17 3,07 |5,38
25
20
15
B 15
o
o B Kontrolle
L
o 10 4 - . Mutation
=
: |
o
S + - - - -
0 | EEEmE— |- ﬁ
unstimuliert IL2/15 A. fum.
Abbildung 26 Expression von ifng durch PBMCs mit und ohne SNP

Das in Abb. 25 beschriebene Experiment wurde je 3x mit PBMCs mit und ohne SNP
durchgefiihrt. Die durch qPCR ermittelte, relative Expression wurde jeweils auf die
unstimulierte Kontrolle (=1) normiert. Die Werte wurden in oben stehender Tabelle
zusammengefasst. Zum Vergleich wurden die Mittelwerte der jeweiligen Expressionen

in einem Graph (unten) zusammengefihrt.

Die Stimulation mit IL2/15 flhrte sowohl bei Kontrollspendern als auch bei SNP-
Tragern zu einer verstarkten Expression von ifng.
Nach Stimulation mit A. fumigatus zeigten PBMCs von SNP-Tragern eine

starkere Expression von ifng als PBMCs von Kontrollspendern.
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unstimuliert IL2/15 A. fum.
Kontrolle(K)/Mutation(M) | K/M K M K M
S9/S3 1 1,27 | 0,46 6,14 1,96
S17/810 1 6,3 1,43 1,4 9,1
S20/S16 1 1,28 | 2,92 2,02 7,67
Mittelwert 1 2,95 |1,60 3,19 6,24
10 -
9 4
8 +
c 7 1
S
B 6
o
g 5 - = Kontrolle
L
0>> 4 + Mutation
e
: | T
1 4 - - -
. T
unstimuliert IL2/15 A fum.
Abbildung 27 Expression von ccl4 durch PBMCs mit und ohne SNP

Gleiches Vorgehen wie in Abb. 26 beschrieben. Allerdings wurde die Expression von
ccl4 gemessen.

Nach Stimulation mit IL2/15 konnte eine verstarkte Expression von ccl4 durch
PBMCs aus Kontrollspendern gegeniber PBMCs aus SNP-Tragern gemessen
werden. Nach Stimulation mit A. fumigatus zeigten PBMCs von SNP-Tragern
eine starkere Expression von ccl4 als PBMCs von Kontrollspendern.
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3.21.3 Freisetzung von IFN-y nach Stimulation

Die Freisetzung des Proteins IFN-y wurde mittels eines ELISA gemessen. Dazu
wurden nach sechs Stunden Inkubation die Uberstinde der PBMCs
entnommen, und ein ELISA — wie im Methodenteil beschrieben — durchgefihrt.

Tabelle 18 zeigt die Ergebnisse der sechs getesteten Spender.

Tabelle 18  IFN-y-ELISA Ergebnisse

unstimuliert IL2/15 A. fum.

[pg/ml] [pg/ml] [pg/ml]

Kontrolle(K)/Mutation(M) | K M K M K M
S9/S3 7,77 | 6,71 | 10,36 7,34 7,43 6,75
S17/510 7,12 16,85 | 8,44 7,79 7,27 7,57
S20/S516 7,23 | 7,06 |9,53 11,98 7,14 7,19
Mittelwert 7,37 | 6,87 |9,44 9,04 7,28 7,17

Wie man in vorhergehender Tabelle erkennen kann, lagen die Werte der
Interferon-y-Freisetzung bei allen Spendern unterhalb von 10pg/ml, und damit
am unteren Rand des vom ELISA erfassten Konzentrationsbereiches.

Zum Vergleich wurden die Ergebnisse in einem S&ulendiagramm dargestellt
(Abb. 28).
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Abbildung 28 Freisetzung von IFN-y durch PBMCS nach 6h

PBMCs von drei Spendern mit und drei Spendern ohne SNP wurden mit IL2/15 oder A.
fum. fr 6h stimuliert, oder zur Kontrolle unstimuliert belassen. Die Uberstande wurden
entnommen, und in einem ELISA die Freisetzung von IFN-y gemessen. Die Mittelwerte

der sechs getesteten Spender sind hier in einem Saulendiagramm dargestellt.

Wie zu sehen, liegen die gemessenen Werte an der unteren Grenze der vom
ELISA erfassten Konzentrationen. Trotzdem ist zu erkennen, dass erstens eine
Stimulation durch 1L2/15 erfolgt, und sich zweitens die Werte von
Kontrollspendern und Mutationstragern entsprechen.

Zur Optimierung wurden die PBMCs zweier Spender mit Phorbol-12-Myristate-
13-Acetat (PMA, auch TPA) statt IL2 und IL15 stimuliert. PMA bindet und
aktiviert Protein-Kinase C, und férdert damit Zellteilung und Proliferation!*”!.
Zusatzlich wurde die Inkubationszeit von sechs auf acht und zehn Stunden, und
die Konzentration der Zellen in Medium von 1*10%ml auf 4*10%/ml erhdht.
Tabelle 19 zeigt die Ergebnisse des IFN-y-ELISA.
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Tabelle 19  IFN-y-ELISA, Ergebnisse mit PMA, 8h und 10h

Spender Kontrolle/Mutation | Zeitpunkt | Stimulation | IFN-y
S16 Mutation 8h unstimuliert | 2,39
PMA 23,62
A. fum. 3,97
10h unstimuliert | 2,68
PMA 27,87
A. fum. 4,02
S17 Kontrolle 8h unstimuliert | 4,99
PMA 24,08
A. fum. 3,23
10h unstimuliert | 2,39
PMA 31,64
A. fum. 3,39

Zum besseren \Vergleich wurden die Ergebnisse in Form
Saulendiagrammen grafisch dargestellt (Abb. 29/30).

30 T

% 15 - ) L ® Kontrolle
Q

Mutation

5 + - -
o) ._ m
unstimuliert PMA A. fum.

Abbildung 29 Freisetzung von IFN-y durch PBMCs nach 8h

von

Gleiches Vorgehen wie in Abb. 28, allerdings wurden die PBMCs zweier Spender mit
PMA statt IL2/15 und fiir 8h statt 6h in einer Konzentration von 4*10°%ml statt 1*10%/ml

stimuliert. Dabei hatte ein Spender den SNP, der andere nicht.
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Abbildung 30 Freisetzung von IFN-y durch PBMCs nach 10h

Experimentelles Vorgehen siehe Abb. 29, allerdings mit Stimulation der PBMCs fiir 10
Stunden.

Nach Stimulation mit PMA konnte eine verstarkte Freisetzung von IFN-y durch
die PBMCs sowohl von SNP-Tragern als auch von Kontrollspendern gemessen
werden. Allerdings ergaben sich fiir die IFN-y-Konzentration im Uberstand mit
A. fumigatus stimulierter NK-Zellen so geringe Werte, dass eine weiterfihrende
Aussage nicht angemessen ist. Immerhin konnte gezeigt werden, dass eine
Stimulation von PBMCs zu einer erhéhten Freisetzung von IFN-y im Prinzip

maglich ist.

3.2.2 Freisetzung von IFN-y durch stimulierte NK-Zellen

NK-Zellen aus Vollblut von gesunden Spendern ohne Punktmutation wurden
isoliert, und analog zum vorherigen Vorgehen mit IL2/15, oder mit A. fumigatus
stimuliert, oder unstimuliert belassen. Die NK-Zellen wurden fir sechs Stunden
in einer Konzentration von 1*10%ml inkubiert. Danach wurde der Uberstand
abgenommen, und ein ELISA zur Messung der IFN-y-Freisetzung durchgefiihrt.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 20 zusammengefasst.
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Tabelle 20  IFN-y-ELISA, Ergebnisse nach 6h Stimulation
Spender Kontrolle/Mutation Stimulation IFN-y
[pg/mi]
S7 Kontrolle unstimuliert 3,57
IL2/15 20,14
A. fum. 4,19
S8 Kontrolle unstimuliert 4,21
IL2/15 17,43
A. fum. 5,74
S9 Kontrolle unstimuliert 2,78
IL2/15 4,74
A. fum. 410
S20 Kontrolle unstimuliert 3,31
IL2/15 3,06
A. fum. 2,96
Mittelwert Kontrollen unstimuliert 3,47
IL2/15 11,34
A. fum. 4,25
Im Folgenden wurden die Mittelwerte in Form eines S&ulendiagramms

veranschaulicht (Abb. 31).

pg/ml
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Abbildung 31

unstimuliert

IL2/15

A. fum.

Freisetzung von IFN-y durch NK-Zellen nach 6h

NK-Zellen von vier Spendern ohne SNP wurden unstimuliert belassen oder mit 1L2/15

oder A. fum. fiir 6h stimuliert. Daraufhin wurden die Uberstiande in einem ELISA auf

Freisetzung von IFN-y getestet. Der Graph zeigt die Mittelwerte.

57



Wie in den vorhergehenden Versuchen mit PBMCs waren auch hier die IFN-y-
Konzentrationen sehr gering. Die Stimulation mit IL2/15 verstarkte bei allen
Kontrollspendern die Freisetzung, wahrend die Stimulation mit A. fumigatus

keine verstarkte IFN-y-Freisetzung bewirkte.

Daraufhin wurden von einem SNP-Trager und einem Kontrollspender erneut
NK-Zellen isoliert, und entsprechend der Resultate aus den Vorexperimenten
mit PBMCs die Stimulationsdauer auf acht Stunden, und die Konzentration auf
4*10° NK-Zellen/ml erhéht. Nach Gewinnung der Uberstande wurde ein IFN-y-
ELISA durchgefiihrt, dessen Ergebnisse in Tabelle 21 enthalten sind. Die IFN-y-
Freisetzung wurde auf die Freisetzung durch unstimulierte NK-Zellen (=1)

normiert (,relative Freisetzung®).

Tabelle 21  IFN-y-ELISA, Ergebnisse nach 8h Stimulation

Spender Kontrolle/Mutation | Stimulation | IFN-y Relative
[pg/ml] Freisetzung

S3 Mutation unstimuliert 4,52 1

IL2/15 10,65 2,4

A. fum. 5,07 1,1
S7 Kontrolle unstimuliert 24,87 1

IL2/15 192,76 7,7

A. fum. 23,87 0,9

In der Tabelle lasst sich erkennen, dass die IFN-y-Freisetzung der NK-Zellen
des SNP-Tragers, wie in vorhergehenden Versuchen mit PBMCs, sehr gering
war. Im Gegensatz dazu setzten die NK-Zellen des Kontrollspenders sowohl
absolut als auch relativ nach Stimulation mehr IFN-y frei.

Im Folgenden wurden die Werte aus Tabelle 21 grafisch als Sdulendiagramm
veranschaulicht. Dabei wurden die Werte von SNP-Trager und Kontrollspender

vergleichend gegeniber gestellt (Abb. 32).
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Abbildung 32 Freisetzung von IFN-y durch NK-Zellen nach 8h

NK-Zellen von zwei Spendern mit und ohne ifng-SNP wurden in einer Konzentration
von 4*10%ml unstimuliert belassen oder mit IL2/15 oder A. fum. fiir 8h stimuliert.
Daraufhin wurden die Uberstdnde in einem ELISA auf die Freisetzung von IFN-y
getestet. Die Werte wurden jeweils auf die unstimulierte Kontrolle (=1) normiert, und in
diesem Graph dargestellt.

Bei Vergleich der relativen Expression zeigten die NK-Zellen des
Kontrollspenders eine verstérkte Freisetzung bei Stimulation mit IL2/15. Weder
bei Mutations- noch bei Kontrollspender bewirkte die Stimulation mit A.

fumigatus eine Verstarkung der IFN-y-Freisetzung.
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3.3 Funktionale Auswirkungen der Punktmutation in ncam1

Im Rahmen der nachfolgenden Versuche wurde getestet, ob die Punktmutation
im ncam1, das fur CD56 kodiert, Auswirkungen auf die Funktion von NK-Zellen
hat. Dabei wurde die Expression von sechs verschiedenen typischen NK-Zell-
Rezeptoren mittels Durchflusszytometrie gemessen. AuBerdem wurde die
Freisetzung von IFN-y und CCL4/MIP-1B3 durch NK-Zellen mittels ELISA
analysiert.

Bei einer Punktmutation in ncami ist es mdglich, dass sich das
Bindungsverhalten von CD56 an die Keimschlauche von A. fumigatus
verandert. Dadurch kénnten die NK-Zellen schlechter aktiviert werden, was sich
in einer reduzierten CD69-Expression widerspiegeln wirde.

3.3.1 Expression ausgewahlter NK-Zell-Rezeptoren

NK-Zellen wurden von gesunden Spendern mit und ohne Punktmutation aus
50ml  Vollblut mittels Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Wie im
Methodenteil beschrieben, wurden sie nach Prastimulation mit Proleukin Gber
Nacht entweder unstimuliert belassen oder mit 1L2/15 oder A. fumigatus
stimuliert. Nach sechs Stunden Inkubation wurde die Expression NK-Zell-
typischer Oberflachenmarker mittels Durchflusszytometrie vermessen. NKp46,
NKp30 und CD56 gehdren zu den typischen Rezeptoren auf NK-Zellen. Die
Erkennung fungaler Pathogene durch sie ist bereits beschrieben worden!'?1314,
CD16 ist ein Rezeptor zur Erkennung von an Antigene gebundene Antikérper,
wahrend CD69 den Aktivierungsstatus von Immunzellen widerspiegelt’®”. Bei
DNAM1 handelt es sich um ein Adhé&sionsprotein mit Kontrollfunktion fir die

Zytotoxizitat und die IFN-y-Produktion von NK-Zellen!“®!,
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3.3.1.1 Expression von NKp46, NKp30, CD16 und DNAM1 auf NK-Zellen

nach Stimulation

NK-Zellen von sechs verschiedenen Spendern mit und ohne ncami-SNP
wurden fir sechs Stunden mit IL2/15 oder A. fumigatus stimuliert, oder
unstimuliert belassen. AnschlieBend wurde die Expression von NKp46, NKp30,
CD16 und DNAM1 mittels Durchflusszytometrie gemessen. Die Abbildungen 33
und 34 zeigen beispielhaft die Ergebnisse eines Spenders.

Auf den Seiten 64f. sind die Analysedaten zu den sechs untersuchten Spendern
in Tabellen, aufgeteilt nach Kontrollgruppe und SNP-Tragern, aufgeflhrt
(Tabelle 22 und 23).

Ermittelt wurde fir jeden untersuchten Oberflachenmarker der Prozentsatz an
Zellen, die es exprimierten. Zur Vergleichbarkeit der jeweiligen
Stimulationsleistung wurde der Prozentsatz bei nichtstimulierten Zellen mit dem
Faktor 1 (= relative Expression) belegt. Der Prozentsatz flr den jeweiligen
Oberflachenmarker positiver Zellen nach Stimulation wurde dann dazu in
Relation gesetzt.
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Beispiel FACS Panel NKp46 und NKp30
NK-Zellen von Spendern mit und ohne SNP wurden fur 6h mit IL2/15 oder A. fum.
stimuliert oder unstimuliert belassen, und mittels FACS analysiert. Hier werden
beispielhaft die Ergebnisse der Durchflusszytometrie fir die Analyse von NKp46 und
NKp30 in Form von Dot-Plots gezeigt. Die Einteilung der Quadranten erfolgte
entsprechend der Kontrollen.

Bei der Analyse der Daten zur Expression von CD16 und DNAM1 auf den NK-

Zellen fiel auf, dass je nach Auswertungsart eine kleine Population an NK-
Zellen vorhanden ist, die sowohl fiir CD16 als auch fir DNAM1 stark positiv ist
(CD16""/DNAM1™),

Nachfolgend ist dies in Abb. 34 beispielhaft bei einem Spender gezeigt.
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Abbildung 34 Analyse der Expression von CD16 und DNAM1 auf NK-Zellen
nach Stimulation

Es konnte eine zusatzliche Population Z beobachtet werden, die erst durch Zugabe der
Antikdrper gegen CD16, DNAM1 und NKp30 im FSC/SSC-Dot-Plot (oberste Reihe)
auftrat. Zeitgleich zu Population Z konnte eine CD16"*/DNAM1** Population (mittlere
Reihe) beobachtet werden. Wurde das Gate, auf ein kleines Gate reduziert, das die
auszuwertenden Zellen im FSC/SSC-Dot-Plot definierte, so wurde damit die Population
Z aus der nachfolgenden Auswertung entfernt, und die CD16""/DNAM1™* Population
verschwand. Die relative Expression (schwarze Pfeile) andert sich jedoch nicht.

Es fiel eine Population Z auf, die bei Zugabe der Antikérper CD16/DNAM1
auftaucht, bei der Isotypkontrolle aber fehlt. Bei Betrachtung aller Zellen in
einem groBen Gate, konnte zeitgleich zu Population Z eine CD16™"/DNAM1**
Population beobachtet werden. Bei Betrachtung der reinen NK-Zellen in einem
kleineren Gate verschwanden sowohl Population Z als auch die
CD16""/DNAM1** Population.
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Spender | Stimulation | NKp46 Relative NKp30 Relative CD16/ Relative
in %/MFI Expression | in %/MFI Expression | DNAM1 | Expression
(der (der in %
Prozent- Prozent-
zahlen) zahlen)
S9 unstimuliert 96,11%/57,1 | 1 57,60%/15 1 4,63% 1
IL2/15 95,13%/52,1 | 1 72,60%/21 1,2 6,18% 1,3
A. fum. 91,7%/48,8 0,9 50,0%/12,9 0,9 1,55% 0,3
S12 unstimuliert 96,15%/67,0 | 1 87,80%/33,7 | 1 6,98% 1
IL2/15 95,2%/62,9 1 88,90%/49,9 | 1 8,9% 1,3
A. fum. 84,2%/40,3 0,9 83,4%/26,4 0,9 1,13% 0,2
S17 unstimuliert 97,53%/82,1 | 1 82,20%/22,6 | 1 3,88% 1
IL2/15 97,01%/74,3 | 1 86,90%/32,4 | 1,1 5,61% 1,4
A. fum. 94,80%/55,4 | 1 78,60%/19,6 | 0,9 1,73% 0,4
Mittel- unstimuliert | 96,59%/68,7 | 1 75,9%/23,8 1 5,2% 1
wert IL2/15 95,78%/63,1 | 1 82,8%/34,4 1,1 6,9% 1,3
A. fum. 90,2%/48,2 0,9 70,7%/19,6 0,9 1,5% 0,3
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Spender | Stimulation NKp46 Relative NKp30 Relative CD16/ Relative
in %/MFI Expression | in %/MFI Expression DNAM1 | Expression
(der (der in %
Prozent- Prozent-
zahlen) zahlen)
S2 usntimuliert 91,02%/61,4 | 1 64,6%/21,8 1 3,6% 1
IL2/15 93,79%/66,1 | 1 75,5%/30,2 1,2 3,89% 1,1
A. fum. 85,8%/50,6 0,9 51,6%/16,4 0,8 1,31% 0,4
S14 unstimuliert 97,33%/76,6 | 1 85,7%/28,1 1 9,15% 1
IL2/15 97,3%/75,4 1 90,3%/38,4 1,1 8,79% 1
A. fum. 89,3%/47,7 0,9 76,6%/19,6 , 1,95% 0,2
S19 unstimuliert 92,5%/63,9 1 67,2%/16,2 1 14,6% 1
IL2/15 89,7%/44,0 1 74,3%/21,7 1,1 16,5% 1,1
A. fum. 83,8%/37,6 0,9 63,3%/13,2 0,9 3,31% 0,2
Mittel- unstimuliert 93,6%/67,3 1 72,5%/22 1 9,1% 1
wert IL2/15 93,6%/61,8 1 80,0%/30,1 1,1 9,7% 1,1
A. fum. 86,3%/45,3 0,9 63,8%/16,4 0,9 6,57% 0,3
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Die bei Nicht- und SNP-tragenden Zellen ermittelten Faktoren fiir denselben
Oberflachenmarker  wurden zum  Vergleich in  einem  Diagramm
zusammengefuhrt. Abbildung 35 zeigt das Saulendiagramm zum NK-Zell-
spezifischen Rezeptor NKp46.
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Abbildung 35 Vergleich der NKp46-Expression auf NK-Zellen mit und ohne
ncam1-SNP

NK-Zellen von Spendern mit und ohne SNP wurden fur 6h mit IL2/15 oder A. fum.

stimuliert oder unstimuliert belassen, und mit dem Antikérper gegen NKp46 gefarbt.

Die Mittelwerte der NKp46-positiven Zellen nach Stimulation wurden auf die

unstimulierten NKp46-positiven Zellen (=1) normiert.

Fir NKp46 zeigte sich, dass die Stimulation mit [L2/15 sowohl bei
Kontrollspendern als auch bei SNP-Tragern dem Wert der unstimulierten Zellen
entspricht. Auffallig ist, dass NK-Zellen nach Stimulation mit A. fumigatus
weniger NKp46 exprimierten, wobei der Unterschied der relativen Expression
mit 0,9 zu 1 sehr gering ist. Im Vergleich zwischen Kontroll- und
Mutationsspendern gab es allerdings bei keiner der Stimulationen einen
Unterschied.
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Nachfolgend das Saulendiagramm zum Oberflachenrezeptor NKp30 (Abb. 36):
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Abbildung 36 Vergleich der NKp30-Expression auf NK-Zellen mit und ohne
ncam1-SNP
Analoges Vorgehen wie in Abb. 35, nur fur die Expression von NKp30.

Fir die Expression von NKp30 zeigte sich, dass bei Stimulation der NK-Zellen
mit 1L2/15 sowohl Kontrollspender als auch SNP-Trager etwas mehr NKp30-
positive Zellen aufweisen. Wohingegen bei NK-Zellen, die mit A. fumigatus
kokultiviert wurden, weniger NKp30-positive Zellen vorhanden sind. Auch hier
ist bei keiner der Stimulationen ein Unterschied zwischen Mutation- und

Kontrollspender festzustellen.

Bei der Analyse der Daten fiel auf, dass es bei allen Spendern eine kleine
Population an NK-Zellen gibt, die sowohl fir CD16 als auch fir DNAM1 stark
positiv (CD16""/DNAM1*) ist. Nichtgeachtet der Tatsache, dass diese
Population nur bei Zugabe der Antikdrper vorhanden ist, und bei Verkleinerung
des Gates verschwindet, wurden nicht die fir die jeweiligen Rezeptoren
positiven Zellen alleine betrachtet, sondern die Werte zu diesen Populationen
erhoben. Zuletzt ist daher das S&ulendiagramm mit den relativen Expressionen
der CD16™ und DNAM1™** doppelt positiven Zellen dargestellt (Abb. 37).
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Abbildung 37 Vergleich der CD16™"/DNAM1**-Expression auf NK-Zellen mit
und ohne SNP
Analoges Vorgehen zu Abb. 35, hier fir die Expression von CD16"/DNAM1**

Der Prozentsatz der CD16/DNAM1-high-double-positve Zellen ist bei
Stimulation mit IL2/15 bei Kontroll- und Mutationsspendern etwas héher als bei
unstimulierten NK-Zellen. Wobei die relative Expression mit 1,3 bei den
Kontrollspendern etwas héher liegt als die relative Expression von 1,1 bei den
SNP-Tragern. Bei Stimulation mit A. fumigatus sinkt der Anteil der
CD16/DNAM1-high-double-positive Zellen bei Kontrollspendern und SNP-
Tragern deutlich auf eine relative Expression von 0,3.
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3.3.1.2 Expression von CD56 und CD69 auf NK-Zellen nach Stimulation

Im Folgenden wurde die Expression von CD56 und CD69 auf NK-Zellen nach
Stimulation mit IL2/15 und A. fumigatus untersucht. Dabei sollten die
Ergebnisse fur die den ncam1-SNP besitzenden NK-Zellen mit denen von NK-
Zellen verglichen werden, die kein SNP aufweisen.
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Abbildung 38 Beispiel FACS Panel CD56 und CD69

Vorgehen siehe Abb. 33. Hier die beispielhaften Ergebnisse fir die Expression von
CD56 und CD69.

Die Tabellen 24 und 25 zeigen die Prozentzahlen der fir CD56 oder CD69
positiven Zellen der sechs untersuchten Spender.
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Auch hier wurden diese auf die Werte der unstimulierten Zellen normiert, und in
relative Expressionen umgerechnet. Dabei wurden zusatzlich die NK-Zellen

eines Spenders untersucht, der fir beide in dieser Arbeit betrachteten

Punktmutationen positiv ist (,Doppelmutation/Tabelle 26).

Tabelle 24 FACS-Analyse der Expression von CD56 und CD69: Kontrollen
Spender | Stimulation CD56 Relative CD69 Relative
in %/MFI Expression | in %/MFI Expression
(der Prozent- (der Prozent-
zahlen) zahlen)
S7 unstimuliert 87,2%/98,6 | 1 13,6%/2,94 | 1
IL2/15 93,2%/131 | 1,1 73,7%/13,0 | 5,4
A. fum. 9,46%/17,2 | 0,2 17,6%/3,27 | 1,3
S9 unstimuliert 92,9%/41,9 |1 3,62%/4,38 | 1
IL2/15 92,5%/46,8 | 1 47,8%/12,4 | 13,2
A. fum. 46,6%/10,9 | 0,5 13,8%/6,03 | 3,8
S12 unstimuliert 92,4%/38,9 | 1 417%/4,59 |1
IL2/15 92,2%/43,2 | 1 68,0%/21,9 | 16,3
A. fum. 27,8%/6,92 | 0,3 15,2%/6,09 | 3,6
S17 unstimuliert 94,5%/51,9 |1 12,6%/6,53 | 1
IL2/15 94,0%/56 1 76,9%/34,3 | 6,1
A. fum. 48,9%/11 0,5 22,8%/9,06 | 1,8
Mittel- unstimuliert 89,3%/57,8 | 1 8,1%/4,61 1
wert IL2/15 90,3%/69,3 | 1 65,9%/20,4 | 8,1
A. fum. 31,4%/11,5 | 0,4 16,6%/6,1 2,6
Tabelle 25 FACS-Analyse der Expression von CD56 und CD69: Mutationen
Spender | Stimulation CD56 Relative CD69 Relative
in %/MFI Expression | in %/MFI Expression
(der Prozent- (der Prozent-
Zahlen Zahlen
S2 unstimuliert 85,7%/29,2 | 1 6,26%/5,36 | 1
IL2/15 89,0%/31,1 | 1 48,9%/16 7,8
A. fum. 35,2%/7,97 | 0,4 13,2%/6,1 2,1
S14 unstimuliert 94,0%/43,6 | 1 31,6%/11,5 |1
IL2/15 94,3%/45,4 | 1 89,7%/81,1 | 2,8
A. fum. 27,5%16,6 0,3 49,4%/19 1,6
S19 unstimuliert 76,4%/29,9 | 1 16,4%/6,71 | 1
IL2/15 75,9%/32 1 72,2%/27,3 | 4,4
A. fum. 12,9%/7,29 | 0,2 31,7%/10,1 | 1,9
Mittel- unstimuliert 85,4%/34,2 | 1 18,1%/7,9 1
wert IL2/15 86,4%/36,2 | 1 70,2%/41,5 |5
A. fum. 25,2%/7,3 0,3 31,4%/11,7 | 1,9
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Tabelle 26 FACS-Analyse der Expression von CD56 und CD69: Doppelmutation

Spender | Stimulation CD56 Relative CD69 Relative
in %/MFI Expression | in %/MFI Expression
(der Prozent- (der Prozent-
Zahlen Zahlen
S1 unstimuliert 83,4%/43,5 |1 6,8%/7,59 1
IL2/15 83,6%/49,6 | 1 55%/24,9 8
A. fum. 40,7%/12,3 | 0,5 7,5%/7,71 1,1

Die Mittelwerte von Kontroll-, Mutationsspendern und Doppelmutation wurden
auch in Form eines Saulendiagramms vergleichend abgebildet. Abbildung 39
zeigt das Diagramm zur Auswertung von CD56.
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Abbildung 39 Expression von CD56 im Vergleich zwischen SNP und Nicht-

SNP aufweisenden NK-Zellen
NK-Zellen von Spendern mit, ohne SNP und mit einer Doppelmutation wurden fir 6h
mit IL2/15 oder A. fum. stimuliert oder unstimuliert belassen, und mit dem Antikérper
gegen CD56 gefarbt. Die Mittelwerte der Prozente von CD56-positiven Zellen nach
Stimulation aus den Tabellen 24, 25 und 26 wurden auf die Prozentwerte von

unstimulierten CD56-positiven Zellen (=1) normiert.
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Bei Stimulation mit IL2/15 zeigte sich weder bei Kontrollspendern noch bei
SNP-Tragern noch beim Doppelmutationstrager ein Unterschied zu den
unstimulierten NK-Zellen.

Es ist zu erkennen, dass nach Kontakt mit A. fumigatus bei Kontrollspendern,
SNP-Tragern und beim Doppelmutationstrager deutlich weniger CD56 auf den
untersuchten NK-Zellen exprimiert wurde. Dabei gab es nur geringe

Abweichungen zwischen den untersuchten Spendergruppen.

In Abbildung 40 sind die Daten zu CD69 aus den Tabellen 24, 25 und 26
vergleichend abgebildet:
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Abbildung 40 Expression von CD69 im Vergleich zwischen SNP und Nicht-

SNP aufweisenden NK-Zellen
NK-Zellen wurden wie in Abb. 39 beschrieben stimuliert, und hier hinsichtlich der
CD69-Expression analysiert. Die in den Tabellen 24, 25 und 26 errechneten relativen

Expressionen wurden vergleichend aufgetragen.

Die Stimulation mit IL2/15 zeigte bei allen Spendergruppen eine deutliche
Erhdhung der Anzahl an CD69-postiven Zellen. Dabei war der
Stimulationseffekt bei Kontrollspendern und dem Doppelmutationtrager etwa
gleich groB3, und bei den SNP-Tragern deutlich geringer. Bei Stimulation mit A.

fumigatus war eine graduelle Abstufung zu erkennen.
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Der durchschnittliche relative Prozentsatz der CD69-postiven NK-Zellen lag bei
den Kontrollenspendern hdher als der der Mutationen. Beim Spender mit
Doppelmutation war der relative Prozentsatz der CD69-positiven Zellen am

geringsten.

3.3.2 Freisetzung von Zytokinen nach Stimulation

Zusétzlich zur Expression von Oberflachenmarkern sollte die Freisetzung der
Zytokine IFN-y und CCL4/MIP-1B3 durch stimulierte NK-Zellen in Abhangigkeit
des ncam1-SNPs untersucht werden. Dazu wurden die Zellkulturiibersténde
nach Stimulation gesammelt, und bis zur Analyse mittels ELISA bei -20°C

aufbewahrt.

3.3.2.1 Freisetzung von IFN-y

In den folgenden Tabellen sind die Ergebnisse fur Kontroll- (Tabelle 27),
Mutationsspender (Tabelle 28) und dem Spender mit Doppelmutation (Tabelle
29) aufgefthrt.

Tabelle 27  IFN-y-ELISA Ergebnisse; Kontrollen

Spender Stimulation IFN-y Relative
[pg/ml] | Freisetzung

S7 unstimuliert 7,97 1

IL2/15 73,18 9,2

A. fum. 10,18 1,3
S9 unstimuliert 4,23 1

IL2/15 8,30 1,9

A. fum. 5,70 1,3
S12 unstimuliert 5,45 1

IL2/15 45,36 8,3

A. fum. 9,51 1,7
S17 unstimuliert 4,59 1

IL2/15 12,03 2,6

A. fum. 6,28 1,4
Mittelwert unstimuliert 5,56 1

IL2/15 34,72 5,5

A. fum. 7,92 1,4
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Tabelle 28  IFN-y-ELISA Ergebnisse; Mutationen
Spender Stimulation IFN-y Relative
[pg/ml] | Expression

S2 unstimuliert 4,07 1

IL2/15 8,38 2,1

A. fum. 6,53 1,6
S14 unstimuliert 5,56 1

IL2/15 39,89 7,2

A. fum. 10,37 1,9
S19 unstimuliert 4,76 1

IL2/15 12,50 2,6

A. fum. 7,08 1,5
Mittelwert unstimuliert 4,79 1

IL2/15 20,26 4,0

A. fum. 7,99 1,7
Tabelle 29  IFN-y-ELISA Ergebnisse; Doppelmutation
Spender Stimulation IFN-y Relative

[pg/ml] | Expression

S1 unstimuliert 4,29 1

IL2/15 11,37 2,6

A. fum. 5,12 1,2

Wie zu sehen ist, wiesen die IFN-y-Konzentrationen durchgehend nur sehr
geringe Werte auf. Trotzdem waren eventuelle Steigerungen der Freisetzung
deutlich Zur Blick die

Konzentrationsanderungen wurde die Konzentration bei unstimulierten Zellen

messbar. besseren  Auswertung mit auf

mit der relativen Expression von 1 belegt, wahrend die weiteren

Konzentrationen darauf normiert wurden. Mittelwerte der so errechneten
relativen Expresssionen wurden in einem Diagramm zusammengefihrt (Abb.

41).
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Abbildung 41 Freisetzung von IFN-y durch NK-Zellen von SNP- und

Nicht-SNP-Tréagern im Vergleich
NK-Zellen von drei Spendern mit, drei Spendern ohne SNP und einem Spender mit
Doppelmutation wurden mit IL2/15 oder A. fum. fir 6h stimuliert, oder zur Kontrolle
unstimuliert belassen. Die Uberstande wurden entnommen, und in einem ELISA die
Freisetzung von IFN-y gemessen. Die Mittelwerte der stimulierten Zellen wurden auf
die Mittelwerte der unstimulierten Zellen (=1) normiert, und in einem S&ulendiagramm

dargestellt.

Die Stimulation mit IL2/15 fOhrte zu einer verstarkten IFN-y-Freisetzung bei
allen Spendern. Dabei fand die gréBte Steigerung bei den Kontrollspendern
statt, und die zweitgréBte bei den SNP-Tragern. Die IFN-y-Freisetzung der NK-
Zellen vom Doppelmutationstrager wurde durch [L2/15 am wenigsten stark
stimuliert. Bei Stimulation mit A. fumigatus setzten die NK-Zellen von
Kontrollspendern, SNP-Tragern und Doppelmutationstrager im Vergleich zu der

unstimulierten Kontrolle etwas mehr IFN-y frei.
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3.3.2.2 Freisetzung von CCL4/MIP-113

Die Tabellen 30, 31 und 32 zeigen die CCL4/MIP1B3-Freisetzung der Zellen von
Kontroll-, Mutationsspender und dem Spender mit Doppelmutation. Dabei
wurde die CCL4/MIP-1B-Freisetzung der unstimulieten NK-Zellen auf 1
gesetzt, und die Werte der stimulierten NK-Zellen darauf normiert.

Tabelle 30 CCL4/MIP-1B-ELISA Ergebnisse, Kontrollen
Spender Stimulation CCL4 Relative
[pg/ml] Freisetzung

S9 unstimuliert 20,46 1

IL2/15 95,21 4,6

A. fum. 198,66 9,7
S12 unstimuliert 32,06 1

IL2/15 96,43 3,0

A. fum. 294,68 9,2
S17 unstimuliert 34,76 1

IL2/15 126,39 3,6

A. fum. 155,73 4,5
Mittelwert unstimuliert 29,09 1

IL2/15 106,01 3,7

A. fum. 216,36 7,8
Tabelle 31  CCL4/MIP-1B-ELISA Ergebnisse, Mutationen
Spender Stimulation CcCL4 Relative

[pg/ml] Freisetzung

S2 unstimuliert 33,37 1

IL2/15 247,37 7,4

A. fum. 128,06 3,8
S14 unstimuliert 83,87 1

IL2/15 579,80 6,9

A. fum. 427,24 5,1
S19 unstimuliert 26,33 1

IL2/15 130,40 49

A. fum. 202,59 7,7
Mittelwert unstimuliert 47,86 1

IL2/15 319,19 6,4

A. fum. 252,63 5,5
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Tabelle 32  CCL4/MIP-1B-ELISA Ergebnisse, Doppelmutation

Spender Stimulation CCL4 Relative
[pg/ml] Freisetzung
S1 unstimuliert 17,13 1
IL2/15 58,31 3,4
A. fum. 33,88 2,0

Bei den SNP-tragenden NK-Zellen waren die Absolutkonzentrationen von
CCL4/MIP-13 bei jeder Stimulationsbedingung héher als bei den NK-Zellen
ohne SNP. Im Gegensatz dazu zeigten NK-Zellen ohne SNP eine starkere
Erhdhung der relativen Freisetzung nach Stimulation mit A. fumigatus. Zum
Vergleich wurden die relativen Freisetzungen aller drei Spendergruppen in

einem S&ulendiagramm dargestellt (Abb. 42):
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unstimuliert IL2/15 A. fum.
Abbildung 42 Freisetzung von CCL4/MIP1B3 durch NK-Zellen von SNP- und
Nicht-SNP-Tragern im Vergleich

Analoges Vorgehen wie in Abb. 41, allerdings wurde die Freisetzung von CCL4/MIP-113

gemessen.

Bei Stimulation mit IL2/15 zeigten NK-Zellen aus SNP-Tragern eine groéBere
Steigerung der CCL4/MIP-1B-Freisetzung als NK-Zellen aus Kontrollspendern.
Bei Stimulation mit A. fumigatus ergab sich ein umgekehrter Trend. NK-Zellen
mit Doppelmutation zeigten - unabhangig von der Stimulationsart - die kleinste
relative Freisetzung von CCL4/MIP-113.
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4 Diskussion

4.1 Stand der Forschung

Der fir immunkompetente Menschen harmlose Schimmelpilz A. fumigatus kann
bei der Infektion von immunsupprimierten Patienten zur Entwicklung einer
Invasiven Aspergillose fiihren!?. Das schnelle Fortschreiten und die hohe
Mortalitdt der Invasiven Aspergillose flhrten dazu, dass intensiv an neuen
Therapieansatzen geforscht wird™®.

Dabei hat die bisherige Forschung ergeben, dass sowohl die Anzahl als auch
die Funktionalitat der NK-Zellen eine wichtige Rolle bei der Abwehr des Pilzes
spielen. So wurde gezeigt, dass Patienten nach einer allogenen
hamatopoetischen Stammzelltransplantation (HSCT) und Erkrankung an einer
Invasiven Aspergillose eine verzdégerte Wiederherstellung von NK-Zellen fir
langer als ein Jahr nach der Transplantation aufweisen'. Ullah et al.
postulierten, dass NK-Zellen nach einer HSCT zwar schnell wiederhergestellt
werden, aber ihre funktionale Kompetenz erst verspétet erreichen!*”). AuBerdem
wurden bei Patienten mit einer schweren Invasiven Aspergillose weniger NK-
Zellen gefunden als bei Patienten mit kontrollierter Invasiver Aspergillose!™.
Wie in der Einleitung beschrieben, konnten zahlreiche Studien nachweisen,
dass einige fiir NK-Zellen typische Rezeptoren mit A. fumigatus interagieren!'.
Im Hinblick auf die Funktionalitdt konnte durch frihere Studien in der
Arbeitsgruppe, in der die vorliegende Arbeit entstand, gezeigt werden, dass NK-
Zellen A. fumigatus durch freigesetztes IFN-y direkt schadigen kénnen!™. Die
Ergebnisse von Lupianez et al. wiesen auf einen Einfluss des ifng-SNP
rs2069705 auf das Risiko der Entwicklung einer Invasiven Aspergillose hinf??,
Weiterhin wurde in einer kiirzlich publizierten Studie nachgewiesen, dass CD56
die Bindung von NK-Zellen an A. fumigatus vermittelt'. In der AG Léffler in
Kooperation mit der Firma IMGM aus Munchen und der Bioinformatik aus Jena
durchgefihrte Studien an alloSCT Patienten wiesen auf eine Korrelation des
SNPs rs10502171 in ncam1, und der Entwicklung einer Invasiven Aspergillose
hin.
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Bereits beschriebene Zusammenhange zwischen dem Auftreten von SNPs und
Erkrankungen in anderen medizinischen Bereichen lassen vermuten, dass
SNPs auch das individuelle Krankheitsrisiko, an einer Invasiven Aspergillose zu
erkranken, steigern konnten. Die Zielsetzung dieser Arbeit war es, die
Funktionalitédt von NK-Zellen mit und ohne die beschriebenen SNPs in ifng und
ncami bei der Immunreaktion gegen A. fumigatus zu charakterisieren, und
gegebenenfalls Unterschiede festzustellen. Die gewonnenen Erkenntnisse
dieser Grundlagenforschung kdnnten so auf lange Sicht zu einem besseren
Verstédndnis der immunologischen Leistung von NK-Zellen bei einer
Pilzinfektion mit A. fumigatus beitragen und damit eine bessere Diagnostik,

Prophylaxe und Therapie der Invasiven Aspergillose ermdglichen.

4.2 Nachweis der SNPs im Spenderkollektiv

Die Analyse der zwanzig Spender ergab einen Anteil von jeweils 25% fiir SNP-
Trager. Die Datenbank des NCBI (National Center for Biotechnology
Information) gibt die Haufigkeit flir den ncam1-SNP mit 6,665% an, also deutlich
niedriger als der gefundene Prozentsatz in dieser Arbeit!*®!. Der ifng-SNP wird
mit 47,7% in der untersuchten Spendergruppe aufgefihrt, also héher als der
festgestellte Prozentsatz*®. Diese Abweichungen sind durch die geringe
Anzahl der getesteten Spender, oder auch durch regionale Unterschiede in der
Verteilung des SNPs weltweit erklarbar.

Bei der Betrachtung der Schmelzkurven fur die Analyse des SNPs in ifng fallt
auf, dass als ,Wildtyp“ bezeichnete Personen den fraglichen SNP in einem
Allel, als ,SNP-Trager bezeichnete Personen den SNP in beiden Allelen
aufweisen. Eine Variante ganz ohne SNP kommt scheinbar nicht vor. Weil der
Prozentsatz der SNP-Trager fast 50% betragt, kommt der SNP somit auf fast
75% aller vorhandenen Allele vor. Damit stellt er eher die Norm dar, als die
initial als Wildtyp bezeichnete Variante. Dieser Verbreitungsgrad Ilasst

vermuten, dass die Auswirkungen dieses SNP auf die korrekte Funktion von
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IFN-y bei gesunden Menschen entweder eher positiv, und/oder insgesamt nur
marginal vorhanden sind.

Bei den Spendern mit einem SNP in ncam1 ist immer nur ein Allel von der
Punktmutation betroffen, das andere aber nicht. Punktmutationen auf beiden
Allelen treten nicht auf. Einen mdglichen Ansatz zur Erklarung liefert die
Funktion von ncam1 in der Ontogenese. Dieses Gen auf Chromosom 11 kodiert
fir ein Zelladhasionsprotein, das flr die Zell-Zell- und Zell-Matrix-Verbindungen
wahrend der embryonalen Entwicklung des Nervensystems verantwortlich
ist®®. Wirde der SNP beide Allele betreffen, kénnte sich das Nervensystem
mdglicherweise nicht vollstandig ausbilden, und der Embryo ware nicht
lebensfahig.

Zusammengefasst konnte mithilfe der Schmelzkurvenanalytik eine groBe Zahl
an Spendern einfach und schnell auf die gesuchten SNPs Uberprift werden.
Nachteilig war, dass die Spender zweimal Blut spenden mussten, um vor der
Versuchsreihe den ,SNP-Status“ abzufragen. Hier kdnnte man den Ablauf
optimieren, und nur einmal Blut fir die SNP-Analyse und gleich anschlie3ende
Versuche abnehmen. Im klinischen Alltag kann mithilfe dieser
Schmelzkurvenanalytik eine schnelle und routinierte Untersuchung der
moglichen Stammzellspender auf bestimmte SNPs erfolgen.
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4.3 ifng-Punktmutation

In den Versuchen wurde getestet, ob ein SNP in ifng Einfluss auf die IFN-y-

Freisetzung aus NK-Zellen bei Interaktion mit A. fumigatus hat.
4.3.1 Vorexperimente unter Verwendung von PBMCs

Zuerst wurden die Versuchsbedingungen unter Verwendung von PBCMs
optimiert. Dabei wurde fiir einen generellen Uberblick die Zusammensetzung
der Zellpopulationen innerhalb der PBMCs untersucht. Bei den
Kontrollspendern lagen die Anteile der Zellpopulationen im der Literatur
entsprechenden Rahmen. Bei den SNP-Tragern gab es eine leichte
Verschiebung von T-Zellen zu Monozyten. IFN-y wird vor allem von T-Zellen
nach Erkennen eines Antigens auf Makrophagen freigesetzt. Bei einem ifng-
SNP kénnte die Funktion oder die Freisetzung des IFN-y durch die T-Zellen
verringert sein. Zum Ausgleich werden dann mdglicherweise initial mehr

Monozyten/Makrophagen vorgehalten oder zum Infektionsort rekrutiert.

Mittels qPCR wurde die Genexpression in PBMCs sechs verschiedener
Spender getestet. Dabei wurde wie erwartet bei Stimulation mit [L2/15 die
Expression von ifng und ccl4 gesteigert. Nach Stimulation mit A. fumigatus
zeigten PBMCs von SNP-Tragern eine starkere Expression von ifng und ccl4
als PBMCs von Kontrollspendern. Diese Beobachtung deckt sich mit der Studie
von Lupianez et al., die 14 Gene inklusive dem auch hier untersuchten ifng-
SNP  (rs2069705) testeten. Dabei stimulieten sie PBMCs von
immunsupprimierten Patienten fir acht Stunden zusammen mit A. fumigatus,
und stellten in der nachfolgenden qPCR hdhere Level an ifng-mRNA bei den
SNP-Tragern fest. Daraus schlossen sie auf ein reduziertes Risiko fir
immunsupprimierte Patienten mit dem ifng-SNP, an Invasiver Aspergillose zu
erkranken(®d. Mezger et al. testeten 84 SNPs in 18 Genen in Dendritischen
Zellen von Patienten nach Stammzelltransplantation, und flhrten nach finf
Stunden Inkubation mit A. fumigatus eine RT-PCR durch. Dabei konnten sie
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eine signifikante Assoziation des ifng-SNP (rs2069705) mit dem Risiko an einer
Invasiven Aspergillose zu erkranken, feststellen. Jedoch wird keine Aussage
(iber die klinische Relevanz des ifng-SNP getroffen'®”). In der Studie von de
Boer et al. wurde bei der Untersuchung von PBMCs von Patienten nach
erfolgter Stammzelltransplantation festgestellt, dass ein SNP im tlr4 zusammen
mit einem SNP in ifng das Risiko flr eine Invasive Aspergillose erhéht.
Allerdings betonen die Autoren, dass der Zusammenhang zwischen dem SNP
und einer Invasiven Aspergillose mit Vorsicht betrachtet werden sollte, da auch
viele andere Faktoren der Immunabwehr eine Rolle spielen, und der SNP so
noch keine klinische Relevanz besitzt®®. Die Ergebnisse der Studien stimmen
nicht mit den Ergebnissen dieser Arbeit Uberein, die vermuten lassen, dass das
Vorliegen eines ifng-SNP keine Auswirkungen auf das Risiko der Patienten, an
einer Invasiven Aspergillose zu erkranken, hat. Alle genannten Studien wurden
allerdings mit immunsupprimierten Patienten durchgefihrt, was die
Vergleichbarkeit mit in dieser Arbeit untersuchten gesunden Spendern

erschwert.

Die Uberstande der stimulierten PBMCs wurden im ELISA analysiert. Die
gemessenen IFN-y-Konzentrationen bewegten sich am unteren Messbereich.
Sieht man davon ab, Iasst sich kein Unterschied in der Freisetzung von IFN-y
aus PBMCs von SNP-Tragern und Kontrollspendern feststellen. Zur
Optimierung wurde nun die Stimulationsdauer auf acht bzw. zehn Stunden
erhdht, die Konzentration der Zellen vervierfacht, und die PBMCs mit PMA statt
IL2/15 stimuliert. Nach Stimulation mit PMA konnte eine verstérkte Freisetzung
von IFN-y durch die PBMCs sowohl von SNP-Tragern als auch von
Kontrollspendern gemessen werden. Allerdings ergaben sich fir die IFN-y-
Konzentration im Uberstand mit A. fumigatus stimulierter PBMCs
Konzentrationen im unteren Messbereich, sodass eine weiterfihrende Aussage
nicht méglich ist. Lupianez et al. stimulierten ihre PBMCs fir 72h bzw. 96h mit
LPS, und konnten im Multiplex-ELISA erhéhte Level an IFN-y in PBMCs der
SNP-Trager feststellen. So konnte laut der Autoren ein Einfluss des SNPs auf
das Risiko einer Invasiven Aspergillose festgestellt werden, der in Zukunft
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hilfreich bei einer risikoorientierten Prophylaxe sein koénnte!??. Diese Aussage
konnte in dieser Arbeit nicht bestatigt werden, allerdings waren die
Stimulationsdauern deutlich kirzer als die von Lupianez et al., sodass dies den
Unterschied in den Ergebnissen erklaren kénnte.

Durch die Optimierung der Versuchsbedingungen mit PBMCs konnte gezeigt
werden, dass eine Stimulation von PBMCs zu einer erhdhten Freisetzung von

IFN-yim Prinzip méglich ist.

4.3.2 Freisetzung von IFN-y durch stimulierte NK-Zellen

Untersuchungen mit NK-Zellen von vier Kontrollspendern bestatigten die bei
Vorversuchen mit PBMCs gewonnenen Erkenntnisse. Auch hier lagen die
Werte der IFN-y-Freisetzung nach sechs Stunden Inkubation knapp Uber der
Nachweisgrenze, und die NK-Zellen zeigten bei Stimulation mit A. fumigatus
keine verstarkte IFN-y-Freisetzung. Bei der Analyse eines Spenders mit und
eines Spenders ohne SNP flhrten eine héhere Konzentration der NK-Zellen,
und eine Verldngerung der Stimulationsdauer auf acht Stunden bei dem
Kontrollspender zu deutlich héheren Konzentrationen an IFN-y. Allerdings
konnte auch hier keine Steigerung der Freisetzung bei Kontakt mit A. fumigatus
festgestellt werden. Die Studienlage zur IFN-y-Freisetzung aus NK-Zellen bei
Interaktion mit A. fumigatus ist nicht eindeutig. Bouzani et al. stellten nach 12
Stunden Inkubation eine gesteigerte IFN-y-Freisetzung bei Kontakt mit
Keimschlauchen fest, und postulierten eine direkte Schadigung des Pilzes
durch die NK-Zellen™. Schmidt et al. fanden heraus, dass NK-Zellen bei
Kontakt mit Hyphen von A. fumigatus weniger IFN-y freisetzen, Keimschlauche
allerdings noch nicht mit der NK-Zellfunktion interferieren kénnen®". Allen
Studien ist gemeinsam, dass sie eine langere Inkubationszeit der NK-Zellen mit
den Keimschlauchen veranschlagen, als die in dieser Arbeit verwendeten
Stimulationsdauern von 6-10h. Laut Fauriat et al. ist die Produktion von
Chemokinen wie CCL4/MIP-113 eine der ersten Immunantworten der NK-Zellen,

und findet bereits nach einer Stunde statt. Die Freisetzung der Zytokine, wie
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zum Beispiel IFN-y, ist einer gréBeren Anzahl an Kontrollmechanismen
unterworfen, und findet zu deutlich spateren Zeitpunkten statt!®?. Die
abweichenden Aussagen der Studien kénnten durch verschiedene Vorgaben
wie Stimulationsdauer, Vorstimulationen der NK-Zellen, unterschiedliche A.
fumigatus Stamme und verschiedene Patientenkollektive erklart werden. In
Bezug auf eine Therapie mit intravendésen IFN-y-Transfusionen bei
immunsupprimierten Patienten konnte keine Besserung festgestellt werden.
Dies deutet auf einen komplexen Vorgang der IFN-y-Freisetzung aus

Immunzellen hin, der abhéngig von vielen Faktoren ist!®?.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse lassen vermuten, dass das
Vorliegen des untersuchten ifng-SNP (rs2069705) keine Auswirkungen auf die
Funktionalitat der NK-Zellen bei einer Immunantwort gegen A. fumigatus hat.
Allerdings sollte in weiteren Versuchsreihen mit hdherer Stimulationsdauer

diese Aussage erneut Uberprift werden.

4.4 Punktmutation in ncam1

In der Versuchsreihe wurde die Expression der NK-Zell-Rezeptoren NKp46,
NKp30, CD16, DNAM1, CD56 und CD69 auf stimulierten vs. unstimulierten
Zellen getestet.

4.41 Expression von NKp46

Beim NK-Zellrezeptor NKp46 zeigte sich, dass die Stimulation mit Proleukin und
Interleukin 15 nicht zu einer verstarkten Expression auf den NK-Zellen flhrte.
Nach Stimulation mit A. fumigatus exprimierten NK-Zellen sowohl von
Kontrollspendern als auch von SNP-Tragern vermeintlich etwas weniger
NKp46. Ein Teil des NKp46 koénnte dabei die Keimschlauche des Pilzes
gebunden haben, und so fir den FACS-Antikérper nicht mehr zugénglich

gewesen sein.
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Einige Studien beschrieben bereits die Interaktion des Rezeptors NKp46 mit
Pathogenen, zum Beispiel mit dem Bakterium Fusobacterium nucleatum bei der
Pathogenese der Parodontitis’®” oder mit Mycobacterium tuberculosis auf
infizierten Monozyten®. Zusétzlich interagiert NKp46 mit Herpes-simplex
Viren®®. AuBerdem zeigte sich in einer Studie mit Zellen von Patienten, die an
akuter myeolischer Leuk@&mie erkrankt sind, eine verringerte Expression von
NKp46 und NKp30!°7.

Die direkte Interaktion zwischen NKp46 und fungalen Pathogenen wurde bisher
nur far den Pilz Candida glabrata beschrieben. In der Studie von Vitenshtein et
al. wurde gezeigt, dass die NK-Zelle die Adhesine Epal, Epa6 und Epa7 auf
der Pilzoberflache mittels des Rezeptors NKp46 erkennt. Dabei wurde diese
Beobachtung neben einer Durchflusszytometrie noch mittels anderen Methoden
wie ELISA, Western Blot, in-vitro-Versuchen mit Mausen, und einem

[31 " Diese Methoden kdénnte man auch bei der

Infektionsmodell bestatigt
Untersuchung der Interaktion zwischen NKp46 und A. fumigatus anwenden, um

diese Hypothese weiter zu Uberprifen.
4.4.2 Expression von NKp30

In Bezug auf den Rezeptor NKp30 exprimierten NK-Zellen nach Stimulation mit
A. fumigatus sowohl von Kontroll- als auch von SNP-Tragern etwas weniger
NKp30. Diese Beobachtung kénnte, wie bei NKp46, darauf hinweisen, dass es
eine direkte Interaktion zwischen A. fumigatus und NKp30 gibt, und deshalb
weniger NKp30-Rezeptoren durch den Antikérper zugénglich sind. Pende et al.
erkannten bereits die Bedeutung von NKp30 beim Abtéten von Tumor-
infizierten Zellen® und Fauriat et al. verzeichneten eine verringerte Expression
von NKp30 bei Patienten mit akuter myeolischer Leukamie!®?. Zudem bewiesen
Li et al, dass NKp30 verantwortlich fir das Erkennen und Abtdéten von
Cryptococcus und Candida ist!'?. Diese Studie weist darauf hin, dass NKp30
ein wichtiger Rezeptor fir die NK-Zell-Interaktion mit fungalen Pathogenen ist.
Auch hier kénnte die Interaktion zwischen NKp30 und A.fumigatus mit weiteren

methodischen MaBnahmen Gberprift werden.
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4.4.3 Expression von CD16 und DNAMH1

Bei der Betrachtung der Expression von CD16 und DNAM1 im
Durchflusszytometer fiel im FSC/SSC Dot-Plot eine Population Z auf, die bei
der Isotypkontrolle fehlt, und erst durch die Zugabe der Antikérper auftaucht.
Wurden alle Zellen betrachtet, konnte zeitgleich zu Population Z eine
CD16""/DNAM1** Population beobachtet werden. Wurde die Population Z aus
der Analyse ausgeschlossen, so wurden dadurch auch die CD16""/DNAM1**-
Zellen entfernt. Dies wirft die Frage auf, ob die zusétzliche Population Z und
damit auch die CD16/DNAM71-high-double-positive Population wirklich in den
Proben vorhanden ist, oder als Artefakt durch die Kombination der AntikGrper
zustande kommt. Diese kénnten die Zellen miteinander verkleben, und damit
gréBer und granularer wirken lassen, was im FSC/SCC-Dot-Plot wie eine
zusatzliche Population Z wirken kénnte.

Betrachtet man nichtsdestotrotz die Expression der Rezeptoren CD16 und
DNAM1, so sinkt der Anteil der CD16/DNAM71-high-double-positive Zellen bei
Stimulation mit A. fumigatus sowohl bei Kontrollspendern als auch bei SNP-
Tragern deutlich ab.

Vorhergehende Studien fanden heraus, dass CD16 bei der Lyse von Virus-
infizierten Zellen und Tumorzellen mitwirkt®®. Romee et al. zeigten, dass der
CD16-Rezeptor, der auf allen CD56%™ NK-Zellen vorhanden ist, Signale fiir das
Abtéten der Zielzelle und die Zytokin-Produktion liefert. Dabei flhrte eine
Aktivierung der NK-Zellen mittels PMA, IL12 und IL18 zu einer verringerten
Expression von CD16 durch eine Metalloprotease namens ADAM17%%,

Zhang et al. zeigten, dass der Rezeptor DNAM1 die NK-Zell-gesteuerte
Elimination von Virus-infizierten Zellen kontrolliert*®). Nach Martinet et al. gibt
es DNAM-1* NK-Zellen, die viel Zytokin produzieren und DNAM-1" NK-Zellen,
die eine hdhere Genexpression haben, und viel Chemokine produzieren®'
Einige NK-Zell-Rezeptoren agieren als ,coactivation receptors®, das heiB3t sie
kénnen nur gemeinsam eine Aktivierung der NK-Zellen bewirken. Ein Beispiel
dafiir ist das Rezeptorpaar 2B4 (CD244) und DNAM1®?  Auch CD16 und

DNAM1 kdnnte als ein solches Rezeptorpaar zusammenarbeiten.
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Inwieweit die Rezeptoren CD16 und DNAM1 bei der Interaktion zwischen NK-
Zellen und Pilzen eine Rolle spielen, wurde bisher unzureichend erforscht. Es
sollte durch Analyse verschiedener Antikdérper-Kombinationen festgestellt
werden, ob die CD16/DNAM1-high-double-positive NK-Zellen tatséchlich
vorhanden sind, oder ein Artefakt darstellen. Sollte diese Population tatsachlich
vorhanden sein, kénnte der deutliche Abfall der CD16/DNAM71-high-double-
positive Zellen bei Kontakt mit A. fumigatus ein Hinweis darauf sein, dass eine
solche Interaktion stattfindet. Dabei weisen die geringen Abweichungen
zwischen Kontrollspendern und SNP-Tragern allerdings nicht auf ein
unterschiedliches Bindungsverhalten an den Rezeptoren hin, die durch den
ncam1-SNP verandert werden kdnnten. Dieser Zusammenhang kénnte in einer

gréBer angelegten Studie weiter untersucht werden.
4.4.4 Expression von CD56

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass bei Kontakt mit A. fumigatus bei
Kontrollspendern, SNP-Tragern und einem Doppel-SNP-Trager deutlich
weniger CD56 auf den untersuchten NK-Zellen fur den FACS-Antikdrper
zuganglich war. Dabei gab es allerdings nur geringe Abweichungen zwischen
den untersuchten Spendergruppen, eine Auswirkung des SNPs auf das
Bindungsverhalten von CD56 ist also nicht wahrscheinlich.

Bereits altere Studien fanden heraus, dass CD56 auf humanen NK-Zellen als
ein Adhasionsmolekil eine wichtige Rolle beim Abtéten von Pathogenen
spielt’®™. Voigt et al. wiesen einen Abfall der CD56-Expression in der
Gegenwart von lebendem Candida albicans nach!®. In der neuesten Studie
von Ziegler et al. beobachtete man erstmals den auch in dieser Arbeit
nachgewiesenen Effekt, dass ungebundenes CD56 auf der NK-Zellmembran
bei Kontakt mit A. fumigatus deutlich abnimmt. Dadurch konnte gezeigt werden,
dass NK-Zellen direkt Uber CD56 als PRR mit A. fumigatus interagieren, und
sich CD56 an der Interaktionsstelle ansammelt. Das Blockieren vom
Oberflachenrezeptor CD56 flhrte zu einer verringerten NK-Zell-Aktivitat und

einer reduzierten Chemokin-Freisetzung. Der genaue Mechanismus der
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Interaktion konnte bisher nicht nachgewiesen werden, allerdings gelang es
Ziegler et al. den direkten Kontakt zwischen der NK-Zelle und den
Keimschlauchen per Mikroskopie zu veranschaulichen!.

Zusammengefasst stimmen die Ergebnisse den CD56-Rezeptor betreffend mit
vorhergehenden Studien Uberein, allerdings konnte vordergrindig kein
Unterschied in der Interaktion zwischen NK-Zellen von Spendern mit ncami-
SNP und NK-Zellen von Kontrollspendern und A. fumigatus festgestellt werden.
Wie in der Einleitung dieser Arbeit schon teilweise erwdhnt, besteht die
Méglichkeit, dass NK-Zellen in Abh&ngigkeit des hier untersuchten ncami-
SNPs rs10502171 eine Ublicherweise nicht prasente Isoform von CD56
exprimieren - mdglicherweise auch in zusétzlicher Abhangigkeit von der
Stimulation mit A. fumigatus. Somit kénnten sich durch den ncami1-SNP die
Prozentanteile der CD56-Isoformen untereinander verschieben. Weil in der
vorliegenden Studie nicht mit isoformpezifischen Antikérpern gegen CD56
gearbeitet wurde, wére diese mogliche Verschiebung der Expression nicht
nachzuweisen. Allerdings kénnte sie sich in anderer Form ausdriicken, z.B.
eben im Aktivierungsverhalten der NK-Zelle (CD69) oder durch die Freisetzung

von Immunmodulatoren.

4.4.5 Expression von CD69

Bei allen getesteten Spendern flUhrte die Stimulation mit IL2/15 zu einer
deutlichen Erhéhung der Anzahl an CD69-postiven Zellen. Bei Stimulation mit
A. fumigatus konnte eine Steigerung der CD69-Expression festgestellt werden,
wie sie auch von Ziegler et al. beobachtet werden konnte!'¥.

Der durchschnittliche Prozentsatz der CD69-postiven lag bei unstimulierten
Zellen von SNP-Tragern héher als bei NK-Zellen von Kontrollspendern. Beim
Spender mit Doppelmutation war der Prozentsatz der CD69-positiven Zellen am
geringsten. Dies spricht fir eine hdhere Grundaktivierung der NK-Zellen mit
ncam1-SNP, die, durch andere Faktoren getragen, die schlechtere Erkennung
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des Pilzes ausgleichen kdnnte, um somit eine funktionierende Immunantwort zu
ermaoglichen.

Bei der Steigerung der CD69-Expression war in Bezug auf den ncami-SNP
eine graduelle Abstufung zu erkennen. Die Steigerung der relativen Expression
war bei den Kontrollspendern deutlich gréBer als bei den SNP-Tragern. Diese
Beobachtung spricht daflir, dass der ncam1-SNP das Aktivierungsverhalten der
NK-Zellen verschlechtert, was sich hier in einer geringeren Steigerung der
CD69-Expression aufert.

Dabei flhrte ein zusatzlicher SNP im ifng zu einem noch schlechteren
Aktivierungsverhalten. Allerdings wurde nur ein Spender mit dieser
Doppelmutation untersucht, sodass hier gemachte Beobachtungen nur geringe
Aussagekraft haben.

4.4.6 Freisetzung von Zytokinen nach Stimulation

In einem zweiten Schritt wurden die gemachten Beobachtungen mittels Zytokin-
Nachweis im ELISA Uberpruft.

Zuerst wurde die Freisetzung des Zytokins IFN-y gemessen. Die Stimulation mit
IL2/15 fUhrte zu einer verstarkten IFN-y-Freisetzung bei allen Spendern. Dabei
fand die gréBte Steigerung bei den Kontrollspendern statt, und die zweitgréBte
bei den SNP-Tragern. Die IFN-y-Freisetzung der NK-Zellen der Doppelmutation
wurde durch IL2/15 am wenigsten stark stimuliert. Dies lasst einen
Zusammenhang zwischen den SNPs und der zellularen Funktionalitat
vermuten.

Bei Stimulation mit A. fumigatus setzten die NK-Zellen von Kontrollspendern,
SNP-Tragern und Doppelmutation im Vergleich zu der unstimulierten Kontrolle
etwas mehr IFN-y frei. Allerdings lagen die Werte an der unteren
Nachweisgrenze, sodass zu den beobachteten Ergebnissen keine verlassliche
Aussage getroffen werden kann. Bei weitergehenden Versuchen sollte die
Stimulationsdauer erhéht werden, da nach sechs Stunden Inkubation die IFN-y-
Freisetzung noch weit unterhalb ihres Maximums liegt, und erst nach 12

Stunden deutlich nachzuweisen ist!'.
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In einem zweiten ELISA wurde die CCL4/MIP-1B3-Freisetzung gemessen.

Bei den SNP-tragenden NK-Zellen waren die Absolutkonzentrationen von
CCL4/MIP-1B3 bei jeder Stimulationsbedingung hdéher als bei den NK-Zellen
ohne SNP. Diese Aussage deckt sich mit den héheren CD69-Werten bei SNP-
Tragern, und spricht somit auch fir eine héhere Grundaktivierung der mit einem
ncam1-SNP vorbelasteten NK-Zellen.

Bei Stimulation mit IL2/15 wurde aus den NK-Zellen der SNP-Trager im Mittel
mehr CCL4/MIP-1B3 frei, als aus den der Kontrollspender und den der
Doppelmutation.

Es bleibt festzuhalten, dass die relative Steigerung der CCL4/MIP-13-
Freisetzung nach Stimulation mit A. fumigatus durch NK-Zellen von
Kontrollspendern am héchsten ist. NK-Zellen aus SNP-Tragern zeigten eine
geringere Steigerung, wahrend NK-Zellen von Doppel-SNP-Tragern die kleinste
Verstarkung der CCL4/MIP-1B-Freisetzung aufweisen. Diese Beobachtung
rundet das Bild ab, dass der ncam1-SNP die Grundaktivitdt der NK-Zellen
erhdht, aber gleichzeitig zu einem schlechteren Aktivierungsverhalten flhrt.
Auch hier muissten zur Bestatigung dieser Aussage mehr Spender mit
Doppelmutation untersucht werden, um das Ergebnis zu festigen.

Zusammengefasst erganzen sich die Ergebnisse der Durchflusszytometrie gut
mit der Zytokin-Freisetzung im ELISA, und flUhren zur Bestatigung der
Arbeitshypothese, dass der ncam1-SNP die Interaktion zwischen der NK-Zelle
und A. fumigatus verandert, zu einer erhéhten Grundaktivitat, aber gleichzeitig

zu einem schlechteren Aktivierungspotential der NK-Zellen fuhrt.
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4.5 Ausblick

In dieser Arbeit konnten Hinweise fir die Bedeutung von CD56 in der
Immunantwort von NK-Zellen gegen A. fumigatus gefunden werden. In
folgenden Arbeiten sollten die in der vorliegenden Studie durchgefiihrten
Experimente in Bezug auf die Anzahl der untersuchten Spender, der
verschiedenen Stimulanzien, der Inkubationszeiten, der untersuchten
Immunzellen (NKT-Zellen waren z.B. eine weitere Option) und der mdglichen
Experimente (XTT-Untersuchungen zur Vitalitdt von A. fumigatus nach Kontakt
mit NK-Zellen mit und ohne ncami1-SNP wéaren z.B. eine Option) ausgeweitet
werden.

Wenn die in dieser Arbeit festgestellten Trends dadurch verifiziert werden
kénnten, d.h. eine signifikante Korrelation zwischen dem Auftreten des ncam1i-
SNP, der Funktionalitdt der Immunzellen und dem Risiko flr eine Invasive
Aspergillose festgestellt werden wiirde, kénnten die Studienergebnisse sich in
einer  Empfehlung  fir das  Vorgehen bei einer  allogenen
Stammzelltransplantation ausdricken.

Stammzellspender wirden dann routinemaBig auf das Auftreten des ncami-
SNP getestet, und potentielle Spender mit ncami-SNP zugunsten eines
anderen ohne ncam1-SNP aussortiert. Wenn — mangels Alternativen — doch ein
ncam1-SNP-Trager als Spender genutzt wirde, so kénnte mit diesem Wissen
immerhin die Uberwachung und/oder Prophylaxe gegen Pilzinfektionen beim
jeweiligen Empfanger begriindet verstarkt werden.

91



5 Zusammenfassung

A. fumigatus ist ein Schimmelpilz, der durch sein ubiquitares Vorkommen und
seine  Anpassungsfahigkeit an  extreme  Bedingungen  besonders
immunsupprimierte  Patienten  gefdhrdet®. Die durch A. fumigatus
hervorgerufene Krankheit, Invasive Aspergillose, zeichnet sich durch eine hohe
Mortalitat aus. Die Funktion von NK-Zellen spielt eine wichtige Rolle bei der
Immunantwort gegen den Pilz Pl. Deshalb wird intensiv an der Interaktion
zwischen NK-Zellen und A. fumigatus geforscht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung von Punktmutationen in
ifng und ncam1 in Hinblick auf eine verédnderte Funktionalitdt von NK-Zellen bei
der Interaktion mit A. fumigatus. Die gewonnenen Erkenntnisse sollen langfristig
zur Verbesserung der Diagnostik, Prophylaxe und Therapie beitragen.

In dieser Arbeit wurde die DNA von zwanzig gesunden Spendern auf einen ifng-
SNP (rs2069705) und einen ncam1-SNP(rs10502171) untersucht. Von je drei
ausgewahlten Spendern mit SNP und sechs Kontrollspendern wurden NK-
Zellen isoliert. Diese wurden unstimuliert belassen, mit Interleukin 2/15 oder A.
fumigatus stimuliert. Bei der Versuchsreihe zum ifng-SNP wurde eine gPCR zur
Ermittlung der relativen Expression von ifng und ccl4, bei den Versuchen zum
ncam1-SNP eine durchflusszytometrische Analyse zur Messung der Expression
verschiedener Oberflichenmarker durchgefiihrt. Bei beiden wurde mittels
ELISA die Freisetzung von IFN-y bzw. CCL4/MIP-183 bestimmt.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse zum ifng-SNP lassen vermuten,
dass das Vorliegen dieses ifng-SNP keine durch NK-Zellen vermittelten
Auswirkungen auf das Risiko der Patienten, an einer Invasiven Aspergillose zu
erkranken, hat.

In Bezug auf den ncam1-SNP konnte die Hypothese bestatigt werden, dass der
SNP die Interaktion zwischen der NK-Zelle und A. fumigatus veréndert. Der
SNP Kkorreliert zwar mit einer erhéhten Grundaktivierung von NK-Zellen, jedoch

auch mit einem schwacheren Aktivierungspotential bei Stimulation mit dem Pilz.
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Sollten sich die in dieser Arbeit beobachteten Trends in einer gréBer angelegten
Studie mit héherer Spenderzahl bestatigen, kdénnten zuklnftig potentielle
Stammzellspender routinemaBig auf den ncam1-SNP getestet werden.

So kénnte die Gefahr fir den immunsupprimierten Empfanger, an einer
Invasiven Aspergillose zu erkranken, bereits vor der Stammzellspende besser
abgeschéatzt werden.
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6 Verzeichnis verwendeter Abkirzungen

Abb. Abbildung

A. fum. Aspergillus fumigatus, auch A. fumigatus

BSA Bovine Serum Albumin

ccl4 Gen, das fur CCL4 kodiert

CCL4 CC-chemokine ligand 4, auch MIP-113

CD Cluster of differentiation, Nomenklatur fiir Oberflachenmolekile
cDNA complementary DNA, deutsch: komplementédre DNA
CO; Kohlenstoffdioxid

CT Computertomographie, bildgebendes Verfahren

DNA deoxyribonucleic acid, deutsch: Desoxyribonukleinsdure
DNAM1 DNAX Accessory Molecule-1

EDTA Ethylenediaminetetraacetic

et al. et alii, deutsch: und andere

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

FACS fluorescence-activated cell sorting, Durchflusszytometrie
FCS Fetal Calf Serum

FRET Fluorescence Resonance Energy Transfer

g Erdbeschleunigung, Einheit fir Umdrehungen in Zentrifugen
h Stunde

hALAS humane Aminolevulinatsynthase

HBSS Hanks Balanced Salt Puffer

H.O Wasser

[FN-y Interferon-gamma, Zytokin

ifng Gen, das fir IFN-y kodiert

lgG Immunglobulin G, Antikérper

IL Interleukin

KAR Killing-Activatory-Receptor

KIR Killing-Inhibitory-Receptor

MgClz Magnesiumchlorid

MHC Major Histocompatibility Complex
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min

mi
mm?
mRNA
ncamft
NCR
NET
ng
NK-Zellen
nm
NOD
PAMP
PBS
PCR

PBMC

pH-Wert
PMA
PRR
gPCR
rpm
RNA
S
SNP
Tab.
TLR
TNF-a
U

uv

M

°C

Minuten, Zeitangabe

Milliliter, Volumenangabe

Quadratmillimeter, zweidimensionale Gré3enangabe
messenger RNA

Neural cell adhesion molecule, Neurales Zelladhasionsmolekil
Natural Cytotoxic Receptors

Neutrophil Extracellular Traps

Nanogramm, Gewichtsangabe

Naturliche Killer-Zellen

Nanometer, GréBenangabe der Wellenlange

Nucleotide Oligimerization Domain-like Rezeptoren
Pathogen-Associated Molecular Patterns
Phosphate-Buffered Saline

Polymerase Chain Reaction, deutsch: Polymerase-Kettenreaktion
Peripheral blood mononuclear cell , mononukleare Zellen des
peripheren Blutes

potentia Hydrogenii; Sduregehalt einer Lésung
Phorbol-12-myristate-13-acetat

Pattern Recognition Receptor

quantitative PCR

revolutions per minute, deutsch: Umdrehungen pro Minute
ribonucleic acid, deutsch: Ribonukleinsaure

Spender

Single Nucleotid Polymorphism

Tabelle

Toll-Like-Receptor

Tumor-Nekrose-Faktor a

Unit, MaBeinheit

Ultraviolettes Licht

Mikroliter, Volumenangabe

Grad Celsius, Temperaturangabe
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