Aus der Medizinischen Klinik und Poliklinik Il

der Universitat Wirzburg

Direktor: Prof. Dr. med. Hermann Einsele

Analyse der in-vitro Aktivitat neutrophiler Granulozyten
gegentber Aspergillus fumigatus unter dem Einfluss

von Antimykotika und Immunsuppressiva

Inauguraldissertation
zur Erlangung der Doktorwirde der
Medizinischen Fakultat
der

Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg

vorgelegt von

Christina Decker

aus Lauf a. d. Pegnitz

Wirzburg, August 2019



Referent: Prof. Dr. Jurgen Loffler

Korreferent: PD Dr. Johannes Wagener
Dekan: Prof. Dr. Matthias Frosch
Tag der mundlichen Prifung: 16.07.2020

Die Promovendin ist Arztin.



FUr meine Eltern



INHALTSVERZEICHNIS

I o | I 0 P PRPRP 1
1.1 Invasive Aspergillose durch Aspergillus fumigatus.................cceeeee 1
1.1.1 Der Erreger Aspergillus fumigatus ..o 1
1.1.2 Pathophysiologie von Aspergillus fumigatus-Infektionen ....................... 2
1.1.3 Atiologie und Risikofaktoren der invasiven Aspergillose........................ 4
1.1.4 Antimykotische Therapie der invasiven Aspergillose............ccccoeeeeeeeeens 6
I I 00 Vo o0 = Vo | OSSR 7
1.1.4.2 Amphotericin B — desoxycholat und liposomal ............ccccccvvvvieennnn. 8

1.2  Neutrophile Granulozyten und deren Effektormechanismen als Teil

der angeborenen Immunantwort gegen Aspergillus fumigatus........ 9
1.2.1 Eigenschaften neutrophiler Granulozyten ...........ccccooiii, 9
1.2.2 Bedeutung in der Immunabwehr gegentiber Aspergillus fumigatus..... 10
1.2.31INterleUKIN 8 ... 12
1.2.4 Erkennung und PhagOzytOSe.........uueiiiieeiiiiiiiiieie e 13
1.2.5 OXIdALIVEr BUIST ..ot e e e e e e e e e e e e eeeeees 15
1.2.6 Bildung von neutrophil extracellular traps ...........ccooeeei, 17

1.3 Immunsuppression bei akuter Graft-versus-Host- Erkrankung ...... 19
1.3.1 GvHD nach allogener Stammzelltransplantation .........................ccoe. 19
1.3.2 Klinik und Risikofaktoren der GVHD ..., 20
1.3.3 Pathophysiologie der akuten GVHD ..., 21
1.3.4 Immunsuppressive Prophylaxe.........ccooooi 22

1.3.4.1 CICIOSPOIIN A .o 22
1.3.4.2 Mycophenolat-Mofetil ..o, 23
1.3.5 Immunsuppressive Therapie mit Prednisolon ...........cccccvvvciiiiieeeeeennn, 23

1.4 Zielsetzung der Arbeit ...... ... 25



2  MATERIAL UND METHODEN ......ccttiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e sesiiiieeee e e e 26
2.1 MALEHIAl oo 26
N N R 1= - 1SR TR O PPPT 26
2.1.2 Verbrauchsmateriali@Nn ..........coovuuuuiiiiiieeeiieeeiin e 27
2.1.2.1 Labormaterialien..............uuuuuuuumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeee e 27
2.0.2.2 KIES weteiiiee ettt e e e e e e e e e e e e e e e 27
2.1.2.3 REAGENZIEN ...ttt 28
2.1.2.4 Losungen uUNd PUFTEN .........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i 28
2 2 ST Y/ 1T 1 =T o 29
2.1.2.6 Antimykotika und ImmuUNSUPPreSSIVA ......ccceeeveveviviiiiiie e eeeeeeiiiinn, 29
2.1 3 PIlZSTAMIM ... e et e e e eaane 29
2.0, SOMWAI.....i ettt e e e e e e e e et e e e e e e eeaanes 29
2.2 MethOdeN ..o 30
2.2.1 Gewinnung humaner neutrophiler Granulozyten .............ccccooeeeeeeeennnn, 30
2.2.1.1 StudienteilN€NMET .......ooeeiiiee e 30
2.2.1.2 Isolation und Aufreinigung von neutrophilen Granulozyten aus
RV o] 11 ][ | PP 31
2.2.1.3 Zellzahlbestimmung in der Neubauer-Zahlkammer....................... 32
2.2.2 Arbeiten mit Aspergillus fumigatus..............ooviiiiiiieiiiiiec e, 33
2.2.2.1 Kultur von Aspergillus fumigatus ...............uueeemmmiiiemiiiiiiiiiiiiiiiieiinnns 33
2.2.2.2 Gewinnung VON KONIAIEN .........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieieeeeiaeees 33
2.2.2.3 Anzucht von Keimschlauchen und Hyphen ..................cccoennnnn. 33
2.2.2.4 Inaktivierung von Konidien, Keimschlauchen und Hyphen............ 33
2.2.3 Berechnung und Ansetzen der Pharmaka ...........cccccccvvviiiiiiiiiiiiinnnnnn. 34
2.2.4 Analyse der ROS-FreiSetzung .......ccoouvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 36
2.2.4.1 Reaktive Sauerstoffspezies und DCF.............ocooviiiiiiiiiiiiccccii, 36
2.2.4.2 Versuchsaufbau ... 36
2.2.5 Messung der IL-8-FreiSetzung ... 38
2.2 5. L ELISA e 38
2.2.5.2 Generierung der Zytokin-Uberstande .............ccccocvvevveeeceeicveeeenenns 38

2.2.5.3 Durchfihrung des IL-8-ELISA ..., 39



2.2.6 Bestimmung der neutrophilen Elastase-Aktivitat..............ccccoeeveeereeennn. 39

2.2.6.1 Bildung und Gewinnung der neutrophilen Elastase....................... 39
2.2.6.2 Durchfuhrung der neutrophilen Elastase-Messung .............ccc....... 40
2.2.7 Beurteilung der PhagozytoSerate............ccoovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 41
2.2.7.1 DUrchfluSSZYIOMELIi© ........vveeie e 41
2.2.7.2 FITC-Markierung der inaktivierten Keimschlauche......................... 41
2.2.7.3 Ansetzen der KOKUIUIEN .......cooooiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 42
2.2.7.4 Gegenfarben der Granulozyten mit CD15-APC .........ccccccvvvivnnnnnne 43
2.2.7.5 Messung im Durchflusszytometer und Auswertung.............c......... 43
2.2.8 SEALISHK ... 44

3 ERGEBNISSE ... .o 46

3.1 Einfluss von Antimykotika auf die Viabilitat neutrophiler

(1= T a1V [0 174YA (=] o S 46

3.2 Einfluss von Antimykotika und Immunsuppressiva auf den
oxidativen Burst neutrophiler Granulozyten ...........ccccccvvviviiiiiinnnnnnne a7
3.2.1 Kinetik der ROS-Freisetzung und Abhangigkeit vom Morphotyp von
Aspergillus fuMIgatus.........coooeeeiiiiiie e 48
3.2.2 Einfluss von Antimykotika auf die ROS-Sekretion bei Stimulation mit

3.2.3 Einfluss von Antimykotika auf die ROS-Sekretion bei Stimulation mit
inaktivierten Keimschlauchen von Aspergillus fumigatus..................... 52

3.2.4 Einfluss von Antimykotika auf die ROS-Sekretion bei Stimulation mit

vitalen Keimschlauchen von Aspergillus fumigatus ..............c.cccevvvnnn... 53
3.2.5 Einfluss von Prednisolon auf die ROS-Freisetzung ........ccccccvvvvveveeeeen. 54
3.2.6 Einfluss von CsSA/MMF auf die ROS-Freisetzung .......cccccccvvvvveeeevneennnn. 57

3.3 Einfluss von Antimykotika und Prednisolon auf die IL-8-Sekretion
neutrophiler GranuUlOZYten ..........oiii i 59

3.3.1 Einfluss von Antimykotika und Prednisolon auf die IL-8-Sekretion bei
Stimulation MIt PMA ... 59



3.3.2 Einfluss von Antimykotika und Prednisolon auf die IL-8-Sekretion bei

3.4

3.5

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

6.1

6.2

Stimulation mit inaktivierten Keimschlauchen von Aspergillus

FUMIQALUS ..o 60
Einfluss von Antimykotika und Prednisolon auf die Bildung von
NETs durch neutrophile Granulozyten bei Stimulation mit
inaktivierten Keimschlauchen von Aspergillus fumigatus .............. 62
Einfluss von Antimykotika und Prednisolon auf die Phagozytoserate
von Aspergillus fumigatus-Keimschlauchen durch neutrophile
(€18 T a1V ] [0 174YA (=] o S 64

DISKUSSION ... .o 66
Morphotyp-abhangige Auslosung der Effektormechanismen von
neutrophilen Granulozyten .........ccccoovviiiiiiiiiiii 67
Einfluss von Amphotericin B — liposomal und desoxycholat.......... 68
Einfluss von VOriconazol ... 76
Einfluss von PredniSOloN ..o 79
EiNfluSS VON CSA/MME ... 82
Limitationen dieser Arbeit.........cccoooeiiii, 83
AUSDIICK .. 85

ZUSAMMENFASSUNG .....ouuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinannnnneennsneeesneeneeeansnnnnnnnnnnne 87

LITERATUR- UND ABBILDUNGSVERZEICHNIS ........cccoovvvviiiiiieieeeeee 89
LiteraturverZeiChNiS ..o 89
Verzeichnis der Tabellen und Abbildungen ..........cccooooi i, 108



ANHANG

Erganzende Abbildung

Abktrzungen

Danksagung

Lebenslauf



1 EINLEITUNG

1.1 Invasive Asperqillose durch Asperqgillus fumigatus

1.1.1 Der Erreger Aspergillus fumigatus

Aspergillus  fumigatus  (A. fumigatus) gehort zu den filamentdsen,
saprophytischen Schimmelpilzen, die ubiquitar in der Umwelt vorkommen und
normalerweise beim Zerfallsprozess organischer Substanzen eine wichtige Rolle
spielen. Haufig sind sie daher in Kompost, feuchtem Holz oder Vogelnestern zu
finden, aber auch in Blumenerde oder Staub in Innenraumen (Gugnani, 2003).
Durch asexuelle Vermehrung bildet A.fumigatus massenhaft Sporen,
sogenannte Konidien, die Uber die Luft Gbertragen werden, wo sie metabolisch
inaktiv mehrere Monate tberleben kénnen (Kwon-Chung & Sugui, 2013; van de
Veerdonk et al., 2017). Unter unphysiologischen Bedingungen konnte
mittlerweile auch ein sexueller Vermehrungszyklus beobachtet werden, aus dem
sogenannte Ascosporen hervorgehen (O'Gorman et al., 2009). In warmer,
feuchter und nahrstoffreicher Umgebung, wie sie auch in den Alveolen der Lunge
vorkommt, beginnen die Konidien zu schwellen und zu keimen (Ben-Ami et al.,
2010). In Folge dessen verandert sich die Zusammensetzung ihrer Zellwand
grundlegend: Die ruhenden Konidien verlieren ihre Melanin- sowie
Hydrophobinschicht, schiitzende Hillen, die sie immunologisch inert machen.
Somit wird eine reorganisierte, hoch immunogene Zellwandschicht an die
Oberflache freigegeben, die v. a. aus p-1,3-Glucan, Chitin und Galactomannan
besteht (Brakhage et al., 2010; Latge, 2010; Latge et al., 2005). Wéahrend der
weiteren Auskeimung bilden sich zunachst kurze Keimschldauche und schlief3lich
filamentbs verzweigte Hyphen aus, die zusatzlich von einer Schicht aus dem
Polysaccharid Galactosaminogalactan (GAG) umgeben sind und damit eine Art
Biofilm bilden kdnnen (van de Veerdonk et al., 2017).

Von den Uber 300 bekannten Aspergillus-Arten werden etwa 40 als
humanpathogen angesehen. Dazu z&hlen neben A. fumigatus beispielsweise



Aspergillus flavus, Aspergillus terreus und Aspergillus niger. Wahrend viele dabei
nur selten schwere Krankheiten verursachen, kann vor allem der Erreger
A. fumigatus ein Ausldser schwerwiegender Infektionen des Menschen sein, der
mit etwa 90 % die haufigste Ursache humaner Infektionen durch Aspergillus-
Arten darstellt (Gugnani, 2003; Krappmann, 2016). Jahrlich werden mehr als
200000 lebensbedrohliche Falle dieser sogenannten Aspergillosen registriert
(van de Veerdonk et al., 2017).

1.1.2 Pathophysiologie von Asperqillus fumigatus-Infektionen

Durch die hohe Konzentration der Konidien von A. fumigatus in der Luft (1 - 100
Konidien/m?3) atmet der Mensch tagtaglich mehrere hundert dieser Sporen ein,
welche auf Grund ihres geringen Durchmessers von 2,0 — 3,5 um leicht in die
Atemwege bis in die Alveolen der Lunge gelangen (Kwon-Chung & Sugui, 2013).
Bei gesunden Menschen werden diese Sporen normalerweise erfolgreich durch
Mechanismen der angeborenen Immunabwehr wie neutrophile Granulozyten
und alveolare Makrophagen bekampft. Als opportunistischer Erreger macht sich
A. fumigatus jedoch verschiedene Umstande zu Nutze, die beim Erkrankten eine
Immundefizienz verursachen. So kbnnen abhangig vom Immunstatus
verschiedene Formen von Krankheitsbildern durch Aspergillen allgemein und im
Besonderen durch A. fumigatus ausgeldst werden (Abb. 1.1):

An Asthma vorerkrankte Patienten kdnnen durch eine Hypersensitivitatsreaktion
beispielsweise eine allergisch bronchopulmonale Aspergillose oder ein schweres
Asthma mit Sensibilisierung gegenuber Pilzen entwickeln, wahrend Personen mit
chronischen Lungenerkrankungen gefahrdet  sind, an chronisch
(nekrotisierender) pulmonaler Aspergillose zu erkranken. Auf3erdem sind die
Konidien in der Lage, sich auf der Schleimhautoberflache vorbestehender
Lungenkavernen anzusiedeln und damit ein Aspergillom zu bilden (van de
Veerdonk et al., 2017).



Inhalation von Aspergillus fumigatus-Konidien

Gesunder Wirt Immunsupprimierter Kavitare Chronische Al
Patient Lungenerkrankung Lungenerkrankung
Effiziente Abwehr Infektion Infektion und/oder Kolonisation

Keine Infektion Invasive Aspergillose Aspergillom CPA CNPA ABPA SAFS
E:} Makrophage ©) Neutrophiler ° Konidien ® Eosinophiler
f& Aspergillom @® Lymphozyt k\\'\ Hyphen

Abbildung 1.1: Klinisches Spektrum von Aspergillus fumigatus-assoziierten
Erkrankungen in Abhangigkeit vom Immunstatus des Patienten

Die Abbildung wurde aus van de Veerdonk et al. (2017) entnommen und modifiziert.
C(N)PA = chronisch (nekrotisierende) pulmonare Aspergillose, ABPA = allergisch
bronchopulmonale Aspergillose, SAFS = schweres Asthma mit Sensibilisierung

gegenuber Pilzen.

Eine besonders fatale Erkrankung stellt die hauptsachlich durch A. fumigatus
verursachte invasive Aspergillose (IA) dar, die meist ausgehend von der Lunge
durch eine Invasion des Gewebes charakterisiert wird (Croft et al., 2016; Fang &
Latge, 2018). Inhalierte Konidien reifen dabei nach 6 — 8 h im menschlichen
Korper bei optimalen Temperaturbedingungen von 37 °C zu Hyphen heran und
heften sich mit Hilfe ihrer zellwandassoziierten GAG-Schicht an Epithelzellen der
Alveolen an (Croft et al., 2016; Kwon-Chung & Sugui, 2013). Anschlie3end sind
sie in der Lage, diese Zellen zu infiltrieren und zu durchdringen, so in den
Blutstrom zu gelangen und sich dadurch auch in anderen Organen wie
beispielsweise im Gehirn auszubreiten (Sheppard & Filler, 2014). Die Verletzung
der Endothelschicht und Freisetzung von Zytokinen fihren schlie3lich u. a. zu



intravasalen Thrombosen, Hypoxie und Nekrotisierung des umliegenden
Gewebes, sodass es auch Immunzellen und Medikamenten erschwert wird, in
das betroffene Gewebe zu gelangen (Ben-Ami et al., 2010). Dabei ist nicht allein
der Pilz fur die Zerstorung des Gewebes verantwortlich, sondern auch
UberschieRende, proinflammatorische  Immunreaktionen.  Beispielsweise
unterscheidet sich das Bild in neutropenisch- und nicht-neutropenisch-bedingten
Fallen (Kapitel 1.1.3) von IA grundlegend: Wahrend ersteres durch eine Vielzahl
von Hyphen mit Infiltration und Ausbreitung im Gewebe gepragt ist, dominieren
in nicht-neutropenischen Fallen hauptsachlich neutrophile Granulozyten mit
exzessiver Entziindungsaktivitat (Al-Bader & Sheppard, 2016). Das Risiko fir 1A
resultiert daher vorwiegend aus der Dysbalance von pro- und

antiinflammatorischen Prozessen (Lass-Floerl et al., 2013).

1.1.3 Atiologie und Risikofaktoren der invasiven Aspergillose

Falle von IA beim Menschen weisen seit Jahren eine zunehmende Haufigkeit auf.
Grund hierfur ist die steigende Anzahl an immunsupprimierten Patienten durch
stetigen Fortschritt in der modernen Medizin (Latge, 1999). Heutzutage werden
immer haufiger Organ- und Stammzelltransplantationen durchgefihrt,
Hochdosis-Chemotherapie-Protokolle angewandt sowie immunsuppressive
Medikamente auch zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen eingesetzt
(Denning, 1998). Bezeichnenderweise datiert der erste vergffentlichte Fallbericht
einer 1A in einem immunkomprimierten Patienten aus dem Jahr 1953 — der
Zeitraum, in dem Chemotherapie und Kortikosteroide Einzug in medizinische
Behandlungsmethoden fanden (Rankin, 1953). Zu den Hochrisikogruppen fir
diese lebensbedrohliche Infektion gehdren demnach Personen mit
hamatologischen Neoplasien, Stammzell- und Organtransplantationen,
ausgedehnter Kortikosteroid-Therapie sowie angeborenen Immundefekten
(Lass-Floerl et al., 2013).

Persistierende Neutropenie, d.h. eine Verminderung von neutrophilen
Granulozyten im Blut, gilt hierbei als Hauptrisikofaktor fur die Entwicklung einer
IA und tritt z. B. haufig als Folge von zytotoxischer Chemotherapie bei



hamatologischen Erkrankungen auf (Dagenais & Keller, 2009). Zu den fiur eine
IA relevanten, jedoch seltenen Immundefekten zahlt die chronische
Granulomatose (CGD), bei der die Anzahl der neutrophilen Granulozyten zwar
normal, ihre Funktion jedoch stark eingeschrankt ist (Kapitel 1.2.5; Pollock et al.,
1995). Beides verdeutlicht die essentielle Bedeutung der neutrophilen
Granulozyten in der Abwehr von A. fumigatus (Kapitel 1.2.2).

Unter den nicht-neutropenischen Patienten sind vorwiegend jene mit
beeintrachtigter T-Zell-Funktion betroffen, wie dies z. B. bei langandauernder
Immunsuppressiva-Einnahme oder Graft-versus-Host-Disease infolge allogener
Stammzelltransplantation der Fall ist (Kapitel 1.3; Dagenais & Keller, 2009).
Neuerdings richtet sich der Fokus auch auf nicht-hamatologische Patienten, bei
denen das Risiko als zu gering eingestuft und das Auftreten von IA so lange Zeit
unterschatzt wurde. Zu dieser Gruppe gehoéren Patienten auf Intensivstation,
postoperative  Patienten sowie Personen mit chronisch obstruktiver
Lungenerkrankung, AIDS (acquired immune deficiency syndrome) oder unter
immunsuppressiver Therapie mit neueren Tumornekrosefaktor (TNF)-a-Blockern
(Baddley, 2011). Studien belegen, dass mittlerweile 30 — 50 % der Falle von IA
in nicht-neutropenischen Patienten diagnostiziert werden und ihre Letalitatsrate
sich nicht wesentlich von derjenigen hamatologischer Patienten unterscheidet
(Cornillet et al., 2006; Meersseman et al., 2004; Trof et al., 2007).

Insgesamt zeigen sich fur Hochrisikopatienten trotz leicht verbesserter
Tendenzen in den letzten Jahren immer noch inakzeptabel hohe Letalitatsraten
zwischen 30 und 90 %, besonders fur Patienten mit Stammzelltransplantation mit
86,7 % (Brakhage, 2005; Lin et al., 2001; Upton et al., 2007). Notwendige
antimykotische Therapien werden oft erst verspatet eingeleitet, da im Moment
spezifische und zuverlassige diagnostische Methoden fehlen. Dabei ist gerade
eine frihzeitige Diagnose enorm wichtig, da ein verzogerter Therapiebeginn mit
einer erhohten Letalitdt behaftet ist. Limitierte therapeutische Moglichkeiten
stellen dariber hinaus ein weiteres, massives Problem dar, weshalb die
Entwicklung neuer Therapiestrategien in Zukunft unbedingt erforderlich ist
(Brakhage, 2005; Denning, 2000).



1.1.4 Antimykotische Therapie der invasiven Asperqillose

Neben der operativen Sanierung des betroffenen Areals in seltenen Fallen steht
vor allem die antimykotische Medikation im Mittelpunkt der Therapie einer IA. In
den letzten Jahren gab es in der Entwicklung solcher Wirkstoffe einige
Fortschritte zu verzeichnen. Mittlerweile werden mehrere Klassen systemisch
eingesetzter Antimykotika verwendet, die verschiedene Angriffspunkte an der
Pilzzelle nutzen (Ben-Ami et al., 2008). Fir die Behandlung der IA stehen
besonders Azole, das Polyen Amphotericin B und Echinocandine im Fokus.
Azole sind die bevorzugten Medikamente in der Erstlinientherapie, wahrend
Amphotericin B die wichtigste Option fir die Zweitlinientherapie darstellt (Ullmann
et al., 2018). Die nachfolgend beschriebenen Wirkmechanismen beider

Antimykotika sind in Abbildung 1.2 schematisch dargestellt.
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Abbildung 1.2: Wirkmechanismen von Amphotericin B (A) und Voriconazol (B)

(A) Amphotericin B bindet an Ergosterol in der Pilzmembran und fihrt so zu
Porenbildung, erhdhter Membranpermeabilitdt und Akkumulation von reaktiven
Sauerstoffspezies. (B) Voriconazol inhibiert die Ergosterol-Synthese durch Hemmung
der Cytochrom-P450-abhangigen C-14a-Demethylase, sodass weniger Ergosterol und
mehr Lanosterol in die Plasmamembran eingebaut wird. C-14a = C-14a-Demethylase.

Die Abbildung wurde aus Valiante et al. (2015) tbernommen und modifiziert.

1.1.4.1 Voriconazol

Gemal den aktuellen Leitlinien der ESCMID, der Européischen Gesellschaft fur
klinische Mikrobiologie und Infektionskrankheiten, wird empfohlen, fur die
Erstlinientherapie bei IA als Mittel der Wahl das Azol Voriconazol einzusetzen
und dabei Plasmakonzentrationen zwischen 1 und 5,5 mg/l anzustreben
(Ullmann et al., 2018). In verschiedenen Studien zeigten sich hierunter
Ansprechraten von etwa 60 % (Denning et al., 2002; Jacobs et al., 2012).
Voriconazol inhibiert die Cytochrom-P450-abhangige C-14a-Demethylase und
verhindert somit die Ergosterol-Synthese aus Lanosterol in der Pilzzelle.
Ergosterol ist ein essentieller Bestandteil der inneren Plasmamembran von
Pilzen, die nun nicht mehr adaquat aufgebaut werden kann (Ben-Ami et al.,
2008). Stattdessen reichert sich Lanosterol in der Plasmamembran an, sodass
Voriconazol gegeniber A. fumigatus insgesamt fungizid wirkt (Theuretzbacher et
al., 2006; Valiante et al., 2015). GroRRe Nachteile zeigen sich in der hohen
interindividuellen Variabilitdt der Plasmakonzentrationen sowie in zahlreichen
Wechselwirkungen von Voriconazol mit anderen Wirkstoffen, weshalb eine
Uberwachung bei Gabe des Medikaments unbedingt in Betracht gezogen werden
sollte (Mousset et al., 2014). Zusatzlich kann der Einsatz von Voriconazol zu
diversen Nebenwirkungen fiihren, darunter Hepatotoxizitat, Neurotoxizitat sowie
Ubelkeit und Erbrechen (Elewa et al., 2015).

Als gleichwertige Alternative zu Voriconazol fur die Erstlinientherapie wird
inzwischen auch der Einsatz von Isavuconazol angesehen (Ulimann et al., 2018).
Andere Medikamente aus dieser Gruppe, wie Posaconazol oder Itraconazol,
spielen v.a. fur die antimykotische Primarprophylaxe bei Patienten mit

hamatologischen Neoplasien eine Rolle (Mellinghoff et al., 2018).



1.1.4.2 Amphotericin B — desoxycholat und liposomal

Der fungizide Wirkmechanismus des Polyens Amphotericin B (AmB) beruht auf
einer Porenbildung in der inneren Plasmamembran durch Bindung an Ergosterol,
sodass Kalium und andere intrazellulare Molekile austreten kdnnen (Ben-Ami et
al., 2008). AuBBerdem fuihrt es zu einer intrazellularen Akkumulation reaktiver
Sauerstoffspezies in der Pilzzelle, die eine zuséatzliche Toxizitat vermitteln
(Valiante et al., 2015). Daneben bindet AmB, wenn auch weniger stark, an
humanes Cholesterol und wirkt somit auch toxisch auf menschliche Zellen (Holz,
1974; Odds et al., 2003). Bis 2002 war Amphotericin B - Desoxycholat (d-AmB)
Goldstandard in der Therapie von IA, wobei mittlere Plasmaspiegel von
0,1 — 1 pg/ml erzielt wurden (Atkinson & Bennett, 1978; Fields et al., 1970;
Mousset et al., 2014; Stahlmann et al., 2017). Auf Grund von Infusionsreaktionen,
starker Nephrotoxizitat und schlechterer Wirksamkeit gegeniber Voriconazol
wird von der Verwendung dieses Medikaments abgeraten (Hamill, 2013;
Herbrecht et al., 2002; Ullmann et al., 2018).

Mittlerweile wird fur die Erstlinientherapie der 1A nach Voriconazol und
Isavuconazol der Einsatz von liposomalem Amphotericin B (LAMB) mit einer
taglichen Dosis von 3 mg/kg empfohlen (Ullmann et al., 2018). In mehreren
Studien konnten Ansprechraten zwischen 12 und 61 % erzielt werden
(Cordonnier et al., 2007; Hachem et al., 2008; Ostrosky-Zeichner et al., 2003).
Desweiteren ist es die wichtigste Alternative bei Versagen des ersten
Therapieregimes oder bei bekannten Resistenzen gegenuber Azolen (Ullmann
et al., 2018). Liposomal bedeutet in diesem Fall, dass der Wirkstoff in einer
lipidléslichen Hille eingeschlossen ist und infolgedessen im Vergleich zu d-AmB
weniger  toxische  Nebenwirkungen auftreten sowie ein  hoherer
Plasmaspitzenwert bei mittleren Blutspiegeln von 10 — 80 pug/ml erreicht wird
(Hamill, 2013; Sculier et al., 1989; Tiphine et al., 1999). Fiur weitere liposomale
Formulierungen wie Amphotericin B lipid complex fehlen noch ausreichend Daten
zur Verwendung als Erstlinientherapie, andere wie Amphotericin B colloidal
dispersion sind wegen erhohter Gefahr von Infusionsreaktionen aktuell nicht
mehr kommerziell erhéltlich (Hamill, 2013; Mousset et al., 2014).



1.2 Neutrophile Granulozyten und deren

Effektormechanismen als Teil der angeborenen

Immunantwort gegen Asperqgillus fumigatus

1.2.1 Eigenschaften neutrophiler Granulozyten

Neutrophile Granulozyten (Neutrophile oder PMN, polymorph nuclear
neutrophils) spielen fir das menschliche Immunsystem eine bedeutende Rolle.
Als Teil der angeborenen Immunitét sind sie eine der ersten Zellen, die an den
Ort einer Infektion rekrutiert werden und bilden so eine wirkungsvolle Erstabwehr
gegenuber pathogenen Mikroorganismen (Summers et al., 2010).

Generell werden drei Arten von polymorphkernigen Granulozyten, die den
Hauptanteil aller Leukozyten in immunkompetenten Personen stellen,
unterschieden: neutrophile, eosinophile und basophile. Dabei bilden neutrophile
Granulozyten die grof3te Fraktion dieser drei Zellarten mit etwa 90 % (Kaufmann,
2014b). PMN enthalten zahlreiche biologisch aktive Molekile wie Proteasen und
antimikrobielle Enzyme in einer Vielzahl von Granula, die nacheinander wahrend
der Granulopoese gebildet werden. In ihren primaren oder azurophilen Granula
finden sich das Enzym Myeloperoxidase (MPO) sowie antimikrobielle Proteine
wie Cathepsin G, Elastase oder Proteinase 3. Sekundare oder spezifische
Granula beinhalten v.a. Lysozym und Laktoferrin, wahrend tertiare oder
Gelatinase-Granula die Metalloprotease 9 enthalten (Borregaard, 2010).

Jeden Tag werden etwa 5 — 10 x 10%° neutrophile Granulozyten im Knochenmark
produziert (Summers et al., 2010). Nach der Reifung zirkulieren diese
normalerweise im Blut und werden durch verschiedene Botenstoffe, sogenannte
Chemokine, an den Ort einer Infektion gelockt (Geering et al., 2013). Durch
Diapedese mit Rollen, Adhasion, Kriechen und transendothelialer Migration
gelingt ihnen schlieRlich der Austritt aus dem Blut und der Ubertritt in das
entzindete Gewebe (Kolaczkowska & Kubes, 2013). Wahrend der
Entziindungsphase kann sich ihre Lebensdauer durch aktivierende Substanzen
wie Zytokine, aber auch durch mikrobielle Antigene verlangern (Colotta et al.,

1992). Im Blutkreislauf besitzen neutrophile Granulozyten normalerweise eine



Uberlebenszeit von lediglich 6 —8 h, wobei einzelne Studien auch eine
mehrtagige Zirkulationszeit beschreiben (Heinekamp et al., 2015; Pillay et al.,
2010). Um die Gewebshomoostase sicherzustellen und Entziindungsvorgange
zu limitieren, ist die anschlieBende Elimination von zirkulierenden PMN
unerlasslich. Die genauen Ablaufe sind komplex und bedurfen weiterer Studien,
sollen jedoch u. a. Apoptose und Beseitigung durch Makrophagen (Efferozytose)
nach Extravasation ins Gewebe, reverse Migration aus peripheren Organen
zurlck in den Blutkreislauf und Ruckkehr &lterer PMN ins Knochenmark

einschlielen (Kruger et al., 2015).

1.2.2 Bedeutung in der Immunabwehr gegeniiber Asperqillus fumigatus

Zur effizienten Abwehr von A. fumigatus, dem haufigsten Erreger von IA, sind
neutrophile Granulozyten unerlasslich. Dies zeigt alleine die Tatsache, dass
neutropenische Patienten das hochste Risiko besitzen, eine IA zu entwickeln
(Balloy & Chignard, 2009). Auch in einem Mausmodell wurde ihr Stellenwert
veranschaulicht: Mit Konidien von A. fumigatus infizierte Mause ohne neutrophile
Granulozyten wiesen hohe Mortalitatsraten auf, wohingegen infizierte Méause
ohne Makrophagen zu 100 % uberlebten (Mircescu et al., 2009).

Nach Inhalation von A. fumigatus-Konidien kommt es zunachst zu einer
unspezifischen Abwehr durch mukoziliare Transportmechanismen der oberen
Atemwege sowie durch alveolare Epithelzellen, die antimikrobielle Molekile wie
Defensine sezernieren und auch als nicht-professionelle Phagozyten agieren
kénnen (Dagenais & Keller, 2009; Krappmann, 2016). In den Alveolen der Lunge
treffen die Konidien aul3erdem auf residente, professionelle Makrophagen, die in
der Lage sind, das Pathogen zu erkennen und zu phagozytieren. So kénnen
innerhalb von 30 h etwa 90 % der Konidien abgetttet werden. Makrophagen und
Epithelzellen rekrutieren dartiber hinaus durch Ausschittung von Chemokinen
andere Zellen, darunter v. a. neutrophile Granulozyten, an den Ort der Infektion
(Balloy & Chignard, 2009; Heinekamp et al., 2015). Konidien sowie kurze
Keimschlauche, die der ersten Verteidigungslinie entkommen sind, kbnnen nun

von neutrophilen Granulozyten registriert und nach dem Phagozytose-Vorgang
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intrazellular abgetotet werden (McCormick, Loeffler, et al., 2010). Im Gegensatz
zu Alveolarmakrophagen lauft dieser Abtétungsvorgang durch PMN sofort und
sehr schnell ab (Park & Mehrad, 2009).

Die weitaus bedeutsamere Aufgabe neutrophiler Granulozyten besteht aber
darin, ausgekeimte Hyphen, die auf Grund ihrer Groél3e nicht phagozytiert werden
konnten, extrazellular zu eliminieren. Daflr lagern sich die Zellen dicht an die
Oberflache von Hyphen an, um durch einen mdglichst engen Kontakt weitere
antimikrobielle Mechanismen gezielt an den Pilzstrukturen entfalten zu kénnen
(Boyle et al., 2012; Latge, 1999; Park & Mehrad, 2009). Dabei spielen die
extrazellulare Freisetzung der granuldren Komponenten (Degranulation),
Sekretion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und Ausbildung von neutrophil
extracellular traps (NETs) eine wichtige Rolle (Heinekamp et al., 2015). Nach
ihrer Aktivierung sind PMN aul3erdem in der Lage, eine Vielzahl an Zytokinen
und Chemokinen zu bilden (Scapini et al., 2000). Das Chemokin Interleukin-8
wird hierbei in gré3eren Mengen sezerniert und ist in diesem Kontext besonders
hervorzuheben (Hellmann et al., 2017).

Im Folgenden sollen einige der Effektormechanismen neutrophiler Granulozyten

genauer erlautert werden (Abb. 1.3).
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Abbildung 1.3: Uberblick uber verschiedene Effektorfunktionen neutrophiler
Granulozyten

Nach Ubertritt in das Gewebe und Migration an den Ort der Infektion sind neutrophile
Granulozyten (PMN) in der Lage, eine Vielzahl an Effektormechanismen zu entfalten.
Dazu gehoren die Phagozytose von Pathogenen, Degranulation von Proteasen und
antimikrobiellen Enzymen, Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) durch die
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADPH)-Oxidase, Bildung von neutrophil
extracellular traps (NETs) sowie die Sekretion von Zytokinen. Die Abbildung wurde aus
Mocsai (2013) entnommen und modifiziert.

1.2.3 Interleukin 8

Zytokine dienen der Kommunikation auf zellularer Ebene und regulieren so eine
Vielzahl biologischer Aktivitaten. Zu ihnen gehdren die Chemokine, deren
Hauptfunktion darin besteht, gerichtete Migration auszulésen und damit
Leukozyten zu rekrutieren. Sie konnen anhand ihrer Cysteinreste hauptsachlich
in zwei groRe Klassen eingeteilt werden: die CC-Familie, bei der die ersten
beiden Cysteine direkt aufeinander folgen, sowie die CXC-Familie, bei der diese
durch eine Aminosaure voneinander getrennt sind. Letztere kdnnen weiter
unterteilt werden in Abhangigkeit davon, ob die aus drei Aminosauren
bestehende Sequenz Glu-Leu-Arg enthalten ist (ELR+) oder nicht (ELR-)
(Commins et al., 2010). CXC/ELR+ Mitglieder zeichnen sich durch ihre
chemotaktische Wirkung auf PMN aus, wahrend dies bei CXC/ELR- nicht der Fall
ist. Zu der CXC/ELR+ Gruppe zahlt das Interleukin 8 (IL-8 oder CXCL-8).

Das hauptsachliche Ziel von IL-8 stellen neutrophile Granulozyten dar, welche
fur diesen Liganden zwei Rezeptoren, CXCR1 und CXCR2, exprimieren (Scapini
et al., 2000). IL-8 gehort zu den entscheidendsten Chemokinen, die PMN an den
Ort einer Infektion locken (Kobayashi, 2008). Es weist zwar auch einen
chemotaktischen Effekt auf basophile Granulozyten und T-Lymphozyten auf,
wirkt dabei aber bei weitem nicht so potent auf diese Zelltypen (Scapini et al.,
2000). Die Bildung von IL-8 ist durch viele Zelltypen mdglich, darunter Epi- und
Endothelzellen, Makrophagen und Fibroblasten (Baggiolini & Clark-Lewis, 1992).
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Neben der Chemotaxis fuhrt IL-8 noch zu einer Reihe weiterer Wirkungen in
PMN, wie z. B. die Ausbildung von Adhasionsmolekilen an der Oberflache,
Anheftung an Endothelzellen, Degranulation der Lysosomen mit Freisetzung der
Enzyme, Produktion von ROS sowie Bildung von NETSs (Balloy & Chignard, 2009;
Fuchs et al., 2007).

Neutrophile Granulozyten sind aber auch in der Lage, Chemokine selbst zu
generieren und zu sezernieren. Vor mittlerweile fast 30 Jahren konnte dies fur
IL-8 als erstes Chemokin in PMN aufgezeigt werden (Bazzoni et al., 1991; Strieter
et al., 1990). Dadurch kdénnen sie sich selbst autokrin am Ort des Geschehens
zu ihren Effektorfunktionen anregen und eine gréf3ere Anzahl von PMN und
andere Leukozyten an den Infektionsherd rekrutieren. Die Stimuli, die eine IL-8-
Freisetzung auslésen konnen, sind vielzéhlig und beinhalten u. a. weitere
Zytokine und Chemokine, proteolytische Enzyme oder Oberflachenmolektle von
Bakterien, Viren und Pilzen (Scapini et al., 2000). Auch durch Stimulation mit
A. fumigatus-Antigenen konnte eine Hochregulierung von IL-8 in PMN gezeigt
werden (Braedel et al., 2004; Hellmann et al., 2017).

IL-8 wird dabei in groReren Mengen von PMN produziert, wobei neu
synthetisiertes IL-8 nicht sofort sezerniert werden muss, sondern zellgebunden
gespeichert werden kann (Kuhns & Gallin, 1995). Die Freisetzung des
Chemokins beginnt nach etwa 1 h, gefolgt von einer langsamen Zunahme uber
5 — 6 h, um schliel3lich bis 18 — 24 h nach Stimulation anzusteigen (Kasama et
al., 1994). All diese Beobachtungen resultieren in der Annahme, dass die
Sekretion von IL-8 eine stereotype, sofortige Antwort der PMN auf jedwede Art
von Pathogen darstellt, um somit bereits in der frihen Phase jederzeit auf eine
Infektion mit einer vermehrten Rekrutierung von weiteren Immunzellen reagieren

zu kénnen (Scapini et al., 2000).

1.2.4 Erkennung und Phagozytose

Nach ihrer Rekrutierung an den Ort der Infektion sind neutrophile Granulozyten
in der Lage, das Pathogen zu phagozytieren und intrazellular abzuttten.

Immunzellen kdnnen Uber verschiedene Rezeptoren, sogenannte PRRs

13



(pathogen recognition receptors), verschiedene immunogene Molekiile,
sogenannte PAMPs (pathogen-associated patterns), auf der Oberflache
pathogener Mikroorganismen erkennen (Janeway & Medzhitov, 2002). Die
Stimulation dieser Rezeptoren zieht Uber verschiedene intrazellulare Signalwege
wiederum eine Aktivierung spezifischer Effektormechanismen nach sich
(Romani, 2011). In der Erkennung von A. fumigatus spielen nach heutiger
Kenntnis v. a. die PRRs Dectin-1 und die Toll-Like-Rezeptoren (TLR) TLR-2 und
TLR-4 eine Rolle, die auch von neutrophilen Granulozyten exprimiert werden und
dem Immunsystem erlauben, zwischen verschiedenen Morphologien und
Zellwandkomponenten zu unterscheiden (McCormick, Loeffler, et al., 2010;
Thywissen et al., 2011). Dectin-1 kann spezifisch an seinen in der Zellwand von
A. fumigatus enthaltenen Liganden [-1,3-Glucan binden und ist damit ein
wichtiger Rezeptor in der Erkennung dieses Pilzes. Die Anfalligkeit von Dectin-1-
defizienten Mausen gegenuber Aspergillus-infektionen demonstriert die
essentielle Bedeutung dieses Rezeptors (Werner et al., 2009). Die Aktivierung
von Dectin-1 fuhrt schlief3lich zu verstarkter Phagozytose, Zytokinproduktion und
Sekretion von ROS (Levitz, 2010).

Durch ihre umgebende Schicht aus hydrophoben RodletA (RodA)-Proteinen
entgehen ruhende Konidien weitgehend der Immunantwort, da PAMPSs unter der
schitzenden Hille kaum detektierbar sind, was zu einer sehr limitierten,
proinflammatorischen Antwort fihrt (Aimanianda et al., 2009; Wurster et al.,
2017). Auch der Pigmentfarbstoff 1,8-Dihydroxynaphthalen (DHN)-Melanin auf
der Oberflache der Konidien von A. fumigatus tragt dazu bei, eine PAMP-
induzierte Immunantwort zu maskieren (Bayry et al., 2014). Trotz dieser
Tatsache konnen sowohl schwellende als auch ruhende Konidien von
neutrophilen Granulozyten phagozytiert werden (Balloy & Chignard, 2009; Boyle
et al, 2012). Dafir werden vorwiegend I6sliche Faktoren wie
Komplementfaktoren und Akute-Phase-Proteine verantwortlich gemacht, die
auch an die geschuitzte Oberflache ruhender Konidien binden und damit eine
Immunreaktion vermitteln kénnen (Wong & Aimanianda, 2017).

Nur wenige Sekunden nach Ingestion eines Pathogens kommt es zur Fusion mit

primaren und sekundaren Granula der PMN zum sogenannten Phagosom und
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zum Einbau der Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADPH)-Oxidase in
dessen Membran (Kapitel 1.2.5; Kruger et al., 2015; Segal et al., 1980). Dort
konnen die enthaltenen antimikrobiellen Enzyme sowie die generierten ROS ihre
schadigende Wirkung entfalten (Boyle et al., 2012). Nach weiteren wenigen
Minuten fusionieren Lysosomen mit dem Phagosom und fuhren zu einer
Anséauerung des Inhalts, damit die enthaltenen sauren Hydrolasen wirken kénnen
(Hasenberg et al., 2011; Thywissen et al., 2011). Ruhende Konidien sind
allerdings vorwiegend resistent gegen diese intrazellularen
Abtdétungsmechanismen (Levitz & Diamond, 1985). DHN-Melanin kann
beispielsweise die Produktion von ROS und ebenso die Ansduerung des
Phagosoms in PMN verhindern (Jahn et al., 2000; Thywissen et al., 2011). Erst
durch fortschreitende Keimung kommt es zu einer Degradation der RodA- und
Melaninschicht sowie der Freilegung darunter liegender immunogener Molekile
der Zellwand, was eine effiziente Rezeptor-Pathogen-Interaktion méglich macht
(Chai et al., 2010; Latge, 2010). Dies ist also Voraussetzung fur eine effektive
Abtotung und fihrt zu erhohter Suszeptibilitat der keimenden Konidien
gegeniuber neutrophilen Abtétungsmechanismen (Levitz & Diamond, 1985;
Philippe et al., 2003).

1.2.5 Oxidativer Burst

Neutrophile Granulozyten besitzen die Fahigkeit zum respiratorischen oder
oxidativen Burst. Diese Bezeichnung beruht auf Untersuchungen von 1933, bei
denen wahrend der Phagozytose von Pathogenen durch PMN der
Sauerstoffverbrauch dramatisch anstieg (Baldridge & Gerard, 1933). PMN
enthalten in ihrer Membran den Enzym-Komplex NADPH-Oxidase, der
molekularen Sauerstoff in Hyperoxid-Anionen (O27) umsetzt. Daraus wiederum
katalysieren weitere Enzyme, darunter MPO aus den primaren Granula der PMN,
die Bildung von hochreaktiven Substanzen wie Wasserstoffperoxid (H202),
hypochlorige Séaure (HCIO) und Hydroxyl-Radikale (HO-). Diese reaktiven
Sauerstoffspezies reagieren mit mikrobiellen Komponenten wie Fett- und

Nukleinsduren und wirken dadurch toxisch. Die Freisetzung der ROS kann
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hierbei sowohl intrazellular in das Phagosom als auch extrazellular erfolgen, was
wichtig fur die Bekampfung verschiedener Morphologien von Pathogenen ist
(Kapitel 1.2.2; Nguyen et al., 2017). Innerhalb von 2 h kdnnen so beispielsweise
50 % der Hyphen von Aspergillus zerstort werden (Roilides et al., 1993).

PMN sind auch in der Lage, reaktive Stickstoffmetaboliten zu bilden. Diese
kénnen mit ROS reagieren und so weitere toxische Produkte wie Peroxynitrit
bilden (Bogdan et al., 2000). Inwieweit diese Metaboliten und das
stickoxidgenerierende Enzym NO-Synthase allerdings eine Rolle in der
Keimabtdtung beim Menschen spielen, ist noch weitgehend unklar (Kaufmann,
2014a).

Patienten mit CGD weisen einen Defekt im Enzym NADPH-Oxidase bzw. u. a. in
deren Untereinheit gp91°P"* auf und erkranken besonders schwer an invasiven
Pilzinfektionen (van den Berg et al., 2009). PMN dieser Patienten bzw. von
gp91rhox-defizienten Mausen zeigen stark beeintrachtigte antifungale Aktivitat
gegenuber A. fumigatus auf (Gazendam, van Hamme, et al., 2016; Pollock et al.,
1995; Rex et al., 1990). Dies fuhrte lange Zeit mit zu der Annahme, dass ROS
entscheidend flr die Abtétung von Aspergillus-Spezies seien.

Neben der direkten toxischen Wirkung soll die Aktivierung der NADPH-Oxidase
auch als Stimulus fur die Freisetzung der granularen Komponenten, Ausbildung
von NETs und Sekretion proinflammatorischer Zytokine dienen (Nguyen et al.,
2017). Miralda et al. (2017) stellten die These auf, dass diese nachgelagerten
Effekte die eigentliche antimikrobielle Wirkweise der ROS darstellen und nicht
der direkte Schaden durch die Substanzen selbst. Dies untermauern auch
Studien, bei denen Afyapl- bzw. sodl/sod2/sod3-Deletionsmutanten von
A. fumigatus die gleiche Virulenz besal3en wie ihre Wildtypen, obwohl sie durch
die Ausschaltung dieser Gene eine drastisch erhdhte Anfélligkeit gegeniber
ROS aufwiesen (Lambou et al., 2010; Lessing et al., 2007). Trotz der dominanten
Rolle von A. fumigatus-Infektionen bei CGD-Patienten wird die Bedeutung der
ROS fur die direkte Abtdtung dieses Pathogens also immer noch kontrovers

diskutiert.
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1.2.6 Bildung von neutrophil extracellular traps

Seit langem ist bekannt, dass Eiter aus Bakterien, toten Neutrophilen sowie DNA
besteht. Hierbei wurde angenommen, dass die DNA unbeabsichtigt wahrend des
Sterbeprozesses auf Grund des Aufbruchs der Zellmembran passiv freigesetzt
wird (Hasenberg et al.,, 2011). 2004 wurde von Brinkmann et al. jedoch ein
neuartiger Mechanismus beschrieben, bei dem PMN nach Stimulation netzartige
Strukturen aus DNA aktiv auswarfen, um damit extrazellular Bakterien
einzukapseln. Es wurde vermutet, dass diese neutrophil extracellular traps, kurz
NETs, Mikroorganismen fixieren, diese an der Verbreitung hindern und
antimikrobielle Moleklle konzentriert am Pathogen wirken lassen kdnnen.
Dadurch sollen sie in der Lage sein, Virulenzfaktoren zu degradieren und den
Mikroorganismus abzutéten.

Neben dekondensiertem Chromatin aus DNA bestehen NETs vorwiegend aus
Histonen und granularen Proteinen, wie beispielsweise neutrophile Elastase,
Cathepsin G, MPO und Lactoferrin. Auch der Chelator Calprotectin ist
essentieller Bestandteil der NETs und bindet normalerweise freies Zink, das
wichtig fur das weitere Wachstum von Pathogenen ist (Urban et al., 2009). Wurde
das Calprotectin in NETs spezifisch blockiert, konnte die Keimung von
Aspergillus nidulans nicht effektiv verhindert werden (Bianchi et al., 2011). Durch
Zugabe von Zink konnte die Wachstumsfahigkeit von A. fumigatus-Hyphen
erneuert werden (McCormick, Heesemann, et al., 2010).

Die Bildung der NETs wurde als eine Form des Zelltods von PMN beschrieben,
dessen ganzer Prozess in-vitro einige Stunden dauern kann (Fuchs et al., 2007).
Dabei fuhrt ein Zusammenspiel aus neutrophiler Elastase und MPO aus den
Granula zu einer Spaltung der Histone im Nucleus und schliel3lich zur
Dekondensation des Chromatins (Papayannopoulos et al., 2010). In
eosinophilen Granulozyten konnte ein ahnlicher Vorgang beobachtet werden, bei
dem die Masse jedoch innerhalb weniger Sekunden ausgeworfen wurde, aus
mitochondrialer und nicht nukledrer DNA bestand und die Zellen dabei keinen
Zelltod erlitten (Yousefi et al., 2008). Mittlerweile konnte auch fir neutrophile

Granulozyten in-vivo und in-vitro gezeigt werden, dass sie zu einer schnellen
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Freisetzung der NETs aus mitochondrialer oder nuklearer DNA fahig sind und
dabei nicht lysieren (Pilsczek et al., 2010; Yipp et al., 2012; Yousefi et al., 2009).
Weshalb schlussendlich einige Zellen dabei zu Grunde gehen und manche den
Vorgang uberleben, ist noch ungeklart.

Es wird angenommen, dass ROS eine wichtige Rolle in der Bildung von NETs
spielen. Eine verminderte NET-Bildung wurde in Neutrophilen von CGD
Patienten oder jenen mit einer gestorten ROS-Produktion beobachtet (Fuchs et
al.,, 2007; Yousefi et al., 2009). Durch Zugabe eines alternativen ROS-
produzierenden Enzyms in-vitro waren sie jedoch wieder zur Bildung von NETs
in der Lage (Fuchs et al., 2007). In einem konkreten Fall konnte durch
Gentherapie bei einem CGD-Patienten mit IA die Fahigkeit, NETs zu generieren,
ebenfalls wiederhergestellt und eine Heilung erreicht werden (Bianchi et al.,
2009; Bianchi et al., 2011). Andere Studien zeigen, dass die NADPH-Oxidase
nicht unbedingt zur NET-Bildung erforderlich, sondern dies abhangig vom
Stimulus ist (Parker et al., 2012). Moglicherweise gibt es sowohl NADPH-
Oxidase-abhangige sowie -unabhangige Formen der NET-Bildung (Gazendam,
van de Geer, et al., 2016).

Durch Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA), Lipopolysaccharide (LPS) und IL-8
kann die Generierung der NETs induziert werden (Fuchs et al., 2007), und sowohl
Konidien als auch Hyphen von A. fumigatus stellen einen Stimulus fur diesen
Mechanismus dar (McCormick, Heesemann, et al., 2010). Bruns et al. (2010)
beobachteten jedoch eine verminderte Bildung der NETs gegenlber Konidien
und machten die umgebende RodA-Schicht daftir verantwortlich.

Auf Grund ihrer adhasiven und elastischen Eigenschaften besteht die
offensichtliche Funktion der NETs also darin, Pathogene einzufangen, zu fixieren
und ihre Ausbreitung zu verhindern (Hasenberg et al., 2011). Inwieweit NETs
jedoch tatsachlich die Fahigkeit zur direkten Abtdtung besitzen, ist fraglich und
Gegenstand reger Diskussionen. In NETs gefangene Pathogene tberlebten und
konnten weiter proliferieren, nachdem sie durch Zugabe von DNase aus den
NETs befreit wurden (Menegazzi et al., 2012). Das Enzym DNase ermoglicht es
Pathogenen, DNA zu spalten und damit NETs zu zerstoren (Beiter et al., 2006).

Auch die Zugabe von DNase zu PMN, die mit Hyphen von A.fumigatus
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konfrontiert wurden, verminderte zwar die NET-Sekretion, dies hatte aber keinen
signifikanten Einfluss auf die Viabilitat der Hyphen (Gazendam, van Hamme, et
al., 2016). Auch in den Studien von Bruns et al. (2010) und McCormick,
Heesemann, et al. (2010) konnten den NETs keine abt6tenden Eigenschaften,
sondern nur fungistatische Effekte durch eine Wachstumsinhibition der

Keimschlauche von A. fumigatus nachgewiesen werden.

1.3 Immunsuppression bei akuter Graft-versus-Host-

Erkrankung

1.3.1 GvHD nach allogener Stammzelltransplantation

Zur Behandlung von Leukamien sowie angeborenen und erworbenen
Knochenmarkinsuffizienzen wird heutzutage v. a. das Verfahren der allogenen
Blutstammzelltransplantation oder Knochenmarktransplantation angewandt
(Gyurkocza et al., 2010). Allogen bedeutet, dass die Stammzellen von einem
anderen, gesunden Menschen Ubertragen werden (Piper, 2013). Dadurch wird
das korpereigene, hdmatopoetische System nach vorbereitender Radio- oder
Chemotherapie durch dasjenige des Spenders ersetzt, sodass durch die Aktivitat
des ubertragenen Spender-Immunsystems die eigenen, ubrig gebliebenen
Tumorzellen angegriffen und vernichtet werden kdnnen (sogenannter Graft-
versus-Leukamie-Effekt). Dabei gilt es, durch immunsuppressive Prophylaxe
eine Uberschiellende Immunantwort und somit eine Transplantat-gegen-Wirt-
Reaktion bzw. Graft-versus-Host-Disease (GvHD) zu verhindern (Negrin, 2015).
Die immunsuppressive Behandlung sowie die GvHD selbst schwéchen allerdings
auch protektive Immunreaktionen ab, sodass es zu einer verminderten
Infektabwehr mit vermehrtem Auftreten von opportunistischen Infektionen kommt
(Kapitel 1.1.3; Graefe, 2016). Invasive Pilzinfektion stellen hierbei eine der
haufigsten infektiosen Komplikationen nach allogener Stammzelltransplantation
mit Letalitdtsraten von bis zu 80 % dar (Sun et al., 2012). Die Wahrscheinlichkeit,

nach allogener Stammzelltransplantation eine 1A zu entwickeln, liegt bei 4 — 10 %
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(Jantunen et al., 2002). Geméald Morgan et al. (2005) betragt die Letalitatsrate

hierbei sogar Gber 80 %.

1.3.2 Klinik und Risikofaktoren der GvHD

Bei der akuten GvHD handelt es sich um eine systemische, entzindliche
Erkrankung, die als Komplikation nach allogener Blutstammzelltransplantation
oder Knochenmarktransplantation auftritt (Piper, 2013). lhre Pravalenz hangt
direkt vom Grad der Kompatibilitat von Spender und Empfanger ab, die durch
das humane Leukozyten-Antigen (HLA) bestimmt wird, und variiert deshalb
zwischen 35 und 80 % (Ferrara et al., 2009). In den letzten Jahren wurden neben
der mangelnden Ubereinstimmung der HLA viele weitere Risikofaktoren
identifiziert, die das Auftreten einer akuten GvHD wahrscheinlicher machen.
Dazu gehoren ein hoheres Alter von Spender und Empfanger, ein weiblicher
Spender mit vorangegangener Schwangerschaft fir einen mannlichen
Empfanger, eine Stammzellquelle aus Blut im Gegensatz zu Knochenmark sowie
eine Ganzkorperbestrahlung im Rahmen der vorbereitenden Radiotherapie.

Die akute GvHD tritt meist innerhalb der ersten 100 Tage nach Transplantation
auf und betrifft hauptséachlich drei Organe: die Haut, den Darm und die Leber
(Jacobsohn & Vogelsang, 2007). Ein Auftreten nach 100 Tagen wird als late-
onset, persistierende und rekurrierende akute GvHD definiert oder schliel3lich als
chronische GvHD angesehen (Filipovich et al., 2005). Ublicherweise ist bei
Ausbruch der akuten GvHD zuerst die Haut befallen, was sich haufig im
klinischen Bild eines makulopapulésen Exanthems zeigt. Typisch flr den Darm-
Befall sind wassrige bis blutige Diarrhoen mit  krampfartigen
Abdominalschmerzen, wahrend eine Beteiligung der Leber klinisch als Ikterus
und Hepatitis in Erscheinung tritt (Jacobsohn & Vogelsang, 2007). Insgesamt
ergibt sich v. a. fur die schweren Verlaufsformen der akuten GvHD eine schlechte

Prognose mit 5-Jahres-Uberlebensraten von 5 — 25 % (Ferrara et al., 2009).
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1.3.3 Pathophysiologie der akuten GvHD

Grundsatzlich wird eine akute GvHD durch eine Reaktion der Spenderzellen
gegen das Empfangergewebe charakterisiert. T-Lymphozyten des Spenders
Ubernehmen dabei die wesentliche Rolle in der Entstehung dieser Krankheit,
deren Auspragung direkt von der Anzahl Gbertragener T-Lymphozyten abhangt
(Kernan et al.,, 1986). Ferrara et al. (2009) beschreiben drei Phasen der
Entstehung: In der ersten Phase wird Empfangergewebe durch vorbereitende
Radio- oder Chemotherapien geschadigt, sodass vermehrt proinflammatorische
Zytokine wie IL-1 und TNF-a freigesetzt werden. Durch die daraus resultierende
Stimulierung von Antigen-prasentierenden-Zellen erfolgt in Phase zwei die
Aktivierung von Spender-T-Zellen, die das Gewebe des Empfangers als fremd
erkennen. In Phase drei vermittelt die Differenzierung der Spender-T-Zellen
schlieB3lich Uber Zytotoxische T-Zellen, Naturliche Killerzellen und Produktion
weiterer schadigender Zytokine, v. a. TNF-a, die Zerstérung des
Empfangergewebes. Eine neuere Studie konnte aufzeigen, dass neben T-Zellen
auch neutrophile Granulozyten eine Rolle in der Pathogenese der GvHD spielen
(Schwab et al., 2014).

Durch Depletion der T-Zellen aus dem Transplantat kann das Risiko einer GvHD
gemindert werden. Dies fuhrt jedoch zum Ausbleiben des Graft-versus-
Leukdmie-Effekts und damit zu erhéhten Rezidivraten (Apperley et al., 1988).
Umgekehrt konnte aufgezeigt werden, dass das Auftreten einer GvHD wiederum
die Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs senkt (Weiden et al., 1979). Patienten
konnen somit durchaus in einem gewissen Grad von einer GvHD profitieren
(Piper, 2013). Entscheidend fur den Heilerfolg ist also, eine ausgewogene
Balance zwischen einer groéf3tmdglichen Begrenzung des GvHD-Risikos und
einer maximalen Wirkung des Graft-versus-Leukamie-Effekts herzustellen
(Negrin, 2015). Diese Steuerung kann v. a. durch die adaquate Dosierung von

Immunsuppressiva erzielt werden.
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1.3.4 Imnmunsuppressive Prophylaxe

Nach erfolgter Transplantation muss der Patient Uber einen Zeitraum von 3 bis 6
Monaten immunsuppressive Medikamente einnehmen, um das Auftreten einer
GVHD zu verhindern (Graefe, 2016). Durch vorhandene Risikofaktoren konnen
hierbei die Intensitdt und Dauer der GvHD-Prophylaxe genauer abgeschatzt
werden. Gemald den aktuellen Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fir
Hamatologie und Medizinische Onkologie (DGHO) soll zur Standardprophylaxe
eine Kombination eines Calcineurin-Inhibitors wie Ciclosporin A (CsA) oder
Tacrolimus mit Methotrexat oder Mycophenolat-Mofetil (MMF) eingesetzt werden
(Zeiser et al., 2019). In der Mehrzahl der Falle wird der Wirkstoff CSA zusammen
mit Methotrexat verabreicht (Zeiser & Blazar, 2017). Neuere Studien konnten
jedoch aufzeigen, dass die Kombination aus CsA/MMF derjenigen aus
CsA/Methotrexat nicht unterlegen und MMF im Vergleich zu Methotrexat weniger
toxisch ist, sodass diese Kombination eine wirksame Alternative in der
Prophylaxe der GvHD darstellt (Gupta et al., 2016; Hamad et al., 2015; Kharfan-
Dabaja et al., 2014; Perkins et al., 2010).

1.3.4.1 Ciclosporin A

Die Wirkung von CsA beruht auf der Unterdriickung einer T-Zell-abhangigen
Immunantwort. Es bindet an das zytosolische Rezeptorprotein Cyclophilin und
hemmt damit die Phosphataseaktivitat von Calcineurin. Auf Grund der fehlenden
Dephosphorylierung bleibt die Translokation des Transkriptionsfaktors nuclear
factor of activated T-cells (NF-AT) in den Zellkern und damit die NF-AT-
vermittelte Produktion von IL-2 aus, das normalerweise ruhende T-Zellen zu
zytotoxischen T-Lymphozyten aktiviert. Der T-Zell-spezifische NF-AT dabei fur
die hohe Selektivitat der Ciclosporinwirkung verantwortlich. CsA ist v. a.
nephrotoxisch, kann zu arterieller Hypertonie sowie Gingivahyperplasie fiihren
und besitzt ein hohes Interaktionspotential mit anderen Medikamenten. Auch auf
Grund einer unsicheren Bioverflugbarkeit sollte deshalb eine regelmalige
Kontrolle der Blutspiegel erfolgen, wobei Werte zwischen 100 und 300 ng/ml

angestrebt werden (Graefe, 2016). Nach allogener Stammzelltransplantation
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werden von der DGHO in der ersten Spiegelbestimmung Werte tber 250 ng/ml
empfohlen, langfristig therapeutische Zielspiegel von 150 bis 300 ng/ml (Gupta
et al., 2017; Zeighami et al., 2014; Zeiser et al., 2019).

1.3.4.2 Mycophenolat-Mofetil

MMF ist ein Prodrug und wird erst im Kdorper in den wirksamen Metaboliten
Mycophenolsaure  umgewandelt. Dort inhibiert es das Enzym
Inosinmonophosphat-Dehydrogenase (IMPDH), das zur De-novo-Synthese von
Purinen, einem essentiellen Baustein der DNA, benétigt wird. Fir Lymphozyten
stellt diese Neusynthese einen Uberlebenswichtigen Mechanismus dar, da sie
ihren Purinbedarf nicht wie viele andere Zellen durch die Wiederverwertung freier
Purinbasen im sogenannten salvage-pathway decken kénnen. Verstéarkt wird
dieses Enzym dabei in IL-2 aktivierten T-Zellen und proliferierenden B-Zellen
exprimiert, sodass spezifisch diese Zellen in ihrer Proliferation gehemmt werden.
Zu den beschriebenen Nebenwirkungen gehdren unerwiinschte Effekte auf den
Gastrointestinaltrakt und das Nervensystem (Graefe, 2016). Nach
Transplantationen im Allgemeinen sollen Blutspiegel von 1 - 3,5 pg/ml
angestrebt werden. Hohere Werte sind mit vermehrtem Auftreten einer
Leukopenie, niedrigere mit einem erhdohten Risiko von akuten
AbstoRungsreaktionen assoziiert (Shaw et al., 2001). Fur Patienten nach
allogener Stammzelltransplantation wird eine Tagesdosis von 2 g i.v. bzw.
2-3g p.o. empfohlen (Zeiser et al., 2016). Damit kénnen im Blut dieser
Patienten haufig nur Werte von etwa 0,5 pg/ml erreicht werden, sodass eine
haufigere Gabe oder hohere Einzeldosen in Betracht gezogen werden mussen
(Harnicar et al., 2015; Jacobson et al., 2005; Jenke et al., 2001; Kiehl et al., 2000;
van Hest et al., 2007).

1.3.5 Immunsuppressive Therapie mit Prednisolon

Im Falle einer tatséchlich auftretenden GvHD soll die immunsuppressive
Prophylaxe laut DGHO zunéachst auf intravendse Gabe umgestellt und supportive

Malnahmen ergriffen werden. Dazu gehoéren die Substitution von Flussigkeit,
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eine parenterale Ernahrung, die adaquate Therapie von Schmerzen sowie eine
antimykotische Prophylaxe (Kapitel 1.1.4.1). Ab einem Schweregrad Il (moderat,
Hautstadium 1-3, Leberstadium 1, Darmstadium 1, Karnofsky-Index = 70 %) wird
unbedingt empfohlen, als Erstlinientherapie eine systemische Medikation mit
2 mg/kg/Tag Prednisolon tber 7 Tage mit anschlieRendem Ausschleichen zu
verabreichen. Sprechen Patienten nicht darauf an, was in etwa der Halfte der
Falle vorkommt, ist eine Zweitlinientherapie mit alternativen Immunsuppressiva
erforderlich (Jacobsohn & Vogelsang, 2007; Zeiser et al., 2019).

Prednisolon ist ein Derivat des natirlich vorkommenden Glukokortikoids Kortisol.
Durch Bindung an den zytosolischen Glukokortikoid-Rezeptor flhrt es Gber einen
direkten Einfluss auf die Genexpression zu einer Hemmung des
Transkriptionsfaktors nuclear factor k-light-chain-enhancer of activated B cells
(NF-xB). In Folge dessen wird die Transkription multipler Gene blockiert, sodass
insgesamt eine Vielzahl an zellularen Immunfunktionen und -mediatoren
gehemmt werden. Dabei werden nicht nur die Funktionen von T-Lymphozyten
und Makrophagen beeinflusst (Graefe, 2016). Laut Hirsch et al. (2012) sollen
PMN genauso wie andere Zellarten sensibel gegeniber den genomischen
Effekten der Glukokortikoide sein, welche allerdings erst mit einer Latenz von
Stunden bis Tage auftreten. Auch akute Effekte innerhalb von Minuten, die v. a.
nach hoherer Dosierung auftreten, wurden auf verschiedenste Zelltypen
beschrieben. Vermutet werden hierbei eine Vermittlung der Glukokortikoid-
Wirkung Uber spezifische Rezeptoren auf der Zelloberflache sowie nicht-
rezeptorvermittelte, membranstabilisierende Eigenschaften des Pharmakons
(Buttgereit et al., 1998). V.a. nach langerer Uberdosierung muss mit
unerwtinschten Nebenwirkungen wie Hautatrophie, arterieller Hypertonie,
Diabetes und Osteoporose gerechnet werden (Graefe, 2016). Eine Kontrolle der
Blutspiegel ist hier nicht nétig, diese bewegen sich in Bereichen zwischen 50 und
600 ng/ml (Bergmann et al., 2012; Faure et al., 1998; Rose et al., 1981).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Neutrophile Granulozyten sind essentiell in der Abwehr invasiver Pilzinfektionen.
Sie besitzen eine Vielzahl an antifungalen Abwehrmechanismen und tragen
auBerdem durch die Sekretion von Chemokinen zur Regulation des
Immunsystems bei. Neutropenie ist demnach der wichtigste Risikofaktor fur die
Entwicklung einer IA. Dartiber hinaus sind v. a. Patienten mit immunsuppressiver
Langzeit-Therapie, z. B. zur Prophylaxe und Therapie der akuten GvHD nach
allogener Stammzelltransplantation, besonders gefahrdet. Dabei geht die
Erkrankung in diesem Patientenkollektiv trotz des Einsatzes verschiedener
Antimykotika-Klassen immer noch mit einer hohen Letalitat einher (Hasenberg et
al., 2011). Unerklarlich ist hierbei die relativ geringe Korrelation der in-vitro-
Suszeptibilitat der Pilze gegentber Antimykotika und des therapeutischen
Ansprechens (Latge, 1999). Eine wichtige, noch nicht umfanglich geklarte Frage
ist die Interaktion von Antimykotika mit der Funktionalitat von Immunzellen.
Insbesondere das kombinierte  Einwirken von  Antimykotika und
Immunsuppressiva ist bislang noch kaum untersucht. In dieser Arbeit wurde
deshalb in-vitro der Einfluss klinisch eingesetzter Antimykotika zur Therapie der
IA (L-AmB, Voriconazol) auf vier wichtige Effektorfunktionen (Oxidativer Burst,
IL-8-Freisetzung, Bildung von NETSs, Phagozytose) neutrophiler Granulozyten
nach Exposition gegendber A.fumigatus, dem haufigsten Erreger der IA,
untersucht. AulRerdem wurde der Effekt einer zusatzlichen Gabe von klinisch
relevanten Immunsuppressiva (CsA, MMF, Prednisolon), die zur Prophylaxe und
Therapie der akuten GvHD eingesetzt werden, auf diese vier Funktionen
evaluiert.
Folgenden Fragen wurde dabei explizit nachgegangen:

- Gibt es einen Einfluss der Antimykotika auf die Effektorfunktionen?

- Falls ja, ist dieser Einfluss dosisabhangig?

- Unterscheiden sich die beiden Formulierungen von Amphotericin B, L-

AmB und d-AmB, hinsichtlich ihres Einflusses auf die Effektorfunktionen?
- Inwieweit beeinflusst die Kombination aus Antimykotika und

Immunsuppressiva die Effektorfunktionen?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Geréte
Gerat Bezeichnung Hersteller
Blutbildanalysegerat KX-21N Sysmex

Brutschréanke HERAtherm (35 °C) Thermo Scientific
HERAcell 150i (37 °C,
5 % CO2)
Durchflusszytometer FACS Calibur Becton Dickinson
Kahl- und -4°C/-20°C Liebherr
Gefrierschranke
Mikroliterpipetten Reference Eppendorf
Research
Research plus
(10 pl, 100 pl, 2000 pl)
Mikroplatten-Washer HydroFLex Tecan
Mikrotiterplatten-Reader | GENios FL Tecan
Mikroskop Eclipse 50i Nikon
Pipettierhilfe accu-jet pro Brand
Schuttler Minitron Infors HT

Sterilwerkbank

Herasafe HS 12

Thermo Electron

Heraeus Frescofuge 17
MC-6400-Centrifuge

Corporation
Vortexer Vortex Genie 2 Scientific Industries
Zentrifugen Heraeus Megafuge 16 Thermo Scientific

Hartenstein
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

2.1.2.1 Labormaterialien

Labormaterial Kennzeichen Hersteller
Cell Strainer 40 pm Falcon
Cell Scraper 16 cm Sarstedt
Deckglaser 24 x 60 mm Knittel
EDTA-Monovetten 2,7ml, 9 mi Sarstedt

Einmalspritzen

2ml, 5ml, 20 ml

Becton Dickinson

Maxisorp 96-Well

Rundboden- 5ml, 12 x 75 mm Falcon
Polystyrolréhrchen

Kanulen Venofix Safety, 19G Braun
Mikrotiterplatten 24, 48, 96-Well Falcon

Greiner Bio-One

Nunc

Objekttrager 26 X 76 mm R. Langenbrinc
Pasteurpipetten 3 mi Biosigma
Pipettenspitzen 10 pl, 100 pl, 1000 pl Sarstedt
Reaktionsgefalle 1,5ml, 2 mi Sarstedt

Serologische Pipetten

5ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml

Greiner Bio-One

Wattestabchen steril verpackt Applimed SA
Zahlkammer Neubauer improved, Hecht Assistent
0,100 mm x 0,0025 mm?
Zentrifugenrohrchen 15 ml, 50 mi Greiner Bio-One
2.1.2.2 Kits
Kit Hersteller
Human IL-8 ELISA MAX Deluxe Biolegend

Assay Kit

Neutrophil Extracellular Trap (NET)

Cayman Chemical
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2.1.2.3 Reagenzien

Reagenz

Hersteller

CD15-Allophycocyanin (CD15-APC)

Miltenyi Biotec

2, 7"-Dichlorfluorescein-Diacetat Sigma-Aldrich
(DCF-Diacetat)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) | Sigma-Aldrich
Erythrozyten-Lyse-Puffer (Puffer EL) | Qiagen
Ethanol 100 % Fischar

FACS Flow/Rinse/Clean

Becton Dickinson

Fluoresceinisothiocyanat (FITC) Sigma-Aldrich
Fotales Kalberserum (FCS) Sigma-Aldrich
Hanks™ buffered salt solution (HBSS) | Sigma-Aldrich
phosphate buffered saline (PBS) PAN Biotech
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) | Sigma-Aldrich
Polymorphprep® Fresenius
RPMI 1640 Medium (+ GlutaMAX) Gibco
Trypanblau Sigma-Aldrich
Tween 20 Sigma-Aldrich
2.1.2.4 Losungen und Puffer

Losung/Puffer Komponenten
HBSS-Ldsung fur 500 ml HBSS
Granulozytenaufreinigung 2 ml EDTA

5 ml FCS
Waschpuffer fir ELISA 500 ml PBS

250 pl Tween 20

Stopplosung fur ELISA

0,5 M Schwefelsdure (H2SOa4)

NET Assay Buffer

500 ml RPMI 1640
5 g Bovines Serumalbumin
500 pl 1 M Calciumchlorid
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2.1.2.5 Medien

Medium

Einzelkomponenten

Bierwirz-Agar-Platten
(Institut far Hygiene und Mikrobiologie

der Universitat Wirzburg)

Bierwiirze

RPMI-Medium fur Granulozyten

500 ml RPMI 1640 (+ GlutaMAX)
5 bzw. 10 % FCS (je nach Versuch)

2.1.2.6 Antimykotika und Immunsuppressiva

Bezeichnung

Stocklésung Hersteller

AmBisome (liposomales

Amphotericin B)

4 mg/ml steriles H20 | Gilead

Amphotericin B (Amphotericin B -

5 mg/ml steriles H20 | Bristol-Myers

Desoxycholat) Squibb

CellCept (Mycophenolat-Mofetil) 3 mg/ml 5 %ige Roche
Glucose

Prednisolut (Prednisolon) 50 mg/ml steriles H20 | mibe

Sandimmun (Ciclosporin A) 2 mg/ml 0,9 %iges Novartis
NacCl

Vfend (Voriconazol) 10 mg/ml steriles H20 | Pfizer

2.1.3 Pilzstamm

Taxon

Stamm

Aspergillus fumigatus Fresenius

ATCC 46645

2.1.4 Software

Microsoft Office 2011

BD CellQuest Pro Version 0.3.9f7B

FlowJo Single Cell Analysis Software V10
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2.2 Methoden

2.2.1 Gewinnung humaner neutrophiler Granulozyten

2.2.1.1 Studienteilnehmer

Fur alle Experimente dieser Arbeit wurden humane, neutrophile Granulozyten
bendtigt. Hierzu wurde vendses EDTA-Vollblut von gesunden, freiwilligen
Spendern gewonnen. Die Probanden wurden nach folgenden Ein- und
Ausschlusskriterien ausgewabhilt:

Einschlusskriterien

- Alter zwischen 18 und 40 Jahre
- Schriftliche Einverstandniserklarung

Ausschlusskriterien

- Schwangerschaft oder stillende Mutter

- Einnahme von Immunsuppressiva oder Immunmodulatoren in den letzten
12 Wochen

- Einnahme von Antiinfektiva in den letzten 4 Wochen

- Akuter Infekt oder chronische Infektionserkrankung

- Raucher

- Insulinpflichtiger Diabetes mellitus

- Bereits an derselben Versuchsserie dieser Studie teilgenommen

- Abhangigkeitsverhaltnis zum Investigatoren-Team

Zur  Verschlisselung der Daten wurde ein  pseudonymisierter
Spendererfassungsbogen ausgeflllt. Nach ausfuhrlicher Aufklarung und
Einwilligung der geeigneten Probanden erfolgte die Entnahme vendsen
Vollblutes durch Punktion einer oberflachlichen Armvene mit Hilfe einer 19G
Kanulle. Dabei wurden jedem Spender zwei bis vier 9 ml EDTA-Monovetten
entnommen, sowie bei Einverstindnis eine 2,7 ml EDTA-Monovette zur

Anfertigung eines Blutbildes mit 3-fach Differenzierung der Leukozyten. Dies
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diente einerseits der Optimierung der Prozessparameter bei der Granulozyten-
Isolation und andererseits als Basis fur die weitere Qualitatskontrolle der

gewonnenen Isolate.

2.2.1.2 Isolation und Aufreinigung von neutrophilen Granulozyten aus
Vollblut

Je 5ml einer speziellen Trennlosung (Polymorphprep®) wurden in 15 ml
Zentrifugenrdhrchen mit Hilfe einer serologischen Pipette vorgelegt und mit
jeweils 7,5ml des entnommenen EDTA-Blutes vorsichtig Uberschichtet.
Anschliel3end erfolgte eine Zentrifugation fur 30 min bei 880 g. Hierdurch wurde
das Blut in verschiedene Schichten aufgetrennt: ein Bodensatz aus Erythrozyten,
dariiber eine Zuckerphase mit neutrophilen Granulozyten (polymorphonuclear
neutrophils, PMN) und vereinzelten Erythrozyten, darauf folgend eine
vorwiegend aus Lymphozyten und Monozyten (peripheral blood mononuclear
cells, PBMC) bestehende Fraktion und abschlie3end Plasma (Abb. 2.1). Zur
weiteren Aufreinigung wurde zunachst die obere Schicht aus Lymphozyten und
Monozyten mittels steriler Pasteurpipette abgesaugt und verworfen. Danach
wurde die Granulozytenfraktion mit einer neuen Pipette abgenommen, in ein
neues 50 ml Zentrifugenrdhrchen Uberfuhrt und dieses mit HBSS-Losung auf
50 ml aufgefillt. Nach erneuter Zentrifugation bei 590 g fur 5 min und
Dekantieren des Uberstandes wurde das Zellpellet in 5ml Puffer EL
resuspendiert und fur maximal 5 min inkubiert, um vereinzelte Erythrozyten zu
entfernen. Danach erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fiir 2 min bei 590 g
sowie ein erneutes Dekantieren des Uberstandes und schlieBlich eine
Resuspension des Zellpellets in RPMI-Medium mit je nach Versuch 5 % bzw.
10 % FCS. Die bendtigte Zellzahl konnte je nach Art des Versuches mittels
Neubauer-Zahlkammer (Kapitel 2.2.1.3) wie gewilinscht eingestellt werden.
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Plasma

Blut
— PBMC
Zentrifugation obere Zuckerphase
PMN
Polymorphprep® untere Zuckerphase
Erythrozyten

Abbildung 2.1: Schichttrennung des Blutes nach 30 min Zentrifugation
PMN = neutrophile Granulozyten, PBMC = Lymphozyten und Monozyten

2.2.1.3 Zellzahlbestimmung in der Neubauer-Zahlkammer

Zur Bestimmung der Anzahl neutrophiler Granulozyten in einer Suspension
wurden 10 pl der Zellsuspension mit 50 ul Trypanblau sowie 40 pl RPMI 1640
Medium 1:10 verdiinnt. Davon wurden wiederum 10 pl mit dem gleichen Volumen
RPMI 1640 Medium vermischt, sodass insgesamt eine 1:20-Verdinnung erzielt
wurde. Je nach Menge des entnommenen Blutes und der damit enthaltenen
Zellen wurde auch mit einer 1:10- bzw. 1:50-Verdiinnung gearbeitet.

Die Zellzahlung wurde anschlielend mikroskopisch mit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer durchgefuhrt, wobei mittels Trypanblau-Exklusion der Anteil der
vitalen Zellen bestimmt und nur diese quantifiziert wurden. Nach Auszéhlen von
4 Grol3quadraten und Bildung des Mittelwertes davon wurde die Konzentration

der Zellsuspension fir eine 1:20-Verdiunnung folgendermal3en berechnet:

Anzahl Zellen / ml = Mittelwert gezahlter Zellen in 4 Grol3quadraten x 20
(Verdinnungsfaktor) x 10* (Volumen eines Gro3quadrats)
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2.2.2 Arbeiten mit Aspergillus fumigatus

2.2.2.1 Kultur von Aspergillus fumigatus

Isolate von A. fumigatus (ATCC 46645) wurden auf Bierwirz-Agar-Platten aus
dem Institut fir Hygiene und Mikrobiologie der Universitat Wirzburg aufgetragen
und mit einem sterilen Wattetradger ausgestrichen. AnschlieRend erfolgte die
Inkubation der verschlossenen Platten bei 35 °C fur 2,5 - 4 Tage bis die Platte

dicht bewachsen war.

2.2.2.2 Gewinnung von Konidien

Die hydrophoben Konidien von A. fumigatus wurden durch Zugabe von sterilem
Wasser vorsichtig von der Platte abgeldst und durch einen 40 um Cell Strainer
passiert, um Myzelreste zu beseitigen. Anschliel3end wurde die Suspension mit
sterilem Wasser verdunnt und die Anzahl der in der L6sung befindlichen Konidien

mittels Neubauer-Zahlkammer ermittelt.

2.2.2.3 Anzucht von Keimschlauchen und Hyphen

Jeweils 1 x 108 Konidien wurden mit je 20 ml RPMI 1640 Medium in 50 ml
Zentrifugenréhrchen mit einer Schittelfrequenz von 10 g Uber Nacht bei 25 °C
inkubiert. Ab dem frihen Morgen erfolgte die Auskeimung dann bei 37 °C, bis die
gewlnschten Morphologien erreicht waren. Hierzu war insgesamt eine
Inkubationsdauer von 13 — 17 h nétig. Die Keimschlauch- und Hyphenbildung
wurde makro- sowie mikroskopisch Uberpriuft. Falls keine anschlieRende
Inaktivierung erfolgte (Kapitel 2.2.2.4), wurden die vitalen Zustandsformen nach
Zentrifugation bei 5000 g und Aufnahme in RPMI 1640 Medium bis zur weiteren
Verwendung in Aliquots mit einer Konzentration von je 2 x 10’ / ml bei 4 °C im

Kihlschrank aufbewahrt.

2.2.2.4 Inaktivierung von Konidien, Keimschlauchen und Hyphen
Zum Erhalt inaktivierter Morphotypen von A.fumigatus wurden die
Keimschlauch- und Hyphensuspension bei 5000g fur 7 min und die

Konidiensuspension bei 7000 g fir 5 min zentrifugiert. Die entstandenen Pellets
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wurden nach Dekantieren des Uberstandes in 100 % Ethanol resuspendiert und
fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend erfolgten funf
Waschschritte, um die verbliebenen Ethanolreste vollstandig zu entfernen: hierfur
erfolgten jeweils zuerst eine Zentrifugation bei 7000 g fur 7 min, danach die
Abnahme des Ethanol- bzw. Wasseriberstandes, sowie zuletzt die erneute
Zugabe von 1 ml sterilem Wasser. Im letzten Waschschritt wurde das Pellet
jedoch nicht in sterilem Wasser, sondern in 1 ml RPMI 1640 Medium
aufgenommen und resuspendiert. Die Anzahl der in der Suspension jeweils
enthaltenen Konidien, Keimschlauche und Hyphen wurde mittels Neubauer-
Zahlkammer bestimmt und daraufhin mit RPMI 1640 Medium auf eine
Konzentration von je 2 x 107 / ml verdunnt. Die so entstandene Losung wurde
aliquotiert und bei -20 °C im Gefrierschrank bis zur weiteren Verwendung

gelagert.

2.2.3 Berechnung und Ansetzen der Pharmaka

Damit die verwendeten Antimykotika und Immunsuppressiva in den jeweils
therapeutisch sinnvollen Zielkonzentrationen vorlagen, mussten die Pharmaka
fur die unterschiedlichen Versuche entsprechend konzentriert hinzugefugt und
vorher adaquat aus den Stocklosungen verdinnt werden. Die Zugabe der
Antimykotika zum Versuchsansatz erfolgte dabei fur die Messung des oxidativen
Burst in 10-facher Konzentration (10 % im gesamten Ansatz), fir die ELISA-,
Phagozytose-, und NET-Analysen dagegen 20-fach konzentriert (5% im
gesamten Ansatz). Als Zielkonzentrationen fur die Antimykotika wurden jeweils
Werte im unteren und oberen Bereich therapeutisch angestrebter Plasmaspiegel
ausgewahlt (Kapitel 1.1.4.1 und 1.1.4.2). Die Immunsuppressiva wurden
hingegen in entsprechender Konzentration direkt in die Suspension neutrophiler
Granulozyten hinzugegeben, wobei allerdings die weitere Verdinnung (z. B.
durch Hinzugabe von Antimykotika und Pilzstimuli) im Verlauf der jeweiligen
Assays bericksichtigt wurde: Fir die Messung des oxidativen Burst wurden die
Zellen in einer 1,43-fach (70 % Granulozytensuspension im Gesamtansatz), fur
die ELISA- und Phagozytose-Analysen in einer 2-fach (50 %
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Granulozytensuspension im Gesamtansatz), sowie fir die NET-Messungen in
einer 1,11-fach konzentrierten Losung (90 % Granulozytensuspension im
Gesamtansatz) dem Medium zugefugt.

Insgesamt ergaben sich folgende Zielkonzentrationen, tatséchlich zugegebene
Konzentrationen je nach Versuchsansatz sowie Verdinnungen in RPMI 1640

Medium aus den nach Herstellerangaben generierten Stocklésungen (Tab. 2.1

und Tab. 2.2):
Stocklésung Zielkon- 10-fach- 20-fach-
(mg/ml) zentration konzentriert konzentriert
(Hg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml)
[ V] [ V]
LAMB 4 15 150 300
[ 1:26,7] [ 1:13,3]
50 500 1000
[ 1:8] [ 1:4]
d-AmB 5 0,2 2 4
[ 1:2500] [ 1:1250]
0,5 5 10
[ 1:1000] [ 1:500]
Vori 10 1 10 20
[ 1:1000] [ 1:500]
5 50 100
[ 1:200] [=1:100]
Tabelle 2.1: Zielkonzentrationen, zugegebene Konzentrationen je nach

Versuchsansatz sowie Verdinnungen (V) aus den jeweiligen Stocklésungen der
verschiedenen Antimykotika
LAmMB = Liposomales Amphotericin B, d-AmB = Amphotericin B - Desoxycholat, Vori =

Voriconazol
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Stock- Zielkon- 1,43-fach- 2-fach- 1,11-fach-
l6sung | zentration | konzentriert konzentriert konzentriert
(mg/ml) | (pg/ml) (Mg/ml) (Hg/ml) (Mg/ml)
[ V] [ V] [ V]
CsA 2 0,2 0,286
[ 1:7000]
MMF 33 2 2,857
[ 1:11500]
P 50 0,2 0,286 0,4 0,222
[ 1:175000] | [ 1:125000] | [~ 1:225000]

Tabelle 2.2: Zielkonzentrationen, zugegebene Konzentrationen je nach
Versuchsansatz sowie Verdinnungen (V) aus den jeweiligen Stocklésungen der
verschiedenen Immunsuppressiva

CsA = Ciclosporin A, MMF = Mycophenolat-Mofetil, P = Prednisolon, --- = nicht benétigt

2.2.4 Analyse der ROS-Freisetzung

2.2.4.1 Reaktive Sauerstoffspezies und DCF

Wahrend der Abwehr von pathogenen Mikroorganismen wie beispielsweise
A. fumigatus werden durch neutrophile Granulozyten vermehrt reaktive
Sauerstoffradikale gebildet, was als oxidativer oder respiratorischer Burst
bezeichnet wird. Diese reaktiven Sauerstoffspezies kdnnen mittels 2°,7"-
Dichlorfluorescein-Diacetat (DCF-DA) nachgewiesen  werden. Diese
zellpermeable, nicht-fluoreszierende Substanz wird intrazellular deacetyliert und
kann die Zelle in dieser Form nicht mehr verlassen. Durch gebildete ROS wie
H202, OH~, ONOO~ wird die Substanz zum grin fluoreszierenden

Dichlorfluorescein (DCF) oxidiert und kann im Fluorimeter gemessen werden.

2.2.4.2 Versuchsaufbau
Fur diese Versuche wurde die Granulozytenzahl in RPMI-Medium (5 % FCS) auf
2,8 x 10° Zellen / ml eingestellt und nach folgendem Protokoll vorgegangen (Abb.

2.2): 70 ul der Neutrophilensuspension (2 x 10° Zellen) wurden pro Well in eine
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96-Well-Platte vorgelegt. Wurde mit Immunsuppressiva gearbeitet, dann wurden
die Zellen vorher direkt in eine Losung mit 1,43-fach-konzentrierten
Immunsuppressiva aufgenommen (Tab. 2.2). Anschliel3end erfolgte die Zugabe
von 10 pl der verschiedenen Antimykotika in 10-facher Konzentration (Tab. 2.1),
sowie als Stimulus je 10pul der Konidien-, Keimschlauch- oder
Hyphensuspension (2 x 10° Pilzzellen) oder 10 pl PMA (Endkonzentration
10 pg/ml). Far Kontrollansétze ohne Antimykotika und Pilz bzw. PMA dienten
jeweils 10 pl RPMI 1640 Medium als Volumenausgleich. Nach abschlieRender
Zugabe von 10 pl DCF-DA (Endkonzentration: 165 pg/ml) zu jedem Well unter
der abgedunkelten  Sterilwerkbank  erfolgte  die Messung  der
Fluoreszenzintensitaten im auf 37 °C vorgewarmten Mikrotiterplatten-Reader mit
Wellenlangen von 485 nm (Exzitation) und 535 nm (Emission). Uber einen
Zeitraum von 2 h fand hierbei alle 5 min eine automatische Messung und

Speicherung der Daten statt. Die Auswertung der Daten erfolgte in Microsoft

Excel.
DCF
10 ul
Pilz | | )
(2.0%107/mi) i PMA i Medium
10pl=2x108 0W o 104l
10-fach Antimykotika i Medium
10 pl 10 ul

1
1
1
y
1
1
1
1
I
1
I
1
I

Granulozytensuspension
(2,8 x 108 / ml)
70 yl=2x 105

+1S

Abbildung 2.2: Protokoll fir die Messung des oxidativen Burst der Granulozyten
IS = Immunsuppressiva, PMA = Phorbol-12-myristat-13-acetat, DCF =

Dichlorfluorescein
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2.2.5 Messunq der IL-8-Freisetzung

2.2.5.1ELISA

Neutrophile Granulozyten besitzen die Fahigkeit zur Zytokinausschittung, u. a.
um sich selbst und andere Zellen zu stimulieren und mit ihnen zu kommunizieren.
Zum Nachweis dieser Botenstoffe kann ein enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA) genutzt werden. Hierfir kommen spezifische Antikdrper gegen das
nachzuweisende Antigen zum Einsatz, die enzym-gekoppelt eine Farbreaktion
auslosen. Durch die Intensitat dieser Reaktion und mit Hilfe einer Verdiinnungs-
bzw. Standardreihe kann die Konzentration des zu bestimmenden Antigens
ermittelt werden. In einem Vorversuch konnte gezeigt werden, dass IL-8 das am
starksten freigesetzte Zytokin durch humane PMN war, wenn diese mit
inaktivierten Keimschlauchen von A. fumigatus stimuliert wurden (Hellmann et
al., 2017). Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher das Human IL-8 ELISA MAX
Deluxe Kit von Biolegend verwendet.

2.2.5.2 Generierung der Zytokin-Uberstande

Als Stimulus fur die Untersuchung der IL-8-Sekretion durch Granulozyten wurden
PMA sowie inaktivierte Keimschlauche von A. fumigatus verwendet. Nach
Aufreinigung der Granulozyten wurde die Neutrophilenanzahl in RPMI-Medium
(10 % FCS) auf 2 x 10° / ml eingestellt. Ein Teil der PMN wurde direkt in eine 2-
fach konzentrierte Prednisolon-L6sung aufgenommen (Tab. 2.2). Nun wurden in
eine 48-Well-Platte je 100 pl (2 x 10° Zellen) der Neutrophilensuspension ohne
oder mit Prednisolon, 100 pl Pilz (nach vorheriger 1:10-Verdinnung mit RPMI
1640 Medium 2 x 10° Pilzzellen) oder PMA (Endkonzentration 10 pg/ml) sowie
zum Schluss je 10 pl der Antimykotika in 20-facher Konzentration (Tab. 2.1)
gegeben. FUr unstimulierte Kontrollanséatze erfolgte die Zugabe von je 100 pl
RPMI 1640 Medium statt Pilz bzw. PMA zu 100 pl der Neutrophilensuspension.
Nach 24-stuindiger Inkubation der Platte bei 37 °C wurden zu jedem Well 200 pl
RPMI 1640 Medium dazugegeben, die Uberstande abgenommen und diese bei
6000 g fir 6 min zentrifugiert. Die Uberstande wurden erneut abgenommen und
bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

38



2.2.5.3 Durchfihrung des IL-8-ELISA

Die Durchfihrung des ELISAs erfolgte anschlieBend nach Angaben des
Herstellers (Biolegend): Mitgelieferte Nunc Maxisorp 96-Well-Platten wurden mit
je 100 pl Capture Antibody pro Well Gber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nachsten
Tag wurde dreimal mit Waschpuffer gewaschen, mit 200 pl Assay Diluent A pro
Well zur Minimierung unspezifischer Bindungen geblockt und die Platte versiegelt
unter kontinuierlichem Schiitteln fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Alle weiter
beschriebenen Inkubationsschritte fanden ebenfalls unter diesen Bedingungen
statt. Wahrenddessen wurde mit Human IL-8 eine Standardreihe vorbereitet.
Hierzu wurden serielle 2-fach-Verdinnungen in Assay Diluent A in einem
Konzentrationsbereich von 4 ng/ml bis 15,625 pg/ml angelegt. Nach dreimaligen
Waschen der Platte mit Waschpuffer wurden in jedes Well 100 ul der Standards
oder der generierten Probeniberstidnde pipettiert. Es folgten eine erneute
Inkubation fUr 2 h, erneutes dreimaliges Waschen, sowie die Zugabe von 100 pl
Detection Antibody pro Well, ehe sich ein weiterer einstiindiger Inkubationsschritt
und dreimaliges Waschen anschlossen. Anschliel3end wurden 100 pl Avidin-
HRP pro Well zugegeben und die Platte fir weitere 30 min inkubiert. Nach
letztem dreimaligen Waschen wurden im Dunkeln je 100 pl Substrate Solution C
pro Well zugegeben und der Farbumschlag nach maximal 15 min durch Zugabe
von je 100 pl Stopplésung (0,5 M H2S04) pro Well gestoppt. Im Anschluss
erfolgte die Messung der Absorption im Mikrotiterplatten-Reader bei einer
Wellenlange von 450 nm mit einer Referenzwellenlange von 620 nm. Die
Konzentrationen der Proben konnte mit Hilfe der Standardreihe in Microsoft Excel

berechnet werden.

2.2.6 Bestimmung der neutrophilen Elastase-Aktivitat

2.2.6.1 Bildung und Gewinnung der neutrophilen Elastase

Zur Beurteilung der Ausbildung von NETs wurde das Neutrophil Extracellular
Trap Assay Kit von Cayman Chemical verwendet. Das Testsystem macht sich
die Eigenschaft des in den sezernierten NETs enthaltenen Enzyms neutrophile

Elastase zu Nutze: Die Aktivitat dieses Enzyms kann durch Umsetzung eines
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spezifischen Substrats und dessen Lichtabsorption gemessen werden und ist
somit ein direkter Hinweis auf das Verhalten der NET-Formation. Die Analysen
wurden geman des Herstellerprotokolls durchgefuhrt.

Die Aufreinigung der PMN erfolgte wie in Kapitel 2.2.3.1 beschrieben, allerdings
wurde fur den Waschschritt HBSS ohne FCS und EDTA verwendet. Fur alle
weiteren Verdinnungen wurde NET Assay Buffer anstelle von RPMI-Medium
verwendet. Die Neutrophilenanzahl wurde nun in NET Assay Buffer auf
1 x 108/ ml eingestellt, wobei ein Teil der Zellen direkt in 1,11-fach konzentrierter
Prednisolon-Losung aufgenommen wurde (Tab. 2.2). In eine 24-Well-Platte
wurden nun je 900 ul (9 x 10°Zellen) der Neutrophilensuspension sowie 50 pl der
Antimykotika 20-fach konzentriert zugegeben (Tab. 2.1) und die Ansatze bei
37 °C fur 30 min inkubiert. Als Negativkontrolle wurde eine Probe ausschliel3lich
mit NET Assay Buffer mitgefuihrt. Fir die Kokultur mit A. fumigatus wurden je
45 ul (9 x 10° Pilzzellen) inaktivierter Keimschlauche pro Well eingesetzt. Nach
einer Inkubationszeit von 4 h bei 37 °C erfolgten zwei Waschschritte mit je 1 ml
NET Assay Buffer pro Well, in denen die Uberstidnde abgenommen und somit
geldste, nicht NET-spezifische Elastase verworfen wurden. Zur Ablésung der
gebundenen, NET-spezifischen Elastase wurden je 500 pl NET Assay S7
Nuclease pro Well hinzugefuigt, bevor nach 15 min je 10 ul NET Assay EDTA pro
Well pipettiert wurden, um diesen Prozess zu stoppen. Nach Abtrennung der
Zellfragmente durch Zentrifugation bei 300 g fiir 5 min wurden die Uberstande
mit der enthaltenen NET-spezifischen Elastase in 2 ml ReaktionsgefalRe

Uberfuhrt und bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.2.6.2 Durchfihrung der neutrophilen Elastase-Messung

Zur Durchfihrung der eigentlichen neutrophilen Elastase-Messung wurde
zunéchst eine Standardreihe vorbereitet. Dafur wurden mit Human Neutrophil
Elastase Assay Reagent in NET Assay Buffer serielle 2-fach-Verdinnungen in
einem Konzentrationsbereich von 36 mU/ml bis 0,5625 mU/ml angelegt. Pro Well
wurden 100 pl der Standards bzw. der Proben in eine 96-Well-Platte gegeben.
Nun folgte die Zugabe des NET Assay Neutrophil Elastase Substrate im

Verhaltnis 1:1. Nach einer Inkubationszeit von 1 sowie 2 h bei 37 °C wurden die
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jeweiligen Fluoreszenzintensitaten im Mikrotiterplatten-Reader bei einer
Wellenlange von 405 nm gemessen. Die Ermittlung der Konzentrationen der
Proben erfolgte mit Hilfe der Standardreihe in Microsoft Excel. Hierfur wurden die
Absorptionswerte fur beide Untersuchungszeitpunkte mittels polynomischer
Regression 4. Grades anhand der Standardreihe in Konzentrationen

umgerechnet und aus diesen der Mittelwert gebildet.

2.2.7 Beurteilung der Phagozytoserate

2.2.7.1 Durchflusszytometrie

Die Fahigkeit der Granulozyten zur Phagozytose von A. fumigatus-
Keimschlauchen wurde durch eine durchflusszytometrische Analyse beurteilt.
Das Grundprinzip der Durchflusszytometrie besteht darin, dass Zellen aus einer
Suspension einzeln in eine Kapillare gesaugt und durch einen fokussierten
Laserstrahl angeregt werden. Dabei entsteht je nach Zelltyp eine bestimmte
Lichtstreuung, das Streulicht, welches mit den optischen Eigenschaften der
Zellen korreliert und von verschiedenen Detektoren aufgefangen und gemessen
wird. So ist das Vorwartsstreulicht (Forward Scatter, FSC) ein Mal3 fir das
Volumen der Zellen, das Seitwartsstreulicht (Side Scatter, SSC) dagegen ein
Mald fur ihre Granularitat. Gleichzeitig zum Streulicht kénnen auch
Fluoreszenzmessungen durchgefuhrt werden, was eine weitere Differenzierung
hinsichtlich bestimmter Merkmale der Zellen erlaubt. Daflir missen die Zellen
vorher mit Fluoreszenzfarbstoff oder mit Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten
Antikorpern, welche meist gegen bestimmte Oberflachenproteine der Zellen
(z. B. CD-Molekule, CD = cluster of differentiation) gerichtet sind, markiert
werden. Die fluoreszierende Gruppe emittiert nun nach Exzitation durch einen
Laserstrahl Fluoreszenzlicht einer bestimmten Wellenlange, welches in

verschiedenen Fluoreszenzkanélen gemessen werden kann.

2.2.7.2 FITC-Markierung der inaktivierten Keimschlauche
Als Stimulus zur Anregung der Phagozytoseaktivitat der Granulozyten dienten fur

diese Art von Experiment inaktivierte, FITC-markierte Keimschlauche von
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A. fumigatus. Hierzu wurden wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben generierte
Keimschlauche in einer Verdiinnung von 1:100 mit FITC gefarbt und im Dunkeln
bei 35°C fur 30 min inkubiert. AnschlieBend wurden die nun gefarbten
Morphotypen gewaschen, bis keine gelbliche Verfarbung mehr zu erkennen war.
Hierfur erfolgten je zwei Mal die Zentrifugation der Pilzzellen bei 10000 g fur
7 min und nach vollstandigem Dekantieren des Uberstandes die Resuspension
zunachst in sterilem Wasser, beim zweiten Mal in RPMI 1640 Medium, wobei

eine Endkonzentration von 2 x 107 / ml eingestellt wurde.

2.2.7.3 Ansetzen der Kokulturen

Die Granulozyten wurden wie unter 2.2.1.3 beschrieben aufgereinigt und die
Granulozytenzahl in RPMI-Medium (10 % FCS) auf 2 x 10° / ml eingestellt. Fir
die Ansatze mit Prednisolon wurde das Glucocorticoid in zweifacher
Endkonzentration (Tab. 2.2) in einen Teil der Neutrophilensuspension gegeben.
Das Ansetzen der Kokulturen erfolgte nun in 96-Well-Platten nach dem in Tabelle
2.3 aufgezeigtem Schema: Neutrophile Zellen ohne oder mit Prednisolon sowie
Antimykotika in 20-facher Konzentration (Tab. 2.1) wurden sofort in ein Well
pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei entsprechender Temperatur
erfolgte die Zugabe der FITC-markierten, inaktivierten Keimschlauche bzw. RPMI
1640 Medium als Volumenausgleich. Eine Hintergrundkontrolle wurde bei 4 °C
mitgeflihrt, da Zellen bei dieser Temperatur nicht phagozytieren. Aus den
angesetzten Kokulturen ergaben sich abschlieRend 17 Kombinationen, die fur
2 h erneut bei 4 °C bzw. 37 °C inkubiert wurden. Die optimale Inkubationszeit von
2 h wurde in einem Vorversuch bestimmt, um zu gewahrleisten, dass die PMN

zum Messzeitpunkt noch vital waren.
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sofortige Zugabe Zugabe nach 30 min
PMN-P | PMN+P AM Pilz
. 5 5 s | RPMI 1640 | Inkubation
Nr. Bezeichnung (1x10 (1x10 (20-fach (1x10 . )
. Medium bei...
Zellen) Zellen) |konzentriert)| Zellen)
1 Hintergrund 50 pl - - 50 pl - 4°C
2 Pilz-Kontrolle - 50 pl 50 pl
3 PMN-Kontrolle 50 pl - 50 pl
| 4 | Medium 50 pl - - 50 pl -
| 5 | LAmB 15 pg/ml 50 pl - 5 ul 50 pl
| 6 | LAmB 50 pg/ml 50 pl - 5 ul 50 pl
| 7 |ohneP d-AmB 0,2 pug/ml 50 pl - 5 ul 50 pl
| 8 | d-AmB 0,5 pug/ml 50 ul - 5ul 50 pl
| 9 | Vori 1 pug/ml 50 pl - 5 ul 50 pl -
10 Vori 5pg/ml 50 pl - 5 ul 50 ul - 37°C
| 11 | Medium - 50 pl - 50 pl
112 | LAmB 15 pg/ml - 50 pl 5 pl 50 pl
113 | LAmB 50 pg/ml - 50 ul 5 ul 50 pl
| 14 | mitP d-AmB 0,2 pug/ml - 50 pl 5l 50 pl
| 15 | d-AmB 0,5 pug/ml - 50 pl 5ul 50 pl
| 16 | Vori 1 pug/ml - 50 ul 5 ul 50 pl
17 Vori 5ug/ml - 50 pl 5 ul 50 pl

Tabelle 2.3: Schema zum Ansetzen der Kokulturen fur den Phagozytose-Assay
PMN = neutrophile Granulozyten, AM = Antimykotika, LAmB = Liposomales
Amphotericin B, d-AmB = Amphotericin B - Desoxycholat, Vori = Voriconazol, P =

Prednisolon

2.2.7.4 Gegenfarben der Granulozyten mit CD15-APC

Nach Ablauf der erforderlichen 2 h erfolgte die Ernte der Proben und
Gegenfarbung der Granulozyten mit CD15-APC. Die Zellsuspensionen wurden
aus den 96-Well-Platten in je ein 1,5 ml Reaktionsgefald pipettiert. Nach
Zentrifugation bei 400g fur 7 min, Dekantieren des Uberstandes und
vorsichtigem Abklopfen wurde das Zellpellet in 100 pl des mit HBSS 1:20
verdinnten CD15-APC resuspendiert und fir 10 min inkubiert. Die
ReaktionsgefalRe wurden anschlieend mit 900 pl HBSS aufgefillt, erneut wie
oben beschrieben zentrifugiert, sorgfaltig abgeklopft und das Pellet schlief3lich
mit 300 ul HBSS in 5 ml Polystyrolréhrchen tberflhrt.

2.2.7.5 Messung im Durchflusszytometer und Auswertung
Sofort im Anschluss erfolgte die Messung der Proben im Durchflusszytometer.

Zunachst wurden mittels einer manuell gesetzten Region im FSC / SSC in der
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Cell Quest Pro Software alle vitalen Zellen grob eingegrenzt. Mit Hilfe der FlowJo-
Analyse-Software wurde anschliel3end der Anteil FITC-positiver an den CD15-

positiven Zellen (Phagozytoserate) quantifiziert (Abb. 2.3).

CD15-APC

P3

S$SC Height

CD15 pos
40.7 %

FSC Height FITC

Abbildung 2.3: Auswertung der Daten des Phagozytose-Assays

1x10° neutrophile Granulozyten wurden fur 2h mit 1x 105 FITC-markierten,
inaktivierten A. fumigatus-Keimschlauchen kokultiviert. Die Granulozyten wurden mit
anti-CD15-APC gegengefarbt. Mit Hilfe der Cell Quest Pro Software wurden die Proben
in einem FACS Calibur Durchflusszytometer gemessen. Da die PMN (P1) und die nicht-
phagozytierten Keimschlauche (P2) durch die FSC/SSC Parameter nicht vollstéandig
unterschieden werden konnten, wurde die Granulozytenfraktion bei der Messung
zunachst grob markiert (P1) und 10000 Zellen im Gate P1 akquiriert. Durch Gating der
CD15-positiven Zellen (P3+P4) konnten Ubrige, nicht-phagozytierte Keimschlauche (P5)
mit Hilfe der FlowJo-Analyse-Software ausgeschlossen werden. Der Prozentsatz FITC-
positiver Zellen (P4) innerhalb der CD15-positiven Population (P3+P4) wurde in einem

Histogramm dargestellt.

2.2.8 Statistik

Alle Experimente wurden in mindestens drei unabhangigen Experimenten mit
Blutproben verschiedener Spender durchgefuhrt. Fir die Analyse des oxidativen
Burst sowie des ELISA wurden alle untersuchten Konditionen in dieser Arbeit in
Duplikaten bestimmt und der Mittelwert aus diesen zwei Werten flr jeden
Spender berechnet. Die Darstellung aller in Kapitel 3 gezeigten Ergebnisse
erfolgte, sofern nicht anders bezeichnet, als arithmetischer Mittelwert aller

Spender + Standardabweichung oder Standardfehler (SEM). Die statistische
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Signifikanz wurde unter Verwendung des gepaarten, zweiseitigen t-Tests
Uberpruft. Dabei wurde ein p-Wert < 0,1 als Trend in Richtung Signifikanz (W),
ein p-Wert < 0,05 als signifikant (*), ein p-Wert < 0,01 als hoch signifikant (**) und
ein p-Wert < 0,001 als hochst signifikant (***) angesehen. Ein p-Wert von > 0,1
wurde als nicht signifikant (ns) beurteilt und aus Griinden der Ubersichtlichkeit

nicht explizit in den Abbildungen dargestellt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Einfluss von Antimykotika auf die Viabilitat neutrophiler

Granulozyten

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunachst untersucht, inwieweit die Viabilitat der
humanen neutrophilen Granulozyten durch die in diesem Projekt verwendeten
Antimykotika beeinflusst wurde. Dafir wurden die wie in Kapitel 2.2.1
beschrieben isolierten und gezahlten PMN von 3 verschiedenen Spendern bei
Raumtemperatur mit der jeweils hdheren der untersuchten Antimykotika-
Konzentrationen von LAmB (50 pug/ml), d-AmB (0,5 ug/ml) oder Voriconazol
(5 ng/ml) versetzt. AnschlieBend wurden die Zellen nach einem Zeitraum von 1,
2 sowie 4 him Verhaltnis 1:1 mit Trypanblau gefarbt, der Prozentsatz vitaler PMN
an der gesamten Zellpopulation in der Neubauer-Zahlkammer mikroskopisch
bestimmt und mit einer unbehandelten Kontrolle (RPMI-Medium ohne
Antimykotika) verglichen. Trypanblau-negative PMN wurden als vital gewertet
(Kapitel 2.2.1.3).

Uber 99 % der Neutrophilen waren in der Medium-Kontrolle ohne Zugabe von
Antimykotika nach 4 h bei Raumtemperatur noch Trypanblau-negativ. Damit
konnte im Hinblick auf weitere Analysen dieser Arbeit auch bestatigt werden,
dass die Zellen tber einen Zeitraum von 4 h vital blieben. Auch in Gegenwart der
untersuchten Antimykotika konnte keine wesentlich verminderte Lebensfahigkeit
der PMN beobachtet werden. Fur die jeweils héchsten Konzentrationen aller
untersuchten Antimykotika lag der Anteil Trypanblau-negativer Zellen und damit
die Viabilitat der PMN nach 1, 2 und 4 h ebenfalls jederzeit Gber 99 % (Abb. 3.1).
Somit konnte in den nachfolgenden Experimenten ausgeschlossen werden, dass
ein Antimykotika-vermittelter Effekt auf Funktionen von PMN nur Uber eine

Beeinflussung der Vitalitat der Zellen bedingt wird.
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Abbildung 3.1: Analyse der Viabilitat von PMN unter dem Einfluss verschiedener
Antimykotika

Der Prozentsatz Trypanblau-negativer Zellen wurde nach 1, 2 und 4h bei
Raumtemperatur in RPMI-Medium sowie in Gegenwart verschiedener Antimykotika
bestimmt. Die Mittelwerte von 3 verschiedenen Spendern sind in der Abbildung
dargestellt.

Fur alle folgenden Abbildungen gilt: LAMB = liposomales Amphotericin B, d-AmB =

Amphotericin B - Desoxycholat, Vori = Voriconazol.

3.2 Einfluss von Antimykotika und Immunsuppressiva auf den

oxidativen Burst neutrophiler Granulozyten

Nachdem der Einfluss der Antimykotika auf die Lebensfahigkeit der PMN im
Allgemeinen evaluiert wurde, sollte nun untersucht werden, ob und in welchem
Ausmald einzelne Effektorfunktionen dieser Zellen durch Antimykotika sowie
unter gleichzeitiger Exposition gegeniber Immunsuppressiva beeinflusst
werden. Zu Beginn stand hierbei die Analyse des oxidativen Burst neutrophiler
Granulozyten im Fokus. Fur alle in Kapitel 3.2 aufgeflihrten Ergebnisse wurden

die Versuche wie in Kapitel 2.2.4 beschrieben durchgefihrt.
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3.2.1 Kinetik der ROS-Freisetzung und Abhangigkeit vom Morphotyp von

Aspergillus fumigatus

Zur Optimierung und Festlegung der experimentellen Bedingungen fur die
weiteren Versuche wurde die ROS-Freisetzung und deren Kinetik durch
neutrophile Granulozyten gesunder Spender gegeniber dem unspezifischen
Stimulus PMA und verschiedenen Morphotypen von A.fumigatus ohne
Verwendung zusatzlicher Antimykotika oder Immunsuppressiva analysiert. Damit
sollte zunachst ein Uberblick tber den zeitlichen Verlauf der Reaktion
neutrophiler Granulozyten auf verschiedene Stimuli gewonnen werden.

Die Erfassung der ROS-Freisetzung erfolgte mittels DCF in einem Fluoreszenz-
basierten Assay. In Abbildung 3.2 sind beispielhaft die relativen
Fluoreszenzeinheiten (RFU) zweier reprasentativer Spender nach Stimulation
ihrer PMN mit Ethanol-inaktivierten oder vitalen Konidien, Keimschlauchen und
Hyphen von A. fumigatus bzw. PMA im Zeitverlauf dargestellt. Daneben werden
die RFU der unstimulierten Neutrophilen in RPMI-Medium ohne Zugabe von
Pilzzellen oder PMA aufgezeigt. Die RFU wurden Uber 2 h alle 5 min bestimmt.

Nach ersten Auswertungen liel3 sich deutlich erkennen, dass mit Ausnahme der
Konidien alle untersuchten Morphotypen zu einer erhohten ROS-Freisetzung
durch PMN im Vergleich zur unstimulierten Negativkontrolle fuhrten, PMA sogar
zu einer deutlich erhdhten und rasch ansteigenden Sekretion. Sowohl inaktivierte
als auch vitale Konidien von A. fumigatus stellten in allen untersuchten Spendern
keinen Stimulus fur eine gesteigerte ROS-Sekretion dar, weshalb flir die weiteren
Versuchsreihen auf die Verwendung von Konidien verzichtet wurde. In unseren
Experimenten verursachten inaktivierte wie auch vitale Keimschlauche im
Gegensatz zu Hyphen Uuber mehrere Spender hinweg eine ausgepréagte
Stimulation und stellten somit den starksten Ausloser unter den verschiedenen
Morphotypen von A.fumigatus fir den oxidativen Burst neutrophiler
Granulozyten dar. Auch auf Grund der gegeniber Hyphen praziseren
Quantifizierbarkeit und Dosierung von Keimschlauchen wurde im weiteren
Verlauf dieser Arbeit ausschlie3lich mit diesem Morphotyp von A. fumigatus

gearbeitet.
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Eine Ablesedauer der RFU von dber 120 min fuhrte zu einer Plateaubildung mit
fehlendem RFU-Anstieg und erschien daher nicht sinnvoll. Des Weiteren lagen
die gemessenen RFU fur den unspezifischen Stimulus PMA nach 40 bis 50 min
meist deutlich Uber dem mit dem verwendeten Mikroplatten-Reader maximal
erfassbaren Grenzwert der Fluoreszenzintensitaten. Auch bei 2-stindiger
Stimulation mit Keimschlauchen von A. fumigatus konnte oftmals eine
Uberschreitung dieses Grenzwerts beobachtet werden. Die Zeitpunkte nach etwa
30-mindtiger Stimulation mit PMA sowie nach 60-minutiger Stimulation mit
Keimschlauchen hingegen entsprachen dem Bereich des jeweils starksten RFU-
Anstiegs und damit der héchsten Sensitivitat gegentber exogenen Einfliissen.
Fiur alle weiteren Versuche wurden die RFU fir PMA deshalb nach 30 min
bestimmt, wahrend sich die weitere Auswertung der RFU fir Keimschlauche auf

einen Zeitpunkt nach 1-stiindiger Stimulation konzentrierte.
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Abbildung 3.2: Stimulation der ROS-Freisetzung durch PMA und verschiedene
Morphotypen von A. fumigatus in zwei reprasentativen Spendern

Analyse der ROS-Freisetzung humaner PMN nach Stimulation mit PMA (A) sowie
Ethanol-inaktivierten (i, A) oder vitalen (v, B) Konidien (AfuC), Keimschlauchen (AfuG)
oder Hyphen (AfuH) von A. fumigatus. Kontrollzellen in RPMI-Medium ohne Stimulanz
wurden mitgefuhrt. Die relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU) wurden fir jedes Well alle
5 min Uber einen Zeitraum von 120 min bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte der
gemessenen Duplikate fir jeden Spender. Die gestrichelte Linie reprasentiert den mit
dem Mikroplatten-Reader maximal erfassbaren Grenzwert der RFU.

3.2.2 Einfluss von Antimykotika auf die ROS-Sekretion bei Stimulation mit
PMA

Im n&chsten Schritt sollte untersucht werden, ob Antimykotika die PMA-induzierte
ROS-Freisetzung neutrophiler Granulozyten beeinflussen und ob dieser Effekt
gegebenenfalls konzentrationsabhéngig ist. Die Stimulation mit PMA fuhrte zu
einem mittleren Anstieg der RFU auf das 16,7-fache im Vergleich zur
unstimulierten Probe (Abb. 3.3, A). In Gegenwart von LAMB konnte nach 30 min
eine verminderte Freisetzung von ROS durch PMA-stimulierte PMNs beobachtet

werden. Unter 15 pg/ml LAmB zeigte sich fur 11 der 12 Spender eine 7 — 18-
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prozentige RFU-Reduktion (p <0,001), wahrend unter 50 pg/ml LAmMB eine
Verminderung der RFU fir alle Spender von 8 — 45 % im Vergleich zur Medium-
Probe ohne Antimykotika beobachtet wurde (p < 0,001, Erganzende Abb. A),
was auf eine dosisabhéngige Reduktion der ROS-Sekretion neutrophiler
Granulozyten durch LAMB schliel3en lasst (p <0,001). Das Antimykotikum
Voriconazol hingegen fuhrte zu keiner signifikanten Veranderung des oxidativen
Burst, weder in der hohen noch in der niedrigen Konzentration.

Um zu analysieren, ob die reduzierte ROS-Sekretion in Gegenwart von LAmMB
durch AmB selbst oder seine liposomale Formulierung bedingt war, wurde fir 5
Spender auRerdem der Einfluss von d-AmB auf den oxidativen Burst nach
Stimulation mit PMA untersucht und mit Effekten durch LAMB verglichen. Wie
LAmMB fihrte auch d-AmB zu einer signifikanten Verringerung des PMA-
induzierten oxidativen Burst in neutrophilen Granulozyten (Abb. 3.3, B). Die
mittlere Reduktion der RFU im Vergleich zur Medium-Probe ohne Antimykotika
betrug unter 0,2 pg/ml d-AmB 7 % (p =0,002), unter 0,5 pg/ml d-AmB 11 %
(p = 0,052). Fiur weitere Untersuchungen des oxidativen Burst wurde auf die
Verwendung von d-AmB verzichtet, da es im klinischen Alltag in der Therapie der

IA in westlichen Industriestaaten keine Verwendung mehr findet (Kapitel 1.1.4.2).
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Abbildung 3.3: ROS-Sekretion nach PMA-Stimulation in Abhangigkeit von der
Gegenwart verschiedener Antimykotika

Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM der relativen mittleren Fluoreszenzintensitaten
nach 30 min PMA-Stimulation im Vergleich zu unstimulierten Neutrophilen von

insgesamt 12 (A) bzw. 5 (B) Spendern.

3.2.3 Einfluss von Antimykotika auf die ROS-Sekretion bei Stimulation mit

inaktivierten Keimschlauchen von Asperqgillus fumigatus

Zur genauen Analyse des Verhaltens der PMN gegenuber dem Pathogen
A. fumigatus wurden die humanen neutrophilen Granulozyten nun mit
inaktivierten Keimschlauchen des Pilzes konfrontiert und die ROS-Freisetzung
unter Antimykotika-Einfluss bestimmt. Bei Stimulation mit inaktivierten
Keimschlauchen zeigte sich ein mittlerer Anstieg der RFU auf das 4,7-fache im
Vergleich zu unstimulierten Neutrophilen (Abb. 3.4). Unter Einfluss von LAmB
konnte eine signifikante Steigerung der Sauerstoffradikal-Antwort gegenuber
A. fumigatus Keimschlauchen beobachtet werden: Unter 15 pg/ml LAmB fand
sich eine durchschnittliche Zunahme des oxidativen Burst um 24 % (p = 0,002),
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unter 50 pg/ml LAmB um 43 % (p = 0,008) gegeniiber der Medium-Probe ohne
Antimykotika. Dieser durch LAMB bedingte Anstieg konnte bei 12 von insgesamt
13 Spendern beobachtet werden (Erganzende Abb. B). In Gegenwart von
Voriconazol zeigte sich die ROS-Freisetzung nach Stimulation mit inaktivierten

Keimschlauchen unbeeinflusst.
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Abbildung 3.4: ROS-Sekretion nach Stimulation mit inaktivierten Keimschlauchen
von A. fumigatus in Abh&ngigkeit von der Gegenwart verschiedener Antimykotika
Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM der relativen mittleren Fluoreszenzintensitaten
nach 1-stindiger Stimulation mit inaktivierten Keimschldauchen von A. fumigatus im

Vergleich zu unstimulierten Neutrophilen von insgesamt 13 Spendern.

3.2.4 Einfluss von Antimykotika auf die ROS-Sekretion bei Stimulation mit

vitalen Keimschlauchen von Asperqgillus fumigatus

Nachdem ein Einfluss von LAmB auf die ROS-Freisetzung von mit inaktivierten
A. fumigatus-Keimschlauchen stimulierten PMN gezeigt wurde, sollte nun
analysiert werden, welchen Einfluss Antimykotika auf die ROS-Sekretion von
PMN nach Stimulation mit vitalen Keimschlauchen nehmen. Die Stimulation mit

vitalen Keimschlauchen fiihrte zu einer mittleren Zunahme der RFU auf das 5,6-
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fache der unstimulierten Probe (Abb. 3.5, Erganzende Abb. C). Die Zugabe aller
untersuchten Antimykotika hatte in der Gesamtschau allerdings keine signifikante
Veranderung der ROS-Freisetzung nach Stimulation mit vitalen Keimschlauchen
zur Folge. Auch aufgrund logistischer Nachteile wurde in der gesamten Arbeit

daher auf eine weitere Stimulation mit vitalen Morphotypen verzichtet.
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Abbildung 3.5: ROS-Sekretion nach Stimulation mit vitalen Keimschlauchen von
A. fumigatus in Abhéangigkeit von der Gegenwart verschiedener Antimykotika

Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM der relativen mittleren Fluoreszenzintensitaten
nach 1-stlindiger Stimulation mit vitalen Keimschlauchen von A. fumigatus im Vergleich

zu unstimulierten Neutrophilen von insgesamt 12 Spendern.

3.2.5 Einfluss von Prednisolon auf die ROS-Freisetzung

In den nachsten Experimenten sollte analysiert werden, inwieweit die ROS-
Freisetzung neutrophiler Granulozyten durch das in der Therapie der akuten
GvHD eingesetzte Immunsuppressivum Prednisolon sowie die gleichzeitige
Exposition gegenuiber verschiedenen Antimykotika beeinflusst wird. Hierzu
wurde ein Teil der aufgereinigten Neutrophilensuspension eines jeden Spenders
zu Beginn mit 200 ng/ml Prednisolon versetzt und die Proben ohne und mit
Prednisolon anschliel3end verglichen. Da in den vorhergehenden Versuchen
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allerdings wiederholt keine Beeinflussung des oxidativen Burst neutrophiler
Granulozyten durch Voriconazol festgestellt werden konnte, wurden alle
folgenden Analysen zur ROS-Freisetzung nur noch mit LAmB fortgefuhrt.

Durch LAmB konnte in PMA-stimulierten neutrophilen Granulozyten ohne
Prednisolon-Exposition nach 30 min eine hoch signifikante, dosisabhangige
Verminderung der ROS-Sekretion beobachtet werden (Kapitel 3.2.2).
Prednisolon nahm keinen Einfluss auf die mittlere relative ROS-Freisetzung
durch PMA-stimulierte Zellen (19,20 £ 2,82 vs. 20,53 + 3,25). Die
konzentrationsabhangige Verminderung der durch LAmB induzierten ROS-

Sekretion zeigte sich auch in Gegenwart von Prednisolon unveréandert (Abb. 3.6).
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Abbildung 3.6: Vergleich der ROS-Sekretion nach PMA-Stimulation in
Abhangigkeit von der Gegenwart von LAMB und Prednisolon

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen mittleren
Fluoreszenzintensitaten nach 30 min PMA-Stimulation im Vergleich zu unstimulierten
Neutrophilen von 7 Spendern. Die einfarbigen Saulen dokumentieren die Mittelwerte der
PMN ohne Prednisolon-Zugabe, die schraffierten Saulen représentieren die Mittelwerte

der PMN, die mit Prednisolon versetzt wurden.
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Bei Konfrontation der Granulozyten mit inaktivierten Keimschlauchen wurde
durch LAmB eine signifikante Zunahme der ROS-Freisetzung nach 1 h
aufgezeigt (Kapitel 3.2.3). Diese Auswirkung war bei Prednisolon-exponierten
PMN nicht mehr zu beobachten (Abb. 3.7). Die durch LAMB bedingten, leichten
Anstiege gegentber der Medium-Probe ohne Antimykotika waren in Gegenwart
von Prednisolon nicht signifikant. Im direkten Vergleich ohne und mit Prednisolon
wurde zwischen den Medium-Proben keine signifikant differente ROS-Sekretion
beobachtet (3,17 + 0,82 vs. 3,21 £ 0,80), unter gleichzeitiger Einwirkung von
15 pg/ml LAmMB zeigte sich durch Prednisolon jedoch eine Abnahme der RFU
von 4,84 + 1,28 auf 3,55 £ 0,43 (p = 0,038). Noch ausgepragter stellte sich dieser
Unterschied unter 50 pg/ml LAmB mit einer Reduktion der RFU von 6,68 + 1,92
auf 4,31 + 1,21 dar (p = 0,005).
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Abbildung 3.7: Vergleich der ROS-Sekretion nach Stimulation mit inaktivierten
Keimschlauchen von A. fumigatus in Abhangigkeit von der Gegenwart von LAmB
und Prednisolon

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen mittleren
Fluoreszenzintensitaten nach 1-stiindiger Stimulation mit inaktivierten Keimschlauchen
von A. fumigatus im Vergleich zu unstimulierten Neutrophilen von 6 Spendern. Die
einfarbigen Saulen dokumentieren die Mittelwerte der PMN ohne Prednisolon-Zugabe,
die schraffierten Saulen reprasentieren die Mittelwerte der PMN, die mit Prednisolon

versetzt wurden.

3.2.6 Einfluss von CsA/MMF auf die ROS-Freisetzung

Zu den Immunsuppressiva, die im klinischen Alltag zur Prophylaxe der akuten
GvHD eingesetzt werden, zéhlen Ciclosporin A und Mycophenolat Mofetil. Im
Folgenden wurde daher der Einfluss dieser Immunsuppressiva-Kombination auf
die ROS-Freisetzung neutrophiler Granulozyten gegenuiber inaktivierten
Keimschlauchen von A.fumigatus im Zusammenspiel mit Antimykotika
untersucht. Analog zu den Versuchen mit Prednisolon wurden zu Beginn
200 ng/ml CsA sowie 2 ug/ml MMF zu einem Teil der aufgereinigten
Neutrophilensuspension jedes Spenders gegeben und die Proben ohne und mit
CsA/MMF verglichen.

Bei Stimulation der humanen Zellen mit inaktivierten Keimschlauchen konnte
durch Zugabe von LAmMB eine signifikante Steigerung der ROS-Freisetzung
beschrieben werden (Kapitel 3.2.3). In Gegenwart der Immunsuppressiva
CsA/MMF nahmen die RFU lediglich um 1,8 % gegenuber der entsprechenden
Medium-Probe ohne CsA/MMF zu. Es zeigte sich hierunter weiterhin ein leichter
Anstieg der ROS-Sekretion in Gegenwart von LAmMB in beiden Konzentrationen
um 12 % (p =0,03) bzw. 20 % (p =0,07) (Abb. 3.8). Grundsatzlich blieb die
Sauerstoffradikalfreisetzung der PMN durch die Zugabe von CsA/MMF fur alle

untersuchten Konditionen unbeeinflusst.
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Abbildung 3.8: Vergleich der ROS-Sekretion nach Stimulation mit inaktivierten
Keimschlauchen von A. fumigatus in Abhangigkeit von der Gegenwart von LAmB
und CsA/MMF

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen mittleren
Fluoreszenzintensitaten nach 1-stiindiger Stimulation mit inaktivierten Keimschlauchen
von A. fumigatus im Vergleich zu unstimulierten Neutrophilen von 7 Spendern. Die
einfarbigen Saulen dokumentieren die Mittelwerte der PMN ohne CsA/MMF-Zugabe, die
schraffierten Saulen reprasentieren die Mittelwerte der PMN, die mit CSA/MMF versetzt

wurden.

58



3.3 Einfluss von Antimykotika und Prednisolon auf die IL-8-

Sekretion neutrophiler Granulozyten

Im nachsten Abschnitt dieser Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit
Antimykotika und Prednisolon bzw. das Zusammenspiel derer die IL-8-
Freisetzung neutrophiler Granulozyten gegenuber inaktivierten Keimschlauchen
von A. fumigatus sowie PMA beeinflussen. PMN wurden hierfir mit beiden
Stimuli konfrontiert und der Uberstand mittels ELISA nach 24 h auf IL-8 getestet
(Kapitel 2.2.5).

3.3.1 Einfluss von Antimykotika und Prednisolon auf die IL-8-Sekretion bei
Stimulation mit PMA

Die isolierten neutrophilen Granulozyten von 5 Spendern wurden durch PMA
grundséatzlich zu einer deutlich erhdhten IL-8-Sekretion (102 £ 23 pg/ml)
gegenuber der unstimulierten Neutrophilen-Kontrolle (36 + 19 pg/ml, p < 0,001,
Abb. 3.9) angeregt. Eine signifikant verminderte Ausschittung des Zytokins im
Vergleich zur Medium-Probe ohne Antimykotika wurde in Gegenwart von d-AmB
(0,5 pg/ml: 78 £ 16 pg/ml, p=0,013) und LAmB (50 pg/ml: 61+ 18 pg/ml,
p = 0,007) beobachtet. Unter Voriconazol fand sich ein leichter Rickgang der
IL-8-Freisetzung (5 pg/ml: 83 £ 23 pg/ml, p = 0,081).

Durch Prednisolon kam es lediglich zu einer durchschnittlichen Abnahme der
IL-8-Antwort gegenuber PMA in der Medium-Probe um 5 % auf 97 = 20 pg/ml.
Des Weiteren fuhrte die Zugabe von Prednisolon zu keiner wesentlichen
Veranderung des Einflusses der Antimykotika auf die IL-8-Sekretion.
Insbesondere zeigte sich auch in Gegenwart von Prednisolon eine signifikante
Verminderung der PMA-stimulierten IL-8-Freisetzung durch die meisten der
untersuchten Antimykotika (Abb. 3.9). Dieser Effekt konnte vor allem unter LAMB
beobachtet werden (15 pg/ml: 67 + 11 pg/ml, p = 0,035; 50 pg/ml: 61 = 19 pg/ml,
p < 0,001).
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Abbildung 3.9: IL-8-Freisetzung gegenuber PMA in Gegenwart verschiedener
Antimykotika und Prednisolon

Die Abbildung zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen der IL-8-Konzentration in
den Uberstanden von PMN 5 verschiedener Spender nach 24-stindiger Stimulation mit
PMA in Gegenwart verschiedener Antimykotika. Die einfarbigen Saulen dokumentieren
die Mittelwerte der PMN ohne Prednisolon-Zugabe, die schraffierten Saulen
reprasentieren die Mittelwerte der PMN, die mit Prednisolon versetzt wurden. Eine
unstimulierte Neutrophilen-Kontrolle (Unstim., weil3) sowie eine PMA-stimulierte Probe

ohne Antimykotika (Medium, grau) wurden mitgefuhrt.

3.3.2 Einfluss von Antimykotika und Prednisolon auf die IL-8-Sekretion bei

Stimulation mit inaktivierten Keimschlauchen von Asperqgillus fumigatus

Ebenso wie PMA fuhrten auch inaktivierte Keimschlduche von A. fumigatus zu
einer deutlichen Anregung der IL-8-Sekretion in neutrophilen Granulozyten von
insgesamt 4 Spendern (234 + 119 pg/ml) gegenidber der unstimulierten
Neutrophilen-Kontrolle (49 £ 53 pg/ml, p =0,054, Abb. 3.10). Unter 15 pg/ml
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LAmMB und 0,2 pug/ml d-AmB war die Freisetzung von IL-8 durchschnittlich um
lediglich 10 bzw. 19 % verringert, in Gegenwart der jeweils hdheren
Antimykotika-Konzentrationen zeigte sich eine Reduktion der
Zytokinausschuttung von 23 — 28 %. Einzig unter 1 pg/ml Voriconazol fand sich
eine um 18 % auf 274 = 162 pg/ml gesteigerte Freisetzung von IL-8 im Vergleich
zur Medium-Kontrolle ohne Antimykotika.

Die zusatzliche Exposition der PMN gegenuber Prednisolon fuhrte zu einer
durchweg verringerten IL-8-Antwort auf inaktivierte Keimschlauche im Vergleich
zur Medium-Probe ohne Antimykotika. All diese Beobachtungen erreichten mit
Ausnahme von 0,2 pg/ml d-AmB ohne Prednisolon (p = 0,097) aufgrund hoher
interindividueller Variabilitat der IL-8-Antwort allerdings keine statistische
Signifikanz.

Deutlich ersichtlich wurde jedoch die Diskrepanz zwischen Proben mit und ohne
Prednisolon: Ungeachtet der Zugabe von verschiedenen Antimykotika zeigte
sich bei allen mit Keimschlauchen stimulierten Proben eine Reduktion der IL-8-
Freisetzung um 46 — 73 % in Anwesenheit von Prednisolon (p = 0,03 — 0,07).
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Abbildung 3.10: IL-8-Freisetzung gegenuber inaktivierten Keimschlauchen von
A. fumigatus in Gegenwart verschiedener Antimykotika und Prednisolon

Die Abbildung zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen der IL-8-Konzentration in
den Uberstanden von PMN 4 verschiedener Spender nach 24-stindiger Kokultur mit
inaktivierten Keimschlauchen von A. fumigatus in Gegenwart verschiedener
Antimykotika. Die einfarbigen Séulen dokumentieren die Mittelwerte der PMN ohne
Prednisolon-Zugabe, die schraffierten Saulen reprasentieren die Mittelwerte der PMN,
die mit Prednisolon versetzt wurden. Eine unstimulierte Neutrophilen-Kontrolle (Unstim.,

weifl3) sowie eine Probe ohne Antimykotika (Medium, grau) wurden mitgefuhrt.

3.4 Einfluss von Antimykotika und Prednisolon auf die Bildung

von NETs durch neutrophile Granulozyten bei Stimulation

mit inaktivierten Keimschlauchen von Asperqgillus

fumigatus

Neutrophile Granulozyten besitzen die Fahigkeit zur Ausbildung von NETs. Um
zu untersuchen, ob dieser relativ neu beschriebene Abwehrmechanismus der
Zellen gegentber A. fumigatus durch Antimykotika oder Prednisolon bzw. das
Zusammenspiel dieser Pharmaka beeinflusst wird, wurde die Bildung von NETs
nach Stimulation mit inaktivierten Keimschlduchen von A.fumigatus durch
Messung der Enzymaktivitat der neutrophilen Elastase in Gegenwart der oben
genannten Therapeutika analysiert. Das experimentelle Vorgehen erfolgte dabei
wie in Kapitel 2.2.6 beschrieben.

Inaktivierte Keimschldauche von A. fumigatus erwiesen sich grundsétzlich als
starke Stimulanzien fur die Ausbildung von NETs durch neutrophile Granulozyten
(5,8 £ 2,7 mU/ml gegentber 1,6 £ 1,3 mU/ml der unstimulierten Neutrophilen-
Kontrolle, p = 0,004, Abb. 3.11). In Gegenwart aller untersuchten Antimykotika in
beiden Konzentrationen konnte eine signifikant verringerte Freisetzung von
NETs nach Stimulation mit inaktivierten Keimschlauchen im Vergleich zur
Medium-Probe ohne Antimykotika beobachtet werden. Besonders deutlich zeigte
sich dies hierbei unter 15 pg/ml LAmB mit einer Reduktion um 33 % auf

3,9+ 2,4mU/ml (p =0,002) sowie unter 1 und 5 pg/ml Voriconazol mit einer
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Reduktion um 45 bzw. 48% auf 3,2+2,0mU/ml (p=0,015) bzw.
3,0 £ 3,2 mU/ml (p = 0,011).

Auch flir neutrophile Granulozyten, die Uber 4 h zusatzlich gegenuber
Prednisolon exponiert waren, stellten inaktivierte Keimschlauche von
A. fumigatus einen starken Stimulus fir die NET-Freisetzung dar
(4,8 £ 1,9 mU/ml gegenuber 1,1 £ 1,0 mU/ml der unstimulierten Neutrophilen-
Kontrolle, p = 0,005). Die Anwesenheit von Prednisolon fuhrte fur stimulierte
Zellen ohne Antimykotika lediglich zu einer Verminderung der NET-Elastase-
Aktivitat um 17 %. Analog zu den nicht Prednisolon-exponierten Proben zeigte
sich eine 25— 28- bzw. 13 — 36-prozentige Reduktion der NET-Formation in
Gegenwart von LAmB und Voriconazol. Insgesamt erreichte allerdings bis auf
5 pug/ml Voriconazol (p = 0,061) kein Wert der analysierten Antimykotika unter
Prednisolon-Einwirkung statistische Signifikanz. Zwischen den Proben ohne und

mit Prednisolon fanden sich im direkten Vergleich ebenfalls keine signifikanten

Unterschiede.
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Abbildung 3.11: Ausbildung von NETs nach Stimulation mit inaktivierten
Keimschlauchen von A. fumigatus in Gegenwart verschiedener Antimykotika und
Prednisolon

Die Abbildung zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen der NET-Elastase-Aktivitat
der PMN von 5 Spendern nach 4-stiindiger Exposition der Zellen gegenlber inaktivierten
Keimschlauchen von A. fumigatus in Gegenwart verschiedener Antimykotika. Die
einfarbigen Saulen dokumentieren die Mittelwerte der PMN ohne Prednisolon-Zugabe,
die schraffierten Saulen reprasentieren die Mittelwerte der PMN, die mit Prednisolon
versetzt wurden. Eine unstimulierte Neutrophilen-Kontrolle (Unstim., weil3) sowie eine

Probe ohne Antimykotika (Medium, grau) wurden mitgefuhrt.

3.5 Einfluss von Antimykotika und Prednisolon auf die

Phagozytoserate von Asperaqillus fumigatus-

Keimschlauchen durch neutrophile Granulozyten

Als letzte hier in der Arbeit untersuchte Effektorfunktion neutrophiler
Granulozyten wurde die Fahigkeit zur Phagozytose von A. fumigatus
Keimschlauchen betrachtet und unter dem Einfluss von Antimykotika und
Prednisolon analysiert. Inaktivierte, FITC-markierte Keimschlauche wurden mit
neutrophilen Granulozyten in Gegenwart dieser Pharmaka inkubiert und der
Prozentsatz phagozytierender Zellen davon bestimmt (Kapitel 2.2.7).

Humane PMN wiesen unter den beschriebenen Bedingungen ohne
Antimykotika-Zugabe eine Phagozytoserate von 52,5 + 4,9 % auf (Abb. 3.12).
Auch unter dem Einfluss der untersuchten Antimykotika blieb diese Rate mit
Werten von 51,2 — 53,1 % nahezu konstant. Einzig unter 50 pg/ml LAmB zeigte
sich eine auf 48,7 + 6,6 % verringerte Phagozytoserate im Vergleich zur Medium-
Probe ohne Antimykotika (p = 0,038).

PMN unter Prednisolon-Einfluss ohne Antimykotika-Zugabe wiesen eine
Phagozytoserate von 50,4 + 6,5 % und damit eine nicht signifikant differente
Rate im Vergleich zu derjenigen von Zellen ohne Prednisolon auf. Bei

gleichzeitiger Exposition der PMN gegenuber Prednisolon und Antimykotika
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konnten ebenfalls keine signifikanten Veranderungen der Phagozytoserate

festgestellt werden.
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Abbildung 3.12: Phagozytose von A.fumigatus-Keimschlduchen in Gegenwart
verschiedener Antimykotika und Prednisolon

Die Abbildung zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen der Phagozytoserate von
inaktivierten A. fumigatus-Keimschlauchen durch PMN von 7 Spendern nach 2 h in
Gegenwart verschiedener Antimykotika. Die einfarbigen Saulen dokumentieren die
Mittelwerte der PMN ohne Prednisolon-Zugabe, die schraffierten Saulen reprasentieren
die Mittelwerte der PMN, die mit Prednisolon versetzt wurden. Eine Medium-Probe ohne
Antimykotika (grau) wurde mitgefuhrt. FUr die Hintergrundkontrolle bei 4 °C konnte ein
Prozentsatz von 1,5 + 0,7 % durch unspezifische Adsorption von Keimschlduchen an die

Zelloberflache ermittelt werden (nicht dargestellt).
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4  DISKUSSION

Da das Ausmal’ von invasiven Pilzinfektionen im Wesentlichen vom Immunstatus
des Patienten und seiner Immunantwort abhangt, kann die Modulation von
Immunzellen zu einer klinisch relevanten Beeinflussung dieser Erkrankungen
fuhren (Ben-Ami et al., 2008; Datta & Hamad, 2015). Neben ihren direkten
fungiziden oder fungistatischen Mechanismen wurden durch Antimykotika
derartige modulierende Effekte auf die angeborene Immunantwort beschrieben
(Ben-Ami et al., 2008). Uber diese indirekten Effekte der Antimykotika liegen
bisher allerdings nur wenige Erkenntnisse vor und auch das kombinierte
Einwirken von Antimykotika und Immunsuppressiva auf die Funktionalitat von
Immunzellen ist bislang kaum untersucht. Dabei ist dies von zusatzlicher
Bedeutung, da die von Pilzinfektionen und speziell von IA durch A. fumigatus
betroffenen Personen oftmals Patienten sind, die z.B. nach allogener
Stammzelltransplantation zur Prophylaxe und Therapie der GvHD Uber langere
Zeit Immunsuppressiva erhalten. So ist es wichtig zu bertcksichtigen, dass
Antimykotika eventuell differente Effekte auf Patienten mit unterschiedlichem
Immunstatus bzw. zusatzlicher Komedikation mit Immunsuppressiva haben
konnen (Mesa-Arango et al., 2012).

Neutrophile Granulozyten spielen als Teil der angeborenen Immunitat eine
essentielle Rolle fur die effiziente Abwehr von IA durch A. fumigatus. Bisher
existiert keine Studie, die systematisch verschiedene Mechanismen dieser
Immunzellen in Gegenwart verschiedener Antimykotika und Immunsuppressiva
verglichen hat. Zielsetzung dieser Arbeit war es daher, vier Effektormechanismen
humaner neutrophiler Granulozyten in-vitro unter dem Einfluss von LAmB, d-
AmB und Voriconazol sowie zusatzlich von Prednisolon und CsA/MMF zu

analysieren.
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4.1 Morphotyp-abhangige Auslosung der

Effektormechanismen von neutrophilen Granulozyten

H&aufig beschrieben und untersucht ist bereits, welche fungalen Elemente von
A. fumigatus als Stimulus fur verschiedene Rezeptoren und damit Funktionen
von Immunzellen dienen (Brakhage et al., 2010; Hohl et al., 2005; Lass-Floerl et
al., 2013; Levitz, 2010). Grundsétzlich liel3 sich in dieser Arbeit beobachten, dass
sowohl inaktivierte als auch vitale Konidien des humanpathogenen Pilzes
A. fumigatus zu keiner Stimulation des oxidativen Burst in humanen neutrophilen
Granulozyten fuhrten. Diese Ergebnisse aus Kapitel 3.2.1 sind gut vereinbar mit
den Erkenntnissen von Aimanianda et al. (2009) sowie Wurster et al. (2017), die
fur die fehlende Auslosung der Immunantwort die Hydrophobin- und
Rodletschicht der Konidien verantwortlich machen. Trotz dieser Schicht sollen
ruhende Aspergillus-Konidien von PMN phagozytiert werden kénnen (Balloy &
Chignard, 2009; Boyle et al., 2012). In Vorversuchen dieser Arbeit wurde die
Phagozytoserate von inaktivierten A. fumigatus-Konidien durch humane
neutrophile Granulozyten analysiert. Dabei wurde analog zur ROS-Freisetzung
beobachtet, dass die Konidien nicht zu einer Anregung dieser Effektorfunktion
von PMN fiihrten (Daten nicht gezeigt). Eine Erklarung hierfur liefert die Annahme
von Wong and Aimanianda (2017). Sie gehen davon aus, dass die Erkennung
ruhender A. fumigatus-Konidien abhangig von I6slichen Faktoren wie
Komplementfaktoren oder Akute-Phase-Proteinen in humanem Serum ist. Vor
diesem Hintergrund erscheint nachvollziehbar, warum die in unseren Versuchen
in artifiziellem, tierischem Medium isolierten PMN nicht durch A. fumigatus-
Konidien zu dieser Immunreaktion angeregt wurden.

Erst mit fortschreitender Keimung wird die Hydrophobin- und Rodletschicht der
Konidien von A. fumigatus abgebaut bzw. geht verloren, sodass immunogene
Molekile an die Oberflache treten und diese im Folgenden zu einer Stimulation
von Immunzellen fiihren (Aimanianda et al., 2009). Ubereinstimmend mit dieser
Theorie kam es durch Keimschlduche und Hyphen von A. fumigatus in unserer
Arbeit zu einer starken Stimulation des oxidativen Burst von PMN (Kapitel 3.2.1).
Auch die Phagozytose-Aktivitat, Freisetzung von IL-8 und Bildung von NETSs
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wurden durch A. fumigatus-Keimschlauche signifikant induziert (Kapitel 3.3.2,
3.4, 3.5). Viele andere Studien verwendeten Hyphen von A.fumigatus als
effizienten Stimulus fur die Anregung von neutrophilen Effektorfunktionen (Chai
et al., 2009; Chamilos et al., 2008; Dotis et al., 2008). In unseren Versuchen aus
Kapitel 3.2.1 waren Uber mehrere Spender hinweg allerdings Keimschlauche im
Gegensatz zu Hyphen die Ursache flr eine weitaus hochgradigere Anregung der
ROS-Freisetzung. Van de Veerdonk et al. (2017) berichteten von neuen
Erkenntnissen, wonach Hyphen von einer Schicht aus dem Polysaccharid GAG
umgeben sind und auch die schitzende Hulle aus Hydrophobinen und DHN-
Melanin nicht komplett verschwindet. Analog zu Konidien ware es durchaus
moglich, dass auch die einzigartige Zusammensetzung der Zellwand von Hyphen
die Immunantwort von Immunzellen durch Maskierung der PAMPs zu einem
gewissen Grad vermindert. Welchen Anteil die Polysaccharidschicht aus GAG im
Einzelnen daran hat, ist fraglich. Vor kurzem konnte jedenfalls gezeigt werden,
dass GAG antiinflammatorische Eigenschaften beispielsweise Uber eine
verminderte Freisetzung proinflammatorischer Zytokine sowie uber eine
Induktion der Apoptose neutrophiler Granulozyten vermittelt (Gresnigt et al.,
2014; Robinet et al., 2014). Fur die weiteren Versuche der vorliegenden Arbeit
wurden im Folgenden Keimschlauche als Stimulus fir die neutrophilen

Granulozyten verwendet.

4.2 Einfluss von Amphotericin B =liposomal und desoxycholat

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag auf der Charakterisierung des Einflusses
des Antimykotikums Amphotericin B auf neutrophile Effektorfunktionen. Der
fungizide Wirkmechanismus dieses Polyens beruht auf einer Porenbildung in der
inneren Plasmamembran durch Bindung an Ergosterol, sodass Kalium und
andere intrazellulare Molekile austreten konnen (Ben-Ami et al., 2008). Studien
aus den 70er- und 80er-Jahren kamen bereits zu dem Schluss, dass eine erhthte
Plasmamembranpermeabilitat nicht allein zu der abtétenden Wirkweise des
Antimykotikums beitragt (Chen et al., 1978; Sokol-Anderson et al., 1986). Die
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Induktion von oxidativem Stress bzw. Produktion freier Sauerstoffradikale in der
Pilzzelle durch AmB wurde durch mehrere, auch DCF-basierte Studien
nachgewiesen (Mesa-Arango et al., 2014; Phillips et al., 2003; Sangalli-Leite et
al., 2011). Die intrazellulare Akkumulation dieser reaktiven Sauerstoffspezies
fuhrt zusatzlich zu einer schweren Schadigung des Pilzes (Valiante et al., 2015).
Da konventionelles d-AmB eine hohe Toxizitdt aufweist, wurde in der
Vergangenheit eine vertraglichere Formulierung fir dieses wirkungsvolle
Antimykotikum gesucht und mit LAmB gefunden. Durch Integration des
Wirkstoffs AmB in echte, unilamellare Liposomen weist LAMB eine reduzierte
Toxizitat v. a. der Niere sowie eine héhere Effektivitat als konventionelles d-AmB
auf (Saliba & Dupont, 2008; Torrado et al., 2008). Obwohl d-AmB deshalb
heutzutage in westlichen Industriestaaten keine grof3e Rolle mehr fur die
Therapie der IA spielt, wurde auch der Effekt dieses Antimykotikums untersucht,
um zu Uberprifen, ob Unterschiede zu LAmB bestehen und ob ein mdglicher
Effekt durch AmB selbst oder seine liposomale Formulierung bedingt ist.

Neben der Wirkungsweise auf Pilze wurden durch den Wirkstoff AmB bereits
einige immunmodulatorische Effekte auf eine Reihe von Immunzellen
beschrieben (Mesa-Arango et al., 2012). Der Mechanismus der
Immunmodulation ist dabei allerdings noch weitgehend unverstanden. Durch
d-AmB wurden haufig eine erhbhte Freisetzung proinflammatorischer Zytokine
wie TNF-a und IL-8, Prostaglandine und NO sowie die verstarkte Produktion von
Sauerstoffradikalen beobachtet (Gigliotti et al., 1987; Mozaffarian et al., 1997,
Sau et al., 2003; Simitsopoulou et al., 2005; Wilson et al., 1991). In anderen
Studien fuihrte die Exposition gegentber d-AmB hingegen zu einer verminderten
Expression und Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und ROS (Becker et
al., 2003; Choi et al., 2010; Dotis et al., 2008). Durch LAmB berwogen in den
bisher vorliegenden Arbeiten antiinflammatorische Prozesse wie die
Herunterregulation und verringerte Freisetzung von IL-1 und TNF-a
(Simitsopoulou et al., 2005). In den Studien von Bellocchio et al. (2005) fuhrte die
Exposition von A. fumigatus-Konidien gegenuber LAmB zwar zu einer minimal
erhohten ROS-Freisetzung, eine erhdhte Sekretion des antiinflammatorischen

Zytokins IL-10 trat allerdings wesentlich deutlicher in Erscheinung.
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Um in diesem Zusammenhang weitere Erkenntnisse insbesondere zu
neutrophilen Granulozyten zu gewinnen, wurde die ROS- und IL-8-Freisetzung
dieser Zellen als Reaktion auf PMA unter Zugabe von LAmB und d-AmB
analysiert. Durch Verwendung des unspezifischen Stimulus PMA, einem
Proteinkinase-C-Aktivator, konnten unter Ausschluss der Effekte der
Antimykotika auf die Pilzzellen auch dessen direkter Einfluss auf PMN betrachtet
werden.

Unsere Ergebnisse zeigten, dass LAmB die ROS-Sekretion PMA-stimulierter
Neutrophilen nach 30 min dosisabhangig verminderte. Eine Verringerung der
PMA-stimulierten ROS-Freisetzung liel3 sich ebenfalls durch d-AmB beobachten
(Kapitel 3.2.2). Zudem konnte eine verminderte IL-8-Freisetzung durch LAMB
und d-AmB nach 24-stiindiger Stimulation der Neutrophilen mit PMA festgestellt
werden (Kapitel 3.3). Die erhobenen Daten stehen in Kontrast speziell zu
Erkenntnissen von Wilson et al. (1991), die gleichfalls nach PMA-Stimulation eine
erhbhte ROS-Freisetzung durch d-AmB beobachteten. Diese Experimente
wurden allerdings mit Makrophagen durchgefihrt. AmB bindet, wenn auch mit
geringerer Affinitat, neben Ergosterol ebenso an das strukturell @hnliche humane
Cholesterol (Holz, 1974; Odds et al., 2003). Es wurde daher vermutet, dass AmB
durch diese Bindung Konformationsanderungen hervorruft, die Uber eine
Aktivierung der NADPH-Oxidase eine erhohte ROS-Freisetzung durch die
Immunzellen bedingen (Chapman & Hibbs, 1978; Wilson et al., 1991).

Unsere Ergebnisse lassen eher vermuten, dass LAmB und d-AmB direkt
inhibierend auf diese Immunzellen einwirken, was einen toxischen Effekt
nahelegen koénnte. Wie zuvor beschrieben sind auch humane Zellen durch ihren
Cholesterolgehalt von dem porenbildenden Mechanismus durch AmB betroffen
und konnen dadurch Schaden nehmen (Holz, 1974). Chunn et al. (1977)
vermuteten ebenfalls eine direkte toxische Wirkung von AmB auf PMN. Sie
konnten mittels Trypanblau-Exklusion eine Viabilitdit von humanen PMN unter
1 pg/ml d-AmB nach 2 h von etwa 75 % aufzeigen. Unsere Ergebnisse in Kapitel
3.1 mit einer Uber 99-prozentigen Viabilitat der PMN auch noch nach 4 h sowohl
unter 50 pg/ml LAmB als auch unter 0,5 pg/ml d-AmB stehen in Kontrast zu den

Beobachtungen durch Chunn et al. (1977). Obwohl beide Analysen zur Viabilitat
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mittels Trypanblau-Exklusion und in Serum-freiem Medium durchgefihrt wurden,
sind sie auf Grund unterschiedlicher Zellisolationstechniken und Antimykotika-
Konzentrationen kaum direkt vergleichbar. Anzumerken ist zudem, dass die
Anfarbung durch Trypanblau zwar die gunstigste und einfachste Methode zur
Uberprifung der Viabilitat darstellt, aber bei weitem nicht die sensitivste. Hierfiir
gibt es weitere Methoden wie z.B. das Cytotox Staining oder
Annexin/Propidium iodide Staining, die im Rahmen einer tiefergehenden Analyse
herangezogen werden sollten. Au3erdem kann mittels Trypanblau-Methode nicht
zwischen gesunden und denjenigen Zellen unterschieden werden, die zwar noch
vital sind, aber bestimmte zellulare Funktionen verloren haben. Fir unsere
nachfolgenden Experimente konnte durch die Ergebnisse in Kapitel 3.1 jedoch
ausgeschlossen werden, dass fur die in dieser Arbeit verwendeten Dosierungen
ein Antimykotika-vermittelter Effekt auf Funktionen von PMN nur Uber eine
Beeinflussung der Viabilitat der Zellen bedingt wird.

Moglich ware daher ein inhibierender Effekt von LAmB und d-AmB auf die
zellularen Funktionen der Neutrophilen und hierbei insbesondere auf die ROS-
und IL-8-Freisetzung selbst, ohne wie von Chunn et al. (1977) angenommen
frihzeitig zum Zelltod zu fuhren. Weiterhin muss in Erwagung gezogen werden,
dass erst die Kombination aus LAmMB bzw. d-AmB mit PMA zu einem friihzeitigen
Zelltod fuhrt und nicht LAMB bzw. d-AmB allein toxisch wirkt. PMA wurde in
unseren Versuchen in Kapitel 3.1 nicht verwendet. Eine alleinige Toxizitat von
PMA bereits nach 30 min erscheint unwahrscheinlich, da sonst auch unter
Einfluss von Voriconazol eine signifikante Verminderung des oxidativen Burst
nach PMA-Stimulation zu erwarten ware. Dies war allerdings nicht der Fall
(Kapitel 3.2.2). In Kapitel 3.2.1 wurde zudem eine kontinuierlich ansteigende
ROS-Freisetzung durch Neutrophile nach PMA-Stimulation Uber einen Zeitraum
von mindestens 50 min beobachtet, was ebenfalls gegen eine frihzeitige,
exklusive Toxizitat von PMA spricht. Des Weiteren ist anzumerken, dass die
Substanz PMA eine anerkannte und multipel in externen Studien verwendete
Positivkontrolle darstellt. Nach 24-stindiger Einwirkzeit fur die Analyse der IL-8-
Sekretion erscheint eine Toxizitat von PMA, die im Folgenden zu einer

Beeinflussung der Ergebnisse fuhren kann, dagegen durchaus moglich und wird
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bereits nach 3 —5 h auch von anderen Autoren beschrieben (Suzuki & Namiki,
1998; Takei et al., 1996). Nach 24-stindiger PMA-Stimulation konnten zudem
deutlich niedrigere Absolutwerte der Mittelwerte im Vergleich zur Stimulation mit
inaktivierten Keimschlauchen beobachtet werden, was zuséatzlich auf eine PMA-
Toxizitat bei prolongierter Exposition hinweist (Kapitel 3.3).

Nach Konfrontation der neutrophilen Granulozyten mit inaktivierten
Keimschlauchen von A. fumigatus lie3 sich unter Einfluss von LAmMB
interessanterweise eine signifikant gesteigerte ROS-Sekretion beobachten
(Kapitel 3.2.3). Auf eine zusatzliche Analyse von d-AmB wurde hier verzichtet,
da die Untersuchungen mit PMA-Stimulation keinen Anhalt fiir einen Unterschied
zu LAmMB ergaben. Mutmalflliche Mechanismen einer durch AmB erh6hten ROS-
Freisetzung sind transkriptionelle Verdnderungen wie die Induktion
proinflammatorischer Signalwege oder eine erhthte Rezeptorexpression
(Rogers et al., 1998; Sau et al., 2003). Obwohl der quantitative Anstieg der ROS-
Produktion nur gering ausfiel, weist der Unterschied zur Stimulation mit PMA
priméar auf einen Effekt von LAMB mit bzw. auf den Pilz und nicht auf neutrophile
Granulozyten hin. Vor dem Hintergrund des Wirkmechanismus von AmB, der
Destabilisierung der Zellmembran und anschlieBender Porenbildung in Pilzzellen
muss auch eine Freisetzung immunogener, zytosolischer Proteine bzw.
Metaboliten des Pilzes durch LAmB bericksichtigt werden, was zu einer
vermehrten Anregung des oxidativen Burst in PMN fuhren kann. Damit
einhergehend konnten auch Bellocchio et al. (2005) zeigen, dass die Exposition
mit LAMB zu einer leicht verstarkten Sauerstoffradikal-Freisetzung von PMN
gegenuber A. fumigatus-Konidien fuhrt. Obige Annahme erscheint umso
wahrscheinlicher, da dieser Effekt durch Prednisolon abgeschwacht wurde, das
fur sein nicht-rezeptorvermitteltes Potential zur Stabilisation von Zellmembranen
bekannt ist (Kapitel 4.4; Buttgereit et al., 1998). Eine mdgliche Beeinflussung der
Effekte durch unvermeidliche Wachstumsvorgange von vitalen Pilzzellen konnte
durch Verwendung inaktivierter Morphotypen ausgeschlossen werden.

Das Fehlen dieses Effekts in Experimenten mit vitalen Keimschlauchen konnte
durch die Inhibition eben dieses Hyphen-Wachstums aus Keimschlauchen durch

AmB erklart werden (Kapitel 3.2.4). Eine Wachstumsinhibition von Pilzen durch
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AmB ist bereits nach 1 -2 h moglich (Teixeira et al.,, 2007). Die dadurch
ausbleibenden Wachstumssignale und fehlenden Metaboliten des Pilzes
konnten im Gegenzug zu einer verminderten Induktion der ROS-Sekretion
fuhren. Somit wirden sich dieser Effekt und die zuvor beschriebene Freisetzung
zytosolischer Pilzproteine durch AmB-vermittelte Porenbildung weitgehend
aufheben und das Bild einer unbeeinflussten ROS-Freisetzung ergeben.

Die Ergebnisse aus den ELISA-Analysen zur IL-8-Freisetzung sowie aus dem
Phagozytose-Assay nach Stimulation mit inaktivierten Keimschlauchen von
A. fumigatus ergaben keine Hinweise auf eine relevante Beeinflussung dieser
Effektorfunktionen durch LAMB und d-AmB (Kapitel 3.3.2 und 3.5). Die
beobachteten minimalen Verringerungen der IL-8-Konzentration und
Phagozytoserate erreichten keine Signifikanz oder waren so marginal, dass ein
klinisch relevanter Einfluss nicht anzunehmen ist. Insbesondere zeigte sich keine
Tendenz in Richtung erhohter IL-8-Sekretion durch LAmMB gegeniber
inaktivierten Keimschlauchen, wie dies bei den Analysen der ROS-Sekretion der
Fall war.

Zur Ausbildung von NETs durch neutrophile Granulozyten gibt es noch wenige
Erkenntnisse Uber mogliche Stimuli oder nachgeschaltete Signalwege und
Mechanismen der NET-Induktion durch A. fumigatus. Kenny et al. (2017)
konnten zeigen, dass verschiedenste Substanzen wie PMA, Pilze und Bakterien
die NET-Bildung induzieren konnen und NETs je nach Stimulus auf
unterschiedliche Art und Weise generiert und freigesetzt werden. Gemal Bruns
et al. (2010) tragt die RodA-Schicht auf A. fumigatus-Konidien analog zur ROS-
Freisetzung effektiv zur Verhinderung der NET-Bildung bei, da vermutlich NET-
induzierenden Oberflachenstrukturen der Pilzzelle abgeschirmt werden.
Demonstriert wurde bereits, dass zur Ausbildung der NETs keine vitalen
Pilzzellen als Stimulus nétig sind (McCormick, Heesemann, et al., 2010). Dies
konnten unsere Daten mit einer deutlich erhohten NET-Bildung nach Stimulation
mit inaktivierten Keimschlduchen von A. fumigatus grundsatzlich bestétigen
(Kapitel 3.4).

Insbesondere  Literatur zu Einflussfaktoren auf diesen neuartigen

Abwehrmechanismus von PMN ist limitiert. Fir das Antibiotikum Gentamicin
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beispielsweise konnte kirzlich ein inhibitorischer Effekt auf die NET-Freisetzung
beobachtet werden (Manda-Handzlik et al., 2017). Interessanterweise zeigte sich
in unserer Arbeit die Ausbildung von NETs nach Stimulation mit inaktivierten
Keimschlauchen von A. fumigatus durch LAmB sowie d-AmB signifikant
vermindert (Kapitel 3.4). Eine Beeinflussung der Ergebnisse durch Verhinderung
des Pilzmetabolismus oder des Hyphenwachstums durch die Antimykotika
konnte ausgeschlossen werden, da inaktivierte Keimschlauche verwendet
wurden. Gehen wir davon aus, dass erneut der porenbildende Mechanismus von
AmB mit nachfolgend austretenden Pilzmetaboliten greift, wirden wir analog zur
ROS-Sekretion eher eine leicht erhohte NET-Bildung erwarten.

Dieser Umstand konnte darauf hindeuten, dass eine bestimmte Situation, z. B.
die vermehrte Gegenwart von Pilzmetaboliten durch AmB, die Effektorfunktionen
von PMN auf unterschiedliche Art und Weise beeinflusst. Es ware andererseits
denkbar, auch hier von einem leichtgradigen, toxischen Effekt von AmB auf diese
Effektorfunktion auszugehen. Der Mechanismus der NETose konnte dabei in
besonderem Malie suszeptibel gegentiber dem inhibierenden Einfluss von AmB
sein. Weiterhin muss berucksichtigt werden, dass der verwendete NET-Elastase-
Assay bovines Serumalbumin statt FCS als Proteinquelle vorsah, was ebenfalls
einen Einfluss auf die Ergebnisse haben kdnnte.

In der Gesamtschau konnte in dieser Arbeit kein wesentlich relevanter Einfluss
durch LAmB sowie d-AmB insbesondere gegentber A. fumigatus festgestellt
werden. Bis auf einen konzentrationsabhangigen Effekt von LAMB auf die ROS-
Freisetzung PMA-stimulierter PMN konnten unsere Daten zudem nicht
unterstutzen, dass eine hohere Konzentration der Antimykotika einen stéarkeren
immunmodulierenden Einfluss auf die untersuchten Effektorfunktionen von PMN
hat. Des Weiteren lieferten die Analysen zur ROS- und IL-8-Freisetzung,
Phagozytoseaktivitdt sowie zur NET-Bildung von neutrophilen Granulozyten
keine Hinweise auf einen wesentlich differenten Einfluss von d-AmB und LAMB.
Roilides et al. (2002) und Dotis et al. (2008) konnten in ihren XTT-Assay-
basierten Untersuchungen zur PMN-vermittelten A. fumigatus-Hyphen-
Schadigung ebenfalls keine bedeutenden Diskrepanzen zwischen der Wirkung

von d-AmB und L-AmB erkennen. Dagegen gehen andere Studien von einem
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relevanten Unterschied zwischen dem Effekt von d-AmB und LAmB auf die
Funktionen von Immunzellen aus (Bellocchio et al., 2005; Simitsopoulou et al.,
2005). Dieser Unterschied zwischen den Formulierungen von AmB wird durch
die Bindung an verschiedene TLR-Rezeptoren erklart. Es wird vermutet, dass
d-AmB eher an TLR-2 bindet und damit eine proinflammatorische Immunantwort
bewirkt, wahrend durch bevorzugte Bindung von L-AmB an TLR-4
antiinflammatorische Effekte tiberwiegen (Bellocchio et al., 2005). Uber eine
gemeinsame Endstrecke Uber das Protein MyD88 (myeloid differentiation
primary response 88) fuhrt die Aktivierung der Rezeptoren zu einer Translokation
von NF-xB in den Zellkern mit anschlielender Expressionsinduktion
verschiedener Gene u.a. fur proinflammatorische Zytokine. Die
proinflammatorischen Eigenschaften von d-AmB waren ein Erklarungsansatz fur
die Toxizitat dieser Substanz im Gegensatz zu L-AmB (Mesa-Arango et al.,
2012).

Es existieren sogar weitere Hinweise, wonach bereits Leerliposomen an sich eine
immunmodulatorische Wirkung auf Immunzellen aufweisen. Bellocchio et al.
(2005) dokumentierten durch Liposomen eine verminderte ROS-Freisetzung von
mit A. fumigatus-Konidien stimulierten PMN, wéhrend gleichzeitig eine erhdhte
Freisetzung antiinflammatorischer Zytokine wie IL-10 erfolgte. Insgesamt
beobachteten sie allein durch Liposomen die Verschiebung einer pro- zu einer
antiinflammatorischen Immunantwort. Weiterhin konnten Lewis et al. (2007)
mittels XTT-Assay aufzeigen, dass Leerliposomen die Fahigkeit der PMN
verbessern, Hyphen von A.fumigatus abzutdten. Beide Autoren vermuteten
einen Uber TLR-4-vermittelten direkten Effekt der Liposomen auf PMN.

Obwohl einige Studien also einen differenten Einfluss von d-AmB und LAmB
demonstrieren und sogar einen alleinigen Effekt der Leerliposomen postulieren,
kbnnen unsere Ergebnisse diese Annahmen insgesamt nicht unterstitzen.
Zumindest fur die in dieser Arbeit untersuchten Effektorfunktionen neutrophiler
Granulozyten suggerieren unsere Daten, dass die beobachteten Effekte durch
das Molekul Amphotericin B an sich vermittelt werden und die Wirkung auf die
vier untersuchten Effektorfunktionen generell unabhangig von der liposomalen
Formulierung bleibt. Auf Grund verschiedener Stimuli, untersuchter Zellen und
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Messmethoden gestaltet sich ein Vergleich mit den Analysen anderer Studien
allerdings schwierig. In unserer Arbeit wurde zudem nur der Effekt von d-AmB
und L-AmB vergleichend, und nicht der Einfluss durch Leerliposomen im
Speziellen analysiert. Es war hierbei nicht zwingend gegeben, dass in 15 bzw.
50 ung LAmB exakt 0,2 bzw. 0,5pug AmB enthalten waren, sodass diese
Konditionen direkt hatten verglichen werden kénnen. In unserer Arbeit wurden
dagegen Konzentrationen der therapeutisch relevanten Plasmaspiegel
untersucht. Weitere Untersuchungen wéren nétig, um die Effektorfunktionen der

PMN explizit unter dem Einfluss von Leerliposomen zu evaluieren.

4.3 Einfluss von Voriconazol

Zahlreiche Studien belegen die antimykotische Wirksamkeit von Azolen und der
Substanz Voriconazol (Denning et al., 2002; Espinel-Ingroff, 1998; Oakley et al.,
1998; Vora, Chauhan, et al, 1998). Allgemein angenommener
Wirkmechanismus ist dabei die Inhibierung des Enzyms C-14a-Demethylase flr
die essentielle Ergosterol-Synthese aus Lanosterol in fungalen Zellen (Johnson
& Kauffman, 2003). Studien zum Einfluss auf Immunzellen und im Besonderen
auf PMN oder gegeniber A.fumigatus sind allerdings begrenzt und oft
inkonsistent. Unter den gangigen Antimykotika zur Therapie der IA sind Azole
soweit bekannt diejenigen mit dem geringsten Einfluss auf das menschliche
Immunsystem und seine Zellen (Ben-Ami et al., 2008). Gegenuber Pilzen der
Gattung Candida wurde von einer synergistischen antifungalen Aktivitat von
Azolen mit Phagozyten sowie PMN berichtet (Brummer & Stevens, 1996; Garcha
et al., 1995; Vora, Purimetla, et al., 1998). Vora, Chauhan, et al. (1998) konnten
ebenfalls eine durch Voriconazol additiv verstarkte Verhinderung des Wachstums
von A. fumigatus-Hyphen durch neutrophile Granulozyten nachweisen. Als
Erklarung fur eine solche synergistische Aktivitat wird angenommen, dass die
Verminderung von Ergosterol sowie die gleichzeitige Akkumulation von nun
anfallendem Lanosterol in der Zellmembran des Pilzes durch Azole diese

vermehrt anféllig fur oxidative und nicht-oxidative Schadigungsmechanismen
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machen (Ben-Ami et al., 2008). Bis auf Simitsopoulou et al. (2007), die eine
Hochregulation proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a durch Voriconazol in
Monozyten beobachteten und eine Interaktion mit TLR annahmen, wird die
These einer direkten Wirkung auf Immunzellen dabei nicht explizit unterstitzt.
Choi et al. (2010) fanden im Gegensatz dazu zwar eine verminderte TNF-o-
Freisetzung durch Voriconazol in Monozyten, sie vermuteten jedoch einen
indirekten Effekt Uber Wachstumsinhibition der vitalen A. fumigatus-Konidien.
Unsere Daten aus Kapitel 3.1 zeigten eine unbeeintrachtigte Lebensfahigkeit
neutrophiler Granulozyten durch beide Voriconazol-Konzentrationen bis hin zu
4 h. Weiterhin blieb unter Einfluss des Azols die ROS- und IL-8-Sekretion durch
PMA-stimulierte neutrophile Granulozyten weitgehend unverandert (Kapitel 3.2.2
und 3.3.1). Eine direkte Wirkung von Voriconazol auf neutrophile Granulozyten
bzw. auf die ROS- und IL-8-Freisetzung dieser Zellen wird damit
unwahrscheinlich. Eine Studie von Velert et al. (1998), die den Einfluss der Azole
Fluconazol und Itraconazol auf die Sauerstoffradikalfreisetzung von PMA-
stimulierten PMN untersuchte und dabei keinen Einfluss feststellen konnte, steht
in Einklang mit dieser Vermutung.

Damit einhergehend fand sich nach Stimulation mit inaktivierten Keimschlauchen
weder eine signifikant differente ROS-Freisetzung noch eine verénderte
Phagozytoserate unter Voriconazol-Einfluss (Kapitel 3.2.3 und 3.5). Die IL-8-
Sekretion in Kapitel 3.3.2 zeigte sich durch Voriconazol zwar leicht verandert,
insgesamt zeigte sich jedoch fiir beide Konzentrationen kein einheitlicher Trend
und auf Grund hoher interindividueller Unterschiede keine Signifikanz.

Vor dem Hintergrund des bekannten antifungalen Wirkmechanismus von
Voriconazol ware eher noch ein Einfluss auf Effektorfunktionen nach Interaktion
mit vitalen Pilzzellen anzunehmen. Der dynamische Prozess der Enzym- und
damit Synthesehemmung durch Voriconazol findet nur bei vitalen Morphotypen
wahrend des Wachstumsprozesses statt, wohingegen dieser bei inaktivierten
Pilzzellen naturgemdald ausbleibt. Farowski et al. (2016) beobachteten fur
Posaconazol, ebenfalls ein Antimykotikum aus der Gruppe der Azole, eine
verminderte ROS-Freisetzung von Neutrophilen gegeniber vitalen A. fumigatus-

Konidien. Sie schrieben diesen Effekt analog zu Choi et al. (2010) der
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verminderten metabolischen Aktivitdt bzw. der ausbleibenden Keimung des
vitalen Pilzes durch Posaconazol zu. Ein immunmodulierender Effekt des
Antimykotikums auf PMN erschien den Autoren unwahrscheinlich, da die
Immunzellen gegenuber Azol-resistenten Konidien eine gleichbleibende ROS-
Sekretion unter Posaconazol aufwiesen. Im Gegensatz dazu konnte in unserer
Arbeit gegenlber vitalen Keimschlauchen, wie auch schon gegenuber
inaktivierten Keimschlauchen und PMA, kein inhibierender oder verstarkender
Effekt durch Voriconazol auf die Freisetzung reaktiver Sauerstoffradikale von
PMN festgestellt werden (Kapitel 3.2.4).

Der relativ neu entdeckte Abwehrmechanismus der NET-Bildung durch
neutrophile Granulozyten zeigte sich gegenuber inaktivierten A.fumigatus-
Keimschlauchen unter beiden Konzentrationen von Voriconazol signifikant
vermindert und steht damit in Kontrast zu den drei anderen untersuchten,
unbeeinflussten Effektorfunktionen (Kapitel 3.4). Es erscheint moglich, dass
Voriconazol direkt inhibierend explizit auf die NET-Bildung von PMN einwirkt. Ein
Einfluss von Voriconazol auf die Viabilitat von PMN konnte in unserem
Vorversuch aus Kapitel 3.1 Uber die gesamte Versuchsdauer von 4h
ausgeschlossen werden, was eine leichtgradige Toxizitat jedoch nicht
notwendigerweise ausschlieen muss. Wie bereits zuvor erwéhnt kdnnte der
Mechanismus der NETose besonders suszeptibel gegeniber marginalen
Toxizitdten von Antimykotika sein. Denkbar ware weiterhin, dass die durch
Voriconazol veranderte Pilzstruktur wiederum nachfolgend verschiedene
Funktionen von Immunzellen beeinflusst. Durch den verminderten Ergosterol-
Gehalt der Pilzmembran kénnten beispielsweise speziell Stimuli fur die Bildung
der NETs durch neutrophile Granulozyten verloren gehen. Zu betonen ist
allerdings, dass fur diesen Versuch ebenfalls inaktivierte Keimschlauche zur
Verwendung kamen, sodass eine Synthesehemmung durch Voriconazol nicht
zum Tragen kommen durfte. Wie der inhibierende Effekt auf die NET-Bildung im
Speziellen zustande kommt, kann daher in dieser Arbeit abschlie3end nicht
geklart werden.

Insgesamt deuten unsere Daten nicht darauf hin, dass neutrophile Granulozyten

bzw. deren Effektorfunktionen durch die Exposition mit Voriconazol wesentlich

78



beeinflusst werden. Insbesondere zeigte sich kein konzentrationsabhangiger
Effekt. Die verminderte NET-Bildung kdnnte hierbei eine Ausnahme darstellen
und gibt daher Anlass zu weitergehenden Untersuchungen. Zukinftige Studien
mit einem breiten Spektrum an Substanzen und moglichst auch unter
Verwendung synthetischer Stimuli sollten insbesondere die Frage einer
maoglicherweise  erhdhten  Suszeptibilitdt dieses  Effektormechanismus
adressieren. Trotz dieser Ergebnisse sind eine Veranderung der Pilzstruktur
durch Voriconazol und damit eine vermehrte Anfalligkeit des Pilzes wie zuvor von
Ben-Ami et al. (2008) beschrieben aber durchaus maéglich. In unseren Versuchen
wurde lediglich der Effekt von Voriconazol explizit auf die einzelnen
Effektorfunktionen der PMN uberprift und nicht die Anfélligkeit des Pilzes
gegenuber diesen. Ein Ansatz fur weiterfihrende Analysen ware hier die
Untersuchung der Schadigung von A. fumigatus-Keimschlauchen durch
neutrophile Granulozyten unter Voriconazol-Einfluss, beispielsweise mittels XTT-

Assay.

4.4 Einfluss von Prednisolon

Die Untersuchung des kombinierten Effekts der Antimykotika mit Prednisolon auf
Effektorfunktionen der neutrophilen Granulozyten bildete einen weiteren
Schwerpunkt dieser Arbeit. Das in der Therapie der GvHD eingesetzte
Prednisolon wirkt immunsuppressiv Uber einen direkten Einfluss auf die
Genexpression mit Hemmung des Transkriptionsfaktors NF-«xB, sodass
insgesamt eine Vielzahl an zellularen Immunfunktionen und -mediatoren
gehemmt werden, auch in neutrophilen Granulozyten (Hirsch et al., 2012; Stahn
& Buttgereit, 2008). Aul3erdem ist es flr sein nicht-rezeptorvermitteltes Potential
zur Stabilisation von Membranen verschiedenster Zellen bekannt, das innerhalb
von Sekunden bis Minuten auftreten kann (Buttgereit et al., 1998).

In unseren Experimenten nahm Prednisolon keinen Einfluss auf die mittlere
relative ROS-Freisetzung durch PMA-stimulierte neutrophile Granulozyten nach

30 min (Kapitel 3.2.5). Ebenso zeigte sich die konzentrationsabhangige

79



Verminderung der durch LAmMB induzierten ROS-Sekretion in Gegenwart von
Prednisolon unverandert. Eine Wirkung von Prednisolon nach 30 min auf
neutrophile Granulozyten ist daher unwahrscheinlich, unabhangig von der
Gegenwart von LAmB. Die bisherigen Daten zum Wirkeintritt der
transkriptionellen bzw. rezeptorvermittelten immunsuppressiven Wirkung von
Prednisolon tUber NF-xB sind widersprichlich, normalerweise vergehen jedoch
Stunden bis Tage, bis Effekte offensichtlich werden (Buttgereit et al., 1998;
Orciuolo et al., 2007; Stahn & Buttgereit, 2008). Unsere Ergebnisse mit einer
fehlenden rezeptorvermittelten Prednisolon-Wirkung auf PMN nach 30 min
konnen diese Annahme unterstitzen.

Obwohl die Inkubation tiber Nacht demnach fir eine immunsuppressive Wirkung
ausreichen musste, zeigte sich in unserer Arbeit fir alle untersuchten
Antimykotika kein relevanter Einfluss auf die IL-8-Freisetzung PMA-stimulierter
neutrophiler Granulozyten durch Prednisolon-Exposition (Kapitel 3.3.1).
Unwahrscheinlich ist, dass der Inkubationszeitraum von 24 h immer noch zu kurz
fur die rezeptorvermittelte, immunsuppressive Wirkung des Prednisolons ist.
Hirsch et al. (2012) beobachteten, dass Prednisolon die IL-8-Sekretion von LPS-
simulierten PMN von Pferden bereits nach einer Inkubationszeit von 5 h
signifikant vermindert. In menschlichen Zellen konnten Hirsch et al. (2012) dies
fur Dexamethason nachweisen, das ebenfalls wie Prednisolon zu den
Glucocorticoiden gehort, nur eine hohere Potenz aufweist. Denkbar wére, dass
es durch den starken Stimulus PMA bereits nach kurzer Zeit zu einer kompletten
Freisetzung von zellgebunden gespeichertem IL-8 kommt (Kuhns & Gallin,
1995). AulBerdem muss nach 24 h erneut die Toxizitdt von PMA auf PMN
berticksichtigt werden (Suzuki & Namiki, 1998; Takei et al., 1996). Beide
Annahmen konnten dazu fihren, dass Prednisolon anschlieRend seine
supprimierende Wirkung auf Zellen nicht mehr entfalten kann.

Eine Zunahme der ROS-Sekretion nach Stimulation mit inaktivierten
Keimschlauchen von A. fumigatus war bei Prednisolon-exponierten PMN durch
LAmMB nach 1 h nicht mehr zu beobachten (Kapitel 3.2.5). Deutlich ersichtlich
wurde die Diskrepanz zwischen den Proben mit und ohne Prednisolon. Wahrend
zwischen den Medium-Proben ohne Antimykotika kein Unterschied zu erkennen
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war, zeigte sich die ROS-Sekretion unter LAmMB-Einfluss signifikant gegentber
den Proben ohne Prednisolon vermindert. Diese Ergebnisse legen nahe, dass
Prednisolon nach 1 h nicht durch Beeinflussung der PMN selbst wirkt, sondern
mit dem Antimykotikum LAmMB und bzw. oder dem Pilz wechselwirkt. Eine
maogliche Erklarung ware der schnell eintretende, membranstabilisierende Effekt
des Prednisolons, der der Porenbildung durch LAMB und damit einem Austritt
ROS-stimulierender Metaboliten von A. fumigatus entgegenwirken konnte
(Buttgereit et al., 1998).

Die immunsuppressiven Effekte scheinen dagegen in unseren ELISA-Analysen
nach 24-stindiger Stimulation mit inaktivierten Keimschlauchen von A. fumigatus
zum Tragen zu kommen. Zwischen den Proben ohne und mit Prednisolon lief3
sich analog zur ROS-Freisetzung ein starker Unterschied erkennen. Durch
Prednisolon war hierbei allerdings nicht nur die IL-8-Konzentration in den
Antimykotika-Proben durchweg vermindert, sondern auch die IL-8-Konzentration
in den Medium-Proben ohne Antimykotika (Kapitel 3.3.2). Daher lasst sich
vermuten, dass Prednisolon in diesem Fall auch unabhangig von den jeweiligen
Antimykotika direkt auf die PMN einwirkt. Haufig beschrieben ist bereits die
verminderte Synthese einer Vielzahl an Zytokinen wie TNF-a, IL-4 oder IL-6
durch rezeptorvermittelte Effekte (Buttgereit et al., 1995; Wu et al., 1991). Dass
die verminderte IL-8-Freisetzung nach 24-stiindiger Prednisolon-Exposition
durch eine direkt immunsuppressive Wirkung auf PMN bedingt ist, erscheint
daher durchaus plausibel.

Zur Untersuchung des zusatzlichen Effekts von Prednisolon auf die NET-Bildung
sowie auf die Phagozytoserate durch PMN waren die humanen Zellen jeweils fur
4 bzw. 2 h Prednisolon exponiert. Fir beide Effektorfunktionen zeigten sich nach
Stimulation mit inaktivierten Keimschlauchen unabhangig von den untersuchten
Antimykotika keine relevanten Differenzen durch die Gegenwart von Prednisolon
(Kapitel 3.4 und 3.5). Einige Studien konnten einen verminderten Phagozytose-
Index von neutrophilen Granulozyten nach 3,5- bzw. 4-stiindiger Prednisolon-
Exposition aufzeigen (Jones et al., 1983; Simitsopoulou et al., 2015). Jones et al.
(1983) wiesen allerdings explizit darauf hin, dass fir ihre Versuche mindestens

eine Inkubationszeit von 3 h mit Prednisolon erforderlich war, um eine suffiziente
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Suppression der Phagozytoseaktivitat zu erhalten. Es ware demnach maglich,
dass in unseren Versuchen auch Inkubationszeiten von 2 und 4 h nicht
ausreichten, um eine suffiziente, immunsuppressive Wirkung von Prednisolon
auf humane Zellen zu erméglichen.

Insgesamt bestatigten die Analysen dieser Arbeit zum Einfluss von Prednisolon
auf Effektorfunktionen neutrophiler Granulozyten die bekannte Wirkweise dieses
Immunsuppressivums. Hinweise auf ein additives Einwirken von Prednisolon mit
einem spezifischen Antimykotikum ergaben sich zwar nicht, allerdings wurde
durch das Zusammenspiel von LAmMB mit Prednisolon ersichtlich, dass
Immunsuppressiva durchaus Antimykotika-assoziierte Effekte auf die
Immunantwort modulieren bzw. abschwéachen kdnnen. Hier wéren weitere

Untersuchungen zur genaueren Abklarung dieses Effekts angebracht.

45 Einfluss von CsA/MMFE

Die kurze Exposition der PMN Uber einen Zeitraum von 1 h gegentber CSA/IMMF
ergab keine signifikanten Veradnderungen der ROS-Sekretion gegenuber
inaktivierten Keimschlauchen von A. fumigatus (Kapitel 3.2.6). Dieses Ergebnis
ist gut vereinbar mit der allgemein beschriebenen Wirkweise dieser
Immunsuppressiva spezifisch auf Lymphozyten (Graefe, 2016). Dies ist auch der
Grund, weshalb diese Substanzen fur die Prophylaxe der GvHD eingesetzt
werden, in deren Pathogenese T-Lymphozyten eine entscheidende Rolle
einnehmen. Die immunsuppressive Wirkung von MMF beruht auf einer
reversiblen Hemmung des Enzyms IMPDH, das Schlisselenzym der Purin-
Synthese in B- und T-Lymphozyten (Ritter & Pirofski, 2009). CsA, ein
Calcineurininhibitor, wirkt Gber eine Inhibition von IL-2, sodass spezifisch T-
Zellen nicht aktiviert werden (Schreiber, 1991; Wurster et al., 2016).

Zum kombinierten Einwirken von CsA/MMF mit Antimykotika finden sich nur
wenige aussagekraftige Daten. Vorwiegend wurde eine synergistische Aktivitat

von CsA mit Antimykotika wie AmB und Fluconazol gegenuber Pilzen
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beobachtet, hierbei wurde allerdings kein Effekt auf Immunzellen bzw. auf deren
Effektorfunktionen untersucht (Kontoyiannis et al., 2008; Marchetti et al., 2000).
Ungeachtet der Spezifitat ihrer Wirkungsweise finden sich verschiedene, zum
Teil widerspruchliche Studien zum Einfluss von CsA/MMF auf andere
Immunzellen wie neutrophile Granulozyten. Krotz et al. (2007) dokumentierten
eine signifikante Verminderung des oxidativen Burst in PMN durch MMF nach
6 h. Sie spekulierten, dass es durch Hemmung des Enzyms IMPDH zu einer
intrazellularen Guanosintriphosphat-Depletion kommt und dies Uber eine
Inhibition der NAPDH-Oxidase zu einer verminderten Bildung von ROS fihrt.
Weiterhin konnten sie zumindest fur Endothelzellen eine verstarkte Sekretion von
Sauerstoffradikalen durch CsA sowohl nach 6 als auch nach 24 h beobachten.
Im Gegensatz dazu deutete eine andere Studie einen inhibitorischen Effekt von
hochdosiertem CsA auf die ROS-Sekretion neutrophiler Granulozyten an
(Spisani et al., 2001). Roilides et al. (1994) wiederum konnten unseren
Ergebnissen entsprechend aufzeigen, dass therapeutisch relevante
Konzentrationen unter 250 ng/ml CsA nach einer Inkubationszeit von ebenfalls
1 h nicht zu einer Suppression des oxidativen Burst von PMN gegenuber
A. fumigatus fuhren. Es wird ersichtlich, dass die Inkubationszeit fur eine
maogliche Wirkung von CsA/MMF durchaus eine Rolle spielt und diese womaéglich
erst nach langerer Zeit zum Tragen kommt. Generell konnten unsere Daten einen
Einfluss von CsA/MMF auch im Zusammenspiel mit LAmB zumindest auf die

ROS-Freisetzung von PMN allerdings nicht unterstitzen.

4.6 Limitationen dieser Arbeit

Grundsatzlich sind Analysen zu neutrophilen Granulozyten problematisch, da
eine Vielzahl an Einflussfaktoren wie z. B. die kurze Lebensdauer der PMN
berlicksichtigt werden missen. Quantitative Tests zu neutrophilen Funktionen
wie in unseren Analysen werfen zudem das Problem auf, dass die Isolation der
Zellen aus peripherem Blut ohne Stoérung ihrer normalen Physiologie erfolgen

muss (Haynes & Fletcher, 1990). Unterschiedliche Assays und PMN-Isolations-
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Protokolle mit verschiedenen Zellkulturmedien oder Antikoagulantien kommen
beispielsweise zur Anwendung und sind bisher noch zu wenig standardisiert
(Brinkmann et al., 2010; Kenny et al., 2017; Oh et al., 2008). Erst kirzlich wurde
wieder eine Studie veroffentlicht, die eine klare Uberlegenheit der Antikoagulation
mit EDTA, wie auch in dieser Arbeit verwendet, sowohl fir die Effizienz der
Zellisolation als auch fir die Funktionalitdt der neutrophilen Granulozyten im
Vergleich zur Antikoagulation mit Heparin aufzeigt (Baien et al., 2018). Zu
erwahnen ist, dass das in dieser Arbeit angewandte Polymorphprep®-Protokoll
zur Dichtegradienten-Zentrifugation explizit den Einsatz von EDTA-Blut
erforderte.

Insgesamt lassen sich nur wenige Studien zu dem konkret in dieser Arbeit
untersuchten Thema finden. Erschwerend kommt hinzu, dass haufig
Unterschiede in den Konzentrationen oder Hersteller der Pharmaka, Stimuli,
Morphotypen sowie Inkubationszeiten bestehen (Bellocchio et al., 2005; Choi et
al., 2010; Hirsch et al., 2012; Simitsopoulou et al., 2015). Diese Differenzen
erschweren eine Vergleichbarkeit dieser Studien mit unseren Ergebnissen.
AulBerdem wurden viele der zitierten Studien in Mausen durchgefuhrt, was die
Ubertragung der Ergebnisse auf den Menschen schwierig macht (Hellmann et
al., 2017; Mestas & Hughes, 2004).

Limitationen sehen wir auflerdem in der Verwendung eines einzelnen
A. fumigatus-Isolates. Fur umfangreichere Analysen sollten zukiinftig mehrere
Pilz-Strange zur Anwendung kommen. Die Komplexitat der verschiedenen
Assays und die Vielzahl an Kombinationsmdglichkeiten forderten jedoch
Einschrdnkungen  sowie eine  Auswahl der vielversprechendsten
Inkubationszeiten, Dosierungen der Pharmaka und Zustandsformen der
Morphotypen. So wurde zudem fiur weitere Effektorfunktionen beispielsweise auf
eine Untersuchung von CsA/MMF verzichtet, da die Gegenwart von CSA/MMF
zu keiner relevanten Beeinflussung des oxidativen Burst neutrophiler
Granulozyten fihrte.

Fur die Analyse der Effektorfunktionen wurden Ethanol-inaktivierte und fur die
Quantifizierung der ROS-Freisetzung einmalig auch vitale Keimschlauche von

A. fumigatus verwendet. Einerseits konnte durch die Ethanol-Inaktivierung der
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Keimschlauche die kontinuierliche Verédnderung der Zusammensetzung des
vitalen Erregers durch Hyphen-Wachstum aus Keimschlauchen verhindert
werden und somit Uber die gesamte Dauer der Analysen das Vorliegen des
gewulnschten Morphotyps sichergestellt werden. Zudem lieBen sich die
inaktivierten Keimschlauche langer lagern, sodass auch Analysen zu
verschiedenen Effektorfunktionen aus dem gleichen Batch durchgefiihrt werden
konnten. Andererseits entspricht die Untersuchung von inaktivierten
Morphotypen unweigerlich weniger realen Bedingungen als die Verwendung
vitaler Pilze. Dies war auf Grund logistischer Nachteile jedoch limitiert. Allerdings
muss berucksichtigt werden, dass auch unter Verwendung vitaler Morphotypen
Ergebnisse aus in-vitro-Analysen haufig nicht den Resultaten aus in-vivo-Studien
entsprechen, da auch zusatzliche Faktoren wie z.B. pharmakokinetische

Eigenschaften eine Rolle spielen (Torrado et al., 2008).

4.7 Ausblick

Insgesamt ergaben unsere Analysen keinen Anhalt fir eine relevante
Beeinflussung des oxidativen Burst, der IL-8-Freisetzung und der Phagozytose-
Aktivitat neutrophiler Granulozyten durch die untersuchten Antimykotika,
insbesondere gegeniber A. fumigatus. Im Gegensatz dazu konnte eine
signifikant verminderte Bildung von NETs durch LAmB, d-AmB und auch
Voriconazol beobachtet werden. Damit unterstiitzen unsere Daten Hinweise auf
differente Aktivierungsmechanismen von verschiedenen Effektorfunktionen der
PMN. Zukunftig waren daher tiefergehende Analysen des Zusammenspiels von
Antimykotika mit diesem noch immer wenig verstandenen Mechanismus der
Auslésung und Bildung von NETs angebracht. Insbesondere sind vergleichende
Studien mit vitalen Morphotypen, weiteren Gattungen wie Candida oder
Rhizopus sowie andere Antimykotika wie Echinocandinen wiinschenswert, um
einen umfassenderen Uberblick auch hinsichtlich anderer invasiver

Pilzinfektionen zu gewinnen.
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Neutrophile Granulozyten tragen nicht nur durch die in unserer Arbeit
untersuchten Funktionen, sondern auch durch eine Vielzahl weiterer
Mechanismen zu einer effektiven Bekampfung von A. fumigatus bei. Deshalb
ware es von zusatzlicher Bedeutung, in Zukunft auch den Einfluss von
Antimykotika auf die Sekretion weiterer pro- sowie antiinflammatorischer
Zytokine oder auf die Freisetzung der granularen Komponenten wie Cathepsin
G, Elastase und Lactoferrin zu untersuchen. Aufschlussreich ware hierbei, ob die
verschiedenen Mechanismen durch das identische Antimykotikum ebenfalls

different beeinflusst werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Der ubiquitéar vorkommende Schimmelpilz Aspergillus fumigatus (A. fumigatus)
ist Haupterreger der invasiven Aspergillose (IA). Diese invasive Pilzinfektion tritt
gehauft bei Patienten mit immunsuppressiver Langzeit-Therapie z. B. nach
allogener Stammzelltransplantation zur Prophylaxe und Therapie der Graft-
versus-Host-Disease (GvHD) auf. Trotz der in-vitro-Suszeptibilitat der Pilze
gegeniuber verschiedenen Antimykotika ist die Erkrankung in diesem
Patientenkollektiv weiterhin mit einer hohen Letalitdt assoziiert. Neben ihren
direkten, antifungalen Eigenschaften wurden durch Antimykotika auch indirekte,
modulierende Wirkungen auf die Funktionalitat von Immunzellen beschrieben,
die damit moglicherweise das therapeutische Ansprechen dieser Erkrankung
beeinflussen. Insbesondere neutrophile Granulozyten (PMN) spielen als Teil der
angeborenen Immunitat durch ihre Vielzahl an Abwehrmechanismen eine
essentielle Rolle fir die Bekampfung von invasiven Pilzinfektionen und damit der
IA. Von zusatzlicher Bedeutung und bislang kaum untersucht ist das kombinierte
Einwirken von Antimykotika und Immunsuppressiva auf die Funktionalitat dieser
Zellen.

In dieser Arbeit wurde daher in-vitro der Einfluss Kklinisch eingesetzter
Antimykotika zur Therapie der IA (liposomales Amphotericin B bzw.
Amphotericin B — Desoxycholat, Voriconazol) auf wichtige Effektorfunktionen
humaner neutrophiler Granulozyten nach Exposition gegeniber A. fumigatus
untersucht. Im Fokus stand hierbei die Analyse des oxidativen Burst, der
Interleukin (IL)-8-Freisetzung, der Bildung von neutrophil extracellular traps
(NETs) sowie der Phagozytose-Aktivitat dieser Immunzellen. AuRerdem wurde
der Effekt einer zusatzlichen Gabe klinisch relevanter Immunsuppressiva
(Ciclosporin A / Mycophenolat-Mofetil, Prednisolon), die zur Prophylaxe und
Therapie der akuten GvHD eingesetzt werden, auf diese vier Funktionen
evaluiert.

Zusammenfassend ergaben unsere Analysen keinen Anhalt flr eine relevante
Beeinflussung des oxidativen Burst, der IL-8-Freisetzung und der Phagozytose-
Aktivitat neutrophiler Granulozyten durch die untersuchten Antimykotika,
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insbesondere gegentber A. fumigatus. Weiterhin wurden in dieser Arbeit keine
signifikanten  Differenzen zwischen dem Einfluss von liposomalem
Amphotericin B und  Amphotericin B - Desoxycholat beobachtet. Durch
Prednisolon konnten Uberwiegend bereits bekannte, immunsuppressive
Wirkungen auf PMN bestétigt sowie zusatzlich Hinweise auf eine Modulation
Antimykotika-vermittelter Immuneffekte durch Immunsuppressiva gewonnen
werden. Die kurze Exposition der PMN gegenuber Ciclosporin A / Mycophenolat-
Mofetil ergab keine signifikanten Veranderungen der Sekretion von reaktiven
Sauerstoffspezies.

Des Weiteren unterstitzen unsere Daten Hinweise auf differente
Aktivierungsmechanismen von verschiedenen Effektorfunktionen der PMN. Im
Gegensatz zu den anderen untersuchten Funktionen konnte in dieser Arbeit eine
signifikant verminderte Bildung von NETs durch liposomales Amphotericin B,
Amphotericin B - Desoxycholat und auch Voriconazol beobachtet werden.
Damit geben unsere Ergebnisse Anlass zu tiefergehenden Analysen des
Zusammenspiels von Antimykotika insbesondere mit dem noch immer wenig
verstandenen Mechanismus der Auslésung und Bildung von NETs. Zudem
waren weitere Studien wiinschenswert, um einen umfassenderen Uberblick und
ein besseres Verstandnis auch hinsichtlich anderer invasiver Pilzinfektionen

sowie weiterer Abwehrmechanismen zu erhalten.
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