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1. EINLEITUNG

1.1. Mucorales — eine Einfihrung

Schimmelpilze sind ein natirlicher Teil unserer belebten Umwelt. Dazu gehort
unter anderem die ubiquitar vorkommende Pilzordnung Mucorales, die der
Klasse der Mucoromycotina angehort, und in der Raumluft, aber auch in
Holzbdden, Klimaanlagen und vor allem in Nahrungsmitteln, wie zum Beispiel in
Nussen, faulenden Frichten und Gemise nachweisbar ist. Ein gewisser
Keimbesatz in Lebensmittel ist normal (Hollmann et al., 2008). Dartber hinaus
werden Mucorales auf Grund des biotechnologischen Nutzens vermehrt in der
Lebensmittelindustrie eingesetzt, zum Beispiel zur Fermentation von
Lebensmitteln oder zur Produktion von Enzymen. In der Europaischen Union
werden verschiedene Lebensmittelenzyme von Mucorales wie die
Glucoamylase, die Lipase und die Pectinesterase verwendet, die fiur die
Herstellung von Kéase, Backerware, Milch, Bier und Wein unverzichtbar sind
(Hollmann et al., 2008, Romani, 2011, Gryganskyi et al., 2018).

Neben dem wertvollen Nutzen und sinnvollen Einsatz in der
Lebensmittelindustrie werden Mucorales als opportunistische Erreger gefiirchtet,
die in immunsupprimierten Patienten schwerste Infektionen auslésen kénnen.
Diese sogenannten Mucormykosen betreffen vor allem Patienten mit malignen
hamatologischen Erkrankungen wie beispielsweise akuten Leuk&mien, sowie
Patienten nach allogener Stammzelltransplantation. Ebenso gefahrdet sind
Patienten, die eine hochdosierte Chemo- oder Steroidtherapie erfahren. Auch
Diabetiker konnen vor allem in ketoazidotischen Zustdnden vermehrt

Mucormykosen entwickeln.

Aktuell GUberwiegen bei immunsupprimierten Patienten Infektionen mit Aspergillus
species und Candida species. Nicht zuletzt auf Grund optimierter
Therapieformen gegen diese beiden Erreger, ist aktuell eine steigende Inzidenz
von Mucormykosen zu beobachten (Bitar et al., 2009). Dementsprechend ist das
Verstandnis der Pathogenese von Mucormykosen sowie den diversen

Abwehrmechanismen des menschlichen Immunsystems gegen Mucorales, auf



die in Kapitel 1.5 naher eingegangen werden soll, von absolut klinischer
Bedeutung. Die Klassifikation der Mucorales sowie die vielgestaltige Klinik der
Mucormykose, deren Epidemiologie, Diagnostik, Therapie, Prognose und
Immunpathologie sollen in den folgenden Abschnitten beschrieben werden. Da
Aspergillus species zu den wichtigsten humanpathogenen Pilzen zéhlen, wurde
A. fumigatus, der haufigste Erreger humaner invasiver Schimmelpilzinfektionen

(Park and Mehrad, 2009), in der vorliegenden Arbeit vergleichend untersucht.

1.2. Systematik der Pilze, Gattung und Taxonomie

Pilze zahlen zu den heterotrophen Eukaryonten und lassen sich wiederum in
verschiedene Stamme und Substdmme untergliedern. Die Taxonomie befindet
sich in einem stetigen Wandel. Noch bis vor zehn Jahren basierte die
Klassifikation auf morphologischen, fortpflanzungs- und stoffwechselbedingten
Kriterien. Damals gehorte die Ordnung Mucorales neben der Ordnung der
Entomophthorales der Klasse der Zygomycetes an, welche dem Stamm der
Zygomycota zugeteilt wurden. So wurden Infektionen hervorgerufen durch
Mucorales sowie durch die in den Subtropen und Tropen vorkommenden
Entomophthorales als Zygomykosen bezeichnet (Kwon-Chung, 2012, Ribes et
al.,, 2000). Seit einigen Jahren gewinnen jedoch phylogenetische
Sequenzierungsstudien an Bedeutung, durch die neue Einteilungen im Reich der
Pilze geschaffen werden (Gryganskyi et al., 2018). Hierbei stellte sich der bisher
fur monophyletisch gehaltene Stamm der Zygomycota als polyphyletisch dar,
sodass Hibbett et al. 2007 vorschlugen den polyphyletischen Stamm der
Zygomycota zwischen den Glomeromycota und vier Substammen unklarer
Zugehorigkeit (Incertae cedis) aufzuteilen. Zu diesen vier Substammen gehéren
die Mucoromycotina, Entomophtoromycotina, Kichxellomycotina sowie
Zoopagomycotina (Hibbett et al., 2007). Die Ordnung Mucorales lasst sich dem
Substamm der Mucoromycotina zuordnen (Hoffmann et al., 2013). Diese neue
Unterteilung hatte ebenso Auswirkungen auf die Nomenklatur der Infektionen.
Seither wird der Begriff der Zygomykose, der falschlicherweise oft als Synonym

der Mucormykose benutzt wurde, zunehmend ersetzt. Eine Mucormykose



beschreibt eine durch die Ordnung Mucorales hervorgerufene Infektion,
wohingegen eine Entomophtoromykosis durch Entomophtorales bedingt ist
(Kwon-Chung, 2012). In Abbildung 1.1 wird die aktuelle Klassifizierung des
Stammbaums der Pilze systematisch dargestellt (Ribes et al., 2000, Hibbett et
al., 2007, Gryganskyi et al., 2018).

Reich der Fungi

I
Unterreich Dikarya

Chytridiomycota Neoglimastigomycota Blastocladiomycota Glomeromycota | Ascomycota Basidiomycota

Subphyla
|
I I I I

Mucoromycotina Entomophtoromycotina Kickxellomycotina Zoopagomycotina

Mortierellares  Endogonales Mucorales

Rhizopodaceae

Rhizopus
1

R. arrhizus  R. delemar R. microsporus R. stolonifer

Abbildung 1.1: Aktueller Stammbaum der Pilze

Hier wird die aktuelle Einteilung der Pilze abgebildet. Die verschiedenen Ebenen reprasentieren
die Rangfolge Reich bzw. Unterreich, Stamm bzw. Substamm, Klasse, Ordnung, Familie,
Gattung, Spezies.

Zum Substamm der Mucoromycotina zahlen neben Endogonales und
Mortierellares die Ordnung Mucorales. Hierzu lasst sich die Familie der
Rhizopodaceae mit ihrer Gattung Rhizopus zuordnen. Nach aktuellen
Gensequenzierungsstudien zahlen zu Rhizopus vier grof3e Spezieskomplexe:
Rhizopus microsporus als Hauptspezies mit seiner Schwester-Spezies Rhizopus
stolonifer, sowie die beiden nahe verwandten Arten Rhizopus arrhizus und
Rhizopus delemar, denen sich weitere Rhizopus spp. zuordnen lassen
(Gryganskyi et al., 2018). Die in der vorliegenden Arbeit vergleichend untersuchte

Spezies A. fumigatus lasst sich dem Unterreich der Dikarya und dem Stamm der



Ascomycota zuordnen (siehe Abbildung 1.1) (Ribes et al., 2000, Hibbett et al.,
2007).

1.3. Eigenschaften von Mucorales

1.3.1. Morphologie

Mucorales sind ubiquitar vorkommende, schnell wachsende Pilze, die auf vielen
verschiedenen Pilzndhrmedien gedeihen kdnnen. Das Pilzgeflecht, das Myzel,
der Mucorales besteht typischerweise aus unseptierten Hyphen, welche an den
Enden kugelférmige Auftreibungen, die Sporangien entwickeln. Die
Fortpflanzung der Mucorales kann sowohl geschlechtlich als auch
ungeschlechtlich stattfinden. Zumeist erfolgt jedoch die ungeschlechtliche
Fortpflanzung. Diese geschieht endogen durch Sporangiosporen oder exogen
durch Konidien, welche bei Reife freigesetzt werden und sofort keimfahig sind.
Diese Konidien keimen zu Keimschlauchen, welche sich durch Langenwachstum
und Verzweigung erneut zu Hyphen entwickeln (Hollmann et al., 2008). In
Abbildung 1.2 werden die verschiedenen Morphotypen von Mucorales

dargestellt.

Konidien

Keimschlauche

Abbildung 1.2: schematische Ubersicht der drei Morphotypen von Mucorales
Dargestellt wird die Auskeimung von Konidien zu Keimschlauchen und deren weitere Entwicklung

zu Hyphen.



1.3.2. Virulenzfaktoren von Mucorales

Mucorales’ einzigartiger Virulenzcharakter und ihre unverwechselbare Wirt-
Pathogen-Interaktion unterscheidet diese Pilzordnung von Anderen und
ermoglicht ihr ein Voranschreiten der Infektion (lbrahim et al., 2012). Einer der
bedeutenden Virulenzfaktoren von Mucorales stellt die Angioinvasion dar, welche
mit nachfolgenden Thrombosen und ausgedehnten Gewebsnekrosen
einhergehen kann. Innerhalb der Ordnung Mucorales reprasentiert die Spezies
R. arrhizus einen der wichtigsten humanpathogenen Erreger. Ibrahim et al.
konnten in einer Studie zeigen, dass sich sowohl Sporen als auch Keimschlauche
von R. arrhizus in vitro an menschliche Endothelzellen anlagern und diese folglich
beschadigen (Ibrahim et al., 2005). Die Thermotoleranz stellt einen weiteren
Virulenzfaktor dar. Diese ermdglicht das Wachstum des Pilzes bei Kérperwarme
und sorgt dafur, dass Dauerformen von R. arrhizus extreme Temperaturen
Uberstehen kénnen (Domsch et al., 1980). AuRerdem produziert R. arrhizus
Hydroxamat-Siderophore, die dem Pilz eine ausreichende Eisenverfigbarkeit
gewahrleisten (Holzberg and Artis, 1983). Durch eine Keto-Reduktase ist
R. arrhizus in der Lage saure sowie glukosereiche Bedingungen zu tolerieren,
wie sie vor allem im Rahmen einer Ketoazidose bei diabetischen Patienten
vorkommen kénnen. Dartber hinaus produziert R. arrhizus das humantoxische

Ergotalkaloid Agroclavin (Domsch et al., 1980).

1.4. Klinik - Mucormykosen

1.4.1. Epidemiologie von Mucormykosen

Neben den durch Ascomyzeten verursachten Aspergillosen und Candidosen
stellen Mucormykosen die dritthdufigste invasive Mykose dar (Eucker et al.,
2001). Mucormykosen sind seltene aber schwere Pilzinfektionen, die mit einer
hohen Morbiditat und Letalitat assoziiert sind (Petrikkos et al., 2014). Der erste
Fall einer Mucormykose wurde 1885 von Paltauf beschrieben (Paltauf, 1885).
Wahrend der letzten Jahre gewannen Mucormykosen in Europa stark an

Bedeutung, sodass 2004 eine Arbeitsgruppe fur Mucormykosen von der



European Confederation of Medical Mycology (ECMM) ins Leben gerufen wurde.
Mucormykosen reprasentieren unter allen Pilzinfektionen bei Hochrisiko-
Patienten nur einen Anteil von 8,3 bis 13 % (Chamilos et al., 2006, Hotchi et al.,
1980). 1992 berichtete eine Studie aus San Francisco eine jahrliche Inzidenz von
1,7 Fallen pro 1 Mio. Einwohner, wohingegen in Spanien eine deutlich geringere
Inzidenz von 0,43 Fallen pro 1 Mio. Einwohner festgestellt werden konnte (Rees
et al., 1998, Torres-Narbona et al., 2007). Sowohl mehrere europaische Studien
(Bitar et al., 2009, Saegeman et al., 2010) als auch eine US-amerikanische
Studie (Kontoyiannis et al., 2000) konnten eine steigende Inzidenz von
Mucormykosen beobachten. Einer aktuellen US-amerikanischen Studie zufolge,
liegt die mittlere jahrliche Inzidenz wéahrend eines Zeitraumes von 10 Jahren
(2006 bis 2015) bei 3 Fallen pro 1 Mio. Einwohner (Webb et al., 2018).
Im Rahmen einer multizentrischen Studie stieg der Anteil von
Stammzellempfangern, die an einer Mucormykose litten von 4 % auf 25 %
wahrend eines Zeitraumes von 2 Jahren (2001-2003) (Park et al., 2004). In einer
europaischen Fall-Sammlung von Skiada et al. wurden Mucormykosen zu 34 %
durch human pathogene Erreger der Gattung Rhizopus verursacht, gefolgt von
Mucor und Lichtheimia zu je 19 % (Skiada et al., 2011). Die Spezies R. arrhizus
stellt hierbei den haufigsten Erreger dar (Roden et al., 2005, Chakrabarti et al.,
2001).

1.4.2. Mucormykosen - Atiologie und pradisponierende Faktoren

Durch die steigende Pravalenz an Krebserkrankungen, Autoimmun-
erkrankungen, haufig durchgefiihrten Chemotherapien und die Entwicklung der
Transplantationsmedizin wachst die Anzahl immunsupprimierter Patienten und
somit steigt auch die Inzidenz von opportunistischen Pilzerkrankungen (Romani,
2011). Invasive Schimmelpilzinfektionen werden derzeit am haufigsten durch den
humanpathogenen Erreger A. fumigatus hervorgerufen. Die Konidien des
ubiquitar vorkommenden A. fumigatus sind aerogen und werden meist Uber die
Lunge oder Sinus inhaliert. Auf diese Weise atmet der Mensch taglich unbemerkt

hunderte von Konidien ein. In immunkompetenten Menschen fuhrt eine



Besiedelung mit Aspergillus nicht zur Infektion. Dies legt nahe, dass bei
gesunden Menschen das angeborene Immunsystem den Erreger sofort
eliminiert, bevor das erworbene Immunsystem alarmiert wird (Park and Mehrad,
2009). Bei Atopikern kann der Pilz allerdings eine allergische Rhinitis oder
Asthma bis hin zur allergischen bronchopulmonalen Aspergillose auslosen.
Immuninkompetente Patienten, vor allem neutropenische Patienten, kénnen

schwere invasive Aspergillosen entwickeln (Neofytos et al., 2009).

In den letzten Jahren gewinnen jedoch Mucormykosen nicht zuletzt auf Grund
der steigenden Anzahl pradisponierter Patienten, sowie der Steigerung der
Virulenz der Erreger durch den Einsatz antimykotischer Prophylaxen stetig an
Bedeutung. Die Pilzordnung Mucorales verursacht akute angioinvasive
Infektionen in immunsupprimierten Patienten. Immunkompetente Menschen sind
von der schwerwiegenden Infektion in der Regel nicht betroffen. Ausgenommen
sind Polytraumapatienten oder Verbrennungsopfer, deren Haut die Funktion als
Schutzbarriere nicht mehr erfullen kann und somit zur Zutrittspforte fur
opportunistische Erreger wird. So kann sich in selteneren Féllen eine kutane
Mucormykose entwickeln (Skiada and Petrikkos, 2009). Zumeist jedoch werden
die Sporen des ubiquitdr vorkommenden Pilzes inhaliert oder ingestiert und
kbnnen auf diese Weise in immunsupprimierten Patienten eine
lebensbedrohliche  Mucormykose ausldésen. Maligne  hamatologische
Erkrankungen wie Lymphome, Leuk&mien und Multiple Myelome stellen die
wichtigsten Risikofaktoren dar. Haufig betroffen sind Patienten nach
hamatopoetischer Stammzelltransplantation (HSZT), Organtransplantation oder
Graft-versus-Host-Disease. Zudem erhdhen eine Neutropenie sowie eine
pharmakologische Immunsuppression durch hochdosierte Chemo- oder
Steroidtherapien das Risiko eine Mucormykose zu entwickeln. Ebenso anfallig
sind Patienten mit schwer kontrollierbarem Diabetes mellitus (Typ 1 als auch
Typ 2) (Petrikkos et al., 2014, Skiada et al., 2011, Roden et al., 2005, Chamilos
et al., 2006). Eine Hyperglykdamie schwacht die Abwehrfunktion innater
Immunzellen und kann so die Entwicklung einer Mucormykose beginstigen
(Chinn and Diamond, 1982). Trotz der vor allem in den Wohlstandsgesellschaften

der Industriestaaten weiterhin ansteigenden Inzidenz von Diabetes mellitus,



konnte dennoch eine abnehmende Inzidenz der Mucormykosen bei Diabetikern
festgestellt werden (Roden et al., 2005). Hierfur kénnte der vermehrte Einsatz
von Statinen bei metabolischem Syndrom eine mdgliche Erklarung sein, da diese
Medikamente gegen einige Erreger der Ordnung Mucorales wirksam zu sein
scheinen (Bellanger et al., 2016). DarlUber hinaus kann es im Rahmen eines
Diabetes mellitus méglicherweise zu einer Ketoazidose kommen, welche Einfluss
auf den Eisenstoffwechsel nimmt und somit ebenfalls die Entstehung einer
Mucormykose fordert. Der wahrend einer Ketoazidose bestehende niedrige pH-
Wert des Serums hat zur Folge, dass weniger Eisen gebunden werden kann und
so kann der humanpathogene Schimmelpilz R. arrhizus das vermehrt
ungebundene Eisen zum Wachstum nutzen. Dementsprechend stellen eine
heriditare Hamochromatose oder eine Therapie mit dem Eisenchelator
Deferoxamin, die haufig wegen Eisenuberladung bei Dialysepatienten
Anwendung fand, Risikofaktoren fur die Entwicklung einer Mucormykose dar
(McNab and McKelvie, 1997, Boelaert et al., 1991). Heute werden neue
Eisenchelatoren wie Deferasirox und Deferirone verwendet, die fir Mucorales
nicht als Siderophore dienen und deren Einsatz somit kein erhdhtes Risiko fur
die Entwicklung einer Mucormykose birgt. Des Weiteren wird in der Literatur
diskutiert, ob eine antimykotische Prophylaxe mit Voriconazol, Isavuconazol oder
Caspofungin in Hoch-Risikopatienten die Entstehung einer Mucormykose
begulnstigt (Marty et al., 2004, Pongas et al., 2009, Trifilio et al., 2007, Rausch et
al., 2018). Erstaunlicherweise besteht bei HIV-Patienten keine erhdhte Gefahr
eine lebensbedrohliche Mucormykose zu entwickeln, da vor allem neutrophile
Granulozyten bei der Abwehr von invasiven Mykosen eine wichtige Rolle spielen.
Lediglich in Assoziation mit intravenésem Drogenabusus, einer Neutropenie,
Glukokortikoidtherapie oder Diabetes mellitus besteht ein erhohtes Risiko
(Petrikkos et al., 2012, Antinori et al., 2009).



1.4.3. Klinische Manifestation von Mucormykosen

Invasive Mucormykosen kodnnen sich in unterschiedlichster Art und Weise
prasentieren. Entsprechend der betroffenen Organsysteme werden
rhinozerebrale, pulmonale, kutane, gastrointestinale und disseminierte
Manifestationsformen unterschieden. Dartiber hinaus gibt es noch sehr seltene
Formen einer Mucormykose, die sich durch eine Endokarditis, Osteomyelitis oder
Peritonitis aul3ern kdnnen. Am héaufigsten prasentieren sich Mucormykosen in
den Sinus (39 %), den Lungen (24 %) und der Haut (19 %). Disseminierte Formen
treten in 23 % der Falle auf (Roden et al., 2005). In einer Ubersichtsarbeit von
Roden et al. wurde auf den Zusammenhang zwischen Grunderkrankung und
Lokalisation der Mucormykose hingewiesen. So manifestierten sich
Mucormykosen in Patienten mit malignen Erkrankungen zu 60 % pulmonal,
wohingegen bei Diabetikern eine Beteiligung der Sinus (66 %) in Form einer
rhinozerebralen, sinu-orbitalen sowie Sinusinfektion festgestellt werden konnte
(Roden et al., 2005) (siehe Abbildung 1.3).

Rhinozerebrale und sinu-orbitale Mucormykosen koénnen zunachst mit
unspezifischen Symptomen wie allgemeinem Krankheitsgefuihl, Fieber und
Kopfschmerzen einhergehen (Yohai et al., 1994). Vor allem bei bestehender
Hyperglykdmie oder Ketoazidose kann durch Involvierung der ethmoidalen Sinus
zusatzlich eine Diplopie auftreten (Walsh et al., 2012). Findet keine rechtzeitige
adaquate Therapie statt, so konnen sich die Erreger in der Schadelhthle
ausbreiten und unter anderem eine Enzephalitits verursachen (Hopkins et al.,
1994).

Invasive pulmonale Mucormykosen kénnen mit pleuritischen Schmerzen oder
einer Bronchopneumonie, v.a. bei nicht-neutropenischen Patienten, einhergehen
(Walsh et al., 2012). Das Klinische Bild &hnelt einer pulmonalen invasiven
Aspergillose und ist gepragt von Husten, Hamoptysen und fortschreitender
Dyspnoe (Bigby et al., 1986, Hamilos et al., 2011). Neben der pulmonalen
invasiven Mucormykose kann es auch im Rahmen einer exogen allergischen
Alveolitis zu einer pulmonalen Beteiligung kommen. Hierbei handelt es sich um

eine Hypersensitivitatsreaktion auf inhalierte Pilzsporen, die vor allem bei



Arbeitern in holzverarbeitenden Betrieben vorkommen (Miller-Wening et al.,
1999).

Kutane Mucormykosen entstehen zumeist im Rahmen eines Traumas und
konnen auch bei immunkompetenten Patienten auftreten (Skiada and Petrikkos,
2009). Es konnen sich lokal-invasive Verlaufe mit Pannikulitis, Myositis, Fasziitis
bis hin zur Osteitis prasentieren (Skiada and Petrikkos, 2009, Prabhu and Patel,
2004).

Disseminierte Mucormykosen sind durch den Befall von mindestens zwei nicht-
benachbarten Organen definiert. Typisch sind  Angioinvasion und
Thrombosierung von Gefalden, die mit Organinfarkten einhergehen (Ribes et al.,
2000).

Malignom HSZT Diabetes mellitus

C\

e

@Pulmonal B Rhinozerebral
OSinus @ Sinu-orbital
OKutan OGastrointestinal
BAndere

Abbildung 1.3: Lokalisation von Mucormykosen in Abhangigkeit von der jeweiligen
Grunderkrankung.
Diese Abbildung wurde aus Roden et al. (2005) entnommen und modifiziert (Roden et al., 2005).
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1.4.4. Diagnostik von Mucormykosen

Trotz moderner Technologien erweist sich die Diagnostik einer Mucormykose
immer noch als schwierig. Dies liegt zum einen an den uncharakteristischen
Symptomen einer Mucormykose und zum anderen an dem Kklinischen
Erscheinungsbild, das sich mit der haufiger vorkommenden Aspergillose
Uberschneidet. Eine friihe Diagnose ist jedoch von absolut klinischer Bedeutung,
um schnellstmdglich eine aggressive Therapie einleiten zu kdnnen. Es konnte
gezeigt werden, dass eine Verzdgerung des Therapiebeginns zu einer erhéhten
Letalitat fuhrt (Chamilos et al., 2008c). So wurde in einigen Fallen die Diagnose
einer Mucormykose erst bei einer Autopsie bestatigt. In einem Case-Report von
Skiada et al., welcher 230 Falle von Mucormykosen umfasste, wurde bei 4 % der
Patienten eine Mucormykose erst post mortem diagnostiziert. In 6 % der Falle
wurde die Diagnose 24 Stunden vor Eintritt des Todes gestellt (Skiada et al.,
2011). Laut Chakrabarti et al. konnte in einer retrospektiven Studie Uber ein Drittel
der Mucormykosen erst durch eine Autopsie diagnostiziert werden. Zumeist
wurde eine ante-mortem Diagnose bei rhinozerebralen, sowie kutanen Formen
gestellt. Gastrointestinale und disseminierte Formen konnten ausnahmslos post-
mortem bestatigt werden (Chakrabarti et al., 2001). Des Weiteren wiesen
Lanternier et al. darauf hin, dass die Zeit zwischen Erstsymptomatik und
Diagnosestellung sowohl abhangig von mdglichen Risikofaktoren bzw. der
Grunderkrankung des Patienten ist als auch von der Lokalisation der
Mucormykose. So wurde bei Patienten nach Stammzelltransplantation die
Diagnose einer Mucormykose eher gestellt, als bei Diabetikern oder Patienten
nach Organtransplantation. Kutane Mucormykosen konnten frihzeitiger erkannt
werden als pulmonale oder disseminierte Formen (Lanternier et al., 2012).

Methoden zur Diagnostik einer Mucormykose sind rar. Die direkte Fluoreszens-
Mikroskopie mittels optischer Aufheller wie Calcofluor und Blankophor sowie die
Kulturanzucht des Erregers, welcher durch eine vorangegangene
bronchoalveolare Lavage oder eine Biopsie gewonnen wurde, stellen aktuelle
mikrobiologische Diagnostikverfahren dar (Cornely et al., 2014). Allerdings stellt
hierbei die haufig vorkommende Thrombozytopenie der potenziellen

Risikopatienten eine Kontraindikation flr eine Biopsie dar. Mittels
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histopathologischer Gewebsuntersuchungen kann zwischen Aspergillose und
Mucormykose unterschieden werden, wodurch in 63 % bis 66 % der Félle die
Diagnose einer Mucormykose gestellt werden kann (Skiada et al., 2011, Ruping
et al., 2010). Zudem sollte der behandelnde Arzt, sobald er bei einem flr
Mucormykosen pradisponierten Patienten den Verdacht einer invasiven Mykose
hegt, eine Computertomografie (CT) des Gehirns, der Sinus und des Abdomens
veranlassen, um die Schwere der Infektion und eine mdgliche Dissemination zu
erfassen. Lasionen wie Noduli, keilformige Infiltrationen, Halo-Zeichen und
umgekehrte Halo-Zeichen kdnnen in der CT sichtbar werden, sind aber ebenso
wenig spezifisch fur eine invasive Mucormykose wie die in Kapitel 1.4.3
beschriebenen Symptome (Walsh et al., 2012). Eine weitere hilfreiche
Bildgebung stellt die Positronen-Emissions-Tomographie-CT (PET-CT) mit Fluor-
18-Deoxyglucose (FDG) dar (Liu et al.,, 2013). Durch einen zusatzlichen
negativen Aspergillus-Galaktomannantest im Patientenserum, sowie in der
bronchoalveolaren Lavage, kann die Verdachtsdiagnose einer Mucormykose
unterstutzt werden (Jha et al., 2013).

Auf Grund des geringen Anteils von 1,3-B-D-Glukanen in der Mucorales-
Zellwand eignet sich der 1,3-p-D-Glukantest weniger zum Nachweis von
Mucorales-Antigenen. Daher wird zur Diagnostik von invasiven Mucormykosen
der 1,3-B-D-Glukantest aktuell nicht empfohlen, wohingegen die Durchfiihrung
des Aspergillus-Galaktomannantest bei der Abgrenzung zu einer Aspergillose
absolut hilfreich sein kann (Cornely et al., 2014). Des Weiteren besteht die
Mdoglichkeit zur Durchfihrung einer Mucorales Echt-Zeit- Polymerase-
Kettenreaktion (Real-Time-Polymerase-Chain-Reaction, RT-PCR), die auf die
ribosomale 18s DNA von Mucorales abzielt. Hierzu eignet sich frisches
Biopsiematerial am besten (Lass-Florl et al., 2007, Rickerts et al., 2007). Durch
Sequenzierung des ribosomalen internal transcribed spacer (ITS), einer
Nukleotidsequenz, konnen Spezies und Gattungen von Mucorales
nachgewiesen werden. Die alternative Technik Matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF), kann durch Massen-
spektrometrie bereits viele Pilzspezies identifizieren. Diese Methode klingt
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vielversprechend, muss allerdings noch weiter validiert werden (Cornely et al.,
2014).

1.4.5. Therapie von Mucormykosen

Die Therapie von Mucormykosen wird auf Grund der haufig verkannten Diagnose
oft zu spat eingeleitet. Zudem wird in einigen Fallen falschlicherweise eine
haufiger vorkommende invasive Aspergillose diagnostiziert und folglich eine
Therapie mit Voriconazol eingeleitet, gegen die Mucorales resistent ist. Neben
Voriconazol besitzt Mucorales natirliche Resistenzen gegen das Antimykotikum
Caspofungin (Boucher et al., 2004). Seitdem Amphotericin B als erste
Therapieform zur Verfugung steht, sank die Letalitat von Mucormykosen
erheblich (Rogers, 2008). Die European Society for Clinical Microbiology
(ESCMID) und die ECMM haben fir die Therapie von Mucormykosen
Empfehlungen herausgegeben und Leitlinien erstellt. So wird Kindern und
Erwachsenen ein chirurgisches Debridement in Kombination mit einer
medikamentdsen Therapie in Form von liposomalem Amphotericin B, welches
weniger nephrotoxisch ist als das konventionelle AmphotericinB-Desoxycholat,
in einer Dosis von 5 mg/kg/Tag empfohlen (Cornely et al., 2014). Nach einem
umfangreichen Review von Roden et al. wurde ebenso die hdchste
Uberlebensrate durch eine kombinierte Therapie aus chirurgischem Debridement
und liposomalem Amphotericin B erzielt (Roden et al., 2005). Nach der SECURE
und VITAL Studie von 2016 konnte bei Patienten mit eingeschrankter
Nierenfunktion und somit bestehender Kontraindikation flr eine Amphotericin B
Therapie eine ebenso erfolgreiche Behandlung mit Isavuconazol, einem Triazol
der zweiten Generation, erreicht werden. Initial wird an den ersten beiden
Therapietagen eine Loading-dose von 200 mg/8h empfohlen. Im Anschluss
daran soll eine Erhaltungsdosis von 200 mg/Tag verabreicht werden (Marty et
al., 2016, Maertens et al., 2016). Auch bei padiatrischen Patienten konnte in
einigen Fallen eine erfolgreiche Behandlung mit Isavuconazol nachgewiesen
werden. Die Dosierung erfolgt allerdings gewichtsadaptiert (Barg et al., 2018).

Als Zweitlinien-Therapie werden derzeit Empfehlungen fur eine Behandlung mit
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200 mg Posaconozol 4 Mal taglich ausgesprochen (Cornely et al., 2014).
Pradisponierende Faktoren wie eine Neutropenie, eine Hyperglykamie
oder Ketoazidose missen selbstverstandlich mitbehandelt werden. Bei
neutropenischen Patienten empfiehlt sich eine Therapie mit Granulocyte-Colony
Stimulating Factor (G-CSF), um die Anzahl zirkulierender Granulozyten
anzuheben (Kontoyiannis et al., 2000, Pagano et al., 2004, Roden et al., 2005).
Bei Diabetikern kann eine adjuvante Therapie mit Deferasirox hilfreich sein (siehe
Kapitel 1.4.2.) (Cornely et al., 2014).

Die Indikation flr ein chirurgisches Debridement ergibt sich haufig bei sinu-
orbitalen Manifestationsformen sowie bei kutanen Mucormykosen zur lokalen
Sanierung und zur Biopsiegewinnung. Bei invasiven pulmonalen Mucormykosen
ist ein chirurgisches Eingreifen h&ufig im Rahmen von Blutungen durch
Gefal3einbriiche indiziert (Skiada and Petrikkos, 2009, Cornely et al., 2014).

Neben den konventionellen Therapiemalinahmen werden aktuell spezifische
Immuntherapiemdéglichkeiten  erforscht, um  invasive  Pilzinfektionen
einzudammen. Hierzu zahlt die Chimeric Antigen Receptor (CAR)-T-Zell-
Therapie bei der gentechnisch veranderte T-Zellen einen antigenspezifischen
Rezeptor, wie beispielweise Dectin-1, erhalten, welcher B-Glukane und somit
Pilzinfektionen erkennt und abwehren kann (Kumaresan et al., 2014, Kumaresan
et al., 2018).

1.4.6. Prognose und Letalitdt von Mucormykosen

Die Prognose bei bestehender Mucormykose richtet sich nach der Invasivitat, der
Lokalisation und der Vorerkrankungen. Kutane Mucormykosen haben bei
Weitem eine bessere Prognose als andere Formen. Eine Studie von Lanternier,
die 101 Kklinische Falle einschloss, wies an Tag 90 eine Letalitatsrate von 44 %
auf und konnte einen Zusammenhang zwischen der Lokalitat der Infektion und
der Sterberate feststellen. So betrug die Letalitatsrate bei kutanen
Mucormykosen 22 9%, bei rhinozerebralen 25 %, bei pulmonalen

48 % und bei disseminierten 79 % (Lanternier et al., 2012). Ebenso scheint die
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Letalitat abhangig von der Grunderkrankung zu sein, sodass die Gesamt-
Letalitatsrate bei Diabetikern 32 - 44 %, bei Patienten mit Malignomen 60 - 66 %,
bei Traumapatienten 11 % und bei Patienten ohne Grunderkrankung 35 %
betragt (Lanternier et al., 2012, Roden et al., 2005). Ebenso konnten Chamilos
et al. zeigen, dass sich die Letalitat durch eine verspatet eingeleitete Therapie

fast verdoppelte (Chamilos et al., 2008c).

1.5. Immunpathologie von Mucormykosen

1.5.1. Abwehrmechanismen des Immunsystems gegenuber
Pilzpathogenen

Der immunkompetente Mensch besitzt diverse Abwehrmechanismen gegenuber
Pilzsporen, sodass die Entstehung bzw. das Voranschreiten zu einer invasiven
Infektion vermieden wird. Durch die Zusammenarbeit zwischen innatem
(angeborenem) und adaptivem (erworbenem) Immunsystem ist eine effektive
Abwehr mdglich. Erste Abwehrfunktion durch das angeborene Immunsystem
stellen die mikrobielle Standortflora der intakten Haut und Schleimhaut, sowie die
Oberflachenepithelien des respiratorischen und gastrointestinalen Traktes dar
(McCormack et al., 2003, Murphy et al., 2018). Das angeborene Immunsystem
bestent neben den humoralen Komponenten wie den Defensinen und dem
Komplementsystem aus natlrlichen Killer-Zellen (NK-Zellen), gamma-delta-T-
Zellen (ydT-Zellen), epithelialen und endothelialen Zellen sowie professionellen
Phagozyten. Bei der direkten unspezifischen Immunabwehr spielen die
Phagozyten eine wesentliche Rolle. Hierzu gehéren mononukledre Leukozyten
(Makrophagen und Monozyten), neutrophile Granulozyten (polymorphnuclear
neutrophils, PMN) und dendritische Zellen (DCs) (Calderone, 2001), welche in
der Lage sind pathogene Erreger unmittelbar nach der Infektion durch
antimykotische Effektormechanismen zu eliminieren. Demnach kénnen
Defizienzen im innaten Immunsystem durch fehlende sofortige Eliminierung von
Mucorales-Konidien sowie durch fehlendes Aufhalten der Auskeimung der

Konidien zu Keimschlauchen bereits eine Ausbreitung der Erkrankung
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ermdglichen (Ibrahim et al., 2012). Abbildung 1.4 soll die inhalative Aufnahme

der aerogenen Pilzkonidien sowie deren Adhéarieren an das Epithel

veranschaulichen. Aufgenommene Konidien reifen zu Keimschlauchen heran,

uberwinden die Basalmembran und kdnnen so in die Wirtszelle eindringen. Die

involvierten Zelltypen der innaten Immunantwort und deren Verbindung zur

adaptiven Immunantwort werden ebenso schematisch dargestellt.
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Abbildung 1.4: Alveolare Abwehrreaktion durch das innate Inmunsystem nach inhalativer

Konidienaufnahme
Die Abbildung wurde aus Park et al. (2009) entnommen und modifiziert. Abkirzungen: DC:

dendritische Zelle, NK: Natdrliche Killerzelle; PMN: Polymorphkernige Leukozyten; Th-Zelle: T-
Helfer-Zelle (Park and Mehrad, 2009).
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Damit allerdings eine direkte Immunantwort induziert werden kann, missen die
innaten Immunzellen eingedrungene Pathogene als fremd detektieren. Spezielle
molekulare Muster ermdglichen dem innaten Immunsystem die Erkennung von
vorhandenen Pathogenen. Viele Mikroorganismen besitzen sogenannte
Pathogen-associated molecular patterns (PAMPSs), die von den innaten
menschlichen Immunzellen Uber Pattern Recognition Receptors (PRRs) erkannt
werden (Akira et al., 2001, Anderson, 2000) (siehe Kapitel 1.5.3.). Die
unterschiedlichen Zellwandbestandteile verschiedener Pilzspezies scheinen
unterschiedliche PRRs zu aktivieren, die wiederrum diverse Signalwege
auslosen (Gil-Lamaignere et al., 2005) (siehe Kapitel 1.5.4.). Zudem existieren
von den meisten Erregern verschiedene Morphotypen, die sich ebenso
hinsichtlich der Immunogenitdt und Affinitat zu den PRRs der innaten
Immunzellen unterscheiden (Romani et al., 2002).

Nach Aktivierung der PRRs werden in den Phagozyten antimykotische
Effektormechanismen induziert. Die Abwehr des Erregers erfolgt entweder durch
Phagozytose oder durch die direkte Zerstérung des Pathogens. Hierbei wird
zwischen dem oxidativen oder nicht-oxidativen Mechanismus unterschieden.
Der oxidative Signalweg, auch als Respiratory Burst (oxidativer Burst) bekannt,
nutzt beispielsweise die Nicotinamidadenindinukleotid-phosphat-(NADPH-)
Oxidase und die Stickstoffmonoxid-Synthase zur Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS). ROS schadigt die Zellwandstrukturen der Pilze tber
Proteinmodifikationen,  Nukleinsaure-Abbriche und Lipidperoxidationen
(Mansour and Levitz, 2002). Demnach sind Menschen, die einen genetischen
Mangel an NADPH-Oxidase aufweisen, empfanglicher fir bakterielle oder
mykotische Infektionen (Murphy et al., 2018). Der nicht-oxidative Signalweg
besteht aus der Freisetzung von kationischen Peptiden wie den Defensinen und
weiteren Effektormolekilen (Mansour and Levitz, 2002). Zeitgleich wird durch die
Produktion von Chemokinen und Zytokinen (siehe Kapitel 1.5.2.) sowie durch
professionelle antigenprasentierende Zellen, die in Lymphknoten einwandern
und infolgedessen die Proliferation von T-Helfer-Zellen (Tn-Zellen) stimulieren,
das adaptive Immunsystem aktiviert (Romani, 2004, Park and Mehrad, 2009)
(siehe Abbildung 1.4).
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Im Folgenden soll die spezifische Funktion der jeweiligen Immunzellen im
Rahmen der innaten Immunabwehr bei Pilzinfektionen naher beschrieben

werden.

NK-Zellen stellen eine wichtige Zellpopulation bei der ersten Abwehr von
Pilzinfektionen dar. Sie Ubernehmen eine regulatorische Rolle bei der direkten
Immunantwort und induzieren eine Freisetzung von Zytotoxinen, welche fir eine
Eindammung der Gewebsschadigung sorgen. Die Aktivitat der NK-Zellen wird
durch Makrophagen, DCs und T-Zellen sowie deren Zytokinfreisetzung
gesteuert. Vor allem gelten die Zytokine Interleukin-12 (IL-12) und Interferon
(INF) als Aktivatoren fur NK-Zellen (Vivier et al., 2008). Die Rolle der NK-Zellen
wurde auch im Rahmen von Mucormykosen naher untersucht. Hierbei konnten
R. arrhizus-Hyphen eine Aktivierung der NK-Zellen auslésen und eine
Schadigung durch Freisetzung von Perforinen induzieren. Im Gegensatz hierzu

konnten Konidien keine NK-Zellen-Aktivierung hervorrufen (Schmidt et al., 2013).

Eine weitere unverzichtbare Zellpopulation der innaten Immunabwehr stellen die
neutrophilen Granulozyten dar, welche bei der Abwehr von Pilzen eine
besonders wichtige Rolle spielen (siehe Kapitel 1.4.2.). Neutrophile reichern sich
schnell in inflammatorischem Gewebe an wund haben die stérkste
phagozytotische Aktivitdt (Murphy et al., 2018). Neben der Fahigkeit zur
Phagozytose und Freisetzung von ROS, setzen Neutrophile kationische Peptide
frei. Neutrophil cationic peptides NP-1 und NP-2 sind dazu befahigt
Keimschlauche von R. arrhizus effektiv abzutdten, nicht jedoch R. arrhizus-
Konidien (Waldorf, 1989) (siehe Abbildung 1.5). Einen weiteren
Abwehrmechanismus der neutrophilen Granulozyten stellt die Freisetzung von
neutrophil extracellular traps (NETs) dar. Dieser Mechanismus ermoglicht
Neutrophilen das Festhalten von Mikroorganismen (Murphy et al., 2018) und
inhibiert speziell bei Pilzinfektionen das Wachstum von Hyphen (McCormick et
al., 2010). Die Relevanz Neutrophiler bei der Abwehr von invasiven Mykosen
konnte durch mehrere Studien bestatigt werden. So wurde bei neutropenischen
Patienten gegenuber nicht neutropenischen Patienten eine verstarkte

Angioinvasion im Rahmen einer bestehenden Mucormykose festgestellt (Ben-
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Ami et al., 2009). Durch weitere experimentelle Untersuchungen wurde gezeigt,
dass Neutrophile in der Lage sind neben Konidien, auch Hyphen von
A. fumigatus und R. arrhizus durch strukturelle Veranderungen der Hyphen-
Formation zu zerstéren (Diamond et al., 1978). Es wurde allerdings eine starkere
Resistenz von Rhizopus spp. gegentber Phagozytose und Hyphenschadigung
durch Neutrophile im Vergleich zu A. fumigatus in vitro nachgewiesen (Gil-
Lamaignere et al., 2005, Chamilos et al., 2008a). Im Drosophila melanogaster
Model, welches wichtige Aspekte einer Mucormykose im Menschen imitieren soll,
wurden konforme Ergebnisse hinsichtlich erhéhter Resistenz von R. arrhizus im
Vergleich zu A. fumigatus gegeniuber Phagozytose und Hyphenschadigung
beobachtet. Hierbei gelang es R. arrhizus im Gegensatz zu A. fumigatus
innerhalb sehr kurzer Zeit immunkompetente D. melanogaster Fliegen zu
infizieren und zu téten (Chamilos et al., 2008b). Dartber hinaus wurde
festgestellt, dass Keimschlauche von R. arrhizus im Gegensatz zu Konidien eine
Rekrutierung neutrophiler Granulozyten mit nachfolgender Inflammation
induzieren (Pagano et al., 1997, Waldorf and Diamond, 1985).

Ein weiterer Zelltyp der innaten Immunabwehr stellen Monozyten dar, welche
wahrend einer Infektion zur Differenzierung zu Makrophagen oder dendritischen
Zellen im Stande sind. Bei einer Entziindung verlassen sie den Blutkreislauf
und wandern in die Gewebe ein, sodass sie ab diesem Zeitpunkt die
Funktion inflammatorischer Monozyten Ubernehmen und zur Produktion
proinflammatorischer Zytokine dienen. 90 % der im Blut zirkulierenden
Monozyten exprimieren auf ihrer Oberflache CD14-Antigene, welche wichtige
Co-Rezeptoren fur PRRs bei der Erkennung von Mucorales darstellen (siehe
Kapitel 1.5.3.) (Murphy et al.,, 2018). Im Rahmen von Mucormykosen sind
Makrophagen dazu befahigt Keimschlauche und Hyphen von R. arrhizus effektiv
zu eliminieren. Im Gegensatz dazu wird bei R. arrhizus-Konidien lediglich die
Entwicklung zu ausgekeimten Stadien unterbunden (Waldorf, 1989) (siehe
Abbildung 1.5).
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Abbildung 1.5: Morphotypabhangige Effektormechanismen von Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten gegen Mucorales

Die Abbildung wurde aus Ghuman und Voelz (2017) entnommen und modifiziert (Ghuman and
Voelz, 2017) und soll die Abwehrreaktion von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten
gegen verschiedene Morphotypen von Mucorales darstellen. Abkirzungen: NP: Neutrophil

cationic peptide, Oz": reaktive Sauerstoffspezies

DCs stellen neben den Monozyten eine weitere Population mononukleérer Zellen
dar, die an der direkten Immunabwehr von Pilzen beteiligt ist (Lother et al., 2014).
DCs sind sowohl fir das innate als auch das adaptive Immunsystem von enormer
Bedeutung (Leon et al.,, 2005). Durch Pathogenkontakt reifen DCs zu
professionellen antigenprasentierenden Zellen (APC) heran und kdnnen
naive T-Zellen aktivieren und zu deren Differenzierung zu verschiedenen
T-Helferzellen (Thl-, Th2-, Thl7-, Treg-Zellen) beitragen (Iwasaki and Medzhitov,
2010). Diese maturierten T-Zellen sezernieren daraufhin eine Reihe an
Zytokinen, welche die jeweilige Zytokinsekretion der innaten Immunzellen in
einem weiteren positiven Feedbackmechanismus verstarken. Auf diese Weise
stellen DCs die Schnittstelle zwischen innatem und adaptivem Immunsystem dar
(Murphy et al., 2018). Innerhalb der Zellpopulation der DCs wird zwischen
verschiedenen Subtypen differenziert, welche Unterschiede in der
Phagozytoseaktivitat sowie der Expression ihrer Oberflachenmolekile, inklusive
PRRs, aufweisen.
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Die grof3ten DC-Subgruppen reprasentieren die myeloid dendritic cells (mDCs),
die plasmacytoid dendritic cells (pDCs) sowie die monocyte-derived dendritic
cells (moDCs), welche sich aus Monozyten entwickeln. mDCs und pDCs sind nur
in sehr geringen Mengen im Blut vorhanden, weshalb sich fir experimentelle in
vitro-Studien moDCs besonders gut eignen, da sie in groBen Mengen aus
Monozyten, welche aus humanem Vollblut gewonnen werden, durch
standardisierte Protokolle hergestellt werden kénnen. Aus diesem Grund wurde
auch in der vorliegenden Arbeit die moDC-Mucorales-Interaktion experimentell
untersucht.

Die Interaktion zwischen DCs und Aspergillus wurde bereits in mehreren Studien
beschrieben. Hierbei wurde festgestellt, dass pulmonale DCs und moDCs durch
Phagozytose von Aspergillus-Konidien und -Hyphen maturieren und folglich
Th-1-Zellen des adaptiven Immunsystems aktivieren (Bozza et al., 2002). Weitere
Studien konnten eine Induktion proinflammatorischer Zytokine durch moDCs
nach Kontakt mit Aspergillus beobachten (Mezger et al., 2008, Morton et al.,
2011).

Gleichwohl die Interaktion zwischen Mucorales und DCs im Vergleich zu anderen
innaten Immunzellen bislang wenig erforscht wurde, konnte in einer in vitro Studie
gezeigt werden, dass durch R. arrhizus-Konidien keine DC-Aktivierung
ausgelost wurde. Im Gegensatz dazu bewirkten Hyphen von R. arrhizus
eine starke proinflammatorische Freisetzung von Zytokinen (IL-23 und
Tumornekrosefaktor-a, TNF-a) in DCs, was zur Einleitung der adaptiven
Immunantwort fiihrte. Ahnlich der Abwehrfunktion von Neutrophilen und
Makrophagen gegenuber Mucorales ist auch die Immunantwort der DCs
abhangig vom Mucorales-Morphotypen (Chamilos et al., 2010). Eine
schematische Darstellung hierzu bietet die Abbildung 1.6.

Die beschriebenen Mechanismen der innaten Immunabwehr sorgen flr eine
direkte Elimination der eingedrungenen Pilzpathogene innerhalb kirzester Zeit,
so dass keine wahrnehmbare Erkrankung des Wirtes zustande kommt. Im Falle,
dass sich auf Grund der nicht ausreichend wirksamen Mechanismen der innaten
Immunantwort eine manifeste Infektion entwickelt, werden spezifischere

Mechanismen des adaptiven Immunsytems eingeleitet. Die durch DCs aktivierte
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adaptive T-Zell-Iimmunantwort lasst sich in den protektiven Th-1-Typ und den
nicht protektiven Th-2-Typ unterteilen. Die Typ-1-Antwort besteht aus der
Induktion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a und INF-y, die Makrophagen
und zytotoxische T-Zellen aktivieren und somit die Erregerelimination
beglnstigen (Morton et al., 2012). Die Typ-2-Antwort hingegen sorgt durch
Herabregulierung der Typ-1-spezifischen Zytokine fur eine Einddmmung der
proinflammatorischen Immunantwort. Auf diese Weise wird eine Balance
geschaffen zwischen antimykotischen Abwehrmechanismen und den
UbermaRig-inflammatorischen Prozessen, die zu einer fortschreitenden
Gewebedestruktion fuhren (Akira et al.,, 2001, Romani, 2004, Mencacci et al.,
2000). Thl17-Zellen sind durch die IL-17-Produktion charakterisiert und verstarken
die Immunreaktion der Neutrophilen (Murphy et al., 2018). Die Th-17-Antwort
wird vor allem durch IL-23-Produktion induziert (Chamilos et al., 2010). Treg-
Zellen dammen ebenso die exzessive inflammatorische Antwort ein und
unterstitzen die Entwicklung von T-Ged&chtniszellen zum dauerhaften Schutz
des Organismus gegenuber Pilzpathogenen (Murphy et al., 2018).
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Abbildung 1.6: Morphotypabhéngige Immunantwort dendritischer Zellen gegen Mucorales
Die Abbildung wurde aus Ghuman und Voelz (2017) entnommen und modifiziert (Ghuman and
Voelz, 2017) und soll die Immunantwort dendritischer Zellen auf verschieden Morphotypen von

Mucorales schematisch darstellen.
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1.5.2. Bedeutung von Zytokinen im Rahmen von Pilzinfektionen

Zytokine sind regulatorische Proteine, die von Leukozyten und teilweise auch von
anderen Zellen des menschlichen Korpers ausgeschuttet werden und abhangig
von ihrer Halbwertszeit und der Fahigkeit in den Blutkreislauf zu gelangen,
autokrin, parakrin oder endokrin wirken koénnen. Sie sind fur die
Signalubertragung zur Effektorzelle verantwortlich und regulieren auf diese
Weise Wachstum, Differenzierung und Aktivitat von Zielzellen. Es wird
zwischen einer Vielzahl an Zytokinen unterschieden, die sich in
folgende Familien untergliedern lassen: Chemokine, Interleukine (IL), Interferone
(INF), Tumornekrosefaktoren (TNF) und Hamatopoetine, denen die
koloniestimulierenden Faktoren wie beispielsweise Granulozyten-Monozyten-
Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-CSF), Granulozyten-Kolonie-stimulierende
Faktor (G-CSF) aber auch IL-6 angehdren.

Chemokine sind ebenso regulatorische Proteine, die Effektorzellen wie
neutrophile Granulozyten oder Monozyten zu Infektionsherden attrahieren
(Murphy et al., 2018).

Nachfolgend werden ausgewahlte Vertreter der Zytokine, deren Expression und
Freisetzung im Rahmen der Fragestellung dieser Arbeit analysiert wurden, naher

beschrieben.

IL-18 ist ein klassisches proinflammatorisches Zytokin, welches auch bei der
Abwehr von Pilzinfektion eine bedeutende Rolle einnimmt. IL-18 wird von
Makrophagen und Epithelzellen produziert. Es aktiviert das Endothel von
Blutgefal3en und sorgt daflir, dass Effektorzellen verstarkt wirken kbnnen, indem
sie den Blutkreislauf verlassen und in die Gewebe eindringen. Zusatzlich sorgt
es fur die Aktvierung von Ti17-Zellen des adaptiven Immunsystems und induziert
daruber hinaus Fieber (Rivest et al., 2000).

In einer vitro Studie konnte eine Induktion von IL-1f in Alveolarmakrophagen und
Monozyten nach Kontakt mit Aspergillus-Konidien und -Hyphen nachgewiesen
werden (Warris et al., 2005).

TNF-a wird hauptsachlich von Zellen der myeloischen Reihe (Monozyten,
Makrophagen, DCs und Neutrophile) sezerniert (Park and Mehrad, 2009) und
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aktiviert ebenfalls das Gefaliendothel. Es steigert dessen Durchlassigkeit, was
zu einem Zustrom von Immunglobulinen und Komplement und zugleich zu einem
vermehrten Abstrom von Flussigkeit zu den Lymphknoten fuhrt. Systemisch
werden durch TNF-a Fieber und Schock hervorgerufen (Murphy et al., 2018). Des
Weiteren sorgt TNF-a fur eine Induktion der Th-1-Antwort (Xu et al., 2016).

Im Rahmen von Aspergillosen wurde sowohl in humanen Monozyten als auch in
murinen Makrophagen nach Kontakt mit Aspergillus-Konidien eine vermehrte
Produktion von TNF-a induziert (Netea et al., 2003, Wang et al., 2001). Durch
Studien im Mausmodell wurde erkenntlich, dass die durch A. fumigatus
ausgeloste Zytokinsekretion von TNF-a und IL-10 von der Art der in den
Versuchsmausen angewandten Immunsuppression abhéngig zu sein scheint
(Balloy et al., 2005). Daruiber hinaus steigert TNF-a die Fahigkeit Neutrophiler
zur Aspergillus-Hyphenschadigung (Roilides et al., 1998).

Im Zusammenhang mit Mucormykosen konnte den proinflammatorischen
Zytokinen TNF-a und IL-1B eine ebenso bedeutende Rolle bei der innaten
Immunantwort zugewiesen werden. In Neutrophilen wurde nach Kontakt mit
R. arrhizus-Hyphen eine verstarkte relative Expression von TNF-a und IL-1(3
beobachtet (Simitsopoulou et al., 2010, Gil-Lamaignere et al., 2005, Chamilos et
al., 2008a). Es ist fraglich ob, die Freisetzung dieser proinflammatorischen
Zytokine auch bei den Abwehrmechanismen mononuklearer Zellen des innaten

Immunsystems gegen Mucorales zum Tragen kommen.

1.5.3. Bedeutung von PRRs innater Immunzellen bei der Abwehr von Pilzen

Die Erkennung von Pathogenen geschieht Gber ein sehr komplexes System an
Rezeptoren. Menschliche innate Immunzellen exprimieren PRRs, welche in der
Lage sind PAMPs verschiedener Mikroorganismen zu erkennen und
infolgedessen Uber Adaptermolekile und Transkriptionsfaktoren eine
Immunantwort einzuleiten (Murphy et al., 2018), deren Art und Auspragung vom
Zelltyp und den involvierten Signalwegen abhangen. Bei den PAMPs handelt es
sich um spezifische Strukturmotive. Dazu gehoren Zuckerpolymere an der
Oberflache von Pilzen wie Chitine, Mannane oder [(-D-Glukane,
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Zellwandbestandteile von Bakterien wie Lipopolysaccharide (LPS), Peptide oder
Nukleinsauren von Viren und Bakterien. Zu den PRRs z&hlen die Familie der
Toll-like-Rezeptoren (TLR), der C-Typ und der S-Typ Lektinrezeptoren. Diese
Rezeptoren werden hauptsachlich auf Monozyten, Makrophagen, neutrophilen

Granulozyten und dendritischen Zellen exprimiert (Netea et al., 2008).

Die Entdeckung der Toll-Rezeptoren erfolgte am Drosophila-Fliegenmodell.
Durch experimentelle Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass Toll-
Rezeptoren bei der Abwehr von Pilzpathogenen eine besondere Rolle
einnehmen. Es stellte sich heraus, dass Toll-defiziente Fliegen empfanglicher fur
invasive Aspergillosen und Mucormykosen waren (Chamilos et al., 2008Db).
Spater wurden auf menschlichen innaten Immunzellen den Toll-Rezeptoren sehr
ahnliche Rezeptoren, die Toll-Like-Rezeptoren, identifiziert (Murphy et al., 2018).
Toll-like-Rezeptoren gehoren der Klasse der Typ-I-Transmembranproteine an
(Medzhitov et al., 1997). Sie spielen eine bedeutende Rolle bei der Immunabwehr
gegen Bakterien, Viren und Pilze. Auf menschlichen Zellen wird zwischen zehn
verschiedenen TLR-Arten differenziert, deren Expression sich abhangig vom
Zelltyp unterschiedlich stark prasentiert (Murphy et al., 2018). Welcher TLR
stimuliert wird und eine Immunantwort einleitet, hangt von der Pilzspezies, dem

Morphotypen und dem Infektionsweg ab (Romani, 2004).

TLR2 konnte im humanen peripheren Blut auf der Oberflache von neutrophilen
Granulozyten, Monozyten, und DCs nachgewiesen werden, wobei in einer Studie
eine starkere Expression von sowohl TLR2 als auch TLR4 auf Monozyten im
Vergleich zu Neutrophilen des gleichen Spenders festgestellt wurde (Kurt-Jones
et al.,, 2002, Murphy et al.,, 2018). TLR2 stellt einen wichtigen Rezeptor fir
grampositive Bakterien, Peptidoglykane, Zymosane sowie fur mykobakterielle
Ara-lipoarabinomannane dar (Murphy et al., 2018). Es konnte eine Beteiligung
von TLR2 an der Erkennung von Pilzpathogenen festgestellt werden. Jedoch
scheint die proinflammatorische Immunantwort in Form einer TNF-a- und IL-13-
Sekretion durch TLR2-Stimulation schwacher auszufallen als die durch TLR4-

aktivierte eingeleitete Immunantwort. Des Weiteren wurde beschrieben, dass die
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Aktivierung von TLR2-Signalwegen eher zu einer Th2- und Treg-Immunantwort
fuhrt (Sutmuller et al., 2006, Netea et al., 2004).

TLR4 wird auf der Oberflache von Neutrophilen, Makrophagen und DCs
exprimiert und wird vor allem durch Lipopolysaccharide (LPS) gramnegativer
Bakterien aber auch durch Lipoteichonsauren grampositiver Bakterien aktiviert
(Murphy et al.,, 2018). Um LPS zu erkennen, benétigt TLR4 zusatzlich das
akzessorische Protein MD-2. Im Rahmen einer Infektion kann sich LPS von der
Oberflache gramnegativer Bakterien ablésen und wird im Folgenden durch ein
LPS-bindendes Protein auf das Oberflachen-Protein CD14 Ubertragen. CD14
befindet sich auf der Oberfliche von Neutrophilen, Makrophagen und
dendritischen Zellen und wird auf diese Weise ebenso zum akzessorischen
Protein von TLR4 (Murphy et al., 2018). Darlber hinaus spielt TLR4 eine ebenso
bedeutende Rolle bei der Immunabwehr von Pilzen, indem es Mannan-
Strukturen der Pilzoberflache erkennt und folglich eine Immunantwort einleitet.
Durch eine TLR4 induzierte Immunantwort werden neben TNF-a und IL-13 auch
vermehrt Zytokine wie INF-y und IL-12 produziert (Hirschfeld et al., 2001), welche
den protektiven Th-1-Schenkel des adaptiven Immunsystems aktivieren (Re and
Strominger, 2001, O'Neill, 2002).

Neben den TLRs, stellt die Familie der Lektin-Rezeptoren eine wichtige Gruppe
von PRRs zur Erkennung humanpathogener Erreger dar. Hierzu gehort unter
anderem der C-Typ Lektin-Rezeptor (CLR) Dectin-1, auch bekannt als C-type
lectin domain family 7 member A (CLEC7A), welcher als Hauptrezeptor fur
B-Glukane fungiert und ebenso die Produktion von Zytokinen und Chemokinen
induziert. Dectin-1 wird auf Makrophagen, Monozyten, Neutrophilen und DCs
exprimiert (Taylor et al.,, 2002). Im Vergleich zu Makrophagen wurde eine
starkere Expression der Dectin-1-Rezeptoren auf DCs nachgewiesen. Darlber
hinaus unterstiitzen Dectin-1-Rezeptoren die Funktion von auf Makrophagen und
dendritischen Zellen befindlichen TLR2, die mit B-Glukanen in Kontakt treten, und

verstarken die ausgelOste Zytokinantwort (Gantner et al., 2003).

Die Expression von PRRs auf innaten Immunzellen ist keinesfalls konstant.

Interessanterweise konnen Zytokine Einfluss auf die Expression der PRRs
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nehmen. In einer Studie konnte die Auswirkung von GM-CSF, einem Zytokin der
Hamatopoetinfamilie, auf die Expression verschiedener TLRs gezeigt werden.
Durch die Gabe von GM-CSF konnte ein deutlicher Anstieg der Expression von
TLR2 auf Neutrophilen beobachtet werden, wohingegen die Expression von
TLR4 konstant niedrig blieb. Bei Monozyten zeigte sich ein schwacherer Effekt;
beide Rezeptoren konnten nur leicht vermehrt exprimiert werden (Kurt-Jones et
al., 2002).

Im Rahmen invasiver Pilzmykosen, konnte bereits zum Teil die spezifische Rolle
der an der Pilzerkennung beteiligten PRRs herausgestellt werden. Bislang
wurden vor allem Erkenntnisse Uber die Rolle der PRRs bei der Erkennung von
A. fumigatus gewonnen. Mehrere Studien berichteten Uber die Relevanz von
TLR2 und TLR4 bei der Detektion und Abwehr von Aspergillus ssp. (Bellocchio
et al., 2004, Wang et al., 2001, Mambula et al., 2002, Netea et al., 2003). In
murinen  Makrophagen zeigte sich nach Aspergillus-Kontakt eine
morphotypabhangige Sekretion proinflammatorischer Zytokine. Eine erhdhte
Sekretion von TNF-a und IL-1B erzielten Aspergillus-Konidien durch die
Stimulation von TLR2 und TLR4, wohingegen Aspergillus-Hyphen im Rahmen
ihrer Auskeimung die Fahigkeit zur TLR4-Stimulation verloren und lediglich TLR2
stimulierten (Netea et al., 2003). Ahnlich groR scheint die Relevanz von TLR2 bei
der Erkennung von A. fumigatus durch humane Peripheral Blood Mononuclear
Cells (PBMCs, mononukleare Zellpopulation bestehend aus Lymphozyten,
Monozyten und DCs) zu sein. Hierbei zeigte sich nach Blockade des TLR4 von
PBMCs keine verminderte Zytokinfreisetzung weder nach Stimulation mit
Konidien noch mit Hyphen von A. fumigatus. Im Gegensatz hierzu konnte durch
die Blockade von TLR2 auf humanen PBMC nach Stimulation mit Aspergillus-
Konidien und -Hyphen eine stark reduzierte Zytokinfreisetzung festgestellt
werden (Netea et al., 2003). Des Weiteren wurde in murinen moDCs durch
Stimulation mit A. fumigatus-Hyphen ebenfalls eine TLR2-abhangige
Zytokinfreisetzung beobachtet (Braedel et al., 2004). Durch experimentelle
Untersuchung der moDCs-Aspergillus-Interaktion wurde eine Hochregulierung
von TLR2, TLR4 und Dectin-1 in moDCs nach Kontakt mit Aspergillus festgestellt
(Lother et al., 2014). Dartber hinaus wurde bereits in moDCs durch Inhibition des
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B-Glukan-Rezeptors, Dectin-1, eine Reduktion der proinflammatorischen Antwort

nach Aspergillus-Kontakt beobachtet (Mezger et al., 2008).

Im Hinblick auf die zunehmende Relevanz von Mucormykosen, sollte die
Interaktion zwischen Mucorales und innaten Immunzellen ebenso gezielt
untersucht werden. Bisher wurde in nur wenigen Studien Uber PRRs berichtet,
die an der Erkennung von Mucorales beteiligt sind. Es konnte bereits
demonstriert werden, dass Hyphen von R. arrhizus eine vermehrte Expression
von TLR2 an der Oberflache von Neutrophilen induzieren (Chamilos et al.,
2008a). Fur die DC-Aktivierung scheinen ebenso B-Glukane von Mucorales von
enormer Bedeutung zu sein. Einer Studie zufolge konnte durch Blockade des
Dectin-1-Rezeptors, eine komplette Inhibierung der IL-23-Sekretion durch DCs
beobachtet werden, was auf eine Dectin-1-abhangige Immunantwort schlie3en
lasst (Chamilos et al., 2010). Allerdings ist die Involvierung verschiedener PRRs
in die Detektion von Mucorales derzeit noch nicht vollkommen ersichtlich. Es ist
unklar, ob TLR2 bzw. TLR4 auch auf anderen innaten Immunzellen bei der
Mucorales-Erkennung eine Rolle spielen und, ob deren Aktivierung
morphotypabh&ngig geschieht. Ebenso ist fraglich, inwiefern Dectin-1 fernab der
DC-Immunabwehr an der Erkennung von Mucorales beteiligt ist und, ob die

Aktivierung des Rezeptors ebenfalls morphotypabhéngig erfolgt.

1.5.4. Durch aktivierte PRRs eingeleitete Signalwege

Die durch PAMPs stimulierten PRRs lI6sen verschiedene Signalwege aus, die zur
Aktivierung von unterschiedlichen Transkriptionsfaktoren und letztendlich zu
einer Immunantwort in Form einer Zytokinfreisetzung und hierdurch auch zur
Aktivierung des adaptiven Immunsystems fuhren. Stimulierte TLR2 und TLR4
treten mit myeloid differentiation 88 (MyD88), einem Adaptermolekul, welches ftr
die Signalibertragung zustandig ist, in Kontakt. Hierbei wird zwischen einem
MyD88-abhangigen oder -unabhangigen Signalweg unterschieden. Zumeist wird
Uber den MyD88-abhéangigen Signalweg der Transkriptionsfaktor Nuclear factor-
kappa B (NF-kB) aktiviert, der wiederum die Produktion proinflammatorischer
Zytokine, insbhesondere TNF-a stimuliert. Die Relevanz von TLR2, TLR4 und des

28



Adaptermolekills MyD88 fiir die Abwehr von Pilzinfektionen, zeigte sich im
Mausmodell durch eine erhéhte Anfalligkeit gegentiber Aspergillosen bei TLR2-,
TLR4- oder MyD88-defizienten Mausen im Gegensatz zu Wild-Type Mausen.
Dartber hinaus wurde in MyD88-defizienten Mausen eine stark verminderte
TNF-a-Sekretion beobachtet, was auf eine MyD88-abhéngige TNF-a-Produktion
schlieRen lasst (Bellocchio et al., 2004).

Die  durch  Stimulation von Dectin-1  ausgeloste  Signalkaskade
erfolgt Uber den Src/Syk-Kinase/CARD9 (Src/Spleen tyrosine kinase/
Caspaserekrutierungsdomane9) Signalweg, der sowohl den kanonischen als
auch den nicht-kanonischen NF-kB Signaltransduktionsweg (Gringhuis et al.,
2009) sowie den Transkriptionsfaktor nukledrer Faktor aktivierter T-Zellen
(NFAT) aktiviert. Durch den Syk-abhangigen Signalweg kann Dectin-1
die Proteinkinase Raf-1 aktivieren, die den kanonischen NF-kB
Signaltransduktionsweg induziert und den nicht-kanonischen hemmt. Der nicht-
kanonische Signalweg wirde andernfalls den NF-kB Signaltransduktionsweg
hemmen. Der kanonische NF-kB Signaltransduktionsweg fihrt UGber eine
Ausschittung von TNF-a und IL-18 zur Aktivierung von protektiven Thl- und
Thl7-Zellen des adaptiven Immunsystems. Zusatzlich konnte eine Interaktion
zwischen der Familie der TLR und C-Typ Lektine festgestellt werden. Dectin-1 ist
fahig Gber den Syk-Signalweg die MyD88-gekoppelten TLRs zu unterstiitzen und
fuhrt zu einer verstarkten Zytokininduktion (Ferwerda et al., 2008, Dennehy et al.,
2008). In Studien konnte festgestellt werden, dass Gendefekte von Dectin-1 und
CARD9 mit einer erhohten klinischen Préadisposition fur invasive Mykosen
einhergehen (Ferwerda et al.,, 2009, Glocker et al., 2009). Abbildung 1.7
veranschaulicht die Signalwege, die nach Stimulation der PRRs durch Kontakt
mit den PAMPs der Pilze eingeleitet werden (Bourgeois et al., 2010).
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Abbildung 1.7: Signalkaskade der PRRs nach Aktivierung durch fungale Stimuli

Die Abbildung wurde modifiziert lbernommen aus Bourgeois et al. (2010). Dargestellt sind die
Signalwege zur Einleitung einer Immunantwort tiber Stimulation der verschiedenen PRRs durch
PAMPs. Abkirzungen: PLM: Phospholipomannan, ROS: reaktive Saustoffspezies (Bourgeois et
al., 2010, van de Veerdonk et al., 2008).
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1.6. Zielsetzung der Arbeit

Durch die steigende Inzidenz der Mucormykosen wahrend der letzten Jahre,
gewinnt die schwerwiegende Erkrankung in der Klinik stetig an Bedeutung
(Bitar et al., 2009, Rees et al., 1998, Torres-Narbona et al., 2007, Saegeman et
al.,, 2010, Kontoyiannis et al., 2000). Derzeit wird eine durch Mucorales
hervorgerufene lebensbedrohliche Infektion noch in vielen Fallen verkannt oder
mit einer haufiger vorkommenden Aspergillose verwechselt, was die rasche
Therapieeinleitung verhindert und zu einer erhéhten Letalitat fuhrt (Chamilos et
al., 2008c).

Gemessen an der klinischen Bedeutung ist derzeit das Verstandnis tber die
Immunpathologie von Mucormykosen wenig ausgepragt. Um die Diagnostik
einer Mucormykose zu erleichtern, therapeutische Fortschritte zu erzielen
und relevante Mutationen in den Signalwegen herauszustellen, die als
pradisponierende Risikofaktoren fir Mucormykosen gelten, ist es unabdingbar zu
verstehen, wie Mucorales vom menschlichen Immunsystem detektiert wird und
welche Signalwege eingeleitet werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die
morphotypabhangige innate Immunreaktion gegen R. arrhizus genauer

untersucht, mit der Zielsetzung folgenden Fragen auf den Grund zu gehen:

Sind die auf der Oberflache innater Immunzellen befindlichen TLR2-, TLR4- und

Dectin-1-Rezeptoren bei der Erkennung von R. arrhizus relevant?

Existieren Unterschiede zwischen der Relevanz der PRRs fir einzelne

Morphotypen von R. arrhizus im direkten Vergleich mit A. fumigatus?

Wie unterscheiden sich mononukleare von polynuklearen Zelltypen bei der

Immunreaktion gegen R. arrhizus?

Um diese Fragestellungen experimentell zu untersuchen, wurden Versuche mit
von gesunden Spendern gewonnenen neutrophilen Granulozyten, PBMCs,
Monozyten und moDCs durchgefuhrt. Hierzu wurden die auf den Immunzellen

befindlichen PRRs blockiert oder durch Gen-Knockdown ausgeschaltet. Nach
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Kokulitivierung der Immunzellen mit verschiedenen Morphotypen von R. arrhizus

konnte die Immunantwort auf unterschiedliche Art und Weise gemessen werden.
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2. MATERIAL UND GERATE

2.1. Material zur Blutentnahme

Cutasept F Haut-Desinfiziens BODE Chemie

Gazin Mullkompresse Lohmann und Rauscher
Leukomed Wundverband BSN medical
Multi-Adapter Sarstedt

Stauschlauch Megro

S-Monovette 9 ml K3E t Sarsted

Venofix Safety 19G B. Braun Melsungen AG

2.2. ReaktionsgefalRe

Reaktionsgefal® 1,5 ml Sarstedt
Reaktionsgefald 2 ml Sarstedt
Reaktionsgefald 20 ml Falcon
Reaktionsgefall 50 ml Falcon
Polystyrene Round-Bottom Tubes Falcon
5 mi

6-Well-Plate Greiner
12-Well-Plate Greiner
24-Well-Plate Greiner
96-Well-Plate Greiner
96-Well-Plate PCR Sarstedt
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2.3. Biochemisches und molekularbiologisches Equipment

DNA / RNA UV-Cleaner UVC / T-AR

Biosan

FACS Calibur

Becton Dickinson

Heraeus Multifuge 3 S

Thermo Scientific

Heraeus Multifuge 3 S-R

Thermo Scientific

Kihlzentrifuge 5415R

Eppendorf

Kihl- und Gefrierschranke

Liebherr

QuadroMACS™

Miltenyi Biotec

Mikroliterpipetten Reference Eppendorf
Mikroliterpipetten Research Plus Eppendorf
Microplate TECAN ELISA Reader Tecan

NanoDrop ND-1000
Spektrophotometer

NanoDrop Technologies Inc.

Real Time-PCR-Cycler Step-One plus

Applied Biosciences

Sterilwerkbank Hera-safe KS18

Kendro

Sterilwerkbank MSC Advantage

Thermo Scientific

Tecan Plate Reader,

XFluor Programm

Tecan

UV-Transilluminator Multi Image Light
Cabinet

Alpha Innotech Corporation

Vortex Gene 2

Scientific Industries

2.4. Materialien zur Kultur und Inaktivierung von Pilzen

Bierwurzplatten

Institut fir Hygiene und Mikrobiologie

Cell Strainer 40 um Nylon Falcon
Ethanol Sigma-Aldrich
Schattler Certomat H Braun
Wattestabchen steril Applimed SA
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In den folgenden Experimenten wurde der A. fumigatus- Stamm #B015 sowie der
R. arrhizus—Stamm #B149 verwendet. Beide Pilzspezies wurden von dem
Centraalbureau Voor Schimmelcultures (CBS, Utrecht) durch das (IHM) der
Universitat Wirzburg bezogen.

Spezies CBS-Nummer IMH-Nummer
Aspergillus fumigatus 192.65 BO15
Rhizopus arrhizus 110.17 B149

2.5. Reagenzien und Materialien zur Isolation und Kultur von

humanen Immunzellen

Biocoll Separating Solution, Biochrom
1,077 g/ml

CD14 Microbeads, human Miltenyi Biotec
(# 130-050-201)

EDTA Sigma-Aldrich
Erythrocyte lysis buffer (Erythrozyten- | Qiagen
Lysepuffer)

Fetales Kalberserum (FCS) Sigma-Aldrich
GM-CSF Sanofi Oncology
Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) | Sigma-Aldrich
Interleukin-4 Miltenyi Biotec
LS-Séaulen (# 130-042-401) Miltenyi Biotec
Polymorph Prep Axis Shield
Gentamicin (Refobacin®) Merck Serono
RPMI-Medium 1640 + Glutamax Gibco
Trypanblau Fluka
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2.6. Reagenzien zur Blockade oder Stimulation von PRR
LPS-EK Ultrapure (# LKP-36-01) InvivoGen
Pam3CSK4 (# PMS-36-02) InvivoGen
Zymosan depleted (# DZN-36-01) InvivoGen
Anti-hTLR4-IgG (# T4G-36-01) InvivoGen
Anti-hTLR2-1gA (# AA2-36-01) InvivoGen
Anti-hDectin-1/CLEC7A-IgG R & D Systems
(# VAP0213111)

2.7. Reagenzien siRNA-Experimente
Hs _CLEC7A_1 siRNA Qiagen
Negative-Control siRNA Qiagen
HiPerFect ® Transfection Reagent Qiagen

2.8. Reagenzien zur Untersuchung der ROS-Freisetzung

Dichlorodihydrofluorescein (DCF) Sigma Aldrich
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) | Sigma Aldrich
RPMI-Medium 1640 + Glutamax Gibco

2.9.

Reagenzien fur die Durchflusszytometrie

anti-CD15-APC (# 130-091-371)

Miltenyi Biotec

FACS Clean

Becton Dickinson

FACS Flow

Becton Dickinson

FACS Rinse

Becton Dickinson

green fluorescent protein-(GFP)

ThermoFisher

Fluorescein isothiocyanat (FITC)

Sigma Aldrich
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2.10. Reagenzien und Kits fur Arbeiten mit Nukleins&uren

High Capacity cDNA Reverse Applied Biosystems
Transcription Kit
iTag™ Universal SYBR Green Biorad
Supermix
Nuklease-freies Wasser Qiagen
RNA Protect Cell Reagent Qiagen
RNeasy Mini Kit Qiagen
e RPE-Puffer
e RLT-Puffer
e RWI1-Puffer
SYBR Green Supermix Biorad

2.11. Oligonukleotide fir die RT-gPCR

Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma-Aldrich bezogen.

Gen Bezeichnung Sequenz (5’ - 3’)

ALAS1 ALAS1fwl GGC AGC ACA GAT GAATCA GA
ALAS1rv1 CCTCCATCGGTTTTCACACT

IL-18 IL1Bfwl GGA CAA GCT GAG GAA GAT GC
IL1Brv1 TCG TTATCC CAT GTG TCG AA

TNF-a TNFfwl TGCTTGTTCCTCAGCCTCTT
TNFrvl TGG GCTACAGGCTTG TCACT
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2.12. Reagenzien fur ELISA-Analysen

Human TNFa ELISA Max Deluxe

Assay Diluent A

Avidin Meerettich Peroxidase
Human TNF-a ELISA MAX
Detection Antibody 200X
Substrat Solution A/B

TMB Substrat Solution
TNF-a Capture Antibody

Biolegend

Human IL-1B ELISA Max Deluxe

Assay Diluent A

Avidin Meerettich Peroxidase
IL-1B8 Capture Antibody
Mouse IL-18 ELISA MAXTM
Detection Antibody 200X
Substrat Solution A/B

TMB Substrat Solution

Biolegend

PBS (Phosphat-Buffered Saline)

PAN Biotech

Tween-20

Sigma-Aldrich
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3. METHODEN

3.1. Mikrobiologische Methoden

3.1.1. Kultur von Pilz-Isolaten

Isolate von A. fumigatus sowie R. arrhizus wurden mit sterilen Wattetragern auf
Bierwurz-Agar-Platten ausgestrichen. Im Anschluss fand eine Inkubation bei
35 °C fir circa 6 bis 8 Tage fur R. arrhizus statt und 4 Tage fur A. fumigatus statt,
bis die Agarplatte dicht mit Myzel bewachsen war.

3.1.2. Gewinnung von Konidien

Mit einem angefeuchteten sterilen Wattetrager wurde Uber die bewachsene
Platte gestrichen, so dass im Anschluss die Konidien aus den R. arrhizus- und
A. fumigatus-Kulturen in destilliertem Wasser suspendiert werden konnten. Die
Konidienlésung wurde durch einen Cell Strainer mit einer Maschenweite von
40 um passiert und im Anschluss konnte die Quantifizierung der in der Losung
befindlichen Konidien mittels Hamocytometer stattfinden.

3.1.3. Gewinnung von Keimschlauchen

0,5 — 1 x 108 Konidien der Spezies A. fumigatus und R. arrhizus wurden in 20 ml
RPMI-Medium 12 bis 14 h bei einer Schuttelfrequenz von 200 rpm in 50 ml
Reaktionsgefalien bei 22 °C inkubiert. Um im Anschluss vorhandene
Myzelanteile zu eliminieren, wurde die Suspension durch einen 40 ul Cell Strainer
passiert. Mittels Hamocytometer konnte der in der Ldsung befindliche
Konzentration an Keimschlauchen quantifiziert werden. Danach wurde mit der
Inaktivierung der Keimschlauche mittels Ethanolbehandlung fortgefahren (siehe
Kapitel 3.1.5.).

39



3.1.4. Gewinnung von Hyphen

Die Herstellung von Hyphen ist dquivalent zu der Herstellung der Keimschléauche.
Es ist lediglich eine langere Inkubationszeit notwendig. 0,5 — 1 x 108 Konidien der
Spezies A. fumigatus und R. arrhizus wurden in 20 ml RPMI-Medium 18 h bei
einer Schuttelfrequenz von 200 rpm in 50 ml Reaktionsgefalen bei 22 °C
inkubiert. Mittels Hamocytometer konnte die in der Losung befindliche
Konzentration an Keimschlauchen quantifiziert werden. Danach wurde mit der

Inaktivierung der Hyphen mittels Ethanolbehandlung fortgefahren.

3.1.5. Inaktivierung von Konidien, Keimschlauchen und Hyphen

Die Inaktivierung der Konidien, Keimschlauche und Hyphen von A. fumigatus und
R. arrhizus erfolgte durch eine 30-minutige Behandlung mit 96 % Ethanol (EtOH).
Hierzu wurde die Pilz-Suspension fur 10 min bei 5000 g zentrifugiert. Im
Anschluss wurde der Uberstand abgenommen und das Zellpellet in 96 % EtOH
resuspendiert. Nach 30-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte eine
erneute Zentrifugation fir 10 min bei 5000 g. Die inaktivierten Zellen wurden
anschlielBend mit 50 ml destilliertem Wasser gewaschen und erneut zentrifugiert.
Das entstandene Zellpellet wurde zusammen mit 2 ml destilliertem Wasser in ein
2 ml Reaktionsgefal3 tberfuhrt. Daraufhin wurden die Zellen erneut fir 10 min bei
16000 g zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und die Zellen wiederum in
2 ml destilliertem Wasser resuspendiert. Dieser Vorgang wurde mindestens funf
Mal wiederholt um das verbliebene Ethanol vollstandig zu eliminieren. Nach dem
letzten Waschschritt wurden die Pilzzellen in RPMI Medium + 10 % FCS
aufgenommen. Die in der Lésung enthaltenen Konidien, Keimschlauche und
Hyphen wurden mit dem Hamocytometer mikroskopisch quantifiziert und die
Losung durch Zugabe von RPMI Medium + 100 pg/ml Gentamicin auf eine
Konzentration von 1 x 108 Konidien, Keimschlauchen bzw. Hyphen pro ml

eingestellt. Das Zellmaterial wurde bei - 20 °C gelagert.
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3.2. Blutentnahme und Spendereinschlusskriterien

Zur Isolation von PBMCs oder neutrophilen Granulozyten wurden 27 ml
EDTA-Blut durch Punktion einer Antekubitalvene mittels Butterfly-Kanile
gewonnen. Der Hamoglobingehalt des Spenders wurde evaluiert und musste

Uber 12,5 mg/dl liegen. Es galten die folgenden Ein- und Ausschlusskriterien:

Einschlusskriterien
e Alter zwischen 18 und 75
e Nichtraucher

e Schriftliche Einverstandniserklarung

Ausschlusskriterien

e akute Infektion oder Einnahme von Antiinfektiva innerhalb der letzten vier

Wochen
e Einnahme von Immunsuppressiva innerhalb der letzten 12 Wochen
e Diabetes mellitus
e chronische Infektionskrankheiten
e Schwangerschaft
e Bereits an derselben Versuchsserie dieser Studie teilgenommen

e Abhangigkeitsverhaltnis zum Investigatoren-Team

Es wurde ein Spendererfassungsbogen erstellt, der die oben genannten Kriterien

abfragte.

41



3.3. Isolation von Immunzellen

3.3.1. Isolation von Granulozyten

Vier 15 ml Reaktionsgefal3e wurden zu je 5 ml mit Polymorph Prep befillt und im
Anschluss mit je 7 ml EDTA-Blut Giberschichtet. Danach fand eine Zentrifugation
bei 730 g fur 30 min statt (Beschleunigung 3, Bremse 3). Nachfolgend wurde die
obere Schicht bestehend aus PBMCs abpipettiert und verworfen. Die
tieferliegende Schicht bestehend aus Granulozyten wurde ebenfalls
abgenommen und mit HBSS + 0,4 % EDTA + 1 % FCS auf 50 ml aufgefullt.
Danach wurde die Zellsuspension bei 590 g 5 min (Beschleunigung 9,
Bremse 9) zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das
Granulozytenpellet in 5 ml Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert und fir 3 min
inkubiert. Nach der Einwirkzeit wurden die Zellen erneut bei 590 g 2 min zu
zentrifugiert (Beschleunigung 9, Bremse 9). Der Uberstand wurde dekantiert und
das Zellpellet in RPMI Medium + 5 % FCS aufgenommen. Die Zellen wurden

anschlieBend wie in Kapitel 3.3.5 beschrieben quantifiziert.

3.3.2. Isolation von PBMC

Zur Gewinnung von PBMC zur Direktstimulation wurde EDTA-Blut, zur
Gewinnung von PBMC zur Monozytenisolation wurde der Inhalt eines
Leukozytenreduktionssystems in ein 50 ml Reaktionsgefal3 Uberfuhrt und mit
HBSS + 0,4 % EDTA + 1 % FCS auf 50 ml aufgefillt. Danach wurden zwei
Reaktionsgefalle mit je 20 ml Biocoll Separating Solution befillt und
anschlielend mit 25 ml Blut-HBSS-Gemisch mittels einer serologischen Pipette
Uberschichtet. Die Reaktionsgefal3e wurden bei 730 g fur 25 min zentrifugiert
(Beschleunigung 5, Bremse 5). Danach wurde die PBMC-Schicht abpipettiert, in
einem 50 ml Reaktionsgefa? gesammelt und erneut auf 50 ml mit HBSS
aufgefullt. Nach einem Zentrifugationsschritt bei 300 g fur 15 min
(Beschleunigung 5, Bremse 5) blieben die Thrombozyten im Uberstand und
wurden dekantiert. Nach Wiederholung dieses Zentrifugationsschritts wurden die

aufgereinigten PBMCs in 5 ml RPMI Medium aufgenommen oder zur weiteren
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Monozytenisolation in 5 ml HBSS aufgenommen und wie in Kapitel 3.3.5

beschrieben quantifiziert.

3.3.3. Isolation von Monozyten

Die 1 x 108 isolierten PBMCs wurden in 340 pl HBSS und 60 pl CD14 MicroBeads
aufgenommen. AnschlieBend wurde die Zellsuspension bei 4 °C fur 15 min
inkubiert. Danach wurde das Gemisch mit HBSS auf 50 ml aufgefullt und 10 min
bei 300 g (Beschleunigung 9, Bremse 9) zentrifugiert. Der verbliebene Uberstand
wurde dekantiert und das Zellpellet in 2 ml HBSS resuspendiert. Im Anschluss
fand eine magnetische Separation mittels einer QuadroMACS™
Magnetvorrichtung statt. Hierzu wurde die Zellsuspension auf zuvor mit 3 ml
HBSS aquilibrierte LS-Saule pipettiert. Darauffolgend wurde die Saule drei Mal
mit je 3 ml HBSS gewaschen. AnschlieBend wurde die Saule aus der
Magnetvorrichtung entnommen, auf ein 15 ml Zentrifugenréhrchen platziert und
mit 5 ml HBSS befillt. Mit einem der Saule beigefugten sterilen Stempel wurde
die Elution der Zellen aus der Saule beschleunigt. Danach wurden die isolierten
Monozyten wie in Kapitel 3.3.5 beschrieben, gezahlt. Im Anschluss wurden die
Zellen erneut bei 300 g fur 10 min zentrifugiert und darauffolgend durch
Aufnahme in RPMI + 10 % FCS + 100 pg/ml Gentamicin auf eine Konzentration

von 1 x 108 Zellen/ml eingestellt.

3.3.4. Gewinnung von moDCs

Die isolierten Monozyten wurden in RPMI Medium + 10 % FCS + 100 pg/ml
Gentamicin aufgenommen. In jedes Well einer 6-Well-Platte wurden 1,2 pl
GM-CSF und 3 pl IL-4 pipettiert. Danach wurden in jede Vertiefung 2,5 x 106
Zellen hinzugegeben. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO2z im Inkubator
gelagert. Der erforderliche Wechsel des Mediums fand im zweitagigen Intervall
statt. Hierzu wurde je 1 ml Zellsuspension aus jedem Well abgenommen und in

ein 50ml Reaktionsgefal? Uberfihrt. Danach wurde die Zellsuspension fur 10 min
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bei 300 g (Beschleunigung 9, Bremse 9) zentrifugiert. Im Anschluss wurde der
verbliebene Uberstand dekantiert und das Zellpellet mit dem neu hergestellten
Medium bestehend aus 1 ml RPMI Medium + 10 % FCS + 100 pg/ml Gentamicin,
1,2 pl GM-CSF und 3 pl IL-4 pro Well resuspendiert. Die Zellen wurden fur
weitere 48 Stunden im Inkubator (37 °C, 5 % CO2) gelagert.

Nach 6 Tagen konnten die generierten moDCs mittels Zellschaber vom Boden
der Wells geldst und die Zellsuspension in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen
gesammelt. Die Wells wurden mit je 1 ml HBSS gespilt und die Spulldsung zur
gesammelten Zellsuspension hinzugeflugt. Die geernteten moDCs wurden fir 10
min bei 300 g zentrifugiert (Beschleunigung 9, Bremse 9). Der verbliebene
Uberstand wurde dekantiert und das Zellpellet in vorgewarmtem RPMI Medium
+ 10 % FCS + 100 pg/ml Gentamicin resuspendiert. Im Anschluss wurden die

Zellen wie in Kapitel 3.3.5 beschrieben quantifiziert.

3.3.5. Zellz&hlung der isolierten Immunzellen

Die isolierten und in RPMI Medium oder HBSS aufgenommen Zellen wurden
mittels RPMI Medium oder HBSS 1:10 verdunnt. AnschlieRend wurden 10 pl
Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau vermischt. Zur mikroskopischen Zahlung
wurde ein Hamozytometer (modifizierte Neubauer-Zahlkammer) verwendet.
Hierzu wurde die auszuzahlende Teilchensuspension bei aufgelegtem Deckglas
seitlich auf eine Neubauer Zahlkammer pipettiert und unter einem Lichtmikroskop

die Zellanzahl festgestellt.
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3.4. Koinkubationsexperimente von Pilz- und Immunzellen

3.4.1. Messung des oxidativen Bursts neutrophiler Granulozyten

Neutrophile Granulozyten wurden nach der Aufreinigung in RPMI Medium + 5 %
FCS in einer Konzentration von 4 x 10° Zellen/ml resuspendiert. Jedes Well
wurde mit 50 pl Zellsuspension befllt (2 x 10° Zellen). Als Positivkontrolle wurde
ein Well mit 48 pl oben beschriebener Zellsuspension und 2 pl PMA
(Konzentration von 10ng/ul) befillt. In den beiden folgenden Abschnitten werden

die notwendigen Vorversuche beschrieben.

Neutrophile wurden in einem Vorversuch in einer 96-Well-Platte mit
verschiedenen Morphotypen von A. fumigatus und R. arrhizus ohne Einsatz
blockierender Antikdrper kokultiviert. Hierbei wurden je 2 x 10° Neutrophile in
sechs Wells pipettiert. Zu den Neutrophilen wurden 2 x 10° der inaktivierten
Konidien, Keimschlauche bzw. Hyphen von A. fumigatus und R. arrhizus
pipettiert. Somit entstanden sechs unterschiedlich befillte Wells mit Pilzspezies.
Ein Well ohne Pilzspezies diente als Kontrolle. Der Ansatz wurde doppelt
angelegt. Zuletzt wurde Dichlorfluoresceindiacetat (DCF) 1:750 mit RPMI
Medium + 5% FCS verdiinnt und 10 pl dieses Gemisches in jedes Well pipettiert.
Im Anschluss konnte die Freisetzung von ROS in einem DCF basierten Assay
am Tecan Plate Reader durch das XFluor Programm quantifiziert werden.
Die Messung fand alle 5 min Uber einen Zeitraum von 120 min statt
(Exitationswellenlange: 485 nm, Emissionswellenlange: 535 nm, Temperatur: 36
bis 38 ° C).

Die Menge an Antikdrpern und Agonisten konnte durch Anlegen einer
Verdinnungsreihe experimentell bestimmt werden. Zundchst wurde eine
Verdinnungsreihe fir die Rezeptor-Agonisten Pam3CSK (TLR2-Agonist) und
Ultrapure-LPS (TLR4-Agonist) angelegt. Hierflr wurden 2 x 10° Neutrophile mit
100 pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml, 100 ng/ml, 10 ng/ml, 1 ng/ml, 100 pg/ml des
TLR2- und TLR4-Agonisten kokultiviert. Als Vergleichskontrolle wurde ein Well
mit A. fumigatus Hyphen beflllt. Aquivalent zu diesem Versuch wurde die

Titration des Dectin-1-Agonisten, Zymosan depleted, durchgefihrt. Hierfur
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wurden 2 x 10° Neutrophile mit 1 mg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml,
62 pg/ml, 31 pg/ml, 16 pug/ml und 8/ml ug Zymosan depleted kokultiviert. Als
optimale TLR-Agonisten-Konzentration stellte sich eine Endkonzentration von
30 pg/ml heraus. Fur Zymosan depleted etablierte sich eine Endkonzentration
von 100 pg/ml, Es wurde von allen PRR-Agonisten jeweils eine Absolutmenge

von 10 pl verwendet.

In einem weiteren Versuch fand die Titration der Rezeptor-Antikdrper statt.
Hierbei wurden wiederholt 2 x 10° Neutrophile mit 20 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml pg,
2,5 pg/ml, 1 pg/ml, 0,5 pg/ml des TLR2- und TLR4-Antikorpers fur 60 min bei
37 °C und 5 % CO:2 koinkubiert. Im Anschluss wurden die die entsprechenden
Agonisten hinzugegeben. Hierfir wurden sehr hohe Konzentrationen (800 pg/ml)
von UltraPure-LPS-L6sung und Pam3CSK-Ldsung in die jeweiligen mit ihren
zugehdrigen Antikorpern beflllten Wells pipettiert.

Die Titration des Dectin-1-Antikdrpers wurde dem zuvor beschriebenen Versuch
entsprechend durchgefiihrt. Hierzu wurden 2 x 10° Neutrophile in mehreren Wells
mit 0,8 ug/ml, 0,4 ug/ml, 0,2 ug/ml und 0,1 pug/ml des Dectin-1-Antikdrpers fur 60
min bei 37 °C und 5 % CO:2 koinkubiert und im Anschluss in jedes Well 10 ul des
Dectin-1-Agonisten, Zymosan depleted hinzugefiugt. Nach Zugabe von DCF
konnte wie oben bereits erwahnt die Messung am Tecan Plate Reader
durchgefuihrt werden. Eine Konzentration von 10 pg/ml erschien bei allen

PRR-Antikérpern sinnvoll.

Nach Optimierung der Konditionen in den zuvor beschriebenen Versuchen, wird
im Folgenden das Hauptexperiment, in dem blockierende Antikérper Anwendung
fanden, beschrieben. Hierzu wurden auf 2 x 10° Neutrophile je 10 pl (entsprechen
1 pg) der TLR- und Dectin-1-Antikdrper (Endkonzentration 10 pg/ml) in die Wells
hinzugefugt. In einigen Wells wurden die Antikbrper kombiniert eingesetzt,
sodass die Vertiefungen, die mit nur einem Antikorper befullt wurden, zusatzlich
20 pl HBSS enthielten und die Vertiefungen, die mit zwei Antikérpern besetzt
waren, nochmals mit 10 pl HBSS aufgefillt wurden. Danach fand eine
60-mindtige Inkubation bei 37 °C und 5 % CO: statt. Anschliel3end wurden die
TLR-Agonisten hinzugefugt. 10 pl UltraPure—LPS (Endkonzentration 30 pg/ml)

46



wurden ebenso wie 10 pul Pam3CSK (Endkonzentration 30 pg/ml) in die Wells
pipettiert, die bereits mit den entsprechenden Antikorpern beflllt waren. Zymosan
depleted, ein Dectin-1-Agonist, wurde zunachst 1:5 mit RPMI verdinnt
(Endkonzentration 100 pg/ml) und in die entsprechend mit Dectin-1-Antikdrper
beflllten Wells pipettiert. Je 2 x 10° der inaktivierten Konidien, Keimschlauche
bzw. Hyphen von A. fumigatus bzw. R. arrhizus wurden einzeln den Wells
hinzugefigt. Zum einfachen Verstandnis soll Tabelle 1 das Pipettierschema
widergeben. Konidien beider Pilzspezies wurden in der tabellarischen
Darstellung ausgespart, da diese wie in Kapitel 3.4.1 beschrieben, keine
vermehrte ROS-Freisetzung in Neutrophilen induzierten und bei weiteren

Versuchen nicht verwendet wurden.
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Zugabe von Zugabe von Pilzzellen
PRR-Agonisten
2x10° PMN A. fumigatus R. arrhizus
30 pl HBSS
2 x 10° PMN 2 x 10° PMN 2 x 10° PMN 2 x 10° PMN 2 x 10° PMN
10 pl Pam3CSK 30 pl HBSS 30 pl HBSS 30 pl HBSS 30 pl HBSS
30 pl HBSS 2 x 10° Afu GT 2x 105 AfuH 2 x10° Rar GT 2x10°RarH
2 x 105PMN 2 x 105PMN 2 x 10°PMN 2 x 10° PMN 2 x 10° PMN
10 pl Pam3CSK 10 pl a-TLR2 10 pl a-TLR2 10 pl o-TLR2 10 pl a-TLR2
10 pl a-TLR2 20 pl HBSS 20 yl HBSS 20 pl HBSS 20 pl HBSS
20 pl HBSS 2 x 105 Afu GT 2x 105 AfuH 2 x10° Rar GT 2x10°RarH
2 x 10° PMN 2 x 105PMN 2 x 10°PMN 2 x 105PMN 2 x 10°PMN
10 pl UP-LPS 10 pl o-TLR4 10 pl o-TLR4 10 pl o-TLR4 10 pl o-TLR4
30 pl HBSS 20 pl HBSS 20 yl HBSS 20 pyl HBSS 20 pl HBSS
2 x 10° Afu GT 2x 10° AfuH 2 x 10° Rar GT 2x 10°RarH
2 x 10° PMN 2 x 105PMN 2 x 10°PMN 2 x 105PMN 2 x 10°PMN
10 pl UP-LPS 10 pl o-TLR2 10 pa-TLR2 10 pl o-TLR2 10 pl o-TLR2
10 pl o-TLR4 10 pl o-TLR4 10 pl o-TLR4 10 pl o-TLR4 10 pl o-TLR4
20 pl HBSS 10 ul HBSS 10 pl HBSS 10 yl HBSS 10 ul HBSS
2 x 10° Afu GT 2x 10° AfuH 2 x 10° Rar GT 2x10°RarH
2 x 105PMN 2 x 105PMN 2 x 10°PMN 2 x 10°PMN 2 x 105PMN
10 pl Zym depl
30 pl HBSS 10 pl HBSS 10 pl HBSS 10 pl HBSS 10 pl HBSS
2 x 10° Afu GT 2x 10° AfuH 2 x 10° Rar GT 2x10°RarH
2 x 105 PMN 2 x 105 PMN 2 x 105 PMN 2 x 105 PMN 2 x 105 PMN
10 pl Zym depl 10 pl a-TLR2 10 pl a-TLR2 10 pl a-TLR2 10 pl a-TLR2
10 pl a-TLR4 10 pl a-TLR4 10 pl a-TLR4 10 pl a-TLR4
20 yl HBSS 10 pl a-Dectin-1 | 10 pl a-Dectin-1 10 pl a-Dectin-1 10 pl a-Dectin-1
2 x 10° Afu GT 2x105AfuH 2 x 10° Rar GT 2x10°RarH

Tabelle 1: Belegung der 24-Well-Platte fur Kokulturstudien von Neutrophilen mit
A. fumigatus und R. arrhizus unter Einsatz von TLR2-, TLR4- und Dectin-1-Antikérper und
den zugehdrigen Agonisten

Die 24-Well-Platte wurde wie dargestellt befullt und im Anschluss jedem 10 pl des DCF-
Gemisches hinzugefiigt, um gleich darauf die ROS-Freisetzung der Neutrophilen am Tecan Plate
Reader zu messen. Abkurzungen: Afu: A. fumigatus, GT: Keimschlauche, HBSS: Hank's
Balanced Salt Solution, H: Hyphen, PMN: Polymorphkernige Neutrophile, Rar: R. arrhizus,
UP-LPS: UltraPure-LPS, Zym depl: Zymosan depleted
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3.4.2. Bestimmung der Phagozytoserate fluoreszenz-markierter Konidien

durch neutrophile Granulozyten

Die isolierten neutrophilen Granulozyten wurden in RPMI Medium + 10% FCS in
einer Konzentration von 2 x 10%ml aufgenommen. Im Anschluss wurden je
50 ul der Zellsuspension in zwdlf Wells einer 96-Well-Platte gegeben
(1 x 10° Neutrophile). Zwei Wells wurden lediglich mit RPMI Medium beftllt und
dienten spater als Kontrolle. Zwei Wells einer zweiten Platte wurden ebenso mit
der Granulozytensuspenison befllt, welche als Hintergrund-Kontrollen dienten
und im weiteren Verlauf 3 Stunden bei 4 °C gelagert wurden. 10 pl Antikérper-
Suspension (Stock-Konzentration: 0,1 mg/ml, Endkonzentration 10 pg/ml)
wurden in die mit neutrophilen Granulozyten befillten Wells der ersten Platte
dazugegeben, ebenso wie Kombinationen aus TLR2- und TLR4-Antikorpern
sowie eine Kombination aus TLR2-, TLR4- und Dectin-1- Antikdrpern. Ein
Volumenausgleich fand durch Zugabe von HBSS statt. Danach wurde die mit
Antikorpern belegte Platte fir 60 min bei 37 °C inkubiert. Wahrenddessen wurden
die Rhizopus-Konidien gefarbt. Hierzu wurden 1 x 107 Konidien mit 450 ul RPMI
Medium + 5 pl FITC (Fluorescein-isothiocyanat) vermengt. Das Gemisch wurde
bei 37 °C 30 min inkubiert und alle 10 min invertiert. Nach einer zehnminitigen
Zentrifugation bei 5000 g wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet in
1 ml HBSS resuspendiert. Dieser Vorgang wurde nochmals wiederholt und das
Pellet in 500 pl RPMI Medium aufgenommen (Zielkonzentration: 2 x 107/ml).
Die Suspension wurde mit einer 5 ml Spritze finfmal durch 23 G Kaniile passiert.
400 pul des kéauflich erworbenen GFP Aspergillus wurden mit 1,6 ml RPMI Medium
auf eine Zielkonzentration von 2 x 107/ml eingestellt. Im Anschluss wurden die in
den Wells enthaltenen Neutrophilen und TLR-Antikdrper mit den Konidien von
A. fumigatus bzw. R. arrhizus kokultiviert. Pro Pilzspezies wurde eine Ko-Kultur
nur mit neutrophilen Granulozyten ohne Antikdrper angelegt. Die Platte wurde
fur 3 h bei 37 °C und 5 % CO:2 inkubiert. Nach der Inkubationszeit fand
die Neutrophilen-Farbung statt. Hierzu wurden die Zellsusupensionen in
Reaktionsgefal3e Uberfuhrt, jedes Well mit 200 yul HBSS gespilt und die
Zellsuspensionen bei fiir 10 min bei 400 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand

wurde abgenommen und alle Neutrophilen-Proben wurden mit 100 pul HBSS und
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5 ul CD15-APC-Antikorper resuspendiert und fur 10 min bei RT im Dunkeln
inkubiert. Danach wurde jede Probe mit 400 ul HBSS gewaschen und nochmals
10 min bei 400 g und 4 °C zentrifugiert. Anschliel3end wurde nach Verwerfen des
Uberstandes das Pellet in 300 pl HBSS aufgenommen und die Proben in 5 ml
FACS-RoOhrchen dberfihrt. Am FACS Calibur Durchflusszytometer wurde die
Phagozytoserate der mit anti-CD15-APC markierten neutrophilen Granulozyten
ermittelt, indem der Anteil der FITC-positiven Zellen unter den CD15-positiven

Zellen gemessen wurde.

3.4.3. Koinkubation mononuklearer Zellen mit Pilzzellen

Die isolierten PBMCs, Monozyten und dendritischen Zellen wurden in einzelnen
Versuchen jeweils mit Konidien und Keimschlauchen von A. fumigatus bzw.

R. arrhizus inkubiert.

Hierzu wurden 2 x 10 PBMC/1 ml RPMI Medium oder 2 x 10® Monozyten/ 1 ml
HBSS in die einzelnen Wells einer 6-Well-Platte gegeben und danach 2 x 108
Zellen des jeweiligen Pilzmorphotypen hinzugefligt. Nach einer sechsstindigen
Inkubation bei 37 °C und 5 % CO:2 konnten die Zellen geerntet werden. Das
Kulturmedium wurde aus dem Well genommen, in 2 ml Reaktionsgefalie
uberfuhrt und fur 7 min bei 5000 g zentrifugiert. Die Uberstande wurden
abgenommen. Die Wells wurden mit je 700 ul RNA-Protect befillt und nach
wiederholtem Auf- und Abpipettieren wurde die Losung zu dem in den
Reaktionsgefalen befindlichen Zellpellets hinzugefiigt. Die Reaktionsgefal3e

wurden nochmals gevortext und bei - 20 °C eingefroren.

Die wie Kapitel 3.3.4 beschrieben generierten moDCs wurden in einer
24-Well-Platte ausplattiert. Jedes Well wurde mit 5 x 10° moDCs und 5 x 10°
Konidien (jeweils aufgenommen in RPMI Medium + 10 % FCS + 100 pg/ml
Gentamicin) und Keimschlauchen von R. arrhizus und A. fumigatus beftllt. Nach
sechsstundiger Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2 wurden die Zellen geerntet.
Die Durchfihrung Protokoll entspricht dem oben beschrieben Ablauf, mit der

Ausnahme, dass hier lediglich 500 pul RNA-Protect verwendet wurden.
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3.4.4. Dectin-1 Knockdown in moDCs und Koinkubation mit Pilzzellen

Die gezahlten moDCs wurden in RPMI Medium + 10% FCS + 100 pg/ml
Gentamicin aufgenommen. Die Zielkonzentration betrug 2 x 10%/ml. Da sich die
Inkubationszeiten fir die RT-gPCR und den ELISA unterscheiden, musste je
Assay eine 24-Well-Platte ausplattiert werden. Die Zellernte fir die konsekutive
RT-gPCR fand nach 6 Stunden statt, wohingegen die Uberstande fir die ELISA-
Messungen nach 9 Stunden geerntet wurden.

Am ersten Tag wurden je 100 pl der Zellsuspension (2 x 10° moDCs) in ein Well
gegeben. Die folgenden zwei Losungen wurden hergestellt um die Wells mit
Kontroll-siRNA und CLEC7A-siRNA zu befullen:

1. Losung mit Kontroll-siRNA:
e 100 pl RPMI Medium
e 6 ul HiPerFect®
e 3 ul der Kontroll-siRNA

2. Losung mit CLEC7A-siRNA:
e 100 ul RPMI Medium
e 6 ul HiPerFect®
e 3 ul CLEC7A-siRNA

Die hergestellten Ldsungen wurden zunéchst bei Raumtemperatur fir
15 min inkubiert, bevor jede der beiden Lésungen nacheinander langsam in je
acht der bereits mit moDC-Zellsuspension gefullten Wells hinzugetropft wurden.
6 Stunden spater wurden nochmals 400 pul RPMI Medium in jedes Well
hinzugegeben. Die moDCs wurden fur 18 h bei 37 ° C und 5 % CO:z inkubiert.
AnschlieRend wurden je 2 x 10° Zellen der unterschiedlichen durch Ethanol
inaktivierten Morphotypen (Konidien, Keimschlauche und Hyphen) von
A. fumigatus bzw. R. arrhizus oder 1,2 ug Zymosan depleted (Endkonzentration
100 pg/ml) in die bereits befillten Wells hinzugegeben. Nach sechs Stunden
wurden RNA-Proben der moDCs der ersten Well-Platte wie oben beschrieben

geerntet. Die Uberstande fur ELISA-Analysen wurden nach 9 Stunden von der
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zweiten Wellplatte abgenommen und bei -20 °C kryopréaserviert. Tabelle 2 gibt

die Belegung der 24-Well-Platten schematisch wieder.

CLEC7A-siRNA

2 x 10°moDCs
100 pl Medium

2 x 10°moDCs
100 pl Medium
12 pl Zym depl

2 x 10°moDCs
100 pl Medium

2 x 10°moDCs
100 pl Medium
12 pl Zym depl

2 x 10°moDCs
100 pl Medium
3 pl SiCLEC7A

2 x 10°moDCs
100 pl Medium
12 pl Zym depl
3 pl siCLEC7A

2 x 10°moDCs
100 pul Medium
6 pl HiPerFect

2 x 10°moDCs
100 pyl Medium
12 pl Zym depl
6 pl HiPerFect

2 x 10°moDCs
6 ul HiPerFect

2x10°AfuC

2 x 10°moDCs
6 ul HiPerFect

2x10°RarC

2 x 10°moDCs
6 pl HiPerFect
3 pl SiCLEC7A
2x105AfuC

2x10°moDCs
6 pl HiPerFect
3 pl siCLEC7A
2x10°RarC

2 x 105 moDCs
6 pul HiPerFect

2 x 10% Afu GT

2 x 105 moDCs
6 ul HiPerFect

2 x 10° Rar GT

2 x 105moDCs
6 ul HiPerFect
3 pl siCLEC7A
2 x 10° Afu GT

2 x 105moDCs
6 pl HiPerFect
3 pl siCLEC7A
2 x 10°Rar GT

2 x 10°moDCs
6 pl HiPerFect

2 x 10°Afu H

2 x 10°moDCs
6 pl HiPerFect

2x10°Rar H

2 x 10°moDCs
6 pl HiPerFect
3 pl siCLEC7A
2 x 105Afu H

2 x 10°moDCs
6 pl HiPerFect
3 pl siCLEC7A
2x10°RarH

Tabelle 2: Belegung der 24-Well-Platte fir Kokulturstudien von moDCs mit A. fumigatus
und R. arrhizus unter Dectin-1-Blockade mittels siRNA.

Abkirzungen: Afu: A. fumigatus, C: Konidien, GT: Keimschlauche, H: Hyphen, Rar: R. arrhizus,
SICLEC7A: CLEC7A-siRNA, siCtrl: Kontroll-siRNA, Zym depl: Zymosan depleted
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3.5. Molekularbiologische Methoden

3.5.1. RNA Isolation fur RT-gPCR und ELISA

Die in RNA-Protect geltsten Zellen wurden aufgetaut und fur 5 min bei 7000 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Das Zellpellet
wurde in 350 pl RLT-Puffer resuspendiert. Im Anschluss wurden 350 pl Ethanol
hinzugegeben, gevortext und auf eine Qiagen RNeasy Mini Elute-Saule
aufgetragen. Es erfolgte eine Zentrifugation ftir 1 min bei 8000 g. Der Durchfluss
wurde verworfen und 700 pul RW1-Puffer auf die Saule gegeben. Danach erfolgte
eine weitere Zentrifugation fir 1 min bei 8000 g. Wieder wurde der Durchfluss
verworfen und es wurden 500 pl RPE-Puffer auf die Saule gegeben. Dieser
Vorgang wiederholte sich zwei Mal, wobei der erste Zentrifugationsschritt bei
8000 g fur 1 min und die zweite Zentrifugation bei 8000 g fur 2 min durchgefihrt
wurde. Die Saule wurde nach dem Verwerfen des Durchflusses in ein neues
Collection-Tube platziert und bei 17000 g fir 1 min zentrifugiert. Die S&ule wurde
im Anschluss auf ein 1,5 ml Reaktionsgefald gesteckt, mit 30 pl RNAse-freiem

Wasser beftllt und fir 1 min bei 8000 g zentrifugiert.

3.5.2. Photometrische Konzentrationsbestimmung der RNA

Am NanoDrop Spectrophotometer wurde die RNA-Konzentration quantifiziert.
Als Leerwert diente RNAse freies Wasser. Zur photometrischen
Konzentrationsbestimmung der RNA wurden 2 pl der Probe eingesetzt. Bei
direkter Messung liegt das Absorptionsmaximum von Nukleinsauren bei einer
Wellenlange von 260 nm, das von Proteinen bei 280 nm. Eine A260 Einheit
entspricht 40 pg/ml RNA. Anhand der Ratio, dem Quotienten aus A260/A280,
wurde der Reinheitsgrad der Nukleinsaure bestimmt, wobei ein Wert zwischen

1,8 und 2,1 angestrebt wurde.
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3.5.3. Herstellung der CDNA

Die zuvor extrahierte RNA wurde durch reverse Transkription mittels
High Capacity cDNA Reverse Transcriptase Kit (Applied Biosystems) zu
complementary DNA (cDNA) umgeschrieben. Hierfir wurden 300 ng RNA
eingesetzt und der Ansatz mit nukleasefreiem Wasser auf 12 pl aufgefullt. Im
Anschluss daran wurde zu jeder Probe folgender Mix hinzugegeben:

e 2 ul 10 x RT- Puffer

e 0,8 pl 25 x dNTP Mix (100 nM)

e 2ul 10 x RT Random Primer

e 1 pl MultiScribe RT

o 2,2 pl nukleasefreies Wasser

Folgendes Programm wurde zur cDNA-Synthese verwendet:
10 min bei 25 °C

120 min bei 37 °C

5 min bei 85 °C

Pause bei 4 °C

Die erhaltene cDNA wurde bei - 20 °C eingefroren.

3.5.4. RT-qPCR

Die Bestimmung der relativen mRNA-Expression erfolgte mit Hilfe der
RT-gPCR. Die cDNA wurde vor dem Einsatz fur die RT-gPCR 1:10 mit
nukleasefreiem Wasser verdinnt und im Anschluss gevortext. Fir jede zu
analysierende cDNA-Probe wurde der folgende Reaktionsansatz jeweils in

Duplikaten angelegt:

e 1 pl Primer-Mix (beide Primer jeweils 10 uM)
e 5 ul nukleasefreies Wasser

e 10 pl SYBR Green Supermix (Biorad)

e 4,0 yul cDNA
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Mittels des Step-One plus PCR-Cyclers (Applied Biosciences) wurde die Real-

Time-gPCR durchgefihrt. Hierzu wurde folgendes Programm verwendet:

Initiale Denaturierung: 95 °C fur 30 sec
Amplifikation (40 Zyklen): 95 °C fir 3 sec, 60 °C fur 30 sec
Schmelzkurve: 95 °C fur 15 sec, 60 °C fur 60 sec, + 0,5 °C

nach jeweils 15 sec, 95 °C fir 15 sec

Zur Berechnung der relativen Expression eines zu analysierenden Gens im
Verhéltnis zu Alasl, dem Referenz-Gen (Housekeeping-Gen), diente die AACt-
Methode:

Relative Expression = 2-8ACt
mit AACt = ACtprobe — ACtRreferenz Und ACt = Ctzy analysierendes Gen — Cltstandard-Gen

Berechnung der Standardabweichung der AACt-Werte: s = V (s12+527)
s1 steht fur die Standardabweichung des zu analysierenden Gens
s2 steht fur die Standardabweichung fiir das Referenz-Gen (Alasl).

Fur 2-28Ct wurde der Fehlerbereich 2-24Ct+s herechnet, der durch Fehlerbalken
angegeben und nach folgender Formel berechnet wurde:
Fehler - (2-AACt +S) _ (Z-AACt)

3.5.5. IL-18 und TNF-a ELISA

Die Konzentrationen von IL-1B und TNF-a in Kulturiiberstdnden wurden mittels
ELISA analysiert. Hierzu dienten BioLegend ELISA MAX Deluxe Sets. Die
Durchfuihrung beider ELISAs erfolgte gemald den Angaben im Herstellerprotokoll
und sollen nachfolgend kurz skizziert werden. 96 Well Platten wurde zun&chst
mit einem TNF-a- oder IL-1B-spezifischen monoklonalen Antikorper (Capture
Antibody) Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die
Platten mit einem Waschpuffer bestehend aus PBS + 0,05% Tween-20 zweimal
im ELISA Washer gewaschen und im Anschluss mit 200 pl Assay Diluent A pro
Well fur eine weitere Stunde auf einem ELISA-Schuttler bei 200 rpm inkubiert.
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Hieran schlossen sich drei weitere Waschschritte an. 100 upl der zuvor
hergestellten Verdinnungen der TNF-a- und IL-1B3-Standardproben oder der
Proben wurden nun zu den Wells zugefuigt. Fur jeden Standard und fur jede
Probe wurden Doppelbestimmungen durchgefihrt. Als Nullwert wurden zwei
Wells zu je 100 pl mit PBS und als Negativkontrolle 2 Wells zu je 100 pl mit
Medium (bestehend aus RPMI Medium + 10 % FCS + 100 pug/ml Gentamicin)
beflllt. AnschlielRend wurden die Proben fir 2 h auf dem Schittler inkubiert.
Nachdem die Platten drei weitere Waschschritte erfuhren, wurden 100 pl der
jeweiligen Detektionsantikdrper in die Wells gegeben und es eine erneute
einstindige Inkubation auf dem Schuttler. Nach dreimaligem Waschen wurden
100 pl Avidin Meerettich Peroxidase in jedes Well pippetiert und die Platte fur
weitere 30 min inkubiert, bevor sie erneut einem dreimaligen Waschvorgang
unterzogen wurde. Darauffolgend wurden 100 pl der TMB Substrat-Losung zu
jedem Well hinzugefugt. Dieses sorgte fir eine Blaufarbung der Wells
proportional zu der in den Proben enthaltenen Menge an TNF-a bzw. IL-13. Nach
einer 15-mindtigen Inkubation im Dunkeln wurden in alle Wells 100 pl 0.5 M
Schwefelsaure hinzugegeben, welche die Reaktion abstoppte und einen
Farbumschlag zu gelb bewirkte. Die Absorption jedes Wells wurde im Microplate
TECAN ELISA Reader bei 450 und 570 nm gemessen. Die mit der
Referenzwellenldnge festgestellten Optischen Dichte-Werte (OD-Werte) wurden
von den OD-Werten, die durch die Messwellenlange festgestellt wurden,
abgezogen. Anschlielend wurden die OD-Werte mittels einer 7-Punkt-

Standardkurve in die entsprechenden Zytokinkonzentrationen umgerechnet.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Teil | = Koinkubationsexperimente mit Neutrophilen

4.1.1. Stimulation des oxidativen Burst durch Aspergillus und Rhizopus

Morphotypen

Zur Evaluation der basalen Pilz-induzierten ROS-Sekretion wurden Neutrophile
mit verschiedenen Ethanol-inaktivierten Morphotypen von A. fumigatus und
R. arrhizus inkubiert. Im Anschluss wurde die Freisetzung von ROS in relativen
Fluoreszenzeinheiten (RFU) gemessen. Dieses Experiment wurde mehrfach mit
Neutrophilen verschiedener Spender durchgefihrt. Im Folgenden wird zunéchst
ein reprasentatives Beispiel dargestellt (siehe Abbildung 4.1). Die
Positivkontrolle, PMA, sowie die Keimschlauche und Hyphen beider Pilzspezies
|6sten eine vermehrte Freisetzung von ROS aus, was sich in dem steilen Anstieg
der Kurven und den hohen Absolutwerten widerspiegelt. Bei allen Spendern
wurde der steilste Anstieg der Pilz-induzierten ROS-Freisetzung nach 40 bis 80
min beobachtet. Daher wurde fur alle folgenden Experimente der 60 min-Wert
verwendet. Konidien von A. fumigatus sowie R. arrhizus induzierten hingegen
keine signifikant Gber die Medium-Kontrolle hinausgehende ROS-Freisetzung
(siehe Abbildung 4.1).
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Abbildung 4.1: Zeitlicher Verlauf der ROS-Freisetzung neutrophiler Granulozyten nach
Stimulation mit verschiedenen Morphotypen von A. fumigatus und R. arrhizus

In einem DCF-basierten Assay wurde die die Freisetzung von ROS in RFU gemessen, nachdem
Neutrophile (2 x 10°) eine Stunde mit der aquivalenten Menge an Konidien (C), Keimschlauchen
(GT) und Hyphen (H) von A. fumigatus (Afu), R. arrhizus (Rar) und PMA (10ng/ul) als
Positivkontrolle inkubiert wurden

Abbildung 4.2 zeigt eine Analyse auf Basis mehrerer unabhangiger Spender
(n = 5), deren Neutrophile mit verschiedenen Ethanol-inaktivierten Morphotypen
von A. fumigatus und R. arrhizus inkubiert wurden und im Anschluss die
Freisetzung von ROS in relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU) gemessen wurde.
Im Vergleich zur Medium-Kontrollprobe zeigte sich eine deutliche Induktion der
ROS-Freisetzung durch Keimschlauche und Hyphen von A. fumigatus und
R. arrhizus (Faktor 3,8 bis 8,2). Die Positivkontrolle in Form von PMA steigerte
die Freisetzung der Sauerstoffspezies durch Neutrophile durchschnittlich um ca.
Faktor 10. Wie bereits im reprasentativen Beispiel gezeigt, konnten Konidien

beider Pilzspezies nur eine geringe ROS-Antwort in Neutrophilen bewirken. Die
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Absolutwerte der RFU lagen hier nur unwesentlich tber dem Niveau der Medium-

Kontrollprobe.
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Abbildung 4.2: Stimulation der ROS-Antwort neutrophiler Granulozyten durch
verschiedene Morphotypen von A. fumigatus und R. arrhizus

In einem DCF-basierten Assay wurde die die Freisetzung von ROS in RFU gemessen, nachdem
Neutrophile (2 x 10% von 5 gesunden Spendern fiir 60 min mit der aquivalenten Menge an
inaktivierten Konidien (C), Keimschlauchen (GT) und Hyphen (H) von A. fumigatus (Afu), R.
arrhizus (Rar) und PMA als Positivkontrolle inkubiert wurden. Alle Signifikanzen wurden durch
einen zweiseitigen gepaarten T-Test berechnet. *** p<0,001; ** 0,001< p < 0,01;

*0,01<p<0,05

4.1.2. Optimierung der PRR-Agonisten- und -Antikdrper-Konzentrationen

Die optimale Menge an Agonisten zur Stimulation der neutrophilen PRRs wurde
zunéchst experimentell mittels einer Verdinnungsreihe bestimmt. Ebenso wurde
die Antikorper-Konzentration, die die Blockade der PRRs bewirkte, austitriert.
Hierzu wurden mehrere Vorversuche durchgefiihrt. Im Folgenden soll
anhand des TLR4-Agonisten, UltraPure-LPS, sowie des TLR4-Antikorpers die
Titration von Agonist und Antikdrper exemplarisch dargestellt werden (siehe

Abbildung 4.3). Hierzu wurde die ROS-Freisetzung nach Koinkubation von
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2 x 10° Neutrophilen mit unterschiedlichen Konzentrationen von UltraPure-LPS
sowie mit 2 x 10° A. fumigatus-Keimschlauchen (als Vergleichswert) gemessen.
Die Stimulation der Neutrophilen und die konsekutive ROS-Freisetzung nach
Kokultivierung mit A. fumigatus war erneut deutlich erkennbar (39688 RFU). Im
Vergleich hierzu erreichte sogar die hdchste getestete UltraPure-LPS-
Konzentration (100 pg/ml) nur eine ROS-Freisetzung von 9110 RFU. Bei oder
unterhalb einer UltraPure-LPS-Konzentration von 10 pg/ml wurden jeweils Werte
auf dem Niveau der Mediumkontrolle beobachtet (2500 bis 2800 RFU). Eine
Konzentration von UltraPure-LPS (ber 10 pg/ml erscheint demzufolge

notwendig.
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Abbildung 4.3: Titration des TLR4-Agonisten UltraPure-LPS

2 x 10° Neutrophile wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von UltraPure-LPS (LPS)
stimuliert und im Anschluss die ROS-Freisetzung in einem DCF-basierten Assay gemessen. Als
Vergleich diente eine Kokultur von 2 x 105 Neutrophilen mit 2 x 10° Keimschlauchen (GT) von
A. fumigatus (Afu). Gezeigt werden Mittelwerte und Standardabweichungen auf Basis technischer

Duplikate unter Verwendung von Neutrophilen eines reprasentativen Spenders.
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Im weiteren Verlauf wurde die Konzentration des TLR4-Antikorpers
experimentell bestimmt. Hierzu wurden 2 x 10° Neutrophile mit unterschiedlichen
Konzentrationen des TLR4-Antikorpers behandelt und im Anschluss mit
800 pg/ml UltraPure-LPS kokultiviert, um danach die ROS-Freisetzung der
Neutrophilen zu bestimmen. Diese unter Bericksichtigung der Vorgaben zur
Verdinnung im Herstellerprotokoll héchste erzielbare Endkonzentration an
UltraPure-LPS wurde gewahlt, um den Antikdrper in einem maximal stimulierten

Setting auf seine Eignung zu prifen (siehe Abbildung 4.4).

In der Tat war durch diese Konzentration an UltraPure-LPS eine deutliche
Stimulation der Neutrophilen zu erkennen (ca. 22000 RFU). Durch den Einsatz
von 0,5 pg/ml des TLR4-Antikérpers wurde die ROS-Freisetzung bereits um
44 % reduziert. Ab einer Konzentration von 10 pg/ml des TLR4-Antikdrpers

wurde die ROS-Freisetzung auf das Niveau der Medium-Kontrolle supprimiert.

Fur die nachfolgenden Versuchen wurde auf Grund der ausreichenden
Stimulation der PRRs unter Berlcksichtigung ©6konomischer Aspekte eine
TLR-Agonisten-Konzentration von 30 pg/ml und eine Dectin-1-Agonisten-
Konzentration von 100 pg/ml gewahlt. Fir die Antikdrper-Konzentrationen
erschien im Hinblick auf die adaquate PRR-Blockade und aus 6konomischer
Sicht eine Endkonzentration von 10 pg/ml ausreichend.
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Abbildung 4.4: Titration der TLR4-Antikdrper-Konzentration
2 x 105 Neutrophile wurden mit je 800 pug/ml UltraPure-LPS unter Einsatz von unterschiedlichen
Konzentrationen eines TLR4-blockierenden Antikorpers (a-TLR4) stimuliert. Im Anschluss wurde

mittels DCF-basiertem Assay die neutrophile ROS-Freisetzung gemessen.

4.1.3. Oxidativer Burst - Stimulation von Neutrophilen mittels
Rezeptoragonisten und Blockade durch den jeweiligen Antikdrper

Nach der experimentellen Optimierung der Agonisten- und Antikdrper-
Konzentrationen wurde die stimulatorische Aktivitat der PRR-Agonisten und die
erfolgreiche Blockade durch die eingesetzten Antikdrper validiert. Hierzu wurden
neutrophile Granulozyten (2 x 10° von 5 Spendern mit TLR2-, TLR4- und
Dectin-1 Antikdrpern (Konzentration je 10 pg/ml) behandelt und nachfolgend mit
den jeweiligen Rezeptoragonisten inkubiert: 30 ug/ml Pam3CSK (TLR2-Agonist),
30 pg/ml UltraPure LPS (TLR4-Agonist) und 100 pg/ml Zymosan depleted
(Dectin-1-Agonist).

Pam3CSK, UltraPure-LPS und Zymosan depleted stimulierten die ROS-Antwort
im Vergleich zur Medium-Kontrollprobe durchschnittlich um das 2,5 bis 3,6-fache
(siehe Abbildung 4.5). Fur alle Agonisten konnte eine signifikante Reduktion der
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stimulatorischen Kapazitat nach Pra-Inkubation mit dem jeweiligen PRR-
Antikdrper beobachtet werden. Konkret wurde durch Einsatz des TLR2- bzw.
TLR4-Antikorpers die ROS-Freisetzung der durch Pam3CSK bzw. UltraPure-
LPS stimulierten Neutrophilen um 52 bis 53 % reduziert. Ebenso fand sich in
Anwesenheit des Dectin-1-Antikérpers eine um 52 % verminderte ROS-
Freisetzung der durch Zymosan depleted stimulierten Neutrophilen.
Insbesondere bei Einsatz des TLR4- und Dectin-1-Antikorpers sank die ROS-
Sekretion dabei fast auf das Niveau der Medium-Kontrollprobe.
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Abbildung 4.5: Freisetzung von ROS durch Neutrophile in Anwesenheit von
PRR-Antigenen und -Antikérpern

Neutrophile von 5 gesunden Spendern (je 2 x 105 pro Well) wurden mit jeweils 10 pg/ml TLR2-,
TLR4- oder Dectin-1-Antikroper behandelt und im Anschluss mit den entsprechenden Rezeptor-
Agonisten inkubiert. Hierzu wurden 30 pg/ml Pam3CSK zur Stimulation von TLR2, 30 pg/ml
UltraPure-LPS (UP-LPS) zur Stimulation von TLR4 und 100 pg/ml Zymosan depleted (Zym depl.)
zur Stimulation von Dectin-1 verwendet. Die Signifikanzen wurden jeweils durch einen

zweiseitigen gepaarten T-Test berechnet. *** p<0,001; **0,001< p < 0,01
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4.1.4. Oxidativer Burst - Neutrophile nach  Stimulation mit
A. fumigatus und R. arrhizus und Blockade von TLR2 und TLR4

Im Hauptexperiment wurden Neutrophile Granulozyten von funf Spendern mit der
aquivalenten Menge an Konidien, Keimschlauchen und Hyphen von
R. arrhizus bzw. A. fumigatus unter Einsatz blockierender TLR2- und TLR4-
Antikdrper koinkubiert. In Abbildung 4.6 wird die Freisetzung der ROS dargestellt.
Es ist deutlich zu erkennen, dass die Konidien beider Erreger lediglich eine
schwache Immunantwort auf dem Niveau der Medium-Kontrollprobe auslosen.
Die Keimschlauche sowie die Hyphen beider Pilzarten induzierten hingegen eine
signifikante ROS-Antwort: Ohne gleichzeitige Antikérperblockade (graue Saulen)
fand sich eine im Vergleich zur Mediumkontrolle 3,8 bis 8,5-fach erh6hte ROS-

Freisetzung.

Bei Einsatz der blockierenden Antikdrper zeigte sich sowohl bei Keimschlauchen
von A. fumigatus als auch von R. arrhizus eine signifikante Verminderung der
ROS-Antwort. Bei Einsatz des TLR2-Antikérpers sank die ROS-Freisetzung um
24 bis 34 %, in Anwesenheit des TLR4-Antikorpes um 31 bis 47 %. Bei
Stimulation mit A. fumigatus-Hyphen konnte lediglich durch kombinierte Blockade
von TLR2 und TLR4 eine signifikante Herabregulierung der Immunantwort
detektiert werden, obwohl der biologische Effekt der kombinierten Blockade den

der einzelnen TLR-Antikdrper nur geringflgig Uberstieg.

Bei den R. arrhizus-Hyphen fand sich durch den Einsatz einzelner TLR-
Antikorper eine um 17 bis 24 % reduzierte ROS-Freisetzung. Die Blockade beider
Rezeptoren zugleich wirkte nochmals verstdrkend und verminderte die

Freisetzung von ROS um 30 %.
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Abbildung 4.6: Aspergillus- und Rhizopus-induzierte ROS-Freisetzung durch Neutrophile
nach TLR-Blockade

Gezeigt wird die ROS-Freisetzung, gemessen in RFU, nach Koinkubation von
2 x 10° Neutrophilen von 5 gesunden Spendern mit der &quivalenten Menge an
Konidien (C), Keimschlauchen (GT) und Hyphen (H) von A. fumigatus (Afu) und R. arrhizus (Rar)
unter Verwendung blockierender TLR- Antikorper (10 pg/ml) einzeln und in Kombination. Alle
Signifikanzen wurden durch einen zweiseitigen gepaarten T-Test berechnet. *** p<0,001;

**0,001<p<0,01;*0,01<p<0,05=005<p<0,1

4.1.5. Oxidativer Burst - Neutrophile nach  Stimulation  mit
A. fumigatus und R. arrhizus und Blockade des TLR2, TLR4 und

Dectin-1-Rezeptors

Im n&chsten Schritt sollte untersucht werden, ob die Blockade von Dectin-1 einen
relevanten Einfluss auf die ROS-Freisetzung von Neutrophilen nach
Koinkubation mit A. fumigatus und R. arrhizus nimmt. Nachdem im
vorangegangenen Versuch gezeigt werden konnte, dass Konidien beider
Spezies keine verstarkte Freisetzung von ROS in Neutrophilen auslésen, wurde
im folgenden Experiment auf den Einsatz von Konidien verzichtet. 2 x 10°
neutrophile Granulozyten von finf Spendern wurden mit der aquivalenten Menge
an inaktivierten Keimschlauchen und Hyphen von R. arrhizus und A. fumigatus
unter Einsatz blockierender TLR2-, TLR4- und/oder Dectin-1-Antikdrper
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koinkubiert und die ROS-Freisetzung analysiert (siehe Abbildung 4.7).
Keimschlauche und Hyphen beider Erreger stimulierten im Vergleich zu Medium-
Kontrollprobe um Faktor 4,4 bis 5,8. Bei der Kokultur von Neutrophilen mit beiden
Pilzspezies verursachte bereits die alleinige Blockade des Dectin-1-Rezeptors
eine 38 bis 43 %ige Reduktion der ROS-Antwort im Vergleich zur stimulierten
Probe ohne Antikérper. Diese Reduktion erreichte nahezu das Ausmal3, das
durch die kombinierte Blockade von TLR2 und TLR4 erzielt wurde (48 — 55 %).
Die Kombination aller drei Antikdrper verursachte bei beiden ausgekeimten
Morphotypen von Aspergillus eine weitere geringfiigige Reduktion der ROS-
Antwort, wohingegen bei Rhizopus-Keimschlauchen und -Hyphen gegeniber der
kombinierten TLR2/TLR4-Blockade kein additiver Effekt auf den oxidativen Burst

beobachtet wurde.
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Abbildung 4.7: Freisetzung ROS durch Neutrophile nach TLR- und Dectin-1-Blockade

Gezeigt wird die ROS-Freisetzung gemessen in RFU nach Koinkubation von 2 x 10° Neutrophilen
von 5 gesunden Spendern mit Keimschlauchen (GT) und Hyphen (H) von A. fumigatus (Afu) und
R. arrhizus (Rar) unter Verwendung blockierender TLR- Antikorper (je 10 pg/ml o-TLR2 und
a-TLR4) und/oder eines Dectin-1-Antikdrpers (10 pg/ml a-Dectin-1). Der Dectin-1-Antikorper
wurde sowohl einzeln als auch in Kombination mit den TLR-Antikdrpern eingesetzt. Alle
Signifikanzen wurden durch einen zweiseitigen gepaarten T-Test berechnet. *** p<0,001;

**0,001<p <0,01;* 0,01 <p<0,05
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4.1.6. Phagozytose - Neutrophile nach Stimulation mit
A. fumigatus und R. arrhizus und Blockade des TLR2, TLR4 und
Dectin-1-Rezeptors

Eine weitere wichtige Effektorfunktion von Neutrophilen ist ihre Fahigkeit zur
Phagozytose von Erregern. Im Folgenden sollte untersucht werden, ob Konidien
von A. fumigatus und R. arrhizus von Neutrophilen phagozytiert werden. Hierzu
wurden Neutrophile von 5 Spendern (n = 5) mit inaktivierten FITC-markierten
R. arrhizus-Konidien in Gegenwart von TLR2-, TLR4- und Dectin-1-AntikOrpern
Uber einen Zeitraum von 3 h bei 37 °C kokultiviert. Der Anteil der FITC-positiven
Neutrophilen wurde anschlieRend wie in Kapitel 3.4.2 beschrieben
durchflusszytometrisch quantifiziert (siehe Abbildung 4.8). Die unspezifische
Adsorption von Konidien an die Neutrophilen wurde anhand einer bei -4° C
inkubierten Probe gemessen und von allen Phagozytoseraten subtrahiert. Die so

erhaltenen Ergebnisse sind in Abbildung 4.9 zusammengefasst.

Konidien von A. fumigatus wiesen eine sehr geringe Phagozytoserate auf
(0,34 %), sodass keine zuverlassige Aussage Uber die Wirkung der PRR-
Antikorper getroffen werden konnte. Die Phagozytoserate von R. arrhizus-
Konidien hingegen lag bei tiber 36 %. Die Blockade von TLR2 I6ste im Vergleich
zur Kontrollprobe ohne Antikérper keine signifikante Reduktion der Phagozytose
von R. arrhizus-Konidien aus, wohingegen der alleinige Einsatz von TLR4- und
Dectin-1-Antikérpern eine signifikante Verminderung der Phagozytoserate
(relative Reduktion von 59% bzw. 38 %) bewirkte. Der kombinierte Einsatz
sowohl beider TLR-Antikorper als auch aller drei Antikorper resultierte in einer

weiteren Verminderung der Phagozytoseaktivitdt um insgesamt 66 bis 72 %.
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Abbildung 4.8: Gating-Strategie zur durchflusszytometrischen Bestimmung der
Phagozytoserate

Jeweils 1 x 105 Neutrophile von 5 Spendern wurden mit der aquivalenten Menge inaktivierter
FITC-markierten Konidien von R. arrhizus fir 3 h unter der Anwendung von TLR2-, TLR4-, und
Dectin-1-Antikorpern kokultiviert. Neutrophile wurden mit anti-CD15-APC gefarbt. Der Anteil der
FITC-positiven Zellen an den CD15-positiven Neutrophilen wurde mittels Durchflusszytometrie
bestimmt. Hierzu wurde zunachst die Neutrophilen-Population anhand der FSC/SSC (Forward
Scatter/Side Scatter) Messwerte orientierend eingegrenzt. Im Anschluss daran wurde aus dieser
Population der Anteil der CD15-positiven Zellen ausgewahlt. Danach konnte der Anteil der FITC-
positiven Zellen aus der Population der CD15-positiven Zellen mittels eines Histogramm-Plots

ermittelt werden.
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Abbildung 4.9: Phagozytoserate von A. fumigatus und R. arrhizus Konidien durch
neutrophile Granulozyten nach Blockade verschiedener PRRs

Dargestellt wird die neutrophile Phagozytoserate nach Koinkubation von 1 x 10° Neutrophilen mit
der A&quivalenten Menge an FITC-markierten Konidien von A.
R. arrhizus (Rar) unter Einsatz von TLR2, TLR4 (a-TLR2 und a-TLR4) und Dectin-1-Antikdrpern
(a-Dectin-1) in einer Konzentration von 10 pg/ml. Die Hintergrund-Phagozytoserate bei -4 °C
wurde von allen Werten subtrahiert. Durchflusszytometrisch wurde der Anteil FITC-positiven

Zellen unter CD15-positiven Zellen bestimmt. Alle Signifikanzen wurden durch einen zweiseitig

gepaarten T-Test berechnet. *** p < 0,001 ; ns (nicht signifikant) p > 0,1
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4.2. Teil Il — Koinkubationsexperimente mit mononuklearen

Zellen

4.2.1. Stimulation der IL1-B und TNF-a mRNA-Expression mononukleérer

Zellen durch Konidien und ausgekeimte Stadien von R. arrhizus

PBMCs, Monozyten und moDCs wurden mit verschiedenen Morphotypen von
A. fumigatus und R. arrhizus koinkubiert und anschlie3end die Transkription von
Zytokingenen mittels RT-gPCR gemessen. Abbildung 4.10 stellt die die relative
Expression der mRNA von TNF-a und IL-18 als Surrogat einer
proinflammatorischen Immunantwort dar, nachdem PBMCs (2 x 10° Zellen),
Monozyten (1 x 10° Zellen) und moDCs (5 x 10° Zellen) von finf Spendern mit
der jeweils &quivalenten Menge an Konidien und Keimschlauchen von
A. fumigatus und R. arrhizus Uber einen Zeitraum von 6 Stunden koinkubiert
wurden. Im Vergleich zur Medium-Kontrollprobe bewirkten die Konidien von
A. fumigatus keine signifikante Steigerung der mMRNA-Expression von TNF-a und
IL-18 in PBMCs, Monozyten und moDCs. Konidien von R. arrhizus hingegen
stimulierten die TNF-a- und IL-1B-mRNA-Expression in PBMCs und Monozyten
um Faktor 20,9 bis 23,2 (p < 0.05). Die Keimschlauche von A. fumigatus konnten
in allen Zellreihen sowohl die TNF-a- also auch IL-13-mRNA Expression im
Vergleich zur Medium-Kontrollprobe und zur Aspergillus-Konidien-Probe
steigern. Das Signifikanzniveau wurde allerdings auf Grund inter-individueller
Unterschiede nicht fur alle Zelltypen erreicht. Die Keimschlauche von R. arrhizus
|6sten in allen drei Zellreihen eine Steigerung der TNF-a-mRNA-Expression (in
PBMCs um Faktor 20,5, in Monozyten um Faktor 12,7 und in moDCs um Faktor
85,2) im Vergleich zu der Medium-Kontrollprobe aus. Ebenso wurde eine dhnlich
hohe Steigerung der IL-1B-mRNA-Expression beobachtet, wobei die
Signifikanzniveaus wegen des bereits oben erwahnten Aspektes nicht in allen
Fallen erreicht wurden. Bei PBMC und Monozyten zeigte sich kein relevanter
Unterschied zwischen Rhizopus-Keimschlauch- und Rhizopus-Konidienprobe. In
moDCs konnten durch Koinkubation mit Rhizopus-Keimschlauchen eine 5-fach
verstarkte Expression der TNF-a-mRNA sowie eine 2-fach verstarkte Expression

der IL-1B8-mRNA verglichen zur Rhizopus-Konidienprobe festgestellt werden.
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Zusammengenommen dokumentieren diese Ergebnisse, dass im Gegensatz zu
A. fumigatus sowohl ruhende als auch ausgekeimte Stadien von R. arrhizus eine

proinflammatorische Zytokinantwort in diversen mononuklearen Zellpopulationen
induzieren.
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Abbildung 4.10: Stimulation der Zytokin-Genexpression mononukledrer Zellen durch

ruhende und ausgekeimte Stadien von A. fumigatus und R. arrhizus

Nach 6-stiindiger Koinkubation von PBMC (2 x 10%), Monozyten (1 x 10%), moDCs (5 x 10°) von

je funf Spendern mit der &quivalenten Menge an Konidien (C) und Keimschlauchen (GT) von

A. fumigatus (Afu) und R. arrhizus (Rar) wurde die relative Expression von TNF-a und IL-13-

mMRNA mittels RT-gPCR bestimmt. Die Signifikanzen wurden im zweiseitigen gepaarten T-Test

zum einen zur Medium-Kontrollprobe und zum anderen zwischen Kokulturen mit C und GT der
jeweiligen Spezies berechnet. ** 0,001< p < 0,01;* 0,01 <p<0,05;-0,05<p<0,1

72



4.2.2. Dectin-1-Knockdown in moDCs

4.2.2.1. Relative CLEC7A-Expression nach Dectin-1-Knockdown

Dectin-1 stellt einen wichtigen Rezeptor fur fungale B-Glukane dar (Taylor et al.,
2002). Nachdem in Vorexperimenten vergeblich versucht wurde Dectin-1
(CLEC7A) auf moDCs durch den Einsatz von sehr hohen Konzentrationen an
Dectin-1-Antikdrpern (33 pl bei einer Konzentration von 10 pg/ml) zu blockieren,
wurde der Ansatz verfolgt, das Dectin-1-Gen (CLEC7A) durch Transfektion
mittels RNA-Interferenz (siRNA) auszuschalten. Hierzu wurden moDCs mit einer
CLEC7A-siRNA (siCLEC7A) sowie mit einer unspezifischen Kontroll-siRNA
(siCtrl) koinkubiert. Im Anschluss wurde mittels RT-qPCR die relative mRNA-
Expression von CLEC7A gemessen. In Abbildung 4.11 wird die Herabregulation
durch Einsatz der siCLEC7A im Vergleich zur Mediumprobe deutlich. Es konnte
eine um 93 % verminderte Expression von CLEC7A-mRNA verzeichnet werden.
Im Gegensatz hierzu blieb die CLEC7A-Transkription durch die verwendete
Kontroll-siRNA oder alleinige Exposition gegeniiber dem Transfektionsreagenz
HiPerFect® (Quiagen) unbeeinflusst.
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Abbildung 4.11: Validierung der Suppression der CLEC7A-mRNA Expression nach RNA-
Interferenz in moDCs

Dargestellt wird die relative Expression von CLEC7A-mRNA in moDCs (2 x 10°% von 5
verschiedenen Spendern (n=5), die zuvor mit einer CLEC7A-siRNA (siCLEC7A) oder einer
Kontroll-siRNA (siCtrl) transfiziert wurden. Als Transfektionsreagenz wurde HiPerFect ®
verwendet. Die Signifikanzen wurden durch einen zweiseitigen gepaarten T-Test zur Medium-

Kontrollprobe berechnet. *** p < 0,001; ns (nicht signifikant) p > 0,1

4.2.2.2. Relative IL-1B-mRNA- Expression und IL-1B-Sekretion nach
Dectin-1-Knockdown in moDCs nach Stimulation mit

A. fumigatus und R. arrhizus

Zur lIsolation von Monozyten und anschlieRender Generierung von moDCs
wurden PBMC von funf Spendern gewonnen. Ein Teil der moDCs wurde mit einer
CLECT7A-siRNA zur Ausschaltung der Genexpression von CLEC7A transfiziert.
Zugleich wurde ein zweiter Teil der moDCs mit einer Kontroll-siRNA
(siCtrl) behandelt. Zymosan depleted, ein Dectin-1-Agonist, wurde ebenso wie
Konidien, Keimschlauche und Hyphen von A. fumigatus bzw. R. arrhizus mit den

transfizierten moDCs koinkubiert. Im Anschluss wurde die relative Expression
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von IL-1B-mRNA durch eine RT-gPCR (siehe Abbildung 4.12) und die
Freisetzung von IL-1f mittels ELISA (siehe Abbildung 4.13) gemessen.

Der Dectin-1-Stimulus Zymosan depleted bewirkte in siCtrl-transfizierten moDCs
eine 30,6-fache Hochregulation der IL-13-mRNA-Expression (p = 0,005)
gegenuber der Medium-Kontrollprobe. Die Transfektion mit CLEC7A-siRNA
reduzierte die Zymosan depleted-induzierte IL-1B-Transkription um 80 %
(p = 0,007). Wie bereits beim vorherigen Experiment bewirkten Konidien von
A. fumigatus lediglich eine 1,9-fache Steigerung der IL-13-mRNA-Expression. Im
Gegensatz dazu lieRen Konidien von R. arrhizus die IL-13-mRNA-Expression um
das 15,6-fache ansteigen. Die Keimschlauche beider Pilzspezies bewirkten eine
17 bis 22-fache Hochregulation der IL-1B-mRNA-Expression. Die Transfektion
mit CLEC7A-siRNA reduzierte die IL-1B-Transkription um 30 % bei A. fumigatus-
Konidien, um 65 % bei A. fumigatus-Keimschlauchen, um 46 % bei R. arrhizus
Konidien und um 50 % bei R. arrhizus Keimschlauchen. Hyphen von
A. fumigatus losten eine 16-fache Steigerung und R. arrhizus-Hyphen eine
12-fache Steigerung der IL-13-mRNA-Expression aus. Durch die Ausschaltung
von CLEC7A wurde die IL-13-mRNA-Expression sowohl bei A. fumigatus-
Hyphen als auch R. arrhizus-Hyphen um 68 % reduziert.

Auch auf der Ebene der mittels ELISA quantifizierten Sekretion von IL-1f
bewirkte Zymosan depleted in siCtrl-transfizierten moDCs eine 56-fache
Steigerung der IL-1B-Sekretion (siehe Abbildung 4.13). Die Transfektion mit
CLEC7A-siRNA reduzierte die Zymosan depleted-induzierte IL-1B-Ausschittung
um 81,7 %. Konidien von A. fumigatus bewirkten in siCtrl-transfizierten moDCs
nur eine 1,7-fache Steigerung der IL-1B3-Sekretion, wahrend Konidien von
R. arrhizus die IL-1B-Sekretion um mehr als das 8-fache ansteigen lieRen. Die
Keimschlauche beider Pilzspezies bewirkten eine 17- bis 28-fache Steigerung
der IL-1B3-Sekretion. Die Transfektion mit CLEC7A-siRNA reduzierte die
Ausschittung von IL-18 um 5 % bei Stimulation mit A. fumigatus-Konidien, um
75 % bei A. fumigatus-Keimschlauchen, um 78 % bei R. arrhizus Konidien und
um 71 % bei R. arrhizus Keimschlauchen. Hyphen beider Pilzspezies liel3en die

IL-1B-Sekretion um das 17 bis 28-fache ansteigen. Durch die Ausschaltung von
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CLEC7A wurde die Sekretion von IL-1p durch A. fumigatus-Hyphen um 83 % und
durch R. arrhizus-Hyphen um 79 % reduziert. Zusammengenommen weisen
diese Daten auf eine Beteiligung von Dectin-1 an der Erkennung von ruhenden
und ausgekeimten Stadien von Mucorales und an der Induktion einer

proinflammatorischen Zytokinantwort hin.
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Abbildung 4.12: Relative Expression von IL-18-mRNA in transfizierten moDCs nach
Stimulation mit ruhenden und ausgekeimten Morphotypen von A. fumigatus und
R. arrhizus

moDCs (2 x 10°% von 5 Spendern wurden mit der aquivalenten Menge an Konidien (C),
Keimschlauche (GT) und Hyphen (H) von A. fumigatus und R. arrhizus stimuliert. Die moDCs
wurden mit einer CLEC7A-siRNA (siCLEC7A) sowie einer Kontroll-siRNA (siCtrl) transfiziert. Die
relative Expression von IL-13-mRNA wurde mittels RT-gqPCR gemessen. Die Signifikanzen
wurden im zweiseitigen gepaarten T-Test zum einen zur Medium-Kontrollprobe und andererseits
zwischen den mit siCtrl und siCLEC7A transfizierten moDCs berechnet. ** 0,001< p < 0,01;
*0,01<p<0,05;=005<p<0,1
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Abbildung 4.13: Freisetzung von IL-1B durch transfizierte moDCs nach Stimulation mit
ruhenden und ausgekeimten Morphotypen von A. fumigatus und R. arrhizus

moDCs (2 x 10°% von 5 Spendern wurden mit einer CLEC7A-siRNA (siCLEC7A) oder einer
Kontroll-siRNA (siCtrl) transfiziert und anschlieRend mit der dquivalenten Menge an Konidien (C),
Keimschlauche (GT) und Hyphen (H) von A. fumigatus und R. arrhizus stimuliert. Die IL-1p-
Sekretion wurde sodann mittels ELISA in den Kulturiiberstanden gemessen. Die Signifikanzen

wurden im zweiseitigen gepaarten T-Test zur jeweiligen Kontroll-siRNA-Probe berechnet.

**0,001<p<0,01;*0,01<p<0,05;=005<p<0,1
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5. DISKUSSION

Die diagnostischen und therapeutischen Optionen bei Mucormykosen sind
weiterhin limitiert, was eine vergleichsweise hohe Letalitatsrate zur Folge hat.
Abhangig von der Lokalisation variiert diese zwischen 50 und 100 % (Ribes et
al.,, 2000, Roden et al., 2005). Die Letalitatsraten von Candidosen und
Aspergillosen liegen zwischen 20 bis 50 % und 35 bis 45 % (Horn et al., 2009,
Burgos et al., 2008, Steinbach et al., 2012). Diese Zahlen machen deutlich, dass
neben der aktuellen Diagnostik und Therapieform unbedingt Verbesserungen
erforderlich sind, die darauf abzielen Mucormykosen friihzeitig zu erkennen und
adaquat zu behandeln. Ebenso drangt die stetig zunehmende Inzidenz dieser
verheerenden Infektion, die zum Teil aus der immer haufigeren Anwendung
immunsuppressiver Therapien resultiert, nach weiteren Entwicklungen im
Management von Mucormykosen. Ein besseres Verstandnis der
Immunpathologie wére sowohl fur die Entwicklung immunologischer Biomarker
als auch fur immuntherapeutische Optionen wie die CAR-T-Zell-Therapie (siehe
Kapitel 1.4.5.) von Bedeutung. Von ebenso enormer Wichtigkeit ist die
Erforschung der pradisponierenden Risikofaktoren fir Mucormykosen, wie z. B.

Mutationen in Genen fir immunologische Signalkaskaden.

Gegenstand dieser Arbeit sind daher die an der Erkennung von R. arrhizus
beteiligten PRRs verschiedener Immunzellen des innaten Immunsystems und
deren Einleitung einer Immunantwort. Dartber hinaus wurde die
morphotypabhangige Relevanz der PRRs bei verschiedenen Immunzellen bei
Kontakt mit R. arrhizus genauer untersucht. Die an der Erkennung von
Aspergillus spp. morphotypabhéangig beteiligten PRRs und konsekutiv aktivierten
Signalkaskaden wurden bereits vielfach untersucht (siehe Kapitel 1.5.3. und
1.5.4.). Aus diesem Grund wurden alle Experimente vergleichend mit der Spezies
A. fumigatus durchgeflhrt, welche derzeit den haufigsten Erreger von invasiven

Schimmelpilz-Infektionen reprasentiert (Eucker et al., 2001).

Die involvierten PRRs innater Immunzellen bei Kontakt mit Mucorales waren
hingegen bislang selten Gegenstand experimenteller Untersuchungen. Die im

Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Experimente konnten eine TLR2-, TLR4-
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und Dectin-1-abhangige Stimulation humaner innater Immunzellpopulationen
sowohl durch Konidien als auch ausgekeimte Stadien von R. arrhizus

nachweisen.

5.1. Basale Stimulation der innaten Immunzellen durch diverse

Morphotypen von R. arrhizus

Um die morphotypabhangige Immunantwort gegenuber Mucorales zu
untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit Koinkubationsexperimente von
verschiedenen innaten Immunzellen mit ruhenden und ausgekeimten
Morphotypen von R. arrhizus durchgefuhrt. Wie bei A. fumigatus I6sten
Keimschlauche und Hyphen von R. arrhizus in humanen PBMCs, Monozyten und
moDCs erwartungsgemald eine vermehrte relative Expression von TNF-a und
IL-18 als Surrogat einer proinflammatorischen Immunantwort aus. Anders als bei
A. fumigatus induzierten allerdings auch die ruhenden Konidien von R. arrhizus,
die sogenannten Sporangiosporen, eine frihe und starke proinflammatorische
Zytokinantwort in verschiedenen mononuklearen Zellpopulationen (siehe
Abbildung 4.10).

Im Einklang mit diesen transkriptionellen Ergebnissen wurde durch unsere
Arbeitsgruppe eine vermehrte Sekretion von TNF-q, IL-18, IL-6, IL-8, GM-CSF
und MCP (monocyte chemotactic protein) nach Koinkubation von PBMCs mit
Konidien und Keimschlduchen von R. arrhizus nachgewiesen (Wurster et al.,
2017b). Des Weiteren wurde die proinflammatorische Zytokinantwort von PBMCs
bei Kokulturexperimenten mit Konidien diverser humanpathogener Mucorales
Spezies (Cunninghamella bertholletiae, Mucor circinelloides, Mucor hiernalis,
Lichtheimia corymbifera, Rhizomucor pusillus und Rhizopus microsporus)
bestatigt. Dies lasst darauf schlieRen, dass verschiedene Mucorales-Spezies
ahnliche strukturelle oder metabolische Eigenschaften in Bezug auf die
Stimulation mononukledrer Zellen und deren konsekutive Zytokinsekretion
besitzen (Wurster et al., 2017b).

Mehrere Studien einschlie3lich einer Arbeit unserer Gruppe konnten wesentliche
Unterschiede im Zellwandaufbau zwischen A. fumigatus und R. arrhizus
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herausarbeiten, die fur die unterschiedliche Wirkung ruhender Konidien
verantwortlich sein kénnen. Zum einen besitzen R. arrhizus und andere
Mucorales im Vergleich zu Aspergillus spp. einen wesentlich h6heren Anteil an
Chitin und Chitosan (Lewis et al., 2012). Dies lasst sich durch die héhere Anzahl
an Chitinsynthasen und Chitindeacetylasen im Genom von R. arrhizus im
Vergleich zu A. fumigatus erklaren, wodurch diese Zellwandbestandteile
vermehrt synthetisiert werden konnen (Davis and Bartnicki-Garcia, 1984).
A. fumigatus hingegen besitzt im Vergleich zu R. arrhizus vermehrt Gene, die
fur die B(1,3)-D-Glucan-Synthase codieren (Ma et al., 2009). Zum anderen
sind Konidien von A. fumigatus von einem protektiven hydrophoben Rodlet-Layer
umgeben. Neben dessen Relevanz bei der aerogenen Dissemination der
Konidien werden durch diesen auch die immunogenen Oberflachenstrukturen
der Konidien maskiert. Wahrend der Maturierung verliert A. fumigatus diesen
Rodlet-Layer und ist somit Uber die freigelegten Oberflachenstrukturen fur innate
Immunzellen erkenntlich, was beispielsweise bei Neutrophilen in einer starkeren
Freisetzung von ROS resultiert (Aimanianda et al., 2009). Bei R. arrhizus konnte
jedoch im Gegensatz zu Ascomyzeten elektronenmikroskopisch und mittels
bioinformatischer Analysen kein Aquivalent zu diesen Rodlet-Hydrophobinen
nachgewiesen werden (Wurster et al., 2017b). Auch die Behandlung von
R. arrhizus mit Flusssaure, die Phophordiesterbindungen spaltet und damit bei
A. fumigatus die Rodlet-Hydrophobine von den tieferen Zellwandstrukturen
abspaltet, fuhrte bei R. arrhizus weder in Bezug auf die Immunogenitat noch die
elektronenmikroskopisch sichtbare Oberflachenstruktur zu signifikanten
Veranderungen (Wurster et al., 2017b). Daher ist davon auszugehen, dass die
proinflammatorische Immunogenitdt von Mucorales-Konidien zumindest

teilweise auf eine fehlende Rodlet-Hydrophobin-Schicht zurlickzuflhren ist.

Im Gegensatz zur Induktion einer proinflammatorischen Immunantwort
mononuklearer Zellen wurde in den Koinkubationsexperimenten mit Neutrophilen
aber interessanterweise keine vermehrte ROS-Freisetzung durch R. arrhizus-
Konidien induziert (siehe Abbildung 4.1 und Abbildung 4.2). Ausgekeimte Stadien
von R. arrhizus induzierten allerdings in neutrophilen Granulozyten im Vergleich

zu A. fumigatus eine wesentlich starkere ROS-Freisetzung (siehe Abbildung 4.2).
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Diese Ergebnisse sind im Einklang mit einer Studie von Chamilos et al., die
ebenfalls eine deutlich erhoéhte Stimulation der ROS-Freisetzung von
Neutrophilen durch R. arrhizus-Hyphen gegenuber A. fumigatus-Hyphen fand
(Chamilos et al., 2008a). Obwohl in beiden Studien Hyphen von Rhizopus im
Vergleich zu Aspergillus eine deutlich hohere ROS-Freisetzung induzierten,
stellten Chamilos et al. fest, dass die Hyphenschadigung durch Neutrophile bei
R. arrhizus-Hyphen signifikant vermindert ausfallt im Vergleich zu A. fumigatus-
Hyphen (Chamilos et al., 2008a). Dies konnte méglicherweise auf eine hohere
Resistenz von R. arrhizus gegeniber Sauerstoffradikalen und anderen von

Neutrophilen sezernierten zytotoxischen Metaboliten hinweisen.

Wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben konnten R. arrhizus-Konidien
zwar keine vermehrte ROS-Freisetzung in Neutrophilen bewirken, jedoch
provozierte die Stimulation mit R. arrhizus-Konidien die Phagozytose durch
Neutrophile (siehe Abbildung 4.9). Zudem besitzen Neutrophile neben der
Phagozytose einen weiteren effektiven Abwehrmechanismus gegen Rhizopus-
Konidien in Form der NP-1- und NP-2-Sekretion (siehe Kapitel 1.5.1.).
Zusammengenommen legen diese Beobachtungen den Schluss nahe, dass die
verschiedenen Effektorfunktionen von Neutrophilen durch unterschiedliche
Zellwandbestandteile oder Oberflachenmolekile induziert werden, die in
Mucorales-Konidien unterschiedlich stark exprimiert werden. Ebenso kdnnte
auch das Inaktivierungsverfahren der Pilzkonidien mittels Ethanol unterschiedlich
stark mit den neutrophilen Effektorfunktionen interferieren.

5.2. Relevanz der verschiedenen PRRs bei der Erkennung von

ruhenden und ausgekeimten Mucorales-Stadien

Die morphotypabhangige Interaktion zwischen Mucorales und menschlichen
innaten Immunzellen wurde bislang auch hinsichtlich der involvierten PRRs kaum
untersucht. Aus vorangegangenen Studien war bereits bekannt, dass
A. fumigatus-Antigene neutrophile Granulozyten Gber TLR2 und TLR4

stimulieren (Braedel et al., 2004), was in der vorliegenden Arbeit reproduziert
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werden konnte. Die Blockade von TLR2, TLR4 und Dectin-1 durch
rezeptorspezifische Antikorper fihrte folglich bei ausgekeimten Stadien von
A. fumigatus wie zu erwarten zu einer reduzierten Immunantwort in Form einer
verminderten ROS-Freisetzung.

In einer friheren Studie wurde nach Exposition gegeniuber R. arrhizus-Hyphen
eine Hochregulierung der TLR2-mRNA in Neutrophilen beobachtet, was eine
Beteiligung von TLR2 bei der Erkennung dieses Erregers suggeriert (Chamilos
et al., 2008a). Des Weiteren wurde durch R. arrhizus die Expression von weiteren
25 Genen, die in den TLR-Signalweg involviert sind, stimuliert. Unter anderem
wurde eine starke Hochregulierung der CD14-, MYD88- sowie der TNF-a- und
IL-18-mRNA in Rhizopus-exponierten Neutrophilen gezeigt (Chamilos et al.,
2008a). Daruber hinaus konnte eine weitere Studie zeigen, dass vor allem
Hyphen von R. arrhizus Uber TLR2 proinflammatorische Gene wie IL-1 und
TNF-a in Neutrophilen aktivieren (Gil-Lamaignere et al., 2005). Allerdings stellen
transkriptionelle Studien keinen Beweis fir eine funktionelle Beteiligung der
jeweiligen Rezeptoren dar.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde daher durch Einsatz spezifischer
blockierender Rezeptorantikorper die funktionelle Relevanz von TLR2, TLR4 und
Dectin-1 bei der Erkennung von R. arrhizus durch neutrophile Granulozyten
beurteilt. Hierbei wurde gezeigt, dass Keimschlauche und Hyphen von
R. arrhizus nach Blockade von TLR2, TLR4 und Dectin-1 auf Neutrophilen eine
deutlich reduzierte ROS-Freisetzung auslésen (siehe Abbildung 4.6 und
Abbildung 4.7). Diese Daten legen nahe, dass alle drei Rezeptoren bei der ROS-
Antwort gegeniiber ausgekeimten Stadien von R. arrhizus beteiligt sind.
Allerdings besteht die Notwendigkeit, die Relevanz dieser Rezeptoren in
zukinftigen Studien anhand weiterer Mucorales-Isolate zu bestéatigen. Bei der
Stimulation Neutrophiler und der damit induzierten ROS-Freisetzung durch
ausgekeimte Stadien beider Pilzspezies zeigte sich ein Trend, dass die alleinige
Blockade von Dectin-1 fast genauso stark die ROS-Freisetzung minderte wie die
kombinierte Blockade von TLR2 und TLRA4. Interessanterweise scheint auch die
Blockade der Rezeptoren nur bedingt additiv zu wirken, was weitere

unergrindete Signalwege selbst bei Ausfall aller drei Rezeptoren nahelegt.
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Dartber hinaus wurde in der vorliegenden Arbeit die Relevanz der einzelnen
PRRs bei der neutrophilen Phagozytoseaktivitdt untersucht. Konidien von
R. arrhizus spielten in den oben diskutierten ROS-Freisetzung durch Neutrophile
eine untergeordnete Rolle. Dahingegen phagozytierten Neutrophile die Konidien
von R. arrhizus relativ effizient innerhalb weniger Stunden (durchschnittlich
36,2 % in 3 h). Konidien von A. fumigatus wurden im Gegensatz zu R. arrhizus
in diesem Zeitraum unter den gewahlten experimentellen in vitro Bedingungen
nur gering phagozytiert (siehe Abbildung 4.9). Die Blockade von TLR2
verminderte die Phagozytoseaktivitat von R. arrhizus-Konidien nur unwesentlich
und scheint demzufolge keine wichtige Rolle fur die Induktion der Phagozytose
zu spielen. Die Anwendung von TLR4- und Dectin-1-Antikdrpern hingegen
supprimierte die Phagozytoseaktivitat der Neutrophilen signifikant, sodass
rickschlieRend die beiden Rezeptoren einen wichtigen Aktivator fur die
neutrophile Phagozytose darzustellen scheinen (siehe Abbildung 4.9).

Waéhrend diese Ergebnisse grundlegende Rickschlisse uber eine funktionelle
Beteiligung der untersuchten Rezeptoren erlauben, muss erwahnt werden, dass
isolierte in vitro Experimente, die in vivo Situation zu einzelnen Effektorfunktionen
nur unzureichend abbilden kdénnen. So wurde beispielsweise gezeigt, dass
die Phagozytoseaktivitat neutrophiler Granulozyten durch Zytokine und
Hamatopoetine modulierbar ist. Die ex-vivo G-CSF-Behandlung von Vollblut von
Empféangern allogener hAmatopoetischer Stammzellen und solider Organe fiihrte
beispielsweise zu einem vermehrten respiratorischen Burst gegentber
Aspergillus- und Rhizopus-Konidien (Pursell et al., 2003). Um diese komplexen
Interdependenzen abbilden zu kdnnen, sind weiterfihrende Experimente,
beispielsweise in Form eines Mausmodells mit PRR-mutierten Mausen oder mit
Blutproben bzw. Immunzell-Kulturen von Patienten mit einer entsprechenden
bekannten PRR-Mutation notig.

Da, wie oben bereits aufgefiihrt, Dectin-1 eine grof3e Rolle bei der Induktion einer
Immunantwort durch Neutrophile nach Stimulation mit R. arrhizus spielt und
dieser Rezeptor bislang zugleich am wenigsten im Rahmen von Mucormykosen
charakterisiert ist, wurde in der vorliegenden Arbeit auch die Relevanz des

Dectin-1-Rezeptors von moDCs bei der Erkennung unterschiedlicher
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Morphotypen von R. arrhizus untersucht. Dectin-1 stellt einen wichtigen Rezeptor
fur fungale B-Glukane dar. Allerdings sind bislang nicht in allen
humanpathogenen Pilzspezies B-Glukane nachgewiesen worden. Bei
Mucormykosen fallt der klinische 1,3-B-D-Glukantest in der Regel negativ aus
(Cornely et al., 2014). Immunfluoreszenzstudien konnten zwar die Expression
von B-Glukanen auf der Oberflache von ausgekeimten Stadien von A. fumigatus-
und R. arrhizus nachweisen, nicht jedoch auf Konidien beider Pilzspezies
(Chamilos et al., 2010). Des Weiteren wurde bereits demonstriert, dass die
Erkennung von ausgekeimten Stadien von A. fumigatus und R. arrhizus durch
moDCs Dectin-1-abhangig erfolgt (Chamilos et al.,, 2010). Die auf DCs
exprimierten Dectin-1-Rezeptoren erkennen die auf der Pilzoberflache
befindlichen B-Glukane und induzieren tber den Syk-CARD-9-Signalweg eine
IL-23-Produktion, die zu einer Thl7-Immunantwort beitragt (LeibundGut-
Landmann et al., 2007).

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Koinkubationsexperimenten war
das Antikorperblockadeverfahren trotz intensiver Optimierung nicht erfolgreich,
was vermutlich auf die intensive Expression von Dectin-1 auf moDCs
zurlckzufuhren war (Lother et al., 2014). Um die Relevanz von Dectin-1 mittels
eines Verfahrens nachzuweisen, welches unabhangig vom Antikorper-
Blockadeverfahren ist, wurde die Genexpression von Dectin-1 in moDCs mittels
CLECT7A-siRNA ausgeschaltet. Zur Kontrolle wurde ein zweiter Teil der moDCs
mit einer Kontroll-siRNA transfiziert. Nach Stimulation der transfizierten moDCs
mit verschiedenen Morphotypen von A. fumigatus und R. arrhizus wurde die
proinflammatorische Zytokinantwort gemessen. Im Einklang mit den vorherigen
Experimenten in mononuklearen Zellen blieb die Transkription von IL-13 nach
Stimulation der moDCs mit Konidien von A. fumigatus unabhangig von der
eingesetzten siRNA fast unbeeinflusst. Wahrend eine starke basale Induktion der
IL-1B-Transkription und Sekretion durch die Konidien von R. arrhizus beobachtet
wurde, bewirkte die Ausschaltung von Dectin-1 eine deutliche Reduktion der
relativen IL-1B-mRNA-Expression (um 46 %, siehe Abbildung 4.12) und IL-1[3-
Sekretion (um 78 %, siehe Abbildung 4.13). Diese Ergebnisse deuten darauf hin,

dass auch die Erkennung von R. arrhizus-Konidien durch moDCs zumindest
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teilweise Dectin-1-abhéngig ist. Dieses Ergebnis steht im Kontrast zur oben
genannten Studie von Chamilos und Kollegen, welche lediglich eine Dectin-1-
abhangige Erkennung durch moDCs bei ausgekeimten Stadien beider
Pilzspezies beschreibt (Chamilos et al., 2010). Mdglicherweise |asst sich dieser
Unterschied durch verschiedenartige Kulturbedingungen des Pilzes,
Inaktivierungsverfahren, Kokulturbedingungen oder durch das Verfahren zur
Ausschaltung von Dectin-1 erklaren. Ob B-Glukane als Dectin-1-Ligand auch auf
ruhenden Konidien von Mucorales exprimiert werden, bleibt zudem weiterhin
klarungsbedurftig. Maoglicherweise sind B-Glukane zwar vorhanden, aber
maskiert, sodass sie zwar fur das natiurliche Dectin-1 nicht jedoch fir den
B-Glukan-Antikdrper zuganglich sind (Cornely et al.,, 2014). Zur eingehenden
Klarung dieser Fragen waren weitergehende Studien zum morphotyp-
abhangigen Aufbau der Mucorales-Zellwand nétig.

In der Gesamtschau legen die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Effekte nahe,
dass Dectin-1 sowohl fuir die Erkennung von Konidien als auch von ausgekeimten
Stadien von R. arrhizus relevant ist und insbesondere bei den ausgekeimten
Stadien eine prominente Rolle fur die Einleitung der proinflammatorischen
Antwort spielt. Eine Erklarung fir diese prominente Rolle kdnnte sein, dass durch
die Ausschaltung von Dectin-1 die Funktion und Signalweiterleitung weiterer
Rezeptoren moduliert wurde. Es wurde in diesem Zusammenhang
beispielsweise gezeigt, dass Dectin-1 Uber den Syk-Signalweg die TLR-
induzierte Zytokinproduktion verstarken kann (Gantner et al., 2003, Ferwerda et
al., 2008, Dennehy et al., 2008). Allerdings zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit
auch, dass offensichtlich weitere Rezeptoren involviert sind, die bei Ausfall von
Dectin-1 eine partielle Stimulation innater Immunzellen bewirken kdnnen.
Wahrend Experimente mit kombinierter Rezeptorausschaltung in moDCs durch
die Notwendigkeit des siRNA-Verfahrens kompliziert waren, zeigten unsere
Ergebnisse, dass Neutrophile auch bei kombinierter Ausschaltung von TLR2,
TLR4 und Dectin-1 noch eine partielle ROS-Antwort und Phagozytose von
R. arrhizus aufrechterhalten kénnen. Ein weiterer interessanter Rezeptor, den es
auch im Hinblick auf Mucorymkosen zu untersuchen gilt, ist der von Swidergall

et al. beschriebene Ephrin type-A receptor 2 (EphA2), der auf oralen Epithelzellen
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nachgewiesen wurde und &ahnlich wie ein PRR an B-Glukane von Candida
albicans bindet und daraufhin eine proinflammatorische Immunantwort einleitet
(Swidergall et al., 2018, Swidergall et al., 2019). Gleichermal3en spannend ware
es die Relevanz des Oberflachenproteins CD14 bei der Erkennung von Rhizopus
zukUnftig naher zu untersuchen. Wang et al. konnten bereits experimentell
nachweisen, dass die proinflammatorische Immunantwort CD214-blockierter
Monozyten, nach Kontakt mit Aspergillus vermindert ausfiel (Wang et al., 2001).
Des Weiteren existieren Hinweise auf die Beteiligung eines weiteren C-Typ
Lectin-Rezeptors, Dectin-2, bei der Erkennung von A. fumigatus durch
Neutrophile (de Jesus Carrion et al., 2013). Eine Studie unserer Arbeitsgruppe
konnte eine spate Herabregulation der Transkription von TLR4, Dectin-1 und
Dectin-2 in moDCs nach Stimulation mit Mucorales in einem in vitro
Alveolarmodell beobachten (Wurster et al.,, 2017a). Unverodffentlichte Daten
unserer Gruppe zeigten des Weiteren eine friihe Induktion der Expression von
Dectin-2 auf moDCs nach Mucorales-Exposition, gefolgt von einer spéateren
Repression auf transkriptioneller Ebene und Proteinebene. Wahrend ein
funktioneller Beweis aussteht, deuten diese Daten auf eine mdgliche Rolle von

Dectin-2 bei der Erkennung von Mucorales hin.

5.3. Limitationen der Promotionsarbeit und Ausblick

In den vorangegangenen Kapiteln wurde bereits auf einige Limitationen dieser
Arbeit hingewiesen, auf die hier nochmals naher eingegangen werden soll.
Zum einen wurden die beschriebenen Experimente mit isolierten
Immunzellpopulationen durchgefuhrt, die nattrlich nur unzureichend die
komplexe in-vivo-Situation und somit auch nicht die Interaktion unter den
Zelltypen abbilden kdnnen. Hierfiir wirden sich Experimente unter Verwendung
von Vollblut-Systemen besser eignen. Auch der Einsatz von multizellularen
Alveolarmodellen zur besseren Abbildung der Immunpathologie respiratorischer
Epithelien, wo zumeist der Erstkontakt mit Mucorales erfolgt, kdnnte hilfreich
sein. Belic et al. zeigten bereits mittels zweischichtigem Alveolarmodell, dass

R. arrhizus in Anwesenheit von moDCs die Alveolarmembran weniger gut
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durchdringen konnte, was in einer reduzierten Pilzinvasion resultierte und
zeitgleich die Produktion proinflammatorischer Zytokine durch moDCs ansteigen
liel3 (Belic et al., 2019). Ebenso kdnnten auch murine Modelle nitzlich sein, die
in-vivo-Situation aufzuzeigen. Darliber hinaus wurden in der vorliegenden Arbeit
nur wenige Effektorfunktionen betrachtet. Hier ware es daher ndétig, breit
angelegte Studien mit Multiplex-Zytokin-Assays, eingehender Analyse der
Regulation von Aktivierungsmarkern und der Expression weiterer
transkriptioneller Marker zu tatigen. Zudem ware die Relevanz der untersuchten
Rezeptoren fur die fungizidale Aktivitat mononukleédrer Zellen und neutrophiler
Granulozyten zu zeigen, z. B. mittels Tetrazolium-basierten metabolischen
Assays (Meshulam et al., 1995), Biolumineszenz-Verfahren (Ibrahim-Granet et
al., 2010) oder mikroskopischer Algorithmen (Wurster et al., 2019). Des Weiteren
wurden alle Experimente dieser Arbeit ausschliellich mit einer Mucorales-
Spezies (R. arrhizus) und einem einzelnen lIsolat durchgefiihrt. Es wéare daher
interessant zu untersuchen, ob andere Mucorales eine &hnliche Stimulation der
einzelnen Rezeptoren der untersuchten Immunzellen bewirken oder ob
wiederum andere Rezeptoren hierbei eine wichtige Rolle spielen, die es weiter

zu erforschen gilt.

54. PRRs als diagnostischer oder therapeutischer

Angriffspunkt bei Mucormykosen

Bisweilen ist bekannt, dass bestimmte genetische Mutationen das Risiko
erhéhen an einer Mucormykose zu erkranken. Eine Mutation im Stop-Codon
Tyr238X des Dectin-1-Rezeptors ist mit einem erhdhten Risiko fur Pilzinfektionen
assoziiert (Plantinga et al., 2009). Camargo und Kollegen konnten bei
hamatoonkologischen Patienten, welche eine invasive Aspergillose oder
Mucormykose entwickelten im Vergleich zu hamatoonkologischen Patienten, die
keine invasive Mykose erlitten, einen Defekt in der Expression des Dectin-1-
Rezeptors feststellen (Camargo et al., 2015). Zudem konnte nachgewiesen
werden, dass Stammzellen von Patienten, die eine verringerte Dectin-1

Expression aufwiesen, deutlich weniger proinflammatorische Zytokine nach
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Stimulation mit C. albicans produzierten (Ferwerda et al., 2009). Analoge
Experimente zur Untersuchung der Zytokinsekretion nach R. arrhizus-Stimulation

kdnnten interessant sein.

Weitere Studien zeigten, dass antimykotische Therapien Einfluss auf die
Immunpathologie von Pilzinfektionen nehmen. Es wurde festgestellt, dass
B-Glukane von Rhizopus-Hyphen nach Caspofungin Behandlung vermehrt
demaskiert werden und deren Schéadigung durch Neutrophile zunimmt. Dartber
hinaus wurde ein Anstieg der Dectin-1-Rezeptoren auf Neutrophilen beobachtet
(Lamaris et al.,, 2008). Eine Studie zeigte, dass eine Behandlung mit
Kortikosteroiden die Expression von Dectin-1 auf der Oberflache von
Granulozyten verringert (Willment et al., 2003), was neben weiteren
immunsuppressiven Effekten zur erhohten Suszeptibilitat von Patienten mit
Kortikosteroidtherapie fur invasive Mykosen beitragen kann (Lionakis and
Kontoyiannis, 2003).

Eine frihzeitige Diagnose von Mucormykosen koénnte in vielen Fallen
lebensrettend sein (Chamilos et al., 2008c). Da sich jedoch bei einer
beginnenden Mucormykose die Kklinische Konstellation oft unspezifisch
prasentiert und es bei Voranschreiten der Erkrankung oft keine effektive Therapie
mehr gibt (Chamilos et al., 2008c), sind neue Biomarker fir Mucormykosen ein
intensiv untersuchtes Feld. Diverse Immunbiomarker wurden bereits untersucht,
welche zukinftig als diagnostisches Mittel flr invasive Pilzinfektionen dienen
konnten. Bacher und Kollegen konnten pilzspezifische T-Zellen im Blut gesunder
Spender nachweisen. Im Falle einer invasiven Pilzinfektion liel3 sich eine erhdhte
Anzahl CD154+ T-Zellen im Blut betroffener Patienten feststellen (Bacher et al.,
2015). Ferner konnten Potenza et al. Mucorales-spezifische T-Zellen im Blut
hamatoonkologischer Patienten, die eine invasive Mucormykose erlitten,
nachweisen (Potenza et al., 2016). Auch unsere Arbeitsgruppe konnte in einem
optimierten Vollblut-Assay R. arrhizus- und Rhizomucor pusillus-reaktive
T-Zellen mit hoher Sensitivitat nachweisen (Weis et al., 2020).

Im Vergleich zur invasiven Aspergillose sind Immunassays zur Diagnostik von

Mucormykosen allerdings noch relativ unspezifisch und haufig wenig
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standardisiert, da relevante Antigene und PAMPs schlecht charakterisiert sind.
Daher ware es von grol3er Bedeutung, die relevanten Antigene und PAMPSs von
Mucorales sowie die durch diese aktivierten Signalwege und die konsekutive
Immunantwort besser zu verstehen, um noch effektivere und spezifischere
T-Zell-Assays oder mononukledre  Stimulationsassays fiur invasive
Mucormykosen entwickeln zu kénnen.

Bei erhohter Anfalligkeit fur opportunistische Pilzerkrankungen, die mittels
nebenwirkungsreicher Antimykotika nur unzureichend behandelbar sind und
meist auf eine zusatzliche radikale chirurgische Therapie nicht verzichtet werden
kann, kdnnten neue Therapieformen in Form von Immuntherapeutika relevant
werden (Lauruschkat et al., 2018). Als eine von wenigen zellularen
Immuntherapieformen konnte die Wirksamkeit von Dectin-1-CAR-T-Zellen (siehe
Kapitel 1.4.5.) in vivo, zumindest fur invasive Aspergillosen, gezeigt werden.
Dectin-1-CAR-T-Zellen sind in der Lage Aspergillus-Hyphen aufzuspiren und
eine Infektion einzuddmmen. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass Dectin-
1-CAR-T-Zellen auch nach Behandlung mit Kortikosteroiden immer noch
ausreichend dazu in der Lage sind Aspergillus-Hyphen zu schadigen.
Dementsprechend kodnnte sich der Transfer von modifizierten T-Zellen in
immunsupprimierte Patienten als neue Therapieform erweisen (Kumaresan et
al., 2014). Es ware winschenswert die Wirksamkeit der beschriebenen Dectin-
1-CAR T-Zell-Therapie gegenuber Mucormykosen zu untersuchen. Die gezeigte
Relevanz von Dectin-1 bei der Erkennung von Mucorales ist in dieser Hinsicht
allerdings vielversprechend.

In Bezug auf die Entwicklung einer potenziellen Immuntherapie gegen
Mucormykosen konnten Castillo et al. allerdings bereits erste Fortschritte mit
einem anderen Ansatz erzielen. R. arrhizus-spezifische T-Zellen konnten von
gesunden Spendern gewonnen werden und deren Ausbeute durch eine ex vivo
Zytokinbehandlung mit IL-2 und IL-7 enorm gesteigert werden. Die R. arrhizus-
spezifischen T-Zellen konnten im Gegensatz zu nicht spezifischen T-Zellen
fungale Antigene deutlich besser erkennen und induzierten eine
proinflammatorische Zytokinantwort. Somit lieRen sich T-Zellen von gesunden

Spendern als potenzielle Immuntherapie nutzen (Castillo et al., 2018).
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Vergleichende Untersuchungen von ex vivo selektierten Mucorales-spezifischen
T-Zellen und CAR-T-Zell-Therapeutika waren winschenswert um die
Wirksamkeit, Sicherheit und logistische Umsetzung der beiden Therapieansatze
direkt zu vergleichen.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

6.1. Deutsche Zusammenfassung

Wahrend der letzten Jahrzehnte ist eine steigende Inzidenz von Infektionen
durch Pilze der Ordnung Mucorales zu beobachten. Rhizopus arrhizus ist der
haufigste Erreger dieser lebensbedrohlichen Infektionen, die vor allem
immunsupprimierte  Patienten betreffen. Aufgrund der oft schwierigen
Diagnosestellung und limitierter therapeutischer Optionen liegt derzeit die
Letalitdt von Mucormykosen zwischen 50 bis 100 %. Eine Voraussetzung fur die
Etablierung neuer Biomarker oder immuntherapeutischer Strategien ist ein
verbessertes Verstandnis der immunpathologischen Prozesse bei der Abwehr

von Mucorales.

In dieser Arbeit wurden daher verschiedene Immunzellpopulationen durch
ruhende und ausgekeimte Stadien von R. arrhizus stimuliert und anschliel3end
deren proinflammatorische Immunantwort gemessen. Als Vergleich diente die
proinflammatorische Immunantwort der untersuchten Immunzellen nach
Stimulation mit Aspergillus fumigatus. Dariber hinaus war es Gegenstand dieser
Arbeit, zu charakterisieren welche Pattern Recognition Receptors (PRRs) an der
Erkennung von Mucorales durch verschiedene innate Immunzellen beteiligt sind.
Zugleich wurde untersucht, ob unterschiedliche Morphotypen der Pilzspezies
Auswirkungen auf die Stimulation der jeweiligen PRRs haben. Hierflr wurden
Koinkubations-Experimente mit neutrophilen Granulozyten sowie Peripheral
Blood Mononuclear Cells (PBMCs), Monozyten und monocyte derived dendritic
cells (moDCs) mit verschiedenen Morphotypen von R. arrhizus durchgefiuhrt. Die
Rezeptoren TLR2, TLR4 und/oder Dectin-1 wurden dabei durch neutralisierende

Antikorper oder RNA-Interferenz blockiert.

Ausgekeimte Stadien von A. fumigatus sowie R. arrhizus induzierten eine
erhohte ROS-Freisetzung in Neutrophilen, die durch isolierte oder kombinierte
Blockade von TLR2, TLR4 und Dectin-1 abgeschwacht wurde. Ebenso wurde die
Phagozytoseaktivitat neutrophiler Granulozyten gegenuber R. arrhizus-Konidien
durch Blockade von TLR4 und Dectin-1 deutlich reduziert.
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Im Gegensatz zu A. fumigatus induzierten sowohl ruhende Konidien als auch
ausgekeimte Stadien (Keimschlauche und Hyphen) von R. arrhizus eine robuste
pro-inflammatorische Zytokinantwort durch moDCs. Nach Inhibition der Dectin-1
Expression durch RNA-Interferenz zeigte sich die Transkription und Sekretion
von Interleukin-18 in Gegenwart aller drei untersuchten Morphotypen von
R. arrhizus deutlich vermindert (Transkription um 46 bis 68 % und Sekretion um
75 bis 79 % vermindert). Diese Ergebnisse legen nahe, dass Dectin-1 ein
wichtiger Mediator bei der Einleitung der innaten Immunantwort verschiedener
Zelltypen gegen R. arrhizus ist. Diese Beobachtung sollte in weiteren Studien
eingehender untersucht werden, z. B. um die Eignung von Dectin-1 als Rezeptor
fur zelltherapeutische Ansatze wie T-Zell-Konstrukte mit chimé&ren Antigen-

Rezeptoren zu evaluieren.

6.2. Englische Zusammenfassung

While Aspergillus species remain the most common cause of opportunistic mold
infections, emerging pathogens such as Mucorales account for an increasing
share of invasive mycoses in immunocompromised patients. Unspecific clinical
presentation, lack of reliable biomarkers, and limited therapeutic options
contribute to poor outcomes of this devastating infection. Depending on the site
of infection, mortality rates of mucormycoses reach up to 100%, highlighting an

unmet need for advances in diagnostic and therapeutic strategies.

To facilitate improvements in immune biomarker development and
immunotherapy, better understanding of host defense and host-pathogen
interplay is warranted. Therefore, this project sought to assess the activation of
proinflammatory immune responses by resting and germinated stages of
Rhizopus arrhizus, the most common pathogenic Mucorales species.
Furthermore, we aimed to characterize the pattern recognition receptors (PRRS)
which are involved in the detection of R. arrhizus. To that end, we co-incubated
polymorphonuclear neutrophils (PMNSs), peripheral blood mononuclear cells

(PBMCs), monocytes, and monocyte derived dendritic cells (moDCs) from

92



healthy donors with different morphotypes of R. arrhizus and compared immune

responses to A. fumigatus stimulation.

Oxidative burst of PMNs was only stimulated by germinated morphotypes of both
fungi but not by resting conidia. Inhibition of TLR2, TLR4 and Dectin-1 by specific
blocking antibodies significantly reduced the secretion of reactive oxygen species
in response to R. arrhizus germlings and hyphae. Similarly, phagocytosis of
R. arrhizus spores by PMNs was significantly reduced by blockade of TLR4 and
Dectin-1, further corroborating a functional role of these receptors in the

recognition of Mucorales.

Co-culture studies with PBMCs, monocytes, and moDCs revealed that both
resting and germinated stages of R. arrhizus induce a proinflammatory cytokine
response of mononuclear phagocytes, whereas conidia of A. fumigatus were
largely inert. To determine a functional role of Dectin-1 in the recognition of
R. arrhizus morphotypes by mononuclear cells, moDCs were transfected with
CLECT7A-siRNA, resulting in a knockdown of the Dectin-1 gene. The transfected
moDCs were stimulated with different A. fumigatus and R. arrhizus morphotypes
and mRNA expression and secretion of IL-1p were determined by qPCR and
ELISA. Significantly weaker induction of IL-13 by germinated stages of both fungi
and R. arrhizus spores was seen in siCLEC7A-transfected moDCs. Collectively,
these results indicate that major pattern recognition pathways with known roles
in the detection of A. fumigatus are also pivotal to mount a proinflammatory

immune response to R. arrhizus.
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