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1. Einleitung

1.1 Aspergillus fumigatus

Aspergillus fumigatus (A. fumigatus) zahlt zu den saprotrophytischen Pilzen. Er zersetzt
organische Materialien in Kohlenstoff und Stickstoff und spielt damit eine wichtige Rolle im
Ernahrungskreislauf. Deshalb und weil er sehr thermo- und pH-stabil ist, findet man ihn in
vielen okologischen Nischen. Dazu gehoren Luft, Erdboden und Kompost, aber auch
Blumenerde von Zimmerpflanzen und schimmlige Lebensmittel kénnen von ihm besiedelt
werden [3-5].

Sein Name hat lateinischen Ursprung und beschreibt im Prinzip sein Aussehen: ,,Aspergere*
heiflt zu Deutsch ,,bespritzen* und bezieht sich auf die Form des Pilzes [6]. ,,Fumus‘ spielt auf
seine rauchgriine Farbe an, die Folge des 1,8-Dihydroxynaphthalin-Melanins ist [7]. Im

Volksmund wird er hdufig auch ,,Giekannenschimmel* genannt.

Mittels umweltresistenter Sporen, den sogenannten Konidien, kann sich A. fumigatus
vermehren. Ist gentigend Erndhrung vorhanden, keimen diese zu Hyphen aus. Das Geflecht aus
vielen Hyphenschlduchen, das Myzel, bildet an seiner Oberflache Konidiophoren. Das sind

Vesikel, die mit Sporen gefllt sind und darauf warten, freigesetzt zu werden [3, 4].
1.2 Immunantwort auf A. fumigatus

Verteilt werden die Konidien durch Wind oder sonstige Unruhe im System, beispielsweise beim
Umgraben des Komposts. Der Pilz selbst ist dazu nicht in der Lage. Aufgrund der geringen
GroRe (2-3um) und des niedrigen Gewichts, bleiben die Sporen einerseits in der Luft und
konnen andererseits beim Einatmen bis in die Lungenalveolen vordringen. Taglich atmen wir
Menschen etwa 100-1000 Konidien ein [5].

1.2.1 Angeborene Abwehrmechanismen gegen A. fumigatus

Uberwiegend sorgt die mukoziliare Clearance (zu Deutsch: Reinigung) dafiir, dass sich die
Konidien gar nicht erst festsetzen kdnnen, sondern sofort Richtung Oropharynx abtransportiert
werden. Erreichen die Sporen dennoch die Alveolen, versuchen Typ-Il-Pneumozyten,
Alveolarmakrophagen und Neutrophile die Sporen zu phagozytieren. Sind diese Systeme
allerdings defekt oder im Verhaltnis zur Erregermenge zu schwach, kann der Schimmelpilz in
der Lunge persistieren und zu Hyphen auskeimen [8, 9]. Im Gegensatz zu Konidien kdnnen

diese nicht phagozytiert werden, da sie zu groB sind [3, 10].



Beim Auskeimen verlieren die Konidien ihren Hydrophobin-Mantel und das schiitzende
Melanin-Biopigment [3, 7], sodass die darunter liegenden Zellwandpolysaccharide (3-1,3-
Glucan und Galactomannan freigelegt werden [11]. Das angeborene Immunsystem erkennt sie
als PAMPs (pathogen associated molecular patterns) und bindet sie an die PRRs (pathogen
recognition receptors) Dectin-1 bzw. Dectin-2 [3]. Auch Proteine, die die auskeimenden
Hyphen zur Umgebungsanpassung sezernieren [12], werden von spezifischen PRRs detektiert.
Dazu zahlen Pentraxin3 [13], ein fur dendritische Zellen spezifischer ICAM3-grabbing non-
integrin  (kurz DC-SIGN) [14] und verschiedene NOD (Nukleotid-bindende

Oligomerisationsdomane)-like-Rezeptoren.

Durch die Bindung von pathogenen Bestandteilen an die erkennenden Rezeptoren werden
Makrophagen und DZ (dendritische Zellen) stimuliert. Sie sezernieren inflammatorische
Zytokine, die weitere Immunzellen anlocken und prozessieren die Antigene, um sie den T-

Zellen zu prasentieren [3, 11, 15].

An dieser Stelle der Wirtsabwehr wird die erworbene Immunantwort involviert. Naive Ty-
Zellen (T-Helferzellen) werden durch Antigenprasentation von pulmonalen dendritischen
Zellen zu Aspergillus-spezifischen Th-Zellen geprégt [15].

1.2.2 T-Zell-Antwort auf A. fumigatus-Antigene
T-Zellen sind ein wesentlicher Bestandteil der erworbenen Immunitéat. Sie sorgen fur eine

zielgerichtete Immunabwehr [15].

Sie binden mit ihrem Rezeptor (TZR) und den Co-Rezeptoren CD4 oder CD8 an MHC- (major
histocompatibility complex) présentierte Antigene auf DZ (CD4 bindet an MHC-I1-, CD8 ist
MHC-I-Klassen restringiert). Zwischen den beiden Zellen bildet sich eine immunologische
Synapse. Daraufhin wird eine zweite Bindung Uber das Glykoprotein B7 der
antigenprésentierenden Zelle und CD28 der T-Zelle aufgebaut. Nach dieser Costimulation ist
die T-Zelle aktiviert. Sie proliferiert und differenziert sich [16].

MHC-I wird auf jeder Zelle exprimiert und prasentiert Proteine von Pathogenen, die die Zelle
infiziert haben. Naive CD8-T-Zellen differenzieren zu CTLs (zytotoxischen T-Lymphozyten),
um infizierte Zellen zu eliminieren. MHC-II dagegen ist APZ-spezifisch und prasentiert
Fremdmolekiile, die aus dem Extrazellularraum aufgenommen und in intrazelluldren Vesikeln
proteolysiert wurden [17]. Insofern sind flr die adaptive T-Zell-immunreaktion gegen A.
fumigatus vor allem die MHC-II-restringierten CD4-Zellen wichtig. Persistiert A. fumigatus in

der Lunge, befinden sich korperfremde Molekile im Extrazellularraum. Zudem sezernieren die



auskeimenden Hyphen Proteine, um sich an die Umgebung anzupassen. Diese Fremdmolekdile
konnen von APZs internalisiert und prozessiert werden, um sie anschlieRend auf MHC-I1 den
naiven T-Zellen zu préasentieren (siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: Aktivierung naiver T-Zellen zu spezifischen Tn-Zellen durch Antigenprésentation. APZs présentieren Uber
MHC-I11 Aspergillus-Antigene, Erkennung des Antigens tiber TZR und CD4, Costimulation tiber Glykoprotein B7 der APZ und
CD28 der T-Zelle. Tu- Zellpragung durch Zytokinmilieu diktiert [3].

Naive CD4-T-Zellen differenzieren daraufhin zu sogenannten Helferzellen. Je nach Subtyp
haben sie unterschiedliche Auswirkungen auf die Immunantwort, indem sie Toleranz (Typ-1-
regulatorische T-Zellen Trl, andere regulatorische T-Zellen Trg) oder eine Immunreaktion

(CTL, Tw-Zellen) gegeniliber A. fumigatus vermitteln [3, 9, 18-20] (siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2: A. fumigatus-Infektion: angeborene Immunabwehr und T-Zell-Antworten. Gute Erkennung der Hyphen tber
PRRs, aber schlechte Erkennung der Konidien durch die APZ der angeborenen Immunantwort. Die Zytokinantwort der APZ
bei A. fumigatus-Kontakt steuert die Differenzierung der T-Zelle zu bestimmten T-Zell-Subtypen, die Toleranz (Tr1, Treg) oder
eine Immunreaktion (CTL, Tw -Zellen) gegentiber dem Schimmelpilz vermitteln. Damit wird die angeborene mit der adaptiven
Immunantwort verknipft [3].
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Zu welchen Ty-Subtypen die naiven T-Zellen differenzieren, hangt von den sezernierten
Botenstoffen der DZ und den damit aktivierten Signalwegen und Transkriptionsfaktoren ab.
Neben exogenen Faktoren [21] sind individuelle Voraussetzungen mitentscheidend.
Heterogenitat und angeborene genetische Defekte [22, 23] konnen Einfluss auf die T-

Zelldifferenzierung nehmen und damit die Immunantwort lenken.

Fur die primare Abwehr von A. fumigatus ist der Tn-1-Zelltyp, welcher durch die Zytokine IL-
12 und IL-18 gepragt wird [15], bedeutsam. Das Leitzytokin der Tnl-Zellen ist IFN-y.
Gemeinsam mit IL-2, 1L-12 und TNFa sorgt es fiir eine ansteigende antimykotische Aktivitat

und Nachproduktion angeborener Immunzellen [5, 19].

Th-17-Zellen werden in der Regel durch Dectin-1-prasentiertes R-Glucan gepragt. Sie
sezernieren kennzeichnenderweise IL-17A, IL-17F und I1L-22, was zur vermehrten Freisetzung
von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen fuhrt und Neutrophile aktiviert. Die
Neutrophilen limitieren das Pilzwachstum [15, 24].

Die Funktion des Tn-2-Subtyps, dessen Leitzytokine IL-4, IL-5 und IL-13 sind, besteht
einerseits in der Einddmmung der Thl-Antwort und seiner damit antiinflammatorischen
Wirkung, zum anderen sorgt der Tn2- Subtyp fir die humorale Immunitét, da er B-Zellen
aktiviert, sie mittels Isotopenswitch pragt (insbesondere zu IgE) und fiir die Rekrutierung von
Eosinophilen sorgt [5, 15, 25].

Um die Immunantwort sinnvoll zu steuern und eine Balance zwischen der Tul- und Twh2-
Immunreaktion herzustellen, sind regulatorische T-Zellen (Treg, Trl) notwendig. Zundchst soll
die Immunantwort angeregt werden, spater ist es entscheidend, die Entziindung abklingen zu
lassen und Allergien zu vermeiden [3, 15, 26]. In Abbildung 3 ist das pathogenetische T-
Helfer-Populations-Krankheitsausloser-Modell dargestellt, das beschreibt, dass eine Dominanz
einer der beiden Tn-Zellreihen das Immunsystem auRer Balance bringt und zu typischen
Krankheiten fuhrt. Bei UberschieBender Thl-Antwort kann es zu Autoimmunerkrankungen
kommen, im Gegenzug fordert eine zu hohe Tn2-Antwort die Entstehung von Allergien [22].
Bisher in der Literatur eher nebensdchlich behandelt sind die Twl7-Zellen, welche bei
verlangerter und unkontrollierter Aktivierung zu einer persistierenden Entziindungsreaktion mit
Neutrophilen-Infiltraten fihren, was die Lunge schéadigen und zur Allergieentwicklung
beitragen kann [15, 24].
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Abbildung 3: Pathogenetisches T-Helfer-Populations-Krankheitsausléser-Modell [22]. Fir eine gesunde Immunabwehr
mssen sich die TH1- und TH2-Zellen die Waage halten. Verlieren die Thl- und Tn2-Immunantwort die Balance, kann es zu
allergischen Erkrankungen kommen. Bei UberschieBender Tn2-Antwort werden Allergien préadisponiert, bei tberschieRender
Trl-Antwort kdnnen sich Autoimmun-Erkrankungen entwickeln.

Zu den Faktoren, die eine Dysbalance der Tn-Reaktion beginstigen, gehoren u.a.
Umweltfaktoren wie eine erhthte Exposition gegentiber A. fumigatus, was in einer erhéhten
Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten von Allergien resultiert [21]. Auf diese wird in Kapitel

1.4 néher eingegangen.

Zwar sind weniger als 1% Antigen-spezifischer T-Zellen im peripheren Blut zu finden, dennoch
gibt ihre Frequenz und die Bestimmung der von ihnen sezernierten Zytokine Aufschluss tber
die Immunsituation des Individuums. In dieser Arbeit wurde zur Quantifizierung spezifischer
T-Zellen der Enzyme Linked Immuno Spot (ELISpot) herangezogen, welcher auf der Reaktivitét
dieser Zellen auf bestimmte Antigene basiert. Nach in vitro-Stimulation erfolgt die Beurteilung

anhand der Sekretion bestimmter Zytokine [27].

1.2.3 B-Zell-Antwort auf A. fumigatus-Antigene

Fur die adaptive humorale Immunitat sind Gedéchtnis-B-Zellen und Plasmazellen, die
hochaffine AK (Antikorper) sezernieren, um damit das Antigen zu eliminieren, entscheidend.
Sowohl Proteine als auch nicht proteinogene Antigene kénnen eine B-Zellreaktion ausldsen.
Im Gegensatz zu multivalenten Antigenen wie Polysacchariden, benétigen B-Zellen die Hilfe

von Twx-Zellen, um Proteinantigene erkennen zu kdnnen [28].

Erkennt der B-Zellrezeptor ein spezifisches Epitop auf dem Protein-Antigen, wird zum einen
die Genexpression verdndert und zum anderen das Antigen internalisiert, in Endosomen zu
Peptiden abgebaut und tilber MHC-I1-Molekiile an der Zelloberflache prasentiert [28, 29]. Nach
diesem ersten Antigenkontakt wandern die B-Zellen zur T-B-Zell-Grenze der Follikel. Dies



geschieht mittels Chemotaxis: auf B-Zellen sind die oberflachlichen CCR7- und EBI2-
Rezeptoren hochreguliert, die Chemokine binden kénnen [30].

An der T-B-Zell-Grenze prasentieren die B-Zellen den spezifischen aktivierten Th-Zellen das
Peptid-Antigen. CD40L (auch bekannt als CD154, CD = cluster of differentiation) der
aktivierten T-Zelle bindet CD40 der B-Zelle, woraufhin die T-Zelle Zytokine sezerniert (siehe

Abbildung 4). Zusammengenommen sorgen diese Signale fir eine B-Zellproliferation und
Differenzierung [28, 29].
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Abbildung 4: Tr-Zell- vermittelte Aktivierung von B-Zellen: B-Zellen prasentieren den Tu-Zellen Giber MHC-I1 Aspergillus-
Antigene, die spezifische Tn -Zellen liber TZR und CD4 erkennen und binden. Als 2. Signal fiir die B-Zell-Stimulation muss es
zur Costimulation Uber CD40 der B-Zelle und CD40-Ligand der T-Zelle kommen. Zytokinsekretion der T-Zelle unterstitzt die
B-Zell-Proliferation und Differenzierung [3].

Plasmazellen sind die ausdifferenzierten Effektorzellen der B-Zelllinie, die sekiindlich tausende
klonspezifische AK produzieren [31]. Ged&chtniszellen ermdglichen eine schnellere und

effizientere Immunantwort bei sekundérer Antigenkonfrontation [28, 29].

B-Zellen konnen einen Klassenwechsel der AK initiieren, was die beachtliche Plastizitét der
humoralen Immunitat erklart. Jeder Isotyp hat charakteristische Immuneffekte und
modulatorische Funktionen im Rahmen der Abwehr [32]. Im Prinzip findet eine somatische
Rekombination statt. Dabei bleibt die spezifische Bindungsstelle fur das Antigen auf der

leichten Kette unveréndert, nur der konstante Teil der schweren Kette wird modifiziert [28, 33].
IFN-y bewirkt IgG3- und IgG2a-Klassenwechsel [29].

Th2-Typ-Zytokine, insbesondere IL-4, lenken den Klassenwechsel uber 1gG1 [34] hin zu IgE-
AK [35]. Der IgE-Isotyp fiihrt zur Mastzell- und Eosinophilen-gesteuerten Immunantwort [32].
Normalerweise dient er der Abwehr von Parasiten und Helminthen. Er kann aber unter gewissen

Umsténden zur Allergie fihren [36]. Viele A. fumigatus- Molekile sind potente B-Zell-



Antigene, mehr als 80 Proteine kdnnen IgE von sensibilisierten Patienten/-innen binden [37].
Zu einer persistierenden IgE-Immunantwort kommt es nur Dbei unterschwelligem
Antigenstimulus oder fehlenden Warnsignalen an das Abwehrsystem, denn in Keimzentren
Uberlebt der IgE-Isotyp die Selektion nicht. Die Kklassische atopische Allergie beruht auf IgE-
Bildung nach niedriger Exposition zu Allergenen aus der Luft, wie A. fumigatus-Sporen. Die
persistierende Immunantwort beruht auf langlebigen Plasmazellen [38].

Ob ein Unterschied in der IgE-Antwort auf verschiedene Protein-Antigene des A. fumigatus
zwischen beruflich Exponierten, Langzeitexponierten und niedrig Exponierten besteht, soll

ermittelt werden.

1.2.4 Einfluss von LPS auf die Immunantwort

Lipopolysaccharide (LPS) sind Bestandteile der Zellmembran gramnegativer Bakterien, die
ubiquitar in der Umwelt vorkommen [39]. Uber TLR4 (toll like receptor) stimulieren sie als
PAMPs die proinflammatorische Immunantwort. Auf Zellen der angeborenen Abwehr wie
Makrophagen und dendritischen Zellen, die als APZs fir T-Zellen dienen, werden
costimulatorische Molekule hochreguliert. Folglich werden T-Zellen vermehrt aktiviert und zur
Freisetzung  proinflammatorischer ~ Zytokine  angeregt.  Insbesondere  die  Thl-
Zelldifferenzierung wird durch LPS getriggert, aber auch die Differenzierung anderer T-

Zelllinien kann stimuliert werden [40].

Endotoxin-Verunreinigungen kénnen demnach die Messergebnisse verfalschen.

1.3 Umweltexposition zu A. fumigatus

In welchen Berufen beziehungsweise in welchem Arbeitsumfeld ist man einer erhdhten

Schimmelpilzbelastung ausgesetzt?

Normalerweise liegt die Konzentration von A. fumigatus in der Auenluft bei 0,2 bis 15 Sporen
pro Kubikmeter (m3), selten betrégt die Belastung mehr als 500 Konidien pro m3 [4, 41, 42].
Werte von bis zu 21 Millionen/m3 konnten gemessen werden, als schimmliges Heu
aufgeschuttelt wurde. Weitere Quellen fir potentiell erhthte Sporenkonzentrationen sind
beispielsweise selbst aufheizende Holzhackschnitzel, Abwasser und Blumenerde [41]. Auch
Kompostieren kann grolRe Mengen an Bioaerosolen freisetzen. Bis zu zwei logarithmische
Einheiten hohere Konidienbelastungen sind in diesem Zusammenhang maoglich. Besonders
betroffen sind die Arbeiter/-innen an Ort und Stelle, aber auch Anwohner/-innen in 200 bzw.
500 Metern Entfernung konnen bei entsprechender Windrichtung und -geschwindigkeit eine



20fach erhohte Belastung erfahren [43-45]. Andere Berufe, die mit einer erhdhten Aspergillus-
Exposition einhergehen, sind Arbeiten in der Abfallsortieranlage, Korkindustrie, Klaranlage,
auf dem Schlachthof oder in der Geflliigel- und Schweinezucht. Die WHO-
(Weltgesundheitsorganisations-)Richtlinie von 150 CFU/m?3 wird hier haufig tbertroffen [46].

Welche Auswirkungen hat die erhohte Schimmelpilzbelastung auf die Immunantwort?

Im Experiment mit Hasen wurde der Zusammenhang eruiert, dass je haufiger die A. fumigatus-
Exposition, desto intensiver die Gewebeantwort der Lunge, desto langer besteht eine
nachweisbare AK-Antwort [47]. Im Versuch mit Méusen zeigte die chronische Belastung ein
proinflammatorisches Zytokinmuster [48]. 2017 konnten Wurster et al. nachweisen, dass
Personen mit hoher Schimmelpilzbelastung im beruflichen oder wohnlichen Umfeld mehr A.
fumigatus- spezifische Tn - und T-Gedachtniszellen haben. Auch intraindividuelle
Anpassungen der T-Zell-Frequenzen im zeitlichen Verlauf abhangig von der momentanen
Schimmelpilzexposition wurden festgestellt [42]. Hohere 1gG-Antworten wurden bei Bauern/
Bauerinnen, insbesondere bei Nicht-Rauchern/-innen und Vieh-Besitzern/-innen, im Vergleich

zu Stadtbewohnern/-innen von Schonheyder et al. verzeichnet [49].

Dass das A. fumigatus-Expositionslevel Auswirkungen auf die Immunantwort hat, wurde
bereits gezeigt. Welchen Einfluss dies auf die TH1/Tn2-Balance hat, wie sich die Th17-Antwort
verhélt und ob eine wiederholte, hohe Schimmelpilzbelastung die Wahrscheinlichkeit, eine

Allergie zu entwickeln, erhéht, wird Bestandteil dieser Studie sein.
1.4 Allergie

1.4.1 Epidemiologie der Allergie

Im 21. Jahrhundert gehoren allergische Erkrankungen zu den haufigsten Gesundheitsproblemen
[50, 51]. Weltweit leiden mehr als 300 Millionen Menschen unter Asthma [52]. In westlichen
Landern sind etwa 20% der Bevdlkerung von allergischen Atemwegsbeschwerden betroffen,
10% leiden sogar unter schweren allergischen Erkrankungen [53]. Der Anstieg der IgE-
gesteuerten Allergien wird auf niedrigere Infektionsraten im Kindesalter zuriickgefiihrt, was
zum einen die TH1/Tn2-Balance beeinflusst und zum anderen in weniger Keimzentren und

mehr Uberlebensnischen fiir langlebige Plasmazellen resultiert [38].

Die Pilzsporenbelastung Ubersteigt die Pollenzahl um ein Vielfaches, weshalb sie zu den
Hauptursachen zahlen. Im Falle der Sporeninhalation kann dies zu Atemwegserkrankungen wie

allergischer Rhinitis und bronchialem Asthma fihren [53, 54]. Im Gegensatz zu anderen



Allergieauslosern, sind Pilzsporen fast ganzjahrig in der Umwelt vorhanden, kdnnen den
menschlichen Korper besiedeln und durch Proteinsekretion Atemwege beschadigen und so die
Lungenfunktion langfristig beeintrachtigen [54, 55]. Insbesondere in den Sommermonaten,
wenn tagsuber die hochsten Sporenkonzentrationen gemessen werden, héaufen sich
Asthmaanfélle bis hin zum Asthmatod [56].

Etwa 12 Millionen durch Pilze ausgeldste Rhinosinusitiden, mehr als 10 Millionen Félle von
Pilz-assoziiertem Asthma und etwa 6,5 Millionen Patienten/-innen mit SAFS, dem schweren
Asthma mit fungaler Sensibilisierung, wurden 2017 geschatzt [57]. Atopische Patienten/-innen
haben hierbei ein hoheres Risiko Asthma zu entwickeln, welches zudem oft schwer
kontrollierbar ist [58, 59]. Zu den wichtigsten bekannten allergenen Pilzspezies, deren
jeweiliger Hauptvertreter daher in der vorliegenden Studie verwendet werden sollte, zéhlen
Alternaria, Aspergillus, Cladosporium und Penicillium. Fir sie besteht Evidenz, dass ein
Zusammenhang zwischen Pilzexposition und Schweregrad eines Asthmas vorliegt [51, 53, 54,
56, 60].

Im Rahmen des globalen Klimawandels, der mit erhohten CO2-(Kohlenstoffdioxid-)
Konzentrationen verbunden ist, kommt es zu einer gesteigerten Sporenproduktion durch
Schimmelpilze. Hohere CO2-Konzentrationen fiihren zu hoherer Biomasse und einem héheren
Karbon-Nitrogen-Quotienten, der den Pilzen als Erndhrungsgrundlage zur Verfligung steht

[61]. Somit gewinnt die Aspergillus-Diagnostik an Bedeutung.

1.4.2 Berufsbedingte Allergie

Als berufsbedingte Allergie, auf die etwa 15% der Asthmaerkrankungen im Erwachsenenalter
zuruckzufiuhren sind, bezeichnet man das Auftreten von allergischen Symptomen im
Arbeitsumfeld nach einem initial freien Intervall, indem die immunologische Sensibilisierung
stattfand [50]. Bei einer berufsbedingten Allergie spielen sowohl die individuelle Suszeptibilitat
als auch exogene Faktoren eine Rolle. Eine Atopie und genetische Faktoren fiihren zu einer
individuellen Pradisposition. Die Hohe der Exposition, die wiederholte Konfrontation zum
Reizstoff und eine feuchte Umgebung haben als exogene Faktoren ebenfalls einen Einfluss auf
die Allergieentwicklung [21, 62].

Bei Schatzungen zu Folge weltweit jahrlich 38.000 Todesféllen und 1,6 Millionen ,,Jahre
verlorener Gesundheit® (DALY) aufgrund von berufsbedingtem Asthma gilt es,
Hochrisikoarbeiter/-innen besser zu Uberwachen und Risikofaktoren sowie friihe klinische und
biologische Marker einer berufsbedingten Allergie zu identifizieren [50]. Ob es durch die

berufsbedingte, erhohte A. fumigatus-Exposition bei Biolandwirten/-innen zur hoheren
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Allergie-Préavalenz kommt, kann im Rahmen der vorliegenden Studie anhand der

Immunantwort besser nachvollzogen werden.

1.4.3 Typen der Hypersensitivitat

Hypersensitivitat kann nach Gell und Coombs in vier Klassen eingeteilt werden (siehe
Abbildung 5). Im Gegensatz zu Pollen, kénnen Pilzsporen und Myzelzellen alle vier
verschiedenen Hypersensitivitatsreaktionen induzieren [54]. Zu den Krankheitsbildern, die A.
fumigatus auslosen kann, gehdren u.a. die extrinsische allergische Alveolitis, Asthma,
allergische Sinusitis, chronisch eosinophile Pneumonie, Hypersensitivitatspneumonie, SAFS
und ABPA [62].

Hypersensitivitét Typ-I Typ-I1 Typ-1I Typ-1V
nach Gell und
Coombs
Immun-reaktant IgE IgG [e]€] Tul-Zellen Tu2-Zellen CTL
Antigen 16slich Zell-/ Matrix- | l6slich 16slich 18slich Zell-assoziiert
assoziiert
Patho- Mastzell- FcR-positive FcR-positive Makrophagen- | Eosinophilen- | Zytotoxizitét
mechanismus Aktivierung Zellen Zellen, Aktivierung Aktivierung
(Phagozyten, Komplement,
NKZ) Immun-
komplexe
Beispiel der allergische Medikamente | Serum- Kontakt- chronisches Kontakt-
Hypersensitivitats- | Rhinitis, n-Allergie krankheit dermatitis, Asthma, dermatitis
reaktion Asthma, (Penicillin) Tuberkulin- chronische
systemische Reaktion allergische
Anaphylaxie Rhinitis

Abbildung 5: Typen der Hypersensitivitat nach Gell und Coombs [63]

Die Typ-l-Hypersensitivitatsreaktion ist vom Soforttyp und IgE-gesteuert [63]. Bei
Allergenexposition wird IgE gebildet, welches an Mastzellen bindet. Durch die Quervernetzung
von Rezeptor-gebundenen IgE-AK degranulieren die Mastzellen. Histamin sorgt fir die
sofortige, Leukotriene fur die etwas verspatete Allergiesymptomatik. Die Histaminfreisetzung
fahrt zu einer Vasodilatation, Kontraktion der glatten Bronchialmuskulatur, wirkt
proinflammatorisch und stimuliert Nozizeptoren [64, 65]. Werden die A. fumigatus-Sporen bei
Sensibilisierung erneut eingeatmet, kommt es zur Quervernetzung der IgE-AK, die bereits auf
Allergen-spezifischen Mastzellen oder Basophilen gebunden sind. Daraufhin kommt es zur
sofortigen Sekretion von Mediatoren wie Histamin und Prostaglandinen. Wie schwer die
klinischen Symptome letztendlich sind, variiert von einfachen Hautrétungen und allergischer
Rhinitis bis hin zu lebensbedrohlichen allergischen Asthmaanfallen und anaphylaktischem
Schock [54, 60].

Die Typ-I1-Hypersensitivitatsreaktion beruht auf IgG-gesteuerten Antigen-AK-Interaktionen,
die die Anaphylotoxin-Produktion (C5a) steigern und Leukozyten rekrutieren. Folge ist eine

Gewebsverletzung durch hydrolytische Enzyme, die durch Autolyse der Neutrophilen
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freigesetzt werden [64]. Im Gegensatz zu den anderen Hypersensitivitatsreaktionen ist hier das
Antigen nicht I6slich, sondern Zell- oder Matrix-gebunden [63].

Die Typ-I11-Hypersensitivitatsreaktion ist durch die Ablagerung von Antigen-AK-Komplexen
gekennzeichnet. Immunkomplexe werden bei der Abwehrreaktion gebildet, pathogen werden
sie nur unter bestimmten Bedingungen abhéngig von Grolie, Anzahl, Affinitat und Isotyp des
Antikorpers. Als typisches Krankheitsbild bei Bauern/ Bauerinnen, daher auch ,,farmers lung*
genannt, kdnnen die Sporen in hoher Konzentration zu einer IgG- statt IgE-vermittelten
Immunantwort fiihren und sich bei erneuter Exposition in den Alveolarwanden absetzen.

Dadurch wird der Blut-Gas-Austausch gedrosselt und die Lungenfunktion herabgesetzt [63].

Im Gegensatz zu den durch Antikorper vermittelten Sofortreaktionen, wird die verzdgerte Typ-
IVV-Hypersensitivitatsreaktion ~von  Antigen-spezifischen  T-Zellen vermittelt [63].
Entsprechend der Immunabwehr von Pilzen, wird ber MHC-II-Proteine das prozessierte
Allergen présentiert und fuhrt zu einer pathologischen Tn2-dominanten Immunantwort [62].
Man vermutet auch eine Beteiligung von Tn17-Zellen, da die Schwere des Krankheitsverlaufs
mit der IL-17-Sekretion korreliert [66]. Typische Krankheitsbilder nach Sporeninhalation sind
chronisches Asthma und chronisch allergische Rhinitis [63].

1.4.4 B-Zellen und Allergie

Bei einem Asthmaanfall steigt die Zahl von B-Zellen sowohl im Blut als auch in der bronchialen
Mukosa. B-Zellen kontrollieren die allergische Antwort durch die Regulation von Tn2-Typ-
Zytokinen und Chemokinen. Bei Stimulus mit Aspergillus-Konidien kommt es zu einem
enormen B-Zell-Influx in die Lunge. Die genauen Wirkweisen der B-Zellen in der Allergie sind

bisher nicht geklart, sicher ist aber ein bedeutender Einfluss auf das systemische Ergebnis [55].
1.5 A. fumigatus- assoziierte Krankheitsbilder

Neben Allergien kann A. fumigatus unter bestimmten Voraussetzungen zu schwerwiegenden
Erkrankungen flhren (siehe Abbildung 6).
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Inhalation von
Aspergillus-Sporen

schwere chronische
Lungenerkrankung, Asthma, Atopie, CF
Immunkompromittierte

Immunkompetente kavitire
Individuen Lungenerkrankung

IPA (invasive
keine Konsequenz Aspergillom pulmonale ABPA
Aspergillose)

Abbildung 6: Klinisches Spektrum der pulmonalen Aspergillose. Je nach Immunsituation und pulmonalen Vorerkrankungen
des Wirts/ der Wirtin hat die Inhalation von Aspergillus-Sporen verschiedene Auswirkungen. Wahrend die Gesundheit von
Immunkompetenten nicht beeintréachtigt wird, kann die Sporeninhalation je nach Pradisposition zu Krankheitshildern wie dem
Aspergillom, der IPA oder der ABPA filhren [67].

Die angeborene Immunabwehr bei immunkompetente Individuen eliminiert die Sporen aus
dem Atemweg, bevor sich pulmonale Pilzinfektionen manifestieren konnen. Bei
vorgeschadigter Lunge mit Kavernenbildung (bspw. bei Patienten/-innen  mit
Lungentuberkulose) kdnnen sich Aspergillen als Aspgergillom abkapseln und persistieren. Bei
schweren chronischen Lungenerkrankungen und insbesondere bei Immunkompromittierten
kann die Immunabwehr die Konidien nicht eliminieren, sodass sie die Atemwege kolonisieren,
auskeimen und zu invasiven pulmonalen Aspergillosen (IPA) fuhren kdnnen. Atopische
Individuen, Asthmatiker/-innen und Mukoviszidose-Patienten/-innen haben ein erhéhtes Risiko
fur eine ABPA (allergische bronchopulmonale Aspergillose).

1.5.1 Allergische bronchopulmonale Aspergillose

ABPA weist ein komplexes immunologisches Phdnomen auf, das die Allergietypen I, 111 und
IV vereint [54]. Sie &uRert sich in einem hyperreagiblen Bronchialsystem mit systemischer
Immunaktivierung, chronischen asthmatischen Beschwerden, Lungeninfiltraten und
Bronchiektasen [68]. Keuchen, Schleim- und Bluthusten oder ein bréunliches Sputum mit
Aspergillen sind relativ hdufige Symptome. Zur Diagnosestellung werden u.a. eine erhdhte
Anzahl spezifischer IgE-AK gegen A. fumigatus, sowie ein erhdhtes Gesamtserum-IgE (> 1000

IU/mL) und 1gG-Antigen-AK-Komplexe herangezogen [9].

Prédisponiert sind vor allem Patienten/-innen mit bronchopulmonalen Vorerkrankungen: 1-2%
der chronischen Asthmatiker und 2-15% der Mukoviszidose-Patienten/-innen sind betroffen
[69]. Jedoch kann auch eine langanhaltende starke Schimmelpilzexposition, wie es in der
Landwirtschaft, bei Hausrenovierungen und in der Néhe von Kompostieranlagen der Fall ist,

die Erkrankung fordern [9]. Weltweit leiden vermutlich tber 4,8 Millionen Menschen an ABPA
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[70]. Es gibt Anhaltspunkte, dass regulatorische T-Zell-Defekte eine Rolle fiir die Erkrankung
spielen. Atiologischer Hintergrund ist eine pradominante Tr2-Antwort ohne Gewebsinvasion.
Die Therapie basiert auf systemischen Glucocorticoiden wie Prednisolon fiir eine verminderte

Immunaktivitat und Antimykotika wie Itraconazol, um die Pilzlast zu senken [9].

1.5.2 Chronische pulmonale Aspergillose

411.000 ABPA-Patienten/-innen entwickeln als Komplikation eine CPA (chronische
pulmonale Aspergillose) [70], bei insgesamt etwa 3 Millionen Betroffenen ist sie zu 40% Folge
einer Lungentuberkulose [71]. CPA, die chronische pulmonale Aspergillose, friher als
chronisch nekrotisierende Aspergillose (CNA) bezeichnet, hat einen fortschreitenden Verlauf
[72]. Charakteristischerweise bilden sich langsam progredient Lungenhdhlen, Fibrose und
Pleuraverdickungen. Die 10-Jahres-Uberlebensrate liegt bei unter 50% [71]. CPA bedeutet eine
hohe Belastung flr das globale Gesundheitssystem [73], ist jedoch schwer zu diagnostizieren,
weil sie einerseits in ihren Symptomen anderen Lungenerkrankungen gleicht und es
andererseits keinen sensitiven Diagnosetest gibt. Letztendlich ist CPA bisher vielmehr eine

Ausschlussdiagnose [71].

1.5.3 Invasive Aspergillose

IPA tritt normalerweise nur bei immunkompromittierten Personen auf. Wie ernst die
Erkrankung ist, zeigen die Mortalitatsraten: mehr als 50% neutropenischer Patienten/-innen und
90% der Empféanger/-innen einer hamatologischen Stammzelltransplantation versterben [74,
75]. Weitere Risikofaktoren sind u.a. eine Lungentransplantation, eine fortgeschrittene AIDS-
Erkrankung, eine lange und hohe Corticosteroidtherapie oder Leukémie. Selten tritt IPA auch
bei Immunkompetenten auf. Zu den Risikogruppen zahlen schwer betroffene COPD-

Patienten/-innen und ernst erkrankte Patienten/-innen auf Intensivstationen [72].

Normalerweise beginnt die IPA im unteren Respirationstrakt. Symptome kdnnen ein trockener
Husten, Fieber, pleuritische Thoraxschmerzen, Hamoptysen und bakterielle Superinfektionen
sein, aber auch extrapulmonale Manifestationen insbesondere in Haut und Schleimhduten oder
im Gehirn sind moglich. IPA fihrt haufig zu Komplikationen. So kann eine
Aspergilluspneumonie und eine septische Streuung bis hin zum disseminierten Organbefall

Folge der Pilzerkrankung sein [72].

Die Diagnose einer IPA ist schwierig. Ein friher Beginn mit der Therapie hat aber einen
entscheidenden Einfluss auf die Uberlebenschancen des Patienten/-innen. Bereits bei
klinischem Verdacht auf eine IPA sollte mit der Behandlung begonnen werden [76],

vorzugsweise mit Posaconazol, das ein breites Wirkungsspektrum hat. Als Erstlinientherapie
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im Falle einer Diagnose wird Voriconazol fur mindestens 6-12 Wochen eingesetzt. An der
Entwicklung  neuer  Immuntherapeutika mit  hoher  Wirksamkeit und gutem
Nebenwirkungsprofil  wird geforscht [77]. Auch P. chrysogenum kann in
immunkompromittierten Patienten/-innen eine invasive Schimmelpilzinfektion verursachen.
Die Unterscheidung zur Aspergillose gestaltet sich insofern schwierig, als dass der
Galactomannan-Test falsch positiv sein kann und das mikroskopische Bild der septalen Hyphen
ahnlich ist [78].

1.6 Antigene des A. fumigatus

Der aktuelle Stand der Forschung Uber die einzelnen Antigene soll im Folgenden vermittelt
werden. Als Ubersicht dient Tabelle 1. In Anlehnung an das WHO/IUIS-Allergen-
Nomenklatur-Subkomitee werden zunéachst die ,,Asp f*-Allergene aufgefiihrt [79].

Unter den Antigenen des A. fumigatus befinden sich sowohl sezernierte, zytosolische, als auch
Zellwand-Proteine des Schimmelpilzes. Da die Zellwand im standigen Kontakt zum Wirt steht
und dabei eine Vielzahl an Antigenen und Enzymen prasentiert, kommt ihr eine entscheidende
Aufgabe zu [80]. Sie ist mit Proteinen ummantelt, die in der Regel Uber GPI-Anker
(Glycosylphosphatidylinositol-Anker) befestigt sind [81].

Tabelle 1: Aktuell in der Wissenschaft bekannte A. fumigatus-Antigene mit Aufgabe, Vorkommen und GréRe (* in der Studie
verwendete Antigene)

Bezeichnung Aufgabe VVorkommen Grofide

Aspfl* Ribonuklease, Ribotoxin sezerniert 18 kDa

Aspf2 Allergen, v.a. bei Zinkmangel = Zytosol, sezerniert | 37 kDa
exprimiert

Aspf3* Peroxiredoxin-Reduktase peroxisomal, 19 kDa

sezerniert

Aspfa* Allergen Zytosol 30 kDa

Aspfs Matrixmetalloprotease Zytosol, sezerniert | 40 kDa

Aspf6™* Manganase-Superoxid- Zytosol 26,5 kDa
Dismutase

Aspf7 Allergen 12 kDa

Aspf8* ribosomales P2-Protein Zytosol 11 kDa

Crfl/ Aspfo* Zellwand-Glucanase Zellwand 34 kDa

Aspfl0 Aspergillopepsin Zytosol, sezerniert | 34 kDa

Aspfll Peptidyl-Prolyl-Isomerase Zytosol 24 kDa
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Aspfl2 Hitzeschockprotein Zytosol 90 kDa
Aspfl3 Serinprotease Zytosol, sezerniert | 34 kDa
Aspfl5 Serinprotease (?) Zytosol 16 kDa
Aspfl6 Splicingvariante von Crf1? 43 kDa
Aspfl7 Galactomannan-Protein Zellwand 27 kDa
Aspfl8 vakuoldre Serinprotease Zytosol 34 kDa
Aspf22* Enolase Zytosol 46 kDa
Aspf23 ribosomales Protein L3 Zytosol 44 kDa
Aspf27 Cyclophilin Zytosol 18 kDa
Aspf28 Thioredoxin Zytosol, sezerniert | 13 kDa
Aspf29 Thioredoxin Zytosol, sezerniert | 13 kDa
Aspf34 Phialiden- Zellwand 20 kDa
Entwicklungsprotein A
CatB* Katalase Zytosol, sezerniert
CcpA Strukturprotein der Konidien | Zellwand
CipC* unbekannt Zytosol
CsnB* Chitosanase sezerniert
CspA Strukturprotein Zellwand
Ecma33 Strukturprotein Zellwand
Eng2 Endo-R-1,3-Glucanase Zellwand
FG-gap FG-gap repeat protein sezerniert
Gell R-1,3-Glucanosyltransferase | Zellwand
HexA Woronin-Korperchen-Protein | Zytosol
Hamolysin* h&molytisches Toxin Zytosol, sezerniert
Pst2* NADH-Ubichinon- Zellwand
Oxidoreduktase
SHMT Serin-Hydroxyl-Methyl- Zytosol

Aspfl, ein Mitglied der Mitogillin-Zytotoxine, fungiert als 18kDa Ribonuklease, die die
Proteinsynthese effektiv hemmt und letztlich zur Apoptose der Zelle fiihrt [82]. Sie wird auch
Ribotoxin oder Restrictocin genannt [83]. Dabei spaltet Aspfl spezifisch eine Einzel-
Phosphodiester-Bindung des 28S rRNA-Genfragments [84]. Gemeinsam mit Gliotoxin ist
Aspfl hauptverantwortlich fir die Wirtspathogenitét [85]. Aspfl 16st eine proinflammatorische

Transferase
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Immunantwort aus, erhoht die NFxB-Aktivierung und stimuliert die Apoptose von unreifen
dendritischen Zellen [84]. AuRerdem wird eine inflammatorische IgE-vermittelte

Immunreaktion initiiert [82].

Aspf2 ist in der Lage, die Plasmaregulatoren Faktor H, FHL-1, FHR1 und Plasminogen zu
rekrutieren. Auf diese Weise unterbindet es einerseits die sofortige Immunantwort, da an Aspf2
gebundenes FH und FHL-1 C3b inaktiviert [86], womit die Funktionalitat des
Komplementsystems negativ beeinflusst [87] und die Phagozytose von Pilzbestandteilen
vermindert wird. Andererseits dient die Rekrutierung von Plasminogen der Gewebepenetration.
Sobald Plasminogen aktiviert wird, baut es Fibrinogen ab. Ist Plasmin an Konidien gebunden,
kann es zudem Lungenepithelzellen schadigen. Die Zellen werden angeregt zu retrahieren und
Matrix wird freilegt [86]. Amich et al. gehen aulerdem davon aus, dass Aspf2, das dem
Zinktransporter ZrfC im C-Terminus ahnelt, Zink binden und damit dem A. fumigatus das
essenzielle Metall bereitstellen kann [88]. Aspf2 konnte als ABPA-Allergen identifiziert
werden [89].

Bei Aspf3 handelt es sich um eine Thioredoxin-Peroxidase, auch Peroxiredoxin genannt. Sie
hat zur Aufgabe, Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) zu inaktivieren. ROS werden vom
angeborenen Immunsystem des Wirts zur Abwehr der A. fumigatus-Infektion produziert. Im
Mausmodell mit IPA fiihrte die Deletion von Aspf3 zur Abnahme der Virulenz von A.

fumigatus [90].

Aspf4 und Aspf6 sind weitere Allergene, die in der Diagnostik der ABPA Relevanz zeigen [89,
91]. Aspf6 dient als mitochondriale Manganase-Superoxiddismutase (MnSOD) und schiitzt so
den Pilz vor Sauerstoffradikalen der Immunabwehr des Wirts. Es wird hochreguliert, wenn
Konidien mit Neutrophilen oder dem oxidativen Produkt Menadion in Kontakt kommen [92].
Eine Kreuzreaktivitdt zur menschlichen MnSOD in Allergiepatienten wurde nachgewiesen
[93]. Die Funktion von Aspf4 hingegen ist noch unklar. Der IgE-Nachweis gegen beide
Antigene zeigt bei ABPA-Patienten/-innen eine 100%ige Spezifitat und >90%ige Sensitivitat
[91].

Aspfb, die auch als Mep bezeichnet wird, und Aspf13, auch bekannt als Alpl, sind sezernierte
Proteasen des A. fumigatus, die im Pilzwachstum hochreguliert werden. Dabei fungiert Aspf5
als Matrixmetalloprotease und Aspfl3 als Serinprotease [94]. Aspfl3 kann
Komplementregulatoren des Wirts, wie beispielsweise Faktor H, FHL-1 und Plasminogen,
abbauen [95] und fir die Erndhrung des Pilzes Elastin, Keratin und Kollagen verwerten [96].
Ein Mutationstest hat ergeben, dass Aspf5 und Aspfl3 am Eindringen ins Lungengewebe
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wahrscheinlich unbeteiligt sind [97]. Werden Lungenalveolen und Bronchialepithel mit diesen
Allergenen stimuliert, kommt es zu einer proinflammatorischen Immunantwort,

morphologischen Verénderungen und Zellabschuppung [98].
Uber Aspf7 ist bisher nur seine allergene Wirkung bekannt [11].

Aspf8 ist ein saures ribosomales Phosphorprotein Typ 2 und wird daher auch P2-Protein
genannt. Auf P2-Protein sensibilisierte Allergiepatienten/-innen zeigen eine IgE-
Immunantwort und eine starke Typ-1-spezifische Hautreaktion. Es besteht sogar eine

Kreuzreaktivitat zum humanen P2-Protein [93].

Crfl, auch als Aspf9 in der Literatur zu finden, ist ein Zellwandprotein, das vom hoch
konservierten crfl-Gen kodiert wird [99]. In vivo ist es vor allem in metabolisch aktiven
Bereichen wie in der Wachstumszone, peripher an Infektionsherden oder bei Knospung und in
Septen zu finden. Wird das crfl-Gen deletiert, kann man eine Wachstumsverminderung des A.
fumigatus feststellen. Crf-Proteine spielen eine Rolle in der Zellwandintegritat. Es gibt Evidenz,
dass sie als Transglykosylasen bei der Verbindung von Chitin mit 8-1,3-Glucanen beteiligt sind
[100]. Als GPI-verankertes Protein, kommt es unmittelbar in Kontakt mit der extrazelluldren
Umgebung [101]. T-Zellen, die gegen Crfl gerichtet sind, zeigen Uberwiegend einen Thl-
Phénotyp mit dominantem IFN-y-Zytokinprofil [102].

Aspfl6 hat ein Molekulargewicht von 43kDa [61, 103] und zeigt dabei im N-Terminus hohe
Sequenzhomologie zum 30,6kDa schweren Crfl. Mdglicherweise handelt es sich um
Splicingvarianten desselben kodierenden Gens. Nur bei ABPA-Patienten/-innen konnten hohe
IgE-AK-Reaktionen auf das Allergen gezeigt werden, Asthmatiker/-innen mit positivem
Aspergillus-Hauttest und Kontrollen zeigten dagegen keine Aspfl6-spezifische IgE-Bindung
[104].

Aspfl0 bzw. Aspergillopepsin (PEP) ist eine Aspartat-Endoprotease und wird sezerniert, wenn
der pH des Proteinmediums in den sauren Bereich absinkt. Da A. fumigatus aber auch noch
uber eine Glutamat-Protease (AfuGprA) verfiigt, sichert bereits eine der beiden Proteasen das

Pilzwachstum im Proteinmedium ab [105].

Aspfll gehort zur Familie der Cyclophiline, die an vielen essentiellen Zellvorgangen beteiligt
sind. Es handelt sich um eine zytosolische Peptidyl-Prolyl-lsomerase (PPlase) [11], die
verschiedene Proteine neu faltet. PPlasen spielen vermutlich in der frihen T-Zellaktivierung
eine Rolle [106]. Auch Aspf27 ist ein Mitglied der Cyclophiline [61]. Cyclophiline wurden als
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Panallergene identifiziert. Serum-IgE nach Umweltsensibilisierung kann mit humanen

Cyclophilinen reagieren [107].

Aspfl2 ist ein Hitzeschockprotein (Hspl). Es gehort zu einer Gruppe von Proteinen, die den A.

fumigatus warmetolerant machen, sodass er auch bei tiber 30°C gut wachsen kann [108].

Aspfl5 ist vermutlich eine Serinprotease [103], Aspfl8 eine vakuoldre Serinprotease, die
Kreuzreaktivitdt zu vielen anderen Pilzen aufweist [109, 110]. Die Aspergillus-Proteasen
sorgen fir das Wachstum des Pilzes und bauen im Rahmen ihrer Enzymaktivitéat die epitheliale
Barriere in den Atemwegen ab. Der Protease-aktivierte Rezeptor 2 sei bei Asthmapatienten/-
innen im Bronchialepithel hoher exprimiert und induziere eine proinflammatorische
Zytokinsekretion [111-113].

Aspfl7, das auch Afmpl-Protein genannt wird, ist ein Galactomannan-Protein [108]. Als
Bestandteil der Zellwand ist es moglicherweise an der Zell-Zell-Erkennung, Zelladh&sion und
am lonen- bzw. Né&hrstofftransport beteiligt. Eventuell agiert Aspfl17 auch als Rezeptor [114].
Aspfl7 ist ein Virulenzfaktor des A. fumigatus, da bei Funktionsverlust der Afmp1-4-Proteine
Mause mit IPA (berleben [115]. Der Einsatz zur Immunmodulation bei Risikopatienten/-innen
wird Uberlegt [116].

Aspf22 ist eine zellwandstédndige Enolase, die im Kohlenhydratmetabolismus von A. fumigatus
involviert ist. Sie leistet einen wichtigen Beitrag zur Bereitstellung von Zucker zur
Zellwandsynthese und flir den Energiehaushalt des Pilzes [117]. Aspf22 kann eine starke IFN-
y-Immunantwort auslésen [118]. Ein gezielt gegen die Enolase gerichteter monoklonaler AK
(mADb R-5) konnte bei der Diagnose und Therapie von A. fumigatus-Infektionen hilfreich sein
[119].

Aspf23, ein zum humanen ribosomalen Protein L3 homologes Protein (RpL3), ist Bestandteil
der groBen 60S-Untereinheit von Ribosomen und dort im Peptidyl-Transferase-Zentrum
mitwirkend [120]. Eine Beteiligung von Aspf23 an der Vermittlung von

Arzneimittelresistenzen wird vermutet [121].

Aspf28 und Aspf29 sind Thioredoxine [61]. A. fumigatus verfligt mutmalRlich Uber flnf
Thioredoxine. Unter oxidativem Stress werden sie vermehrt exprimiert, um Wasserstoffperoxid
zu Wasser umzuwandeln und es so zu entgiften. Sie dienen demnach dem Schutz vor der

Abwehrreaktion des Menschen bei einer Pilzinfektion [122].
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Aspf34, auch Phialiden-Entwicklungsprotein A genannt, ist ein Zellwand-verankertes
Hauptallergen [61]. Phialiden sind spezialisierte Zellen, die Stammzellen dhneln. Sie sind
stdndig mitotisch aktiv und produzieren differenzierte Konidien [123]. Aspf34 unterstitzt die
Differenzierung von Sporen, was dem Pilz ermdglicht, sich besser in der Umgebung verteilen
zu konnen und gegen widerwadrtige Bedingungen resistent zu sein [124]. Eine phiA-
Funktionsverlustmutation fiihrte zu reduziertem Wachstum und verminderter Sporulation
[125]. Zudem hat Aspf34 Potential, einen spezifischen Hinweis auf Aspergillus-
Sensibilisierung zu geben, da nur innerhalb der Aspergillus-Subspezies homologe Proteine
existieren, dariiber hinaus aber keine Kreuzreaktivitdt zu anderen Schimmelpilzen vermutet
wird [124].

CatB steht fiir eine der drei Katalasen des A. fumigatus. Sie ist nur in Hyphen zu finden [102]
und dient als vorlbergehender Schutz vor der Wirtsabwehr. Neutrophile sezernieren
Wasserstoffperoxid, das Hyphen zerstort. Katalasen sind in der Lage, H2O> zu entgiften,
allerdings kommen sie bei immunkompetenten Menschen in der Abwehr der reaktiven

Sauerstoffspezies nicht hinterher und bieten demnach nur einen Teilschutz [126-128].

CcpA (Conidial cell wall protein A) ist ein wichtiges Protein von Pilzsporen, das auf der
konidialen Zellwand reichlich vorkommt. Ihm wird aufgrund seines amphiphilen Charakters
eine Strukturfunktion zugesprochen [129]. CcpA wird durch die Transkriptionskaskade aus
BrlA, AbaA und WetA reguliert, die der asexuellen Entwicklung dient [130]. Ohne CcpA ist
A. fumigatus leichter vom Immunsystem identifizierbar und wird dadurch schneller vernichtet.
Grund hierfir ist, dass andere Proteine, die vom angeborenen Immunsystem schnell erkannt

werden, an die Oberflache geraten [129].

Bei dem zu CipC homologen Protein, dem ,,Concanamycin A induziertem Protein C*, handelt
es sich um ein wichtiges, zytosolisches, monomeres, Hyphen-spezifisches Protein [131]. Der
Name CipC hat seinen Ursprung in der Reaktion von A. nidulans auf Concanamycin-
Antibiotikum, welches die vakuoldre ATPase hemmt. Dies flihrt zu einem sehr verzweigten
Phanotyp [132]. Die genaue Funktion ist bisher ungeklart [131], es besteht jedoch eine erhohte
Transkriptionsrate des CipC homologen Proteins bei steigender CO2-Konzentration. Diese
kann im Laufe einer Infektion von 0,033% auf bis zu 5% im Wirt ansteigen und
Anpassungsreaktionen des Pilzes erforderlich machen [133]. Zu CipC homologe Proteine sind

ausschlieBlich in Pilzen zu finden [131].

Die sezernierte Chitosanase CsnB dient vermutlich der Zellwandintegritat von A. fumigatus.
Chitosan ist ein Polysaccharid, das durch Deacetylierung aus Chitin entsteht und von Hyphen
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als Kohlenhydratquelle verwendet werden kann. CsnB hydrolysiert R-1,4-Bindungen zwischen
D-Glucosaminen, wodurch es am Abbau der Zellwand von Pilzen beteiligt ist [134, 135].

CspA (Cell surface protein A) spielt eine wichtige Rolle fiir die Stabilitat und Integritét der
Zellwand. Gemeinsam mit Ecm33-homologem Protein dient es dem Schutz vor Makrophagen
und Neutrophilen, indem es darunter liegende Schichten aus Chitin und R-Glucan vor der
natlrlichen Immunantwort des Wirts verdeckt [80, 136]. AulRerdem ist CspA an der Bildung
eines intakten Biofilms beteiligt, welcher unter anderem einen Schutz vor Antimykotika bietet
[137].

Eng2 kodiert fir eine Endo-3-1,3-Glucanase, die nur in filamentdsen Pilzen zu finden ist. Sie
kann Oligosaccharide transferieren, scheint aber keinen Einfluss auf den Wachstumsphéanotyp
zu besitzen [138]. Beim Substrat -1,3-Glucan handelt es sich um das Hauptpolysaccharid der
mykotischen Zellwand [139].

FG-GAP repeat Proteine haben eine Phenylalanyl-Glycyl-Glycyl-Alanyl-Prolyl-Doméne. Sie
ist wichtig fur Protein-Protein-Interaktionen, insbesondere zwischen Integrinen und deren
Liganden [140]. Es z&hlt zu den Proteinen, die mit am haufigsten im Sekretom von A. fumigatus
vertreten sind. Seine Funktion ist bisher unbekannt. Vermutlich dient es der Kationenbindung

oder ist Teil eines a-Integrins [96].

Bei Gell handelt es sich um eine 3-1,3-Glucanosyltransferase, die die R-Glucane der Zellwand

verlangert. Fir ihre Funktion bendétigt sie eine intakte N-Glykosylierung [141].

HexA (hexagonal peroxisome protein) ist ein sogenanntes Woronin-Korperchen-Protein.
Woronin-Korperchen sind pilzspezifische Organellen, die im Falle von physischer Schadigung
die septale Pore zwischen benachbarten Hyphenkompartimenten verschlieBen [142].
Zusammengesetzt werden sie an der Membran von Peroxisomen [143]. HexA, das im Zytosol
vorliegt, gilt als Hauptstruktur der Woronin-Kérperchen. und sorgt durch seinen
SchlieBmechanismus flir Stressresistenz gegentiber physikalischen Verletzungen und

Zellwandangriffen, insbesondere in Wachstumsphasen [144, 145].

Hamolysin (Hly), auch als Asp-Hamolysin in der Literatur zu finden, fungiert als
hamolytisches Toxin. Es wirkt zytotoxisch auf Neutrophile und Makrophagen und hemmt
gemeinsam mit anderen A. fumigatus-Mykotoxinen wichtige Leukozytenfunktionen. Hieraus
resultiert eine verminderte Migration, geringere Produktion von ROS und fehlende
antimykotische Funktion [146]. Zudem hat synthetisch hergestelltes Aspergillus-Hly-ahnliches
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Peptid eine hohe Bindungskapazitat zu oxidiertem LDL (low density lipoprotein), welches
zytotoxisch auf Endothelzellen wirkt und die Atherogenese initiieren kann [147, 148].

Pst2 (protoplast secreted protein 2) wird unter oxidativem Stress vermehrt gebildet [149]. In
der mitochondrialen Atmungskette fungiert Pst2 mit seiner 23kDa-Untereinheit als NADH-
Ubichinon-Oxidoreduktase [150]. Pst2 translokalisiert also als Komplex | Elektronen von
NADH (Nicotinamidadenindinukleotid) auf Ubichinon, was gleichzeitig dazu fuhrt, dass
Protonen Uber die innere Mitochondrienmembran translozieren. Letztendlich kann mit Hilfe
des aufgebauten Protonengradients ATP synthetisiert werden [151]. Bei invasiver pulmonaler
Aspergillose sinkt der Sauerstoffgehalt. A. fumigatus muss sich dementsprechend an die
Hypoxie anpassen. Man geht davon aus, dass selbst bei geringer Sauerstoffsattigung, die

mitochondriale Atmungskette noch Energie bereitstellen kann [151].

SHMT st eine Serin-Hydroxyl-Methyl-Transferase, die fur Biosynthesen C-Einheiten
verfigbar macht [152]. Sie ist stark immunogen im Sinne einer proinflammatorischen
Immunantwort [153] und ist fir die DZ-Immunmodulation als neuerem antimykotischem

Therapieansatz interessant [154].
1.7 Kreuzreaktivitat des A. fumigatus

Das Phanomen der Kreuzreaktivitat ist bei Ascomycota, zu denen Alternaria alternata (A.
alternata), A. fumigatus, Cladosporium herbarum (C. herbarum) und Penicillium chrysogenum
(P. chrysogenum) z&hlen, weitverbreitet [54]. Unter Kreuzreaktivitét versteht man die Bindung
von IgE-AK an ein strukturell &hnliches Allergen, das aber nicht dem urspriinglichen Ausldser
der Allergie entspricht [155]. Die IgE-Kreuzreaktivitat ist auf die >50% sequenzielle
Ubereinstimmung und architektonische und physikochemische Ahnlichkeiten zwischen
homologen Allergenen zurlickzufihren. Homologe Proteine kénnen sich demnach B-Zell-
Epitope teilen [156, 157].

IgE-AK gegen A. fumigatus-Allergene bedeuten daher nicht zwangslaufig, dass dieser
Schimmelpilz auch tatséchlich der urspriingliche Sensibilisierungsgrund war. Die vakuolare
Serinprotease von C. herbarum zeigt bspw. Kreuzreaktivitat zu Aspfl8 [54, 156, 158].

Ein weiteres Beispiel ist die Th17-Immunantwort, die v.a. durch Candida albicans (C. albicans)
ausgelost wird. Bei Darmentziindungen nimmt die Anzahl an C. albicans-spezifischen Ty17-
Zellen zu, was direkte Auswirkung auf ABPA-Patienten/-innen hat. lhre pulmonale

Entziindung wird durch die kreuzreaktiven T-Zellen angeheizt [159].
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Auch hoch konservierte humane Selbstantigene, die strukturelle Ahnlichkeit zu
Umweltallergenen haben, konnen stressinduziert T-Zell-Proliferation und Hautreaktionen
hervorrufen und zur Aufrechterhaltung von chronischen Allergieerkrankungen beitragen. Hohe
Kreuzreaktivitdt besitzen insbesondere phylogenetisch hoch konservierte Proteine wie
MnSOD, Cyclophilin, Thioredoxin, Enolase und ribosomales Protein P2 [54, 160].

Ein Vergleich eines A. fumigatus-Lysats mit A. alternata-, C. herbarum- und P. chrysogenum-
Lysaten konnte Kreuzreaktionen teilweise aufdecken und weiteren Aufschluss Uber die
Differentialdiagnose geben. Spezies-spezifische Antigene kénnen mdglicherweise zwischen
Co-Exposition, Co-Sensibilisierung und Kreuzreaktivitat unterscheiden [54, 156, 158].

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Bei zunehmender klinischer Relevanz von allergischen Erkrankungen durch A. fumigatus, die
neben einer Einschrankung der Lebensqualitdt zu schwerwiegenden Erkrankungen und
Todesfallen fiihren konnen, ist eine adédquate Diagnostik und Wissen ber Risikofaktoren

unabdingbar.

Als Grundlage fir valide Ergebnisse ist eine genaue Definition des Testablaufs und das
Ausschalten von externen Stérungsquellen unerlésslich. Eine Rolle spielen hierbei der zeitliche
Ablauf, die Proteinkonzentration und Reinheit der Lysate und Antigene, mdgliche LPS-

Kontaminationen und Kreuzreaktivitat zu verwandten Spezies.

Als Testverfahren der Hauptstudie wird zur Quantifizierung der spezifischen Tn-Zellen das
ELISpot-Verfahren, fur das IgE-Profil der Western Blot herangezogen.

In der vorliegenden Studie liegt das Hauptaugenmerk auf dem Vergleich zwischen
Biolandwirten/-innen, Langzeitexponierten und niedrig Exponierten, um zu ermitteln, welchen
Einfluss das Level der A. fumigatus-Belastung auf Antigen-spezifische T-Zell- und IgE-
Antworten hat. Dazu werden auch die Th1/Tn2-Balance und die Th17-Antwort mit in Betracht
gezogen. So wird sich der Frage genéhert, ob eine wiederholte, hohe Schimmelpilzbelastung
die Wahrscheinlichkeit, eine Allergie zu entwickeln, erhoht. Hier wird insbesondere auf die
Typ I- und Typ-1V-Hypersensitivitatsreaktion nach Gell und Coombs geachtet. Aufl3erdem wird
in bisher nicht vorhandener Breite herausgearbeitet, welche der bis dato bekannten Aspergillus-
Antigene fur eine Diagnostik in Frage kommen, indem sie zwischen den verschiedenen
Expositionsniveaus differenzieren kdnnen. Damit wéren sie flr ein Biomonitoring in Zukunft
denkbar.
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2. Material und Methoden

2.1 Ethikvotum

Die Nummer des Ethikvotums lautet 178/16.

2.2 Materialien

2.2.1 Technische Ausrustung

Kdhl- und Comfort Liebherr
Gefrierschranke MedLINE Liebherr
Premium Liebherr
Vortexer Harmony Mixer Uzusio VTX-3000L | LMS Laboratory and
Medical Supplies
Vortex-Genie 2 Scientific Industries
Heizblock neoBLOCK 1 neoLab

Zentrifugen

Fresco 17 Centrifuge

Thermo Scientific

Megafuge 16 Centrifuge

Thermo Scientific

Multifuge 3s

Thermo Scientific

Sunlab Mini-Zentrifuge

neolLab

Sterilwerkbank

HERAsafe

Thermo Electron

Corporation

Inkubatoren

HERACELL 150i CO2 Incubator

Thermo Scientific

HERATHERM Incubator

Thermo Scientific

Minitron INFORS HAT
Gerat fur DC Reader GENios Tecan
Protein Assay
Gerat fur ELISpot- | BIOREADER® -5000 E Biosys
Analyse
Gerate fur BlueFlash - M SERVA Electrophoresis
Gelelektrophorese | MR-1 Mini-Rocker Shaker Biosan
und Western Blot | PowerPacBasic Bio-Rad
Standard Power Pack P25 Biometra

Waagen

KERN 440-33N

Kern&Sohn GmbH

KERN AEJ 120-4M

Kern&Sohn GmbH

Accu-Jet Pro

Brand
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Dosierhilfen fir
Flussigkeiten

BD Discardit Il Spritzen

Becton Dickinson SA

BD Plastipak 1 ml

Becton Dickinson SA

Biosphere Filter Tips

Sarstedt

Pipettierhilfe Macro Brand
Mikroliterpipetten Research Plus Eppendorf
Multipette M4 Eppendorf
Pasteur Pipette 3 ml Biosigma

Serologische Pipetten Cellstar

Greiner bio-one

Reaktionsgefalle Cellstar Tubes 15 ml /50 ml Greiner bio-one
SafeSeal Gefale Sarstedt
LeucoSep™-Rohrchen Greiner bio-one

Material fur Cutasept F Haut-Desinfiziens BODE Chemie

Blutabnahme und

Gazin Mullkompresse

Lohmann und Rauscher

Wundversorgung Leukomed Wundverband BSN medical
Multi-Adapter Sarstedt
S-Monovette 2,7 ml K3E Sarstedt
S-Monovette 7,5 ml LH Sarstedt
S-Monovette 7,5 ml Serum Sarstedt
S-Monovette 7,5 ml K3E Sarstedt
Venenstaubinde Megro
Venofix Safety 19G B. Braun Melsungen AG
Material fur Cell Strainer 40 um Nylon Falcon
mikrobiologische Dialysekaniile Plume-S A17L15SG Plume
Arbeiten und die Filtropur S 0,2 Sarstedt

Zellkultur

Hypodermie Needle-Pro Needle

B. Braun Melsungen AG

Zahlkammer Neubauer Improved

Assistent

Zahlkammer Neubauer Improved

Marienfeld

Vi-CELL XR

Beckman Coulter

Krepp-Klebeband

tesa

2.2.2 Reagenzien

Anti-CD28 pure — functional grade,

human

Miltenyi Biotec
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Reagenzien fur

Anti-CD49d pure, human

Miltenyi Biotec

Zellkultur und Biocoll Separating Solution (1,077 Biochrom
PBMC-Isolation g/ml)
Fotales Kélberserum (FCS) Sigma-Aldrich
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline | Sigma-Aldrich
(PBS)
RPMI-Medium 1640 + Glutamax Gibco
Trypanblau Fluka
Reagenzien und 2x Laemmli Sample Buffer Bio-Rad
Kits fur Arbeiten 10x TBS Bio-Rad
mit Proteinen 10x TG Bio-Rad
10x TGS Bio-Rad
Alkaline Phosphatase Conjugate Bio-Rad

Standards

Substrate Kit

Bead Tube Holder

Macherey-Nagel

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich

DC Protein Assay Kit

Bio-Rad

Endochrome-K™

Charles River Laboratories

Chromatographiepapier / Gel-
Blotting-Papier 190 g/m?

A. Hartenstein

Immun-Blot Assay Kit Bio-Rad
Methanol Sigma-Aldrich
Mini-PROTEAN TGX Precast Gels Bio-Rad

Simply Blue™ Thermo Scientific
NucleoSpin Bead Tubes Type A Macherey-Nagel
Precision Plus Protein Dual Xtra Bio-Rad

4x SDS Sample Loading Buffer Sigma-Aldrich
Protein A from Staphylococcus aureus | Sigma

Protein G’ from Streptococcus sp. Sigma
PROTRAN Nitrocellulose Transfer Whatman
Membrane

Tween20 Sigma

steriles Wasser

Berlin-Chemie Menarini
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Reagenzien fur

Bierwurz-Agarplatten

IHM Wirzburg

mikrobiologische RPMI (IHM) IHM Wiirzburg
Arbeiten
Pilzstamme Aspergillus fumigatus

Alternaria alternata

Clostridium herbarum

Penicillium chrysogenum

rekombinante A.

fumigatus Antigene

Aspfl (Afu5g02330)

Aspf3 (Afu6g02280)

Aspf4 (Afu2g03830)

Aspf6 (Afulgl4550)

Aspf8 (Afu2g10100)

Crfl (Afulg16190)

Aspf22 (Afu6g06770)

CatB (Afu3g02270)

CipC (Afu5g09330)

CsnB (Afu4g01290)

FG-gap (Afulg04130)

Héamolysin (Afu3g00590)

Pst2 (Afulgl13670)

AG Ebel (Elisabeth
Schnack), LMU Miinchen
[161]

A. fumigatus- Lysat

Leibniz-Institut fur
Naturstoff-Forschung und

Infektionsbiologie in Jena

Software

Microsoft Office 2016

Microsoft

EndNote*®

Clarivate Analytics

Image Lab 5.2

Bio-Rad

Statistica

StatSoft

Die statistische Auswertung erfolgte eigenstandig mit der Software Statistica von StatSoft und
Excel von Microsoft Office 2016.
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2.3 Methoden

2.3.1 Herstellung von Pilzlysaten
Fur die vorliegende Studie wurden Lysate von A. fumigatus, A. alternata, C. herbarum und P.

chrysogenum produziert. Diese bestanden aus den Hyphen der Pilze.

2.3.1.1 Pilzanzucht
Die Anzucht und Prozessierung der Pilze wurde unter Einhaltung der Bio-I1-Gefahrenstufe

durchgefuhrt. Je 50uL der Konidiensuspensionen des jeweiligen Pilzes wurden auf Bierwiirz-
Agarplatten (IHM Wirzburg) ausgestrichen. Danach wurden die Platten mit Krepp-Klebeband
(tesa) umwickelt und in den Inkubator (Thermo Scientific) gestellt. Die Temperatur wurde an
den optimalen Wachstumsbedingungen der jeweiligen Subspezies orientiert. Fir A. fumigatus
wurde eine Anzucht bei 37°C durchgefiihrt, A. alternata, C. herbarum und P. chrysogenum

wurden bei 25°C inkubiert. Nach drei Tagen konnten die Pilze geerntet werden.

2.3.1.2 Pilzernte

25mL steriles Wasser (Berlin-Chemie Menarini) wurde auf die zu erntende Bierwirz-

Agarplatte gegeben, sodass der gesamte Pilz mit Flissigkeit bedeckt war. Mit Hilfe eines
Wattestdbchens wurden die hydrophoben Konidien vom Pilz abgeschabt. Die Pilzsuspension
wurde in einer serologischen Pipette aufgenommen, erneut auf die Platte gegeben und die
Sporen wurden nochmals abgetragen. AnschlieBend wurde dieselbe Flussigkeit auf die nachste
Bierwirzplatte Uberfuhrt und mit zusatzlichem sterilem Wasser wieder auf 25mL aufgefillt, da
ein Teil des Wassers im Pilz versickerte. Auf dieselbe Weise wurden alle Platten eines Pilzes
geerntet, bis am Ende der Prozedur eine triibe Pilzsuspension entstanden war. Diese wurde im

Cell Strainer (Falcon) von Hyphenbestandteilen gereinigt.

In der Neubauer-Zahlkammer (Marienfeld) wurde die Konidienkonzentration in einer 102

Verdlinnung bestimmt.

2.3.1.3 Hyphenwachstum

Zur Anzucht von Hyphen aus Konidien wurden in 50mL Falcontubes je 20mL RPMI (IHM
Wiirzburg) und 1x10” Konidien gegeben. Um die Gefahr einer bakteriellen Kontamination zu
senken, wurden 2ug Penicillium-Streptomycin (RPMI mit 0,1 yg/mL PenStrep) hinzugefugt.
Bei 25°C und 200 RPM (englisch: rounds per minute) wurden die Sporen fiir etwa 17 Stunden
(A. fumigatus) bzw. 65 Stunden (A. alternata, C. herbarum, P. chrysogenum) inkubiert. Dabei
war der Deckel der Falcontubes um je 45° gedffnet, um eine ausreichende Sauerstoffzufuhr zu

gewadhrleisten.
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2.3.1.4 Hyphenlysat

Ein neues 50mL Falcontube wurde abgewogen, um spater das Gewicht des gewonnenen

Hyphenextrakts bestimmen zu kénnen.

Die Hyphensuspension wurde bei 50009 fur 10 Minuten bei RT zentrifugiert. Anschlie3end
wurde der Uberstand entfernt und die Hyphenmasse mit 5 mL PBS (Sigma-Aldrich) erneut
resuspendiert. Je 5 der verschiedenen Ansétze wurden zusammengegeben. Die Fliigel einer 17g
Butterfly-Kantle wurden steril abgeschnitten, um eine Kontamination durch versehentliche
Beriihrung des Randes des Falcontubes zu verhindern, und anschlie}end an eine 20mL Spritze
angedockt. Durch mehrfaches Aufziehen und Entleeren der Spritze wurden die
Hyphenbestandteile in der Suspension zerkleinert und homogenisiert. AnschlieRend wurde das
Pilz-Homogenisat erneut bei 50009 fiir 10 Minuten zentrifugiert und durch einen Cell Strainer
gefiltert. Die aufgefangene Biomasse wurde in dem bereits abgewogenen 50mL Falcontube
gesammelt und die Trockenmasse gewogen.

Das Hyphenextrakt wurde auf 700 mg/mL verdlnnt, je 350uL in eine Keramik-Bead-Tube
(NucleoSpin Bead Tubes Type A, Macherey-Nagel) gegeben und bei maximaler
Geschwindigkeit geschiittelt [162, 163].

Um zu eruieren, nach welcher Zeit die Proteinkonzentration am hochsten ist, wurden nach
1,2,3,4 und 5 Minuten je 15uL Flussigkeit entnommen und in einem Protein Assay analysiert.
Das Bead-Tube wurde jeweils wieder mit 15uL PBS aufgeftillt, um ein konstantes VVolumen zu
erhalten. Da bei C. herbarum die Lysatkonzentration konstant niedrig blieb, wurden weitere
groRere Zeitintervalle ebenfalls untersucht. Hier wurden alle 5 Minuten bis 40 Minuten

Proteinproben entnommen.

Die restliche Hyphensuspension wurde ebenfalls zu je 350uL in Keramik-Bead-Tubes gegeben
und fur die zuvor bestimmte Zeit des maximalen Proteingewinns geschttelt. AnschlieRend
wurde die Flissigkeit aus den Keramik-Bead-Tubes entnommen, in einem Falcontube

zusammengefuhrt, steril gefiltert und die Endkonzentration im Protein Assay bestimmit.

Um eine LPS-Kontamination auszuschlie3en, wurden die Lysate von der Lophius Biosciences
GmbH in Regensburg mittels Endochrome-K™ (Charles River Laboratories) auf ihre

Endotoxin-Konzentration hin untersucht.

In Kooperation mit dem Leibniz-Institut fir Naturstoff-Forschung und Infektionsbiologie in

Jena wurde deren A. fumigatus-Lysat als Backup mitgefuhrt fur den Fall, dass der eigene
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Herstellungsprozess nicht LPS-frei funktioniert. Dieses importierte Lysat wird im Folgenden

als ,,Afu‘ bezeichnet.

2.3.2 Protein-Quantifizierung
Die verwendeten A. fumigatus-Antigene wurden von der kooperierenden Arbeitsgemeinschaft
Ebel der LMU Miinchen bereitgestellt [161].

2.3.2.1 DC Protein Assay
Zur Quantifizierung der Proteinkonzentrationen wurde der DC Protein Assay (Biorad)

angewandt. Es wurde das Protokoll nach BioRAD DC™ Protein Assay angewandt, das auf dem
Lowry-Test basiert [164]. Die Reagenz B wird u.a. durch die Aminosduren Tyrosin und
Tryptophan der Proteine reduziert, was zu einem blauen Farbumschlag fiihrt. Je hoher die
Proteinkonzentration, desto stérker die Farbreaktion. Ein Photometer kann dies detektieren.
Mittels einer Standardkurve mit bekannten Konzentrationen sind daher Ruckschliisse auf die

Konzentrationen der unbekannten Proteinproben mdglich [165].

Bovines Serumalbumin (BSA, Sigma-Aldrich) wurde als Standardreferenz verwendet. Dabei
wurde BSAzu 8, 4, 2,1, 0,5, 0,25, 0,125 und 0 mg/mL in PBS fir die Lysatkonzentration bzw.
in 1 molarem Harnstoff fiir die Antigene verdiinnt. Das entspricht jeweils dem Puffer, in dem
die Proteine geldst sind.

Auf einer Mikroplatte wurden je 5ul der Standards und des zu untersuchenden Proteins
aufgetragen, wobei je zwei Vertiefungen identisch gefllt wurden. Hierbei handelte es sich um
die verwendeten Protein-Antigene des A. fumigatus: Aspfl, Aspf 3, Aspf 4, Aspf 6, Aspf 8,
Crfl, Aspf22, CatB (N-terminus), CipC, CsnB, FGgap, Hly, Pst2 und Lysate von A. fumigatus
sowie A. alternata, C. herbarum und P. chrysogenum und Afu (Jena).

AnschlieBend wurden je 25 uL der Reagenz A* (bestehend aus 20 uL S zu ImL A) hinzugefiigt.
Zuletzt wurden je 200 uL Reagenz B in die Vertiefungen pipettiert. Nach mindestens 15
Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde die Absorption innerhalb einer Stunde bei

750nm am Photometer (Tecan) gemessen.

2.3.2.2 Coomassie

Um Proteine mittels Coomassie anzufarben, miissen diese zundchst aufgetrennt werden. Die
SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) dient der Trennung von
Proteinen nach der Molekiilmasse in einem elektrischen Feld [166], sodass fiir die vorliegende
Studie Uberpruft werden kann, ob die Pilzantigene rein und keine Verunreinigung durch
Proteasen 0.4. vorhanden sind. Dies wirde sich durch fraktionierte Proteine zeigen. AufRerdem

kann anhand der Balkenstérke im Vergleich zum Referenzbalken Uberpruft werden, ob die
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Proteine in gewinschter Konzentration vorliegen. Die verwendeten Antigene des A. fumigatus
wurden basierend auf der Konzentrationsbestimmung in den Protein-Assays mittels PBS auf 1
ug verdinnt, das Lysat auf 7,5 ug. 15 uL des PBS-Antigen-Gemisches und 5 uL 4x SDS
(Loading Buffer, Sigma Aldrich) als Detergenz wurden jeweils in ein safe seal Eppendorf
(Sarstedt) gegeben und anschlieRend bei 95°C flr 5 Minuten inkubiert. Dadurch denaturieren
die Proteine und werden negativ geladen.

Die verschiedenen Antigene wurden in die Geltaschen pipettiert und bei 30mA fir 90 Minuten
im TGS-Puffer (Bio-Rad) laufen gelassen. Durch SDS werden die denaturierten Proteine stark
negativ geladen und wandern so entsprechend ihrer Gréf3e im elektrischen Feld in Richtung der
positiv geladenen Anode. Je kleiner das Antigen, desto weiter gelangt es im Gel.

Nach der Gelelektrophorese wurde das SDS-Gel (Mini-PROTEAN TGX Precast Gels, Bio-
Rad) aus der Kammer entfernt und dreimal in VE-Wasser gewaschen, bevor es in Simply
Blue™ (Thermo Scientific) fur 1 Stunde geschwenkt und damit eingefarbt wurde. Zuletzt

wurde mit VE-Wasser der Hintergrund Gber Nacht entfernt.

Je mehr Proteinmenge vorhanden, desto hoher die Farbintensitat der Linie. Um zu Gberprifen,
ob die gewiinschte Konzentration erreicht wurde, welche im DC Protein Assay zuvor eruiert
wurde, wurde BSA als Referenz mitgefiihrt. Fir den Western Blot ist eine genaue
Konzentrationsanalyse wichtig, da sonst die B-Zellantwort in der vorliegenden Studie nicht
quantifiziert werden kann. Aulerdem konnte das Molekulargewicht der einzelnen
Proteinbanden Uber eine ebenfalls mitgefiihrte Ladder (Precision Plus Protein Dual Xtra, Bio-
RAD) identifiziert werden.

2.3.3 Analyse von T-Zellen im Rahmen der A. fumigatus-lmmunantwort

2.3.3.1 Studienpopulation

Mit dem Ziel, die Immunreaktion von beruflich Exponierten zu A. fumigatus seit mindestens 1
Jahr im 6kologischen Landbau mit einer Kontrollgruppe bestehend aus Probanden/-innen ohne
beruflichen Kontakt zu diesem Pilz zu vergleichen, wurden je 10 Blutspender innerhalb der
Studienpopulationen untersucht. Die Biolandwirte/-innen wurden mittels EU-Zertifikationen
authentifiziert (Demeter, Naturland, A-B-CERT, Kontrollverein 6kologischer Anbau e.V.). Die
Kontrollgruppe wurde zusétzlich in je flnf Probanden/-innen mit hoher bzw. niedriger
Exposition im Lebensumfeld unterteilt. Als Kriterien fur die Gruppeneinteilung wurden die von
Wurster et al. 2017 aufgestellten Kategorien der potenziellen Risikofaktoren fir
Schimmelpilzbelastung herangezogen [42]. Berlicksichtigt werden hierbei unter anderem die

Einwohnerzahl (< 2.000) fur kumulativ mindestens 5 Jahre, Agrarflachen oder Weinberge in
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weniger als 1 Kilometer Entfernung von der eigenen Wohnung, sowie eine pflanzenreiche oder
verschimmelte Wohnung. Bei Kombination einer Langzeitexposition und einer weiteren
momentan zutreffenden Kategorie wurde der Proband/ die Probandin als hochexponiert
eingestuft [42].

Ausschlusskriterien fur beide Kohorten waren Schwangerschaft, akute Infektionen,
antimikrobielle Therapie binnen der letzten 12 Wochen und allergische Erkrankungen, die
binnen der letzten 12 Wochen immunmodulatorische Therapien notwendig machten. Die
gesunden Spender/-innen haben nach Aufklarung eine entsprechende Einverstandniserklarung
unterschrieben. Fir die Studienteilnehmer/-innen ergaben sich die in Tabelle 2 aufgelisteten

demographischen Charakteristika.
Tabelle 2:Demographische Charakteristika der Studienteilnehmer/-innen

berufsbedingte hohe

Demographie Kontrollgruppe

Exposition hohe Exposition im niedrige Exposition
Lebensumfeld im Lebensumfeld
Alter [Jahre] | 34,1J. 29,6 J. (34,4 J. bzw. 24,8 J.)
(Mittelwert)
Altersspanne | 18-70 Jahre 22- 65 Jahre

Geschlecht 9 Manner, 1 Frau 3 Manner, 2 Frauen 1 Mann, 4 Frauen
Schimmelpilz | Bio-Landwirtschaft, | Dorf <2.000 Einwohner, | Stadt > 20.000
belastung Bio-Weinbau Kleinstadt und < 1 km Einwohner

Entfernung zu
landwirtschaftlichen
Nutzflachen/Weinbergen,
residentielle Faktoren

2.3.3.2 Blutentnahme

Das Blut wurde mit einer Venofix Safety 19G Kanule aus der Kubitalvene abgenommen. Im
Gegensatz zu den in der Klinik haufig tblichen kleineren Nadeln wurde diese bevorzugt, da so
eine schnellere Blutentnahme mdglich war und sich weniger Neutrophilenaggregate
ansammeln konnten. Entsprechend der Hygienestandards wurde die Einstichstelle zweimal
desinfiziert und die Einwirkzeit von 30 Sekunden beachtet. Als Blutrohrchen wurden S-
Monovetten der Firma Sarstedt einem

verwendet, die mit Lithium-Heparin,

Gerinnungsaktivator fur die Serumgewinnung bzw. EDTA beftillt waren.

2.3.3.3 Isolation peripherer mononukleérer Blutzellen (PBMCs)

Fir die T-Zell-Versuche wurden mononukleédre Zellen des peripheren Bluts, die sogenannten
PBMC:s,

dendritischen Zellen und natirlichen Killerzellen zusammen [167] und wurden aus Lithium-

verwendet. Sie setzen sich aus Monozyten, Granulozyten, Lymphozyten,

Heparin-Blut gewonnen. Da praanalytische Aufbewahrung und PBMC-Kryopréservation einen
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erheblichen Einfluss auf die Messergebnisse haben [168], wurden die frisch abgenommenen
Blutproben sofort weiterverarbeitet, sodass innerhalb eines Zeitfensters von 30 Minuten die
PBMCs extrahiert worden sind.

Das Blut von je 3 Lithium-Heparin-Réhrchen a 7,5mL wurde mit 9mL PBS vermischt. Mit
Hilfe von LeucoSep™-Rohrchen (Greiner bio-one) und 15mL Biocoll Separating Solution
(Biochrom)  wurden die PBMCs isoliert. Dies geschah  anhand  einer
Dichtegradientenzentrifugation. Wahrend Erythrozyten, tote Zellen und Granulozyten eine
hohere Dichte besitzen und sich damit als Sediment absetzen, sammeln sich die PBMCs nach
20-minutiger Zentrifugation bei 600g als weil3e Zellschicht zwischen Plasma und Biocoll (siehe
schematische Abbildung 7).

21mL Blutprobe 600z Blutplasma
—
s 20min
(+9 mL PBS) PBMCs
Biocoll
15 mL Biocoll

N/ W Envthrozyten

Abbildung 7: PBMC-Isolation mittels Dichtegradientenzentrifugation [2]. Auf eine 15mL-Biocoll-Schicht werden 21mL Blut
aus Lithium-Heparin-Réhrchen und 9mL PBS gegeben. Nach 20min Zentrifugation mit 600g erfolgte eine dichteabhéngige
Phasenaufteilung. Die PBMCs befinden sich in der Interphase zwischen Blutplasma und Biocoll. Sie kdnnen nun vorsichtig
isoliert werden. Die Erythrozyten haben sich aufgrund ihres hohen Eigengewichts am Boden abgesetzt.

Die Interphase aus PBMCs wurde vorsichtig mit einer Pasteurpipette abgenommen und in einen
50mL-Falcontube Uberfuhrt. Die gewonnene Zellsuspension wurde zum Aufreinigen auf 45mL
mit CTL-Wash (45mL RPMI, 5mL CTL-Wash, 500uL Glutamin; 37°C) aufgefullt und bei
300g fir 10 Minuten erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde scharf abgenommen, sodass
nur das Zellpellet Gbrig bleibt. Dieser Waschschritt hilft insbesondere Thrombozyten zu
entfernen, die sich aufgrund ihrer geringeren Dichte im Uberstand befinden. Zur
Zellzahlbestimmung im H&mozytometer (Vi-CELL XR) wurde das Zellpellet erneut in 5SmL
CTL-Wash gel6st, 10uL entnommen und mit 490uL PBS auf 1:50 verdunnt. Die Viabilitdt maf}
bei allen Zellpraparationen groRer 95%. Nach erneuter Zentrifugation bei 300g fiir 10 Minuten,
wurde basierend auf den Ergebnissen der Zellzahlmessung die Zellkonzentration mittels CTL-
Test-Medium (50mL CTL-Test, 500uL Glutamin; 4°C) auf 2 x 10° Zellen pro mL fiir den
ELISpot eingestellt. Fur das FACS wurden die Zellen mit RPMI-Serum (9,5 mL RPMI und 500
yL inaktiviertes, steriles Serum des Spenders/ der Spenderin) auf eine Konzentration von 1 x
107 Zellen pro mL gebracht. Dabei wurde beachtet, dass durch die erneute Zentrifugation etwa

15,4% Verlust zu verzeichnen ist, wie in VVorversuchen bestimmt wurde. Im Anschluss wurden
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die isolierten PBMCs unverzuglich im ELISpot-Verfahren bzw. FACS verwendet. Das FACS-
Verfahren wurde in einer thematisch gekoppelten Doktorarbeit durchgefihrt.

2.3.3.4 ELISpot

Bei einem ELISpot-Verfahren (enzyme-linked immunosorbent spot) handelt es sich um eine

sehr sensitive Methode, um antigenspezifische Effektorzellen auf Einzelzellniveau
nachzuweisen und zu quantifizieren. Die Funktionsweise ist in Abbildung 8 schematisch
dargestellt. Werden T-Zellen aktiviert, setzen sie Zytokine frei, um die Immunantwort zu
regulieren. Diese Botenstoffe der Zellkommunikation werden in der ELISpot-Analyse mittels
monoklonaler AK an eine feste Phase gebunden. Durch Zugabe von Detektions-AK und einer
Substrat-Peroxidase-Reaktion werden die antigenspezifischen Zellen mit ihren umgebenden
Zytokinhofen sichtbar gemacht. Mit Hilfe der Anzahl der Spots auf der Kulturplatte und der
bekannten Anzahl der T-Zellen lasst sich feststellen, wie viele von ihnen Zytokine auf den
jeweiligen Antigen-Stimulus freisetzen [169]. Untersucht wurden die Botenstoffe IFN-y, IL-5
und IL-17A.

@ @ Inkubation: aktivierte T-
@ @ Zellen sezernieren Zyvtokine

T-Zellen ELISpot-Vertiefungen mit
Anti-Zytokin-Antikérpern

Anfiirben des unléslichen _ '
Ak-Zvtokin-Ak -Produkts Inkubation mit sekundéirem
- Antikorper

Abbildung 8: Funktionsweise des 1-schrittigen ELISpots [1]: Die ELISpot-Vertiefungen haben festgebundene Anti-Zytokin-
AK und werden mit T-Zellstimulanzien versetzt. Bei Zugabe der PBMCs (vereinfacht der T-Zellen) und anschlieBender
Inkubation sezernieren die aktivierten T-Zellen Zytokine, die von den Anti-Zytokin-AK gebunden werden. Nach Inkubation mit
einem sekundarem AK kénnen die unléslichen AK-Zytokin-AK-Produkte in einem weiteren Schritt angeférbt werden.

Die im Folgenden beschriebenen Methoden wurden von Lauruschkat et al. etabliert [168].

Fur die ELISpot-Analyse von IFNy, IL-5 und IL-17A wurde das T-Track ®-Protokoll von
Lophius Biosciences (Regensburg) angewandt. Entsprechend wurden IFN-y- und IL-5-
Kulturplatten mit 1ug/mL «-CD28 und 1lug/mL a-CD49d kostimuliert. Die Stimulation
erfolgte mittels 12 verschiedener rekombinanter A. fumigatus-Proteine (Aspfl, Aspf3, Aspf4,
Aspf6, Aspf8, Crfl, Aspf22, CatB, CipC, CsnB, Hamolysin, Pst2), die von der kooperierenden
Arbeitsgemeinschaft Ebel der LMU Miinchen zur Verfligung gestellt wurden [161], und dem
Hyphenlysat Afu, das von der Abteilung fiir Infektionsbiologie und molekulare Biotechnologie
des HKI Leibniz geliefert wurde.
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Zudem wurden eine Positivkontrolle mit Phytohdmagglutinin (1:10 mit AIM-V verdinnt), eine
Negativkontrolle ohne Stimulantien und eine CTL-Test-Mediumkontrolle durchgefihrt.
Je Pore wurden 50uL des Mastermixes aus jeweiligem Antigen (30 ug/mL bei einem Volumen
von 150 uL pro Vertiefung, sprich 4,5 ug) und der bendtigten Kostimulatoren zugegeben,
welche zuvor mit CTL-Test-Medium verdiinnt worden sind. Fir das Lysat wurde eine
Konzentration von 50pug/mL verwendet. Die isolierten, resuspendierten PBMCs (2x 108 Zellen
pro mL) wurden zu je 100uL in den ELISpot pipettiert. Das bedeutet, dass sich in jeder
Vertiefung ca. 200.000 PBMCs befanden (schematische Darstellung siehe Abbildung 9).

— ]

"\ ‘

Zellkulturplatte mit 96 Antigene, Costimulatoren
Vertiefungen

CTL-Test mit T-Zellen

Abbildung 9: Vorbereitung der ELISpot-Analyse: In jede Vertiefung der ELISpot-Platten mit spezifischem gebundenen Anti-
Zytokin-AK werden die zu testenden Antigene mit Costimulatoren hinzugefiigt. AnschlieBend werden die sich im Nahrmedium
CTL-Test befindlichen T-Zellen hinzugegeben.

Nach 24 (+2) Stunden fur IFNy bzw. 44 (+4) Stunden Inkubationszeit bei 37°C und 5% CO>
flr IL-5 und IL-17A, wurden zunéchst Zellsuspension und Medium der ELISpot-Kulturplatten
ausgeleert und die Milliporen sechsmal mit 200uL Waschpuffer 1 (PBS angereichert mit 0,01%
Tween20) gewaschen.

Die IFN-y-Mikrotiterplatte wurde mit dem monoklonalen Antikdrper alkalische Phosphatase
(mADb-AP) versetzt. Dazu wurde der Antikorper im Verhaltnis 1:180 mit Verdunnungspuffer
(DB, dilution buffer) gemischt und je 100uL der mAb-AP-Arbeitslosung in die Vertiefungen
des ELISpots pipettiert.

Die IL-5- und IL-17A-Kulturplatten wurden mit einem an Biotin gekoppelten monoklonalen
AK, der spezifisch fur IL-5 bzw. IL-17A ist (mAb-Biotin), auf Zytokin-sezernierende
Effektorzellen getestet. Er wurde jeweils im Verhaltnis 1:1000 mit DB verdiinnt und ebenfalls
zu je 100uL in die Mikroporen injiziert.

Nach 2 Stunden Inkubationszeit im Dunkeln bei RT wurden die AK-L6sungen wieder
ausgeklopft und dreimal mit 200uL Waschpuffer 1, sowie dreimal mit Waschpuffer 2 (nur PBS)
gewaschen.

Da es sich bei IL-5- und IL-17A-ELISpots im Gegensatz zum einschrittigen IFN-y-Nachweis
um ein Zweischritt-Detektionssystem handelte, wurde hier ein weiterer Zwischenschritt im
Versuchsablauf durchgefiihrt. Je 100uL Streptavidin-alkalische-Phosphatase (Strep-AP), auf

0,1% mit DB verdunnt, wurde in die Vertiefungen gegeben. Nach 1 Stunde Inkubationszeit bei
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RT und im Dunkeln wurde die Strep-AP-Losung sechsmal mit 200uL Waschpuffer 2
ausgewaschen.

Zuletzt wurden die Vertiefungen aller ELISpots mit je 50uL Farbeldsung versetzt, das fir ein
unlésliches Prézipitat, also die Spots, sorgt. Um die Farbentwicklung zu beenden, wurde die
Mikrotiterplatte nach 6 bis 7 Minuten Einwirkzeit im Dunkeln bei RT 3-mal mit Leitungswasser
abgewaschen, abgetupft und Gber Nacht im Dunkeln bei RT luftgetrocknet.

Die Auswertung der Kulturplatten wurde mittels des Bioreader® 5000 —E ausgefiihrt, das die

Zellkulturplatte mikroskopiert und apparativ auszéhlt (siehe Abbildung 10).

Zahlen der Zytokinhofe unter
dem Mikroskop

»

Zellkulturplatte mit 96
Vertiefungen

Abbildung 10: Auswertung des ELISpots durch Zahlung der Zytokinhofe: Nach Inkubation und Anfarbung der AK-Zytokin-
AK-Prazipitate kann die Anzahl der SFCs je Vertiefung unter dem Mikroskop ausgezahlt werden und damit auf die Rate von
spezifischen Tw-Zellen im peripheren Blut riickgeschlossen werden. Diese mikroskopische Auswertung kann auch apparativ,
bspw. mittels eines Bioreaders ® 5000 -E, erfolgen.

2.3.4 Analyse von B-Zellen im Rahmen der A. fumigatus-lmmunantwort

2.3.4.1 Gewinnung von autologem Serum aus Spenderblut

Fur die Analyse der B-Zellreaktion auf A. fumigatus wurde den bereits oben definierten
Studienpopulationen Serum abgenommen. Als Bestandteil der humoralen Immunantwort
befinden sich die Immunglobuline im Serum. Mit Vollblut befiillte Serum-Monovetten, die fir
diesen Zweck einen Gerinnungsaktivator enthalten, wurden bei 3000g fur 7 Minuten
zentrifugiert, sodass sich die Blutzellen absetzten und anschlieRend die sich oben befindliche
Serumphase abgenommen werden konnte. Bis zur Verwendung wurde das aktivierte Serum bei

-18°C eingefroren.

2.3.4.2 Western Blot

Um Aspergillus-AK im Serum nachzuweisen, wurde die Methode des Western Blots
angewandt. Dazu wurde zunéchst eine SDS-PAGE wie in 2.3.2.2 beschrieben durchgefiihrt.
Anschliefend wurden die aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran tbertragen,

um spater Antigen-spezifische AK detektieren zu kénnen.

Ein senkrecht zum Polyacrylamid-Gel gerichtetes elektrisches Feld transferiert die Proteine in
Richtung der Anode auf eine Membran. An dieser bleiben die Antigene durch hydrophobe
Wechselwirkungen bei Nitrocellulose-Membranen bzw. durch polare Interaktionen bei PVDF-
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(Polyvinylidenfluorid-) Membranen haften. Das SDS kann ausgewaschen werden, sodass die
Proteine renaturieren kdnnen. Damit sind sie wieder befahigt, an Epitopen spezifische AK zu
binden. Mit der Zugabe des jeweiligen Spenderserums binden die darin befindlichen AK an die
getesteten Aspergillus-Antigene, unspezifisch gebundene AK werden aufgrund ihrer
geringeren Bindungsaffinitat in Waschschritten entfernt. Die Antigen-AK-Komplexe werden
mit einem sekunddren AK versetzt, der an das humane IgE bindet und mit alkalischer
Phosphatase- Enzymfunktion ausgestattet ist, womit die spezifischen IgE-AK je Spender/-in
quantitativ detektiert werden konnen [166, 170-172]. Nach der SDS-PAGE wurde die
Nitrocellulose-Membran zusammen mit 2 Filterpapieren (Whatman-Papiere), 2 Schwdmmchen
und dem Gel in Trispuffer (5,829 Tris, 2,929 Glycin, 200mL Methanol, 800mL ddH.O)
eingeweicht. Nach Schema wurden sie in die Blotkammer geschichtet und bei 350mA fir eine
Stunde geblottet. Anschliefend wurde die Membran zweimal 10 Minuten in TBST (TBS,
0,01% Tween) geschwenkt, mit 1% BSA fur eine Stunde inkubiert und mit Serum-BSA (1%
BSA, 8mL Serum) uber Nacht bei 4°C auf dem Schwenker stehen gelassen. Am néchsten Tag
wurde die Membran in TBST gewaschen und anschlieBend in Goat Anti-Human IgE-
Alkalische Phosphatase geschwenkt. Nach 2 Stunden wurde die Membran erneut mit TBST
und TBS gewaschen und mit Entwicklungspuffer versetzt. Die Farbreaktion wurde nach 2
Stunden mit destilliertem Wasser gestoppt. In Abbildung 11 wird schematisch die IgE-

Messung im Western Blot dargestelt.

Im Coomassie-Gel kdnnen die Proteine lokalisiert werden, im Western Blot zeigt sich, welcher
Proband im Serum spezifische IgE-AK fir die verwendeten Antigene und das Lysat besitzt,
denn nur dann werden die Banden sichtbar. Die Bandenintensitat gibt zugleich auch einen

Hinweis auf das quantitative Vorkommen des spezifischen IgE-AKs je Spender/-in.
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Abbildung 11: IgE-Messung im Western Blot: Die Antigene, fur die eine spezifische IgE-Antwort ermittelt werde sollen,
werden in einer SDS-PAGE aufs Gel gebracht und entsprechend ihrem Molekulargewicht im elektrischen Feld verteilt.
Anschliefend werden sie als Proteinbanden auf eine Nitrocellulosemembran geblottet. Diese wird mit Serum inkubiert, sodass
spezifische Serum-Immunglobuline an die Proteinbanden binden. Um nur IgE zu detektieren, werden diese durch IgE-AK
markiert und die spezifischen IgE-Bindungen angeféarbt. Die Intensitat und Bandenstarke gibt Riickschluss auf die Anzahl der
im Serum vorhandenen IgE, das Molekulargewicht dient zur Unterscheidung der verschiedenen Antigene.

2.3.4.3 IgE-Immuno-CAP-Test

Im klinischen Alltag ist momentan in der Allergiediagnostik die spezifische IgE-Messung

Goldstandard. Dazu wird der Immuno-CAP-Test der Firma Thermo Fisher verwendet. Es
handelt sich um einen Sandwich-ELISA. Ein Cellulosederivat bindet als feste Phase irreversibel
das zu untersuchende Allergen. Spezifisches IgE in der Serumprobe bindet das Allergen,
unspezifisches IgE wird abgewaschen. Mithilfe eines Zweitantikdrpers gegen IgE, der Enzym-
markiert ist, und einer Entwicklungsreagenz kann anhand der Hohe der Fluoreszenz auf die
Menge des in der Probe vorhandenen spezifischen IgE geschlossen werden. Als hoch sensitiver
Test werden bereits IgE-AK ab 0,1 kUa/L in Spenderseren detektiert und eine weite Spanne bis
100 kUa/L, bzw. mittels Verdinnungen sogar in noch hoéheren Bereichen reproduzierbar
quantifiziert [173, 174].

Daher wurden Serumproben an die Laborpraxis synlab in Augsburg versandt, um diese Werte
mit den Ergebnissen aus dem Western Blot vergleichen zu kénnen. Es wurde das Gesamt-IgE
der Probanden, spezifisches IgE fir A. fumigatus (m3) sowie die spezifischen Aspergillus-
Allergene Aspfl (m218), Aspf3 (m220), Aspf4d (m221) und Aspfé (m222) analysiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Methodik zur Gewinnung von Ascomycota-Lysaten

Fur die Etablierung von T-Zell-Versuchen und einem A. fumigatus-spezifischen IgE-Western-
Blot, die zum Monitoring der Auswirkung von beruflicher chronischer A. fumigatus-Exposition
herangezogen werden sollen, sind definierte Antigenpraparationen \oraussetzung.
Kommerziell sind weder fur A. fumigatus noch fir die weiteren, wichtigsten bekannten

allergenen Schimmelpilzspezies definiert hergestellte Lysate erhéltlich.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten daher qualitativ hochwertige Lysate von A. fumigatus sowie
A. alternata, C. herbarum wund P. chrysogenum (als Vergleichsspezies in der
Schimmelpilzdiagnostik) produziert werden. Flr die Anwendbarkeit der Lysate in den
folgenden Versuchsreihen ist eine Mindestkonzentration von 0,7mg/mL notwendig, um die
Proben nicht zu stark zu verwassern und eine sinnvolle LPS-Bestimmung durchfiihren zu

kdnnen.

3.1.1 Konidienanzucht auf Bierwirz-Agarplatten
Nach 3-tdgiger Inkubation der Bierwirz-Agarplatten bei 25°C mit Konidien der jeweiligen
Ascomycota, waren die Pilze (wie in Abbildung 12 zu sehen) gewachsen und oberflachlich am

Sporulieren. So konnten die Konidien geerntet, gezéhlt und zu Hyphen angeziichtet werden.

A. alternata C. herbarum P. chrysogenum

I

Abbildung 12: Morphologisches Aussehen der Ascomycota auf Bierwirz-Agarplatten. A. alternata, C. herbarum und P.
chrysogenum wurden auf Bierwiirz-Agarplatten fiir 3 Tage bei 25°C inkubiert, damit anschlieend die Konidien geerntet und
zu Lysat verarbeitet werden kénnen.

3.1.2 Proteinkonzentration der Lysate
Fur die Pilzspezies wurde bestimmt, nach welchem Zeitintervall die Proteinkonzentration nach

Bead Beating am hdchsten war. Es zeigte sich ein nahezu konstanter Proteingehalt des A.
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fumigatus-, A. alternata- und P. chrysogenum-Hyphenlysats zwischen den Zeitpunkten 1 und
5 Minuten (siehe Abbildung 13).

Hyphen, Bead Tube Type A
5,0 =
T 4,0- “= ;
)
g 3,0+ “W=A. fumigatus
S 2,0+ A. alternata
Q 1,0 C. herbarum
0.0 “=P. chrysogenum
s T T T ] 1
0 1 2 3 4

Lyse [min]
Abbildung 13: Proteinkonzentration im Zeitverlauf des Lysevorgangs je Pilz. Zur Herstellung des myzelialen Lysats wurden
die zuné&chst vitalen Hyphen durch Keramik-Beads aufgespalten und der Proteingehalt nach jeder Minute Lysezeit gemessen,

um den Zeitpunkt der hdchsten Proteinkonzentration zu eruieren. Dieser Versuch wurde fir A. fumigatus, A. alternata, C.
herbarum und P. chrysogenum durchgefiihrt. Es wurden jeweils 245 mg vitale Hyphen in 350 yL PBS eingesetzt.

Wahrend der Lyse betrug die Konzentration flr A. alternata 4,1 bis 4,8 mg/mL, P. chrysogenum
blieb nahezu konstant bei 3,4 bis 3,7 mg/mL. Fir A. fumigatus liel sich ein Maximum nach 3
Minuten mit 4,4 mg/mL feststellen und flr das A. alternata-Lysat wurde ein Zeitintervall von

2 Minuten festgelegt. Zu diesem Zeitpunkt betrug die Konzentration 4,14 mg/mL.

Da fir C. herbarum die Proteinkonzentration innerhalb von 5 Minuten nur bei maximalen 0,56
mg/mL lag, wurden weitere grofRere Zeitintervalle analysiert (siehe Abbildung 14). Dabei

wurde ein Maximum von 1,57 mg/mL zum Zeitpunkt von 60 Minuten identifiziert.

C. herbarum - Hyphen, Bead Tube Type A
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Abbildung 14: Proteinkonzentration im Zeitverlauf des Lysevorgangs fur C. herbarum. Die zun&chst vitalen C. herbarum-
Hyphen wurden mittels Keramik-Beads gespalten und im zeitlichen Verlauf die Proteinkonzentration des Lysats gemessen.
Maximale Konzentration nach 60 min. Es wurden 80 mg vitale Hyphen in 350 yL PBS eingesetzt.
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Als sinnvoll etablierten sich damit 2 Minuten fiir A. alternata, 3 Minuten fir A. fumigatus und
5 Minuten fir P. chrysogenum, sowie 60 Minuten flr C. herbarum.

Um sicherzustellen, dass trotz Lyse keine Hyphen mehr vital sind, wurden die Lysate durch

einen Spritzenvorsatzfilter der Porengrdf3e 0,20 ym filtriert.

Um den Proteinverlust durch Sterilfiltration bei P. chrysogenum mdglichst gering zu halten und
einen ausreichenden Endproteingehalt im Lysat zu erhalten, wurde verglichen, inwiefern sich
die Dauer des Bead Beatings auf die Proteinkonzentration nach Filtration mit 0,20 ym
Spritzenvorsatzfilter auswirkt. Bei dhnlicher Proteinkonzentration des P. chrysogenum-Lysats
nach 2 und 5 Minuten von 3,4 bzw. 3 mg/mL liel3 sich der Verlust von 79% auf 72% senken
(siehe Abbildung 15). So wurde in der weiteren Lysat-Produktion ein 5-Minuten-Intervall

bevorzugt.

Proteingehalt des P. chrysogenum-Lysats nach
4.0 = Sterilfiltration i Abhiingigkeit von der Dauer des Bead Beatings
b

— 3,0 -

E

=11}

E 20+

g‘ @ Unfiltriert
2 1,0 - 80,20ym

0,0 -

2 Min 5 Min

Abbildung 15: Proteinkonzentration des Penicillium-Lysats vor und nach Filtration in Abhangigkeit von der Bead-Beating-
Dauer. Die Proteinkonzentration des nach 2min Bead-Beating erhaltenen P. chrysogenum-Lysats reduziert sich durch
Filtration mit 0,20 ym Spritzenvorsatzfilter auf 21%, das nach 5min Bead-Beating hergestellte Lysat vermindert sich nach
Filtration mit 0,20 ym Spritzenvorsatzfilter auf 28%.

Protein Assays vor und nach der Sterilfiltration ergaben fir die weiteren Pilzspezies einen
Verlust von 78 bzw. 80% fir A. alternata bzw. C. herbarum (siehe Abbildung 16). Dennoch
lag der Proteingehalt fur A. alternata weiterhin Uber den erforderlichen 0,7 mg/mL. Fur C.
herbarum hingegen konnte mittels Bead Beating keine ausreichende Proteinendkonzentration
erreicht werden. Bei A. fumigatus gingen durch Sterilfiltration nur 44% verloren, womit das

Hyphenlysat auf 1,86 mg/mL konzentriert war.
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Abbildung 16: Vergleich der Proteinkonzentrationen der Ascomycota-Lysate vor und nach Filtration mit 0,20 ym
Spritzenvorsatzfilter. Die Reduktion des Proteingehalts variiert je nach Pilzart. Fur A. fumigatus belduft sich die Konzentration
nach Filtration noch auf 56%, fur A. alternata sind es 22%, fur C. herbarum 20% und fiir P. chrysogenum 28% des
Ausgangsgehaltes.

Mit dem Ziel zu Uberprufen, dass kein Pilzwachstum mehr stattfindet und die Lysate steril sind,
wurden je 5 yL des jeweiligen Lysats auf Abklatschplatten ausgestrichen und bei 35°C

inkubiert. Ein mogliches Pilzwachstum wurde tber 5 Tage kontrolliert.

A. fumigatus A. alternata C. herbarum P. chrysogenum

Abbildung 17: Vitalitatstest der sterilfiltrierten Hyphenlysate der Ascomycota auf Abklatschplatten. Je 5yL der Lysate von
A. fumigatus, A. alternata, C. herbarum und P. chrysogenum wurden auf Abklatschplatten ausgestrichen und inkubiert. Es
wurde kein Pilzwachstum nachgewiesen, sodass eine Vitalitat der Hyphenlysate auszuschlieRen ist.

Wie in Abbildung 17 dargestellt, waren die Proben steril und nicht vital.

3.1.3 Etablierung eines Protokolls fur die Herstellung des C. herbarum-Hyphenlysats
Angesichts der geringen Biomasseproduktion von C. herbarum bei der Kondition 16 mL RPMI
mit 1% Penicillin-Streptomycin, 4 mL FCS und 1x10’ Konidien wurden alternative

Wachstumsansatze mit je 1x107 Sporen ausgetestet:

- 16 mL H20 +4 mL FCS - 20 mL PBS
- 16 mLPBS +4 mL FCS - 16 mL HBSS + 4 mL FCS
- 20mL H20 - 16 mL RPMI +4 mL FCS
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- 20 mL HBSS - 20 mL RPMI

Reines Wasser, PBS oder HBSS verzdgerten das Wachstum, wohingegen reines RPMI,
sowie jedes der 4 getesteten Medien in Kombination mit 20% FCS in etwa derselben
Wachstumsgeschwindigkeit resultierten. Um dennoch mehr Biomasse zu produzieren,
wurden die Sporen fiir 1 Woche bei 25°C und 200 RPM geschiittelt. Auf diese Weise
waére genigend Material fir eine potenzielle Lysatproduktion vorhanden. Die weitere
Lysatherstellung wurde nicht mehr durchgefiihrt, da (wie in Abschnitt 3.2.2 naher
erlautert wird) im Verlauf ergebnisrelevante LPS-Verunreinigungen in den verwendeten

Konidiensuspensionen und folglich auch in den hergestellten Lysaten festgestellt wurden.
3.2 Konzentration und Reinheit der spezifischen Antigene und Lysate

3.2.1 Proteinkonzentration der Antigene und Lysate

Im Rahmen dieser Arbeit sollte anhand qualitativ hochwertiger Lysate und A. fumigatus-
spezifischer Antigene der Effekt einer chronischen beruflichen A. fumigatus-Exposition
untersucht werden. Von einem erweiterten Antigenspektrum im Vergleich zu Vorstudien,
die oftmals auf 2-4 Antigene begrenzt waren [102, 175-177], erhofft man sich, ein
Biomonitoring entwickeln zu kdnnen, welches chronische Exposition sichtbar macht. Die
Antigene wurden dabei im Rahmen einer Kooperation mit der LMU Miinchen von der
AG Ebel rekombinant hergestelit.

Fur die Anwendbarkeit der Antigene in den folgenden Versuchsreihen ist eine
Mindestkonzentration von 0,7mg/mL notwendig, um die Proben nicht zu stark zu

verwassern und eine sinnvolle LPS-Bestimmung durchfuhren zu kdnnen.

In Tabelle 3 werden die Antigene und Lysate aufgefiihrt, die als Stimulanzien fur die
Immunantwort eingesetzt werden sollten. Die mittels DC Protein Assay gemessenen
Konzentrationen der verwendeten Antigene und Lysate lagen Gber der 0,7 mg/mL Grenze

und waren daher prinzipiell geeignet.

Tabelle 3: Konzentrationen der verwendeten Antigene und Lysate: im DC Protein-Assay ermittelt

Lysat Konzentration [mg/mL]
A. fumigatus 1,86
A. alternata 0,86
P. chrysogenum 0,91
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Antigen Konzentration [mg/mL]

Aspfl sekretiertes Protein 3,10
Aspf3 zytosolisches Protein 1,30
Aspfa sekretiertes Protein 2,90
Aspf6 zytosolisches Protein 1,70
Aspf8 zytosolisches Protein 1,20
Crfl Zellwandprotein 2,10
Aspf22 zytosolisches Protein 2,40
CatB Zellwandprotein 1,00
CipC zytosolisches Protein 0,90
CsnB sekretiertes Protein 2,72
Hamolysin sekretiertes Protein 4,04
Pst2 Konidienprotein 2,04

3.2.2 Konzentration und Reinheit der Aspergillus-Antigene im SDS-PAGE
Coomassie

Mittels SDS-PAGE wurden die Antigene und das Lysat entsprechend ihrem
Molekulargewicht als Banden auf das Gel aufgetragen und mittels Coomassie-Farbung
sichtbar gemacht. Nahezu identische Balkenstarken bestatigen die korrekte
Konzentrationsbestimmung im DC Protein Assay. Ebenfalls ist ersichtlich, dass es sich
um reine Antigene handelt. Lediglich Aspf22 teilt sich auf 2 Banden auf und besteht
demnach aus 2 Spleilvarianten. Das Coomassie-Gel, das anzeigt, wo sich das Antigen
befindet, dient als VVorlage fir die folgenden IgE-Western-Blots. Anhand der Aufteilung
aller Banden im Coomassie-Gel sollen spéater die Banden im Western Blot den Antigenen
zugeordnet werden. Banden im Western Blot entsprechen den spezifischen IgE-AK im
Serum der Probanden/-innen gegen die getesteten A. fumigatus-Antigene. Um Serum zu
sparen und zum Zweck der Ubersichtlichkeit wurden mehrere Antigene mit deutlichem
Unterschied im Molekulargewicht in eine Lane titriert, damit pro Spender/-in nur eine
Membran im IgE-Western-Blot zu verwenden ist. Die in Abbildung 18 gezeigte
Aufteilung etablierte sich als sinnvoll, da alle Banden weit genug voneinander entfernt
liegen, sodass eine Auswertung der einzelnen IgE-Bindungsstarken im Western Blot
gewdbhrleistet ist. Die Auswertung mit dem Programm Image Lab 5.2 erlaubt eine
Messung der Balkenstérke und eine Berechnung des Molekulargewichts der einzelnen

Proteinbanden. Somit kann im Western Blot einerseits die prozentuelle IgE-
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Bindungsstarke ermittelt werden und andererseits konnten im Lysat moglicherweise neue

relevante Allergene entdeckt werden.
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Abbildung 18: Coomassie-Gel fiir sichtbare Aufteilung der Antigene als Banden auf dem Gel in Hinblick auf die
Western Blot- Analyse. Je 5 yg Antigen und 7,5 yg Lysat wurden aufgetragen, Standardkurve in Lane 1 fiir Bestimmung
des Molekulargewichts in kDa.

3.3 PBMC-basierter ELISpot zur T-Zell-Analyse mithilfe der hergestellten

Lysate und spezifischer A. fumigatus-Antigene

3.3.1 Einfluss der frihzeitigen Vorbereitung der ELISpot-Platten auf die
Messergebnisse

Im Rahmen der Umsetzbarkeit der ELISpot-Analyse - méglicherweise spéter auch im
klinischen Alltag - wurde untersucht, wie sich ein friiheres Vorlegen der Stimulanzien auf
die T-Zellreaktion auswirkt. In einem Vorversuch wurden die Medien,
kostimulatorischen Faktoren und Antigenstimulanzien zu drei verschiedenen Zeitpunkten
auf die ELISpot-Platten aufgetragen. Ziel der Analyse war festzustellen, ob die vorzeitige
Bereitstellung der Analyseplatten Auswirkungen auf die Messergebnisse hat. Als
Zeitpunkte wurden 15 Stunden und 2 Stunden vor Beginn der PBMC-Isolation gewéhlt

und mit dem Referenzzeitpunkt, dem Ausplattieren wahrend der Isolation, verglichen.
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PBMCs von drei hochexponierten Probanden/-innen [42] wurden mit Crfl und A.

fumigatus-Lysat stimuliert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 19 dargestellt.

Zum Zeitpunkt 2h vor Ausplattierung liegen 13 von 18 Messungen im 95%-
Konfidenzintervall. 15h vor Ausplattierung sind 9 von 18 Messungen, also 50%,

innerhalb des Cls.

D3 weist zu jedem Messzeitpunkt einige Ausreil3er auf, was die Analyse beeintrachtigt.
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Abbildung 19: Einfluss des Zeitpunktes des Ausplattierens auf die Messergebnisse im ELISpot-Versuch fiir A) IFN-
y, B) IL-5 und C) IL-17A. D1, D2, D3 sind die drei verschiedenen hoch exponierten Spender/-innen. Afu-Lysat und
Crfl wurden als Stimuli verwendet. Als Referenzzeitpunkt wird die Rate der SFCs zum Zeitpunkt Oh, also direkt vor
der Stimulation, gesetzt (schwarz, inclusive Konfidenzintervall). Das dunkelblaue Kreuz zeigt die Rate der SFCs zum
Zeitpunkt 2h vor PBMC-Isolation, das turkise Kreuz die SFC-Rate 15h vor PBMC-Isolation.
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So liegen lediglich 3 von 12 Messergebnissen im CIl. Storfaktor sind Neutrophilen-
Aggregate bei der PBMC-Isolation von D3. Es ist darauf zu achten, diese Aggregate nicht
mit den PBMCs gemeinsam zu isolieren, aber dennoch ist dies fehleranféllig und der
Spender/ die Spenderin D3 sollte deswegen ausgeschlossen werden. Beriicksichtigt man
daher nur die Werte von D1 und D2, liegen 2h vor Ausplattierung 10 von 12 Messungen
im CIl, zum Zeitpunkt 15h vor PBMC-Isolation sind 7 von 12 Werten im

Vertrauensbereich.

Auf Grundlage dieser Stichprobenergebnisse, die keine relevanten CI-Abweichungen fiir
den Zeitpunkt 2h vor PBMC-Isolation zeigen, wurden bei allen nachfolgenden Versuchen
die Stimulanzien 2h vor Blutentnahme angesetzt und ausplattiert. Das erleichtert die

Durchfiihrung des zeitlichen Versuchsablaufs.

3.3.2 Grenzwerte der LPS-Konzentrationen von Antigenen und Lysaten

Da LPS als Bestandteil der Zellmembran gramnegativer Bakterien [39] Gber TLR4 und
APZs T-Zellen vermehrt aktivieren kann und insbesondere die Tn1-Zelldifferenzierung
triggert [40], wurde die LPS-Konzentration der verwendeten Antigene und Lysate
bestimmt. Damit soll sichergestellt werden, dass nur die tatséachlich durch A. fumigatus
stimulierten Th-Zellen detektiert werden. Zum anderen wurde in einem Stufenexperiment
ermittelt, ab welcher LPS-Konzentration sich die Werte im Vergleich zur

unkontaminierten Probe verandern.

PBMCs von 3 hochexponierten Spendern/ Spenderinnen wurden isoliert und mit jeweils
3fach ansteigender LPS-Konzentration von 0,037 EU bis 9 EU inkubiert. 1mg LPS
entspricht 2 Millionen EU [178]. Dabei waren je Spender/-in vier Ansétze pro LPS-
Gehalt unstimuliert und 4 Ansédtze mit Afu (A. fumigatus-Lysat aus Jena), das
nachweislich keine LPS-Kontamination hat, stimuliert. Die IL-5-SFCs reagieren nicht
sensibel auf LPS-Einfluss. 35 von 36 Werten liegen im Konfidenzintervall. Der einzelne
Ausreifller (D1, Afu-stimuliert, 0,33 EU) relativiert sich insofern, als dass bei hdheren
LPS-Konzentrationen die Messergebnisse wieder innerhalb des Cls liegen (siehe
Abbildung 20). Dagegen zeigen sich insbesondere fur IFN-y, aber auch fir IL-17A
erhohte T-Zell-Aktivitaten bei steigender LPS-Konzentration. Die T-Zellevents bei 0 EU
liegen fiir IFN-y im Schnitt bei 1,3 SFCs im unstimulierten Ansatz und 49 SFCs im Lysat-
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stimulierten Ansatz, hingegen wurden bei 9 EU im Schnitt 13,7 SFCs im unstimulierten

Ansatz und 148 SFCs im Lysat-stimulierten Ansatz registriert.

X B 60 -
A 250 %
0
0S 200 8 45
2B ¥
5o E“'
%< 150 = e X
£2 iz 307
g 100 + ‘g
15 -
50 - X
ol °
0 - pa = 0 -
Subject D1 D2 D3 D1 D2 D3 Subject D1 D2 D3 D1 D2 D3
uns A‘fu u,lls Alfu
C 60 -
@ LPS-Einfluss auf die T-
" 45 - Zellreaktion
om =
* o x0,037 EUX0,11 EU %0,33EU
+ ©
~v 30 - — 1EU  x3EU  x9EU
o
@ X ) )
¢ 45 - Vergleich mit.
x Referenzreaktion (0 EU)
o mit 95%
0 -
Subject D1 D2 D3 D1 D2 D3
uns A‘fu

Abbildung 20: Auswirkungen von LPS auf die T-Zellantwort im IFN-y- (A), IL-

5-(B) und. IL-17-ELISpot (C). Fir die

3 Spender/-innen D1, D2 und D3 wurde jeweils die SFC-Rate im unstimulierten und einem mit A. fumigatus-Lysat
stimulierten Ansatz bei LPS-freien Proben gemessen. Der graue Balken zeigt das Cl an, das auf der LPS-freien Probe
beruht. In jeweils 3-fach zunehmender Menge wurden die Ansétze zusatzlich mit LPS stimuliert, beginnend mit 0,037 EU

bis 9 EU und die SFC-Rate ausgewertet.

Uber Spearmans Rangkorrelation (R = 0,928571) konnte eine signifikante Korrelation (p
= 0,002519) von LPS-Gehalt und durchschnittlichen IFN-y-positiven T-Zell-Events

sowohl in den unstimulierten Proben als auch in den durch Lysat stimulierten Proben

nachgewiesen werden. Allerdings sind Schwelle und Starke des LPS-Einflusses

interindividuell unterschiedlich. Insbesondere D3 reagiert auf LPS-Kontamination héchst

sensitiv, wobei intraindividuelle Unterschiede hinsichtlich der Art der Stimulation der T-

Zellen bestehen.
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Greift man nun D3 auf, der am sensitivsten auf LPS reagiert und damit maRgeblich
anzeigt, ab wieviel EU eine Probenverfalschung durch LPS-Kontamination nicht
ausgeschlossen ist, ergibt sich bei einem Cl von 95% das in Abbildung 21 dargestellte

Resultat.
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Abbildung 21: LPS-abhéngige T-Zellevents fiir den Spender/ die Spenderin D3. Die blaue bzw. griine Querlinie gibt
jeweils das obere CI (95%) an. Die blaue Kurve zeigt den unstimulierten Verlauf, die griine Kurve den Verlauf bei
Stimulation mit A. fumigatus-Lysat an bei jeweils steigender LPS-Konzentration. Es wurde in 3-fach steigender
Konzentration LPS zugegeben (0,037 EU bis 3 EU).

Auch bei 0 EU konnen in der unstimulierten Probe T-Zell-Events stattfinden, weshalb
sich flr D3 ein oberer CI-Grenzwert von 1,96 SFCs im unstimulierten IFN-y-ELISpot
ergibt, im Lysat-stimulierten Ansatz liegt der obere CI-Grenzwert bei 8,43 SFCs.

Bei der unstimulierten T-Zellfrequenz wird ab einer LPS-Kontamination von 1 EU ein
mehr als 5-facher Wert im Bezug zum oberen Konfidenzintervall erreicht. Fur die
stimulierte Proben ist bei einer LPS-Konzentration von 0,33 EU bereits ein Anstieg der

T-Zellevents auf mehr als das 6-fache zu verzeichnen.

Im Mann-Whitney-U-Test zeigt sich die grofite LPS-Sensibilitat im IFN-y-ELISpot mit
signifikanten Unterschieden zwischen der T-Zell-Reaktion bei 0 EU und 0,33 EU, 1 EU
und 3 EU (p = 0,0284). Da bei der ndchstniedrigeren getesteten Konzentration von 0,11
EU keine aufféalligen Veranderungen der T-Zell-Aktivitat zu notieren sind, wird diese als

Grenzwert flr die verwendeten Antigene und Lysate festgesetzt.

Im ELISpot wurden je 30ug/mL Antigen bzw. 50 ug/mL Lysat eingesetzt, somit errechnet
sich der Maximalwert aus der Division von 30ug/mL (bzw. 50ug/mL) durch die
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Proteinkonzentration in mg/mL, sowie anschlielender Multiplikation mit dem
gemessenen LPS-Wert. Ist der Wert kleiner als 0,11 EU/mL, hat der LPS-Gehalt keine
signifikante Auswirkung auf die T-Zellantwort im ELISpot.

Tabelle 4 zeigt die von der Lophius Sciences GmbH ermittelten LPS-Konzentrationen
der fir die Studie vorgesehenen Antigene und Lysate.

Tabelle 4: LPS-Gehalt der flr die Studie vorhergesehenen Antigene und Lysate

Antigen LPS-Gehalt LPS-Gehaltim | Lysat LPS-Gehalt

[EU/mL] ELISpot [EU/mL]
[EU/mL]

Aspfl 3,9533 0,03825774 @ A. fumigatus 53,37

Aspf3 <10 A. alternata > 100

Aspfa <10 P. chrysogenum 50,50/ 26,53

Aspf6 <10 Afu (Jena) <10

Aspf8 <10 Konidien [EU/mL]

Crfl <10 A. fumigatus 63,16

Aspf22 <10 A. alternata 28,44

CatB <10 P. chrysogenum 47,54

CipC <10 C. herbarum 41,49

CsnB 0,2281 0,00251581

FG-gap > 100

Hamolysin 1,5459 0,01147946

Pst2 2,4 0,03529412

Leider konnten die selbsthergestellten Lysate sowie das Antigen FG-gap nicht
weiterverwendet werden, da ihr erhdhter LPS-Gehalt zu falsch positiven Ergebnissen im
ELISpot fiihren kdnnte. So wurde Afu (Jena), dessen LPS-Gehalt
nachgewiesenermalien unter 1,0 EU/mL liegt, was aufgrund der Proteinkonzentration

maximal 0,02 EU/mL im ELISpot bedeutet, in den folgenden Versuchen eingesetzt.

3.3.3 Vergleich der T-Zellantwort zwischen beruflich Schimmelpilz-Exponierten
und der Kontrollgruppe

Mit dem Ziel, expositionsbedingte Unterschiede in der Immunreaktion auf A. fumigatus-
spezifische Antigene zu detektieren, wurde das ELISpot-Verfahren eingesetzt. Nach
Stimulation mit Afu-Lysat und 12 proteinogenen A. fumigatus-Antigenen wurden die
Zellen, die TH1 (IFN-y) -, T2 (IL-5) - und Tw17 (IL-17A) - Signaturzytokine sezernieren,

hinsichtlich ihrer Frequenzen verglichen.
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A. fumigatus- spezifische Immunantworten wurden unabhdngig vom Grad der Exposition
in gesunden Probanden/-innen auf ein breites Spektrum von Antigenen festgestellt. Im
Vergleich der im Mittel gemessenen hdchsten spezifischen T-Zellzahlen je Zytokin sind
fir IFN-y und IL-17A jeweils Aspf4 gefolgt von Crfl fiihrend. Die mittlere Frequenz
belduft sich dabei bei beruflich chronischer Exposition auf 0,023% (0,022%) und 0,017%,
in der Kontrollkohorte auf 0,017% (0,015%) und 0,015% (0,013%). Fur IL-5 hingegen
sind Aspf22, CatB und Aspf3 - wenngleich auf niedrigerem Niveau - fiihrend. Die
Reaktion auf das Lysat ist bei IL-5 deutlich starker als auf die einzelnen Antigene.
Insgesamt ist eine groRe Bandweite der Reaktionen von Gesunden auf Aspergillus-
Antigene festzustellen. Fur Crfl wurden pro 2x10° PBMCs Werte zwischen 0 und 144
(IFN-y), 127 (IL-17) bzw. 39,25 (IL-5) gemessen. Aspf4 imponiert mit Messungen bis
191 (IL-17), 152,5 (IFN-y) bzw. 26,5 (IL-5). Aspf22 zeigt unter IL-5 die hdchste T-
Zellreaktion mit bis zu 35 Events (127 fir 1L-17, 89,25 fiir IFN-y) pro 2x10° PBMCs.
Am geringsten fallt die Reaktion auf Pst2 fur Tu1- und Tn2-Zellen aus.

Auch wenn aufgrund der begrenzten Anzahl an Probanden/-innen keine statistische
Signifikanz erreicht wird, induzieren 8 Antigene (Aspf3, Aspf4, Aspf8, Aspf9, Aspf22,
CatB, CipC und Hly) eine mindestens 2-fach hohere Anzahl an IFN-y-SFCs und weitere
acht Antigene (Aspfl, Aspf6, Aspf8, Aspf22, CatB, CipC, Hly und Pst2) eine mehr als
2-fach héhere Anzahl an IL-5-SFCs bei chronischer beruflicher Exposition im Vergleich
zu Kontrollen. 5 Antigene (Aspf8, Aspf22, CatB, CipC und Hly) stimulieren damit
uberschneidend eine erhéhte Tul- und Th2-Zytokinsekretion. Fir IL-17A zeigen sich
expositionsabhéngige Unterschiede, im Sinne einer mindestens 2-fach héheren Anzahl
an SFCs, lediglich fir Crf1 und CsnB. Zusammengenommen weisen diese Ergebnisse auf
eine Co-Expansion von Twl- und TH2-Signaturzytokinen bei Gesunden mit chronischer
beruflicher A. fumigatus-Exposition hin, wohingegen die Tnl7-Antwort Kkeine

expositionsabhéngige Veranderung aufzeigt.
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3.3.3.1 IEN-y-Antwort auf spezifische A. fumigatus-Antigene und Lysat

Die Thl-Antwort mit seinem Signaturzytokin IFN-y ist bei Aspergillus-assoziierten
Krankheiten fir ihren protektiven Charakter bekannt. Auch wenn aufgrund der
begrenzten Anzahl an Probanden/-innen keine statistische Signifikanz erreicht wird,
induzieren zumindest 8 Antigene (Aspf3, Aspf4, Aspf8, Aspf9, Aspf22, CatB, CipC und
HIy) bei den Biolandwirten/-innen im Vergleich zur Kontrollkohorte eine mindestens 2-
fach hohere Anzahl an IFN-y-SFCs (siehe Abbildung 22).

X
. X X X
A 1000 : % X % ; § x
x| % X X
i x *:"%*x;f:xﬁii*ix g x
o X X § X x
mg 100 o g g x X |8 i X g g X 2 B % * : ” X %
Oom na ! || % * X
e X X X x| §
v 8 % LB * ¥ g x 2|2 Xl
o X |Ix % & X x
2 x X X x| x x X X X
e x < x| % » ¥
g % X X X xIh x|R &
X x X X X -
X X x X x x
1
AfuLy Aspfl  Aspfs Aspfd  Aspfé Aspf8  Crf1  Aspf22* CatB* CipC* CsnB  Hly Pst2

Abbildung 22: PBMCs von Biolandwirten/-innen zeigen erhdhte Tul- (IFN-y) -Antworten auf A. fumigatus-
Antigene im Vergleich zur nicht beruflich exponierten Kontrollkohorte. PBMCs von 10 Biolandwirten/-innen (rot)
und einer Kontrollgruppe von 10 nicht beruflich exponierten Probanden/-innen (griin) wurden mit A. fumigatus-Lysat
(AfuLy) oder Proteinen stimuliert. Im ELISpot wurde die Anzahl der IFN-y-produzierenden SFCs pro 1 Million PBMCs
detektiert. Die individuellen Hintergrund-angepassten SFC-Zahlen, Mediane (schwarzer Balken) und der
Interquartilbereich (farbige Boxen) sind dargestellt. Negative Messwerte (bei Probanden/-innen, deren SFC-Zahlen
entweder O oder geringere SFC-Zahlen in den Antigen-stimulierten Proben als in der Messung des unspezifischen
Hintergrunds ergaben) werden aufgrund des logarithmischen Mafstabs nicht dargestellt. Mit Stern (*) markiert sind
die Antigene, die erfolgversprechend sind.

Der Mann-Whitney-U-Test fallt fiir keine untersuchte Substanz statistisch signifikant aus.
Womoglich wéren Aspf22 und CipC mit p = 0,121 bzw. p = 0,103 und CatB mit p =
0,186 bei grofieren Stichproben in der Unterscheidung zwischen beruflich Exponierten
und einer Kontrollgruppe hilfreich. Im Vulkandiagramm, das den relativen Median der 2
Kohorten mit nicht-parametrischer Signifikanztestung verknupft, weisen Aspf22, CipC
und CatB entsprechend ebenfalls die beste Diskriminierungsfahigkeit zwischen
chronischer beruflicher Exposition und Kontrollen auf. In der punktbiserialen Korrelation
zeigen neben den 3 im Mann-Whitney-U-Test auffélligen A. fumigatus-Antigenen
zusatzlich Aspf4, Aspf3 und Hly ein Median-zu-Median-Verhdltnis > 2 und ein
Signifikanzniveau von 0,05 < p < 0,2 auf.

Entsprechend Abbildung 23A wird jedoch ersichtlich, dass eine hohe

Schwankungsbreite in beiden Kohorten eine Differenzierung anhand eines dieser A.
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fumigatus-Antigene mit Festlegung eines Grenzwerts schwierig macht. Der Median von
Aspf22 liegt in der Gruppe der beruflich nicht Exponierten bei 19,375 pro 10® PBMCs
und unter den beruflich Exponierten bei 58,75 pro 10 PBMCs, fiir CipC sind es 9,375 zu
36,875 pro 10° PBMCs. CatB weist einen Median von 8,125 zu 68,125 pro 10° PBMCs
zwischen beruflich Nicht-Exponierten und Exponierten auf.

Madglicherweise ware ein Ansatz, verschiedene Antigene zu kombinieren, um so besser
auf die vorliegende Exposition schliefen zu kdnnen. Kombiniert man die drei
verschiedenen Antigene Aspf22, CatB und CipC, setzt als Grenzwert den Median der
beruflich Exponierten und wertet als positiv nur diejenigen, die in mindestens 2 von 3
Werten > der Median sind, dann wirden in vorliegender Studie 60% der beruflich
Exponierten erkannt werden, 2 hochexponierte Probanden/-innen  wirden

falschlicherweise als beruflich Exponierte detektiert werden. Abbildung 23B stellt diese

Uberlegung dar.
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Abbildung 23: PBMCs von Biolandwirten/-innen zeigen erhéhte Thl- (IFN-y) -Antworten auf A. fumigatus-
Antigene im Vergleich zur nicht beruflich exponierten Kontrollkohorte, Aspf 22, CatB und CipC mit hdchstem
Signifikanzniveau. A) PBMCs von 10 Biolandwirten/-innen (rot) und einer Kontrollgruppe von 10 nicht beruflich
exponierten Probanden/-innen (griin) wurden mit Aspf22, CatB und CipC stimuliert. Im ELISpot wurde die Anzahl der
IFN-y-produzierenden SFCs pro 1 Million PBMCs detektiert. Die individuellen Hintergrund-angepassten SFC-Zahlen
und Mediane (schwarzer Balken), sowie die Interquartile sind dargestellt. Probanden, deren SFC-Zahlen < 1 sind
oder geringere SFC-Zahlen in den Antigen-stimulierten Proben als in der Messung des unspezifischen Hintergrunds
gemessen wurden, sind in der logarithmischen Skala nicht beriicksichtigt. B) Beriicksichtigung nur der Probanden/-
innen, die mindestens in 2 der 3 verschiedenen Antigene SFC-Zahlen > dem jeweiligen Median der beruflich-
Exponierten aufweisen.

Im Test entspréche dies einer Sensitivitat von 60%, einer Spezifitt von 80% und einem
positiven pradiktiven Wert von 75%.
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3.3.3.2 IL-5-Antwort auf spezifische A. fumigatus-Antigene und Lysat

Im Kontext von Allergien ist die IL-5-Reaktion von Interesse. Entsprechend zur Tn1-
Antwort induzieren acht Antigene (Aspfl, Aspf6, Aspf8, Aspf22, CatB, CipC, Hly und
Pst2) bei chronischer beruflicher Exposition eine mehr als 2-fach héhere Anzahl an IL-5-
SFCs im Vergleich zur Kontrollkohorte. Der Vergleich der IL-5-Antworten auf A.
fumigatus-Antigene zwischen den beiden Studiengruppen ist in Abbildung 24
dargestellt.
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Abbildung 24: PBMCs von Biolandwirten/-innen zeigen erhéhte Tu2- (IL-5) -Antworten auf A. fumigatus-Antigene
im Vergleich zur nicht beruflich exponierten Kontrollkohorte. PBMCs von 10 Biolandwirten/-innen (rot) und einer
Kontrollgruppe von 10 nicht beruflich exponierten Probanden/-innen (griin) wurden mit myzelialem A. fumigatus-Lysat
(AfuLy) oder Proteinen stimuliert. Im ELISpot wurde die Anzahl der IFN-y-produzierenden SFCs pro 1 Million PBMCs
detektiert. Die individuellen Hintergrund-angepassten SFC-Zahlen, Mediane (schwarzer Balken) und der
Interquartilbereich (farbige Boxen) sind dargestellt. Negative Messwerte (bei Probanden/-innen, deren SFC-Zahlen
entweder O oder geringere SFC-Zahlen in den Antigen-stimulierten Proben als in der Messung des unspezifischen
Hintergrunds ergaben) werden aufgrund des logarithmischen Mafstabs nicht dargestellt. 2-seitiger Mann-Whitney-U-
Test mit Bejamini-Hochberg-Korrektur fiir eine FDR von 0,2. Der Stern (*) markiert sowohl signifikante Unterschiede
zwischen Biolandwirten/-innen und nicht-beruflich exponierten Kontrollen (p < 0,05, FDR < 0,2) als auch Antigene mit
Trend zur Signifikanz (p < 0,05, FDR > 0,2).

Der Mann-Whitney-U-Test ist fur Aspf22 und CipC statistisch signifikant (p < 0,05),
auch unter Einbeziehung der Benjamini-Hochberg- Korrektur fiir eine FDR von 0,2. Fur
CatB mit einem Niveau von p = 0,0539 und Hly mit p = 0,113 zeigt sich ein positiver
Trend. Damit zeigen sich wieder dieselben Antigene wie beim Zytokin IFN-y (plus ggf.
Hly) als moglicherweise hilfreich, um verschiedene Aspergillus-Expositionslevel zu
unterscheiden. Im Vulkandiagramm, das den relativen Median der 2 Kohorten mit nicht-
parametrischer Signifikanztestung verkniipft, weisen CipC, Aspf22, CatB und Hly
entsprechend ebenfalls die beste Diskriminierungsfahigkeit zwischen chronischer
beruflicher Exposition und Kontrollen auf. Die biseriale Korrelation ist fur Aspf22
signifikant, ein Median-zu-Median-Verhaltnis > 2 und ein Signifikanzniveau von 0,05 <

p < 0,2 weisen CipC, CatB und Aspfl bei chronischer beruflicher Exposition auf.
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In der Gruppe der beruflich Exponierten liegt der Median fiir Aspf22 bei 63,75 pro 10°
PBMCs mit einem Minimum von 22,5 bis zu einem Maximum von 175. Im Vergleich
dazu ist der Median von Aspf22 in der Kontrollgruppe bei 13,75 pro 10° PBMCs in einer
Spannweite von 0 bis 95. Die Abbildung 25A veranschaulicht hierbei wieder die

enormen Schwankungsbreiten innerhalb beider Gruppen.

Kombiniert man (analog zu INF-y) die vier verschiedenen, meist versprechenden
Antigene, setzt als Grenzwert den Median der beruflich Exponierten und wertet als positiv
nur diejenigen, die in mindestens 2 von 4 Werten > der Median sind, dann wirden in
vorliegender Studie 70% der Biolandwirte/-innen erkannt werden, 2 nicht beruflich
exponierte Probanden/-innen wirden félschlicherweise als beruflich Exponierte
detektiert werden. Abbildung 25B stellt diese Uberlegung dar.
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Abbildung 25: PBMCs von Biolandwirten/-innen zeigen erhdhte Tw2- (IL-5) -Antworten auf A. fumigatus-
Antigene im Vergleich zur nicht beruflich exponierten Kontrollkohorte, Aspf 22, CatB, CipC und Hly mit hochstem
Signifikanzniveau. A) PBMCs von 10 Biolandwirten/-innen (rot) und einer Kontrollgruppe von 10 nicht beruflich
exponierten Probanden/-innen (griin) wurden mit Aspf22, CatB und CipC stimuliert. Im ELISPOT wurde die Anzahl
der IFN-y-produzierenden SFCs pro 1 Million PBMCs detektiert. Die individuellen Hintergrund-angepassten SFC-
Zahlen und Mediane (schwarzer Balken), sowie die Interquartile sind dargestellt. Probanden/-innen, deren SFC-
Zahlen < 1 sind oder geringere SFC-Zahlen in den Antigen-stimulierten Proben als in der Messung des unspezifischen
Hintergrunds gemessen wurden, sind in der logarithmischen Skala nicht ber{icksichtigt. B) Beriicksichtigung nur der
Probanden/-innen, die mindestens in 2 der 4 verschiedenen Antigene SFC-Zahlen > dem jeweiligen Median der
beruflich Exponierten aufweisen.

Dies entsprache im Test einer Sensitivitat von 70%, einer Spezifitat von 80% und einem

positiven pradiktiven Wert von 77,8%.

Im Zusammenspiel mit den Ergebnissen im IFN-y-ELISpot fur Aspf22, CatB und CipC
werden 9 der 10 beruflich Exponierten als solche erkannt. 3 von 10 nicht-beruflich
Exponierten wirden falsch positiv detektiert werden (siehe Abbildung 26).
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IFNy Aspf22 58,75 190, 12,08 140 425 875 15 43,75 13,75 23,75 25
CatB 68,125 103,75 11,25 187,5 17,5 0 13,75 725 13,75 40 18,75
CipC 36,875 15| 20,416667 43,75 25 0 1,25 11,25 75 36,25 0
IL-5 Aspf22 63,75 11,25 3,75 95, 55 25 16,25 20 0 0
CatB 43,75 3,75 36,25 156,25 36,25 0 10 375 5 18,75
CipC 31,25 3,75 % 21,25 75 5 5 75 0 0
Hly 16,25 0 0 48,75, 175 0 6,25 15 0 0

IFNy  Aspf22 5875
CatB 68,125
CipC 36,875

IL-5  Aspf22 6375
CatB 4375
CipC 31,25
Hly 16,25

Abbildung26: Wertetabelle flr die relevantesten Allergene im Rahmen der Differenzierung zwischen beruflich
Exponierten und nicht beruflich exponierten Probanden/-innen. gelb = high exposure, griin = low exposure, rot =
beruflich exponiert. Die Werte > dem Median der beruflich Exponierten sind hervorgehoben. Sind mindestens 2 von
3 fur IFN-y bzw. 2 von 4 fiir IL-5 Werten > dem Median, ist der Proband/ die Probandin farblich hervorgehoben.

Demnach ergébe sich eine Sensitivitdt von 90% bei einer Spezifitat von 70%. Der negativ
pradiktive Werte lage bei 87,5%. 75% der Probanden/-innen mit positivem Testergebnis

waéren tatsachlich einer chronischen beruflichen A. fumigatus-Exposition ausgesetzt.

3.3.3.3 IL-17A-Antwort auf spezifische A. fumigatus-Antigene und Lysat

Minimale Unterschiede in der IL-17-Antwort (siehe Abbildung 27) zwischen den beiden
Kohorten kdnnen gezeigt werden, wobei lediglich Crf1 und CsnB eine mindestens 2-fach
hohere Anzahl an IL-17-SFCs bei chronischer beruflicher Exposition induzieren.
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Abbildung 27: PBMCs von Biolandwirten/-innen zeigen erhéhte Tul7- (IL-17A) -Antworten auf A. fumigatus-
Antigene im Vergleich zur nicht beruflich exponierten Kontrollkohorte. PBMCs von 10 Biolandwirten/-innen (rot)
und einer Kontrollgruppe (griin) wurden mit myzelialem A. fumigatus-Lysat (AfuLy) oder Proteinen stimuliert. Im
ELISPOT wurde die Anzahl der IFN-y-produzierenden SFCs pro 1 Million PBMCs detektiert. Die individuellen
Hintergrund-angepassten SFC-Zahlen, Mediane (schwarzer Balken) und der Interquartilbereich (farbige Boxen) sind
dargestellt. Probanden/-innen, deren SFC-Zahlen < 1 sind oder geringere SFC-Zahlen in den Antigen-stimulierten
Proben als in der Messung des unspezifischen Hintergrunds gemessen wurden, sind in der logarithmischen Skala nicht
beriicksichtigt.
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Der Mann-Whitney-U-Test féllt fur kein spezifisches A. fumigatus-Antigen oder Lysat
statistisch signifikant aus, wobei auch keines erfolgversprechende Tendenzen zeigt. Crfl

ist fihrend mit einem p = 0,449.

3.3.3.4 Expositionsabhédngiger Vergleich des A. fumigatus-spezifischen IL5-/IFEN-y-

Verhéltnisses

Ein Indikator fiir eine sich entwickelnde Allergie kénnte ein erhéhter Anteil von Th2-
Zellen sein [179]. Unter dieser Annahme wurde daher das Verhaltnis von IL-5 zu IFN-y
zwischen den beruflich Exponierten und der Kontrollkohorte beleuchtet. Sorrenti et al.
verwenden als Referenzbereich des Tw2-/Twl-Verhaltnisses 0,64935 bis zu 0,7519 [180].
Dieser trifft hier in Umrechnung auf die gesamte Studienpopulation zu (Mittelwert =
0,7158), auf Basis der Subpopulationen liegen die chronisch beruflich Exponierten
unterhalb des Referenzbereiches (Mittelwert = 0,4215) und die Kontrollen oberhalb der
angegebenen Spanne (Mittelwert = 0,9805).

In Abbildung 28 wird fiir Aspf22, CatB und CipC das SFC-Verhaltnis von IL-5 (TH2-
Signaturzytokin) zu IFN-y (TH1-Signaturzytokin) zwischen den beiden Versuchsgruppen
verglichen, um expositionsabhangige Unterschiede zu identifizieren.
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Abbildung28: Verhaltnis der Tu2-Antwort zur Thl-Antwort mittels der Signaturzytokine IL-5 und IFN-y anhand der

bisher wegweisenden Antigene Aspf22, CatB und CipC. Beruflich exponierte Probanden/-innen mit roter Markierung,
Kontrollgruppe mit griner Markierung. Median als schwarzer Balken und jeweilige Interquartile sind dargestellt.
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Lediglich fur Aspf22 (nicht fur CatB und CipC) zeigt sich ein positiver Trend mit p =
0,162 im Mann-Whitney-U-Test.

Wihrend fur die getesteten Antigene CatB, CipC, CsnB, Hly, Pst2 und Aspf22 in der
Tendenz ein hoheres Tn2-/Twl-Verhdltnis bei chronischer beruflicher Exposition
ermittelt wird, ergeben die als Allergene klassifizierten Antigene Aspfl/ 3/ 4/ 6/ 8 und
Crfl (mit Ausnahme von Aspf22) im Mittel und im Median (auBer Aspf6) hdhere TH2-
/Tul-Werte in der Kontrollkohorte. Am signifikantesten (p = 0,111) stellt sich dieser
Zusammenhang fur Crfl dar (siehe Abbildung 29).
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Abbildung 29: Verhaltnis der Tu2-Antwort zur Tul-Antwort fur Crfl mittels der Signaturzytokine IL-5 und IFN--y.
Beruflich exponierte Probanden/-innen mit roter Markierung, Kontrollgruppe mit griiner Markierung. Median als
schwarzer Balken und jeweilige Interquartile sind dargestellt.

Die Tw2-Polarisierung von Crfl ergibt sich aufgrund der etwa 2,55-fachen Tn1-Antwort
der Biolandwirte/-innen (Median = 92,5 pro 10 PBMCs) zur Kontrollkohorte (Median =
36,25 pro 106 PBMCs). Die IL-5-Zytokinsekretion ist fur Crfl in beiden Gruppen nahezu
gleich (Median = 25 pro 10° PBMCs bei chronischer beruflicher Exposition, Median =
26,875 pro 108 PBMCs in der Kontrollgruppe). Bei Aufschliisselung der Kontrollkohorte
in Niedrig- und Hochexponierte anhand des Lebensumfeldes ist das Th2-/Tn1-Verhéltnis
bei niedrig exponierten Probanden/-innen statistisch signifikant (p = 0,0367) erhoht. Der
Median dieser Subgruppe liegt bei 1,658, was dem 9,7-fachen des Medians der beruflich
Exponierten (Median = 0,170) entspricht. Im Vergleich der gesamten Kontrollkohorte
(hohe und niedrige Exposition) mit den beruflich Exponierten ist noch der 4,6-fache
Median (Median = 0,778) zu verzeichnen.
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3.3.3.5 Expositionsabhéngiger Vergleich des A. fumigatus-spezifischen 1L17A- /IFN-y-
Quotienten

Als Trend lasst sich ein zugunsten von IFN-y verschobenes Verhaltnis bei chronischer

beruflicher Exposition im Gegensatz zur Kontrollkohorte feststellen. Fur Aspf22 ist dies
mit p = 0,028366 im Mann-Whitney-U-Test statistisch signifikant. Weitere Antigene, die
diese Relationen gut zeigen sind Aspf4 (p = 0,140) und Crfl (p= 0,153).

Der Median fiir Th17-/Tu1-SFCs der beruflich Exponierten liegt mit 1,085 (Aspf4), 1,457
(Crfl) und 0,622 (Aspf22) um 22 bis 44 % niedriger als der Median der Kontrollgruppe
(1,683 fur Aspf4, 1,863 fir Crfl und 1,118 flir Aspf22). Das IL-17-/IFN-y-Verhéltnis ist
in Abbildung 30 dargestellt. Bei den statistisch auffalligen Antigenen handelt es sich um
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Abbildung 30: Verhéltnis der Th17-Antwort zur Tul-Antwort mittels der Signaturzytokine IL-17A und IFN-y anhand
der statistisch relevantesten Antigene Aspf4, Crfl und Aspf22 (p-Wert jeweils angegeben). Beruflich exponierte
Probanden/-innen mit roter Markierung, Kontrollgruppe mit griiner Markierung. Median als schwarzer Balken und
jeweilige Interquartile sind dargestellt.

3.4 B-Zell-Antwort auf A. fumigatus

Aspergillus-AK im Serum entsprechen der humoralen Immunreaktion auf A. fumigatus-
Belastung und konnen (iber den Western Blot quantifiziert werden. Werden B-Zellen
durch Proteinantigene aktiviert, differenzieren sie sich zu AK-produzierenden Plasma-
und Gedachtniszellen [181, 182]. B-Zellen bendtigen die Hilfe von T-Zellen, um auf
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Proteinantigene addquat reagieren zu koénnen. Es kommt zum Klassenwechsel der
schweren Ketten, verbesserter Affinitat der Antigen-Bindungsstellen und langlebigen B-
Zellen. Diese Form der B-Zellantwort dauert also im Vergleich zur T-Zell-unabhangigen
Antwort auf multivalente Antigene wie Polysaccharide langer, ist im Gegenzug aber
potenter.

Fur Allergien wurde typischerweise ein vermehrter Klassenwechsel hin zu IgE-AK
wahrgenommen [183]. Aus diesem Grund wurden im Western Blot A. fumigatus-
spezifische IgE-AK detektiert.

3.4.1 Etablierung des Western Blot-Protokolls
Zunachst wurden die optimalen Bedingungen fiir den Versuch innerhalb der Studie

etabliert.

Da bei der Verwendung von PVDF-Membranen ein starker Hintergrund zu sehen war
(siehe Abbildung 31), wurden zur Ldsung der Problematik Nitrocellulose-Membranen

verwendet.

3 0, - ISP e ~:¥i.;

Abbildung 31: Vergleich von Nitrocellulose-Membran (links) und PVDF-Membran (mittig und rechts). Starker
Hintergrund bei PVDF-Membran beeintrachtigt die Qualitét der Ergebnisse.

Sowohl ein zu starker Hintergrund als auch eine zu starke Blockierung, sodass
Serumantikorper nicht mehr binden kdénnen, muss verhindert werden. Ein Vergleich
zwischen Uber Nacht bei 4°C blocken mit anschlieBender 2-stiindiger Seruminkubation
und 1 Stunde blocken mit anschlieBender Seruminkubation bei 4°C Uber Nacht lie3 nur
bei Variante 2 Banden detektieren (siehe Abbildung 32).
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Abbildung 32: Vergleich von Blocken tiber Nacht bei 4°C (links) und Seruminkubation Gber Nacht bei 4°C (rechts).
Banden nur bei kirzerer Blockierungszeit sichtbar. Eine zu starke Blockierung beeintrachtigt das Western-Blot-
Ergebnis.

Fur die Optimierung des Blockens, wurden 1% BSA mit 5% BSA verglichen und
zugleich 4°C mit RT (siehe Abbildung 33). Es etablierte sich 1% BSA, da hier die Bande
flr Aspf22 am deutlichsten sichtbar wurde. Vermutlich blockiert 5% BSA die Membran
flr die anschlieRende Inkubation mit Serum-Immunglobulinen zu stark.

Abbildung 33: Vergleich verschiedener Konditionen fir die Blockierung mit BSA:

a) 1% BSA bei 4°C, b) 1% BSA bei RT, c) 5% BSA bei 4°C, d) 5% BSA bei RT. 5%-BSA-Blockade beeintrachtigt das
Western-Blot-Ergebnis.

Da im Rahmen dieser Studie, die chronische berufliche Exposition detektieren und ggf.
Riickschlisse auf Hypersensibilitatserkrankungen treffen mochte, die Messung von IgE-
AK sinnvoll ist, wurde nun der AP-markierte AK IgG gegen IgE ausgetauscht. Da im
Blut der Normbereich fir 1gG bei 8000 bis15000 pg/mL liegt, fir IgE aber nur bei <0,4
pg/mL [184], wurde die Serummenge erhoht. Statt 400 mL Serum wurden nun 2 mL
Serum verwendet. Abbildung 34 zeigt das ermittelte IgE-Profil gegen A. fumigatus von

zwei hochexponierten Blutspendern/-innen.
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Abbildung 34: IgE-Western Blot von 2 hochexponierten Blutspendern/-innen. Einzelne Banden detektierbar.

Beim anschlieBenden Vergleich der Inkubation mit 2, 4 und 8mL Serum desselben
Spenders liel3en sich bei der Verwendung von 8mL Serum die Banden, hier insbesondere
die Positivkontrolle (Protein G), besser detektieren (siehe Abbildung 35). Serummenge

und Bandenstérke sind korrelierend.

Abbildung 35: Optimale Menge des zu verwendenden Serums: Vergleich der Banden bei der Verwendung von 2, 4
und 8 mL Serum (von links nach rechts) desselben Spenders/ derselben Spenderin. Je mehr Serum verwendet wird,
desto intensiver und besser detektierbar die Banden.

Zuletzt wurde die verwendete Antigenkonzentration Uberprift. So wurden 5 yg Antigen
mit 1 yg Antigen verglichen (siehe Abbildung 36).

Grund fur diesen Versuch war die Annahme, dass moglicherweise intensivere Banden
entstehen, wenn eine geringere Menge an Proteinbindungsstellen zur Verfugung stehen
und damit dichter gebunden wird. Bei einer Sattigungskinetik ware dies jedoch
problematisch. Lysat (7,5 yg), Positivkontrolle und Standardkurve blieben unverandert.

Der Test wurde jeweils bei zwei hochexponierten Blutspendern/-innen durchgefihrt.
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Abbildung 36: Vergleich der Banden bei 5 ¢g (je Spender/-in links) bzw. 1 gg Antigen (je Spender/-in rechts) anhand
der Seren von 2 hochexponierten Blutspendern/-innen. Lysat (7,5 yg), Standard und Positivkontrolle identisch in allen
4 Blots. Pfeil als Hinweis fur die fehlende Aspf8-Bande bei 1 yg Antigen.

Aufgrund der fehlenden Aspf8-Bande bei 1 yg Antigen in beiden Spendern/-innen und
der Auswertung mittels Image Lab ®, wurde im Folgenden weiterhin 5 yg Antigen

verwendet.
3.4.2 Expositionsabhangiger Vergleich der IgE-AK-Profile im Western Blot

Serumproben von gesunden Probanden/-innen und beruflich Schimmelpilz-exponierten
Spendern/-innen wurden auf ihr IgE-AK-Profil gegen A. fumigatus-Antigene und ein

Afu-Lysat untersucht.

Protein A und G wurden als Positivkontrolle verwendet. Protein A bindet hoch affin

humane Serumantikdrper und zeigt damit, dass in der Probe IgE-Antikorper vorhanden
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sind. Seine Bande liegt bei 42kDa. Protein G kann als Bande bei 20kDa detektiert werden,
sofern die Proteine erfolgreich auf die Membran transferiert wurden [185].

Linienplot fiir IgE-AKk-Profil
Western Blot (Image-Lab 5.0: Bandenintensitit)
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Abbildung 37: IgE-AK-Profil fiur A. fumigatus-spezifische Antigene bei Biolandwirten/-innen und Kontrollen.
Anhand der im Image Lab 5.0 gemessenen Bandenintensitaten der im Western Blot detektierten Banden wurden IgE-
AK-Profile erstellt. Rote Linien und Markierungen fiir beruflich exponierte Probanden/-innen, griine Linien fir
Kontrollen (gelbe Markierung = hohe Umweltexposition; griine Markierung = niedrige Umweltexposition).

Aspf3 erweist sich im Mann-Whitney-U-Test als signifikant (p = 0,024). In Abbildung
37 sind die IgE-AK-Profile flr die getesteten Antigene dargestellt, wobei ein deutlicher
Ausschlag bei einigen Biolandwirten/-innen in Bezug auf Aspf3 erkennbar ist. Fir Aspf3
konnte bei 8/11 beruflich Exponierten eine Bande nachgewiesen werden, wohingegen nur

bei 3/10 der Kontrollen eine Bande detektiert wurde.

In Abbildung 38 ist noch einmal das IgE-AK-Profil der Probanden/-innen dargestellt,
allerdings ohne das Antigen Aspf3, damit die niedrigeren Intensitdten der anderen
spezifischen IgE-Nachweise differenzierter zu betrachten sind. Insgesamt zeigt sich (mit
Ausnahme von Aspf3) ein sehr heterogenes Bild. Fur alle Probanden/-innen kdnnen IgE-
AK gegen Aspf22, der A. fumigatus-Enolase, und Crfl, einem Zellwandprotein,

nachgewiesen werden.
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Abbildung 38: IgE-AK-Profil fur A. fumigatus-spezifische Antigene bei Biolandwirten/-innen und Kontrollen.
Siehe Abbildung 37, allerdings ohne das statistisch signifikante Aspf3.Anhand der im Image Lab 5.0 gemessenen
Bandenintensitaten der im Western Blot detektierten Banden wurden IgE-AK-Profile erstellt. Rote Linien und

Markierungen fur beruflich exponierte Probanden/-innen, grine Linien fir Kontrollen (gelbe Markierung = hohe
Umweltexposition; griine Markierung = niedrige Umweltexposition).

Die Auswertung vergleichender Daten fir die IgE-Reaktion auf das myzeliale A.
fumigatus-Lysat war nicht méglich, da die Auftrennung nach dem Molekulargewicht in
der Gelelektrophorese zu ungenau war. Damit war es auch nicht denkbar, das Lysat nach
den wichtigsten Allergenen aufzuschlisseln oder gegebenenfalls sogar Hinweise auf
bisher nicht beschriebene Antigene zu erlangen.

3.4.3 Expositionsabhangiger Vergleich der IgE-AK-Profile im ImmunoCAP-Test
Fur 1 High-Spender/-in, 3 Low-Spender/-innen und 2 beruflich Exponierten wurde der
Immuno-CAP-Test von synlab Augsburg durchgefihrt. Fir die standardisierte A.
fumigatus-Diagnostik stehen aktuell rAspfl, rAspf3, rAspf4, rAspf6 und A. fumigatus zur
Verfligung. Wenngleich auf niedrigem Niveau, konnten die beruflich Exponierten anhand
von rAspf3 (peroxisomales Protein) oder rAspfl (Mitogilin) identifiziert werden.

Das Gesamt-IgE zeigte bei den gesunden Probanden/-innen Kkeine statistischen
Auffalligkeiten. Aus Kostengriinden wurde die Analyse aller weiteren Spender/-innen
unterlassen.
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3.4.4 Gegenuberstellung der Ergebnisse von Western Blot und ImmunoCAP-Test
Der Immuno-CAP-Test als Goldstandard in der momentanen Allergiediagnostik konnte
die beiden beruflich Exponierten anhand von rAspf3 und/ oder rAspfl identifizieren,

obgleich keine Hypersensibilitatserkrankung vorlag.

Fur dieselben Probanden/-innen konnte im Western Blot anhand von Aspf3 flr 1/2 der
beruflich Exponierten keine Bande detektiert werden, obwohl bei ihm 0,11 kU/I im
Immuno-CAP-Test gemessen wurden. Hingegen fir Aspfl zeigten sich IgE-AK im
Western Blot, die im Immuno-CAP-Test desselben Probanden/ derselben Probandin nicht

nachgewiesen wurden. Somit sind die Daten nicht kongruent.

Insgesamt zeigt der Western Blot sensitivere Ergebnisse und konnte in einer breiteren
Antigen-Diversitdt durchgefuhrt werden, allerdings differieren die Werte vom
Standardtest der Hypersensibilitatserkennung. Wéhrend der Immuno-CAP-Test auf eine
Nachweisgrenze von < 0,1 kU/I limitiert ist, detektiert der Western Blot auch bei noch
geringeren IgE-Konzentrationen Banden. Allerdings wurden hier groRere Mengen an
Serum benotigt. Wahrend fur den derzeitigen Goldstandard etwa 0,15 mL pro getestetem
Antigen gerechnet werden mussen, wurden im Western Blot 8 mL Serum eingesetzt.
Konnte man alle 13 Nachweise aus dem Western Blot auf den Immuno-CAP-Test

Ubertragen, entsprache dies mit 2 mL 25% der Menge.
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4. Diskussion

A. fumigatus ist ein ubiquitdr verbreiteter Schimmelpilz, dessen Sporen aufgrund der
geringen Grol3e bis in die Lungenalveolen vordringen kdnnen [5, 54, 55]. Im Rahmen des
globalen Klimawandels, der tber erhdhte CO2-Konzentrationen die Sporenproduktion
durch Schimmelpilze steigert [61], gewinnt die Aspergillus-Diagnostik zunehmend
Klinische Relevanz. Heutzutage gehort A. fumigatus zu den Hauptursachen von
allergischen Erkrankungen [53] wie Rhinosinusitiden, fungalem Asthma und SAFS [57].
In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass eine Exposition in erhdhten
spezifischen T-Zell-Frequenzen resultiert, die mittels Zytokin-Bestimmungen erfassbar
sind [42, 186]. Die Besonderheit dieser Studie ist, dass Biolandwirte/-innen, fir die ein
erhohtes Aspergillus-assoziiertes Risiko fur Hypersensitivitatserkrankungen besteht [21,
56, 60], vergleichend mit Langzeitexponierten und niedrig Exponierten untersucht

wurden.
4.1 Methodik zur Gewinnung von Ascomycota-Lysaten

Um die spezifische Immunantwort auf A. fumigatus und verwandte Ascomycota zu
messen, ist eine Stimulation der T-Zellen mittels spezifischer Antigene und Lysate bzw.
die Antigen-AK-Interaktion zwischen den Immunglobulinen des Spenders und den

definierten Antigenpréparationen des Schimmelpilzes entscheidend.

Da das Phadnomen der Kreuzreaktivitat bei Ascomycota, zu denen A. alternata, A.
fumigatus, C. herbarum und P. chrysogenum zahlen, weitverbreitet ist [54], kdénnen
Spezies-spezifische Antigene moglicherweise eine Losung sein, um zwischen Co-

Exposition, Co-Sensibilisierung und Kreuzreaktivitat zu unterscheiden [54, 158].

Fir A. alternata, C. herbarum und P. chrysogenum waren keine kommerziellen

Hyphenlysate erhéltlich, weshalb ein Protokoll zur Lysatgewinnung etabliert wurde.

Die Morphologie und Eigenschaften der verschiedenen Pilzspezies wiesen ein breites
Spektrum auf, weshalb fiir jeden Organismus die optimale Zeitspanne des Bead Beatings
bestimmt werden musste, um die bestmogliche Proteinkonzentration und Lysatqualitat zu

gewadhrleisten.
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Wir konnten in Ubereinstimmung mit der bisherigen Literatur nur geringe
Proteinkonzentrationen in den Ascomycota-Lysaten erzielen, wohingegen fur Hefen wie
C. albicans eine hohere Proteinextraktion zu erwarten ware [163]. Dies kénnte am
Zellwandaufbau der Schimmelpilze liegen. Im Vergleich zu Hefen liegt ihr Chitingehalt
mit 10 bis 20% Trockenmasse etwa 10fach hoher, was in einer verbesserten
Zellwandintegritat resultiert [187, 188]. Das hat zur Folge, dass Ascomycota schwerer zu

lysieren sind.

Jedoch war das Bead Beating und damit einhergehend die Lyse der Zellen zeitlich
begrenzt. Bereits nach kurzer Zeit konnte ein Maximum des Proteingehalts im Lysat
verzeichnet werden. Ein Rickgang des Proteingehalts im Zeitverlauf konnte auf der
Freisetzung von intrazellularen Proteasen basieren, die Proteine abbauen [189]. Zudem
wird durch die mechanische Arbeit Warme entwickelt, die moglicherweise ebenfalls zur
Degradation der Proteine fiihren kdnnte [187, 190, 191]. Demnach ist der Zeitpunkt der
maximalen Proteinkonzentration auszumachen, der sich aus zwei gegenlaufigen Faktoren
bedingt. Das Bead Beating ist solange von Noten, bis die Proteindegradation durch
Proteasen und Wérmeentwicklung die Freisetzung von Proteinen aus den Hyphen
ubersteigt. Auch sollten Hyphensuspension sowie Lysat gekiihlt gelagert werden, um

proteolytische Aktivitat zu unterbinden.

Ein weiterer Grund fur die niedrige Proteinkonzentration konnte auf der mechanischen
Zerkleinerung der Hyphensuspension durch die Kantlen beruhen. Zwar ermdglicht dieser
Schritt, das Hyphenmaterial besser zu dosieren, allerdings kénnte dies bereits vor der
eigentlichen Lyse zu Zellwandrupturen fihren und Proteine freisetzen [191]. Die
Suspension wurde im Anschluss erneut zentrifugiert und der Uberstand dekantiert, sodass
diese Proteine spater nicht mehr im Lysat enthalten wéren. Auch kdnnte moglicherweise
frihzeitig die proteolytische Aktivitat beginnen, die die eigentliche Lyse beim Bead

Beating zeitlich stark begrenzt.

Vitale Pilze wurden eliminiert, indem die Lysate durch einen 0,2 um Spritzenvorsatz
steril gefiltert wurden, um konstante Proteinkonzentrationen und damit reproduzierbare
Ergebnisse bei T-Zell-Tests und Antikdrpermessungen zu gewahrleisten. Bei
grobmaschigeren Filtern kénnten immunogene Aggregate und Zellwandfragmente im

Lysat verbleiben und Einfluss auf die Konstanz der Stimulationsergebnisse haben.
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4.2 PBMC-basierter ELISpot zur Detektion expositionsabhangiger
Unterschiede der T-Zell-lmmunantwort auf spezifische A. fumigatus-
Antigene

4.2.1 Messabweichung bei frihzeitiger Vorbereitung der ELISpot-Platten

Das Ausplattieren der Antigen-Stimulationsmixe zum Zeitpunkt der PBMC-Isolation
bleibt der Standard fiir PBMC-basierte ELISpot-Analysen. Bei einer Testung von grof3en
Mengen an Antigenen (und auch in der klinischen Routine) ist dies nicht zwangslaufig
praktikabel. So wurde eruiert, dass eine VVorbereitung der ELISpot-Platten 2h vor PBMC-
Isolation fur IFN-y-, IL-5- und IL-17A-SFC-Zahlen keine relevanten Unterschiede zeigt,
wohingegen eine deutlich vorzeitigere Bereitstellung (15h vor PBMC-Isolation) zum
Anstieg der Messwerte fuhrt. Um die Variabilitat in den Ergebnissen zu minimieren und
damit fur eine Vergleichbarkeit der Resultate zu sorgen, sollten daher friihestens 2h vor
PBMC-Isolation Antigen-Stimulationsmixe im ELISpot-Verfahren ausplattiert werden.
Dies hilft dabei die Arbeitsschritte des Ausplattierens und der PBMC-Isolation zu
entzerren und ermoglicht, die Analyse, ohne auf eine weitere personelle Hilfe angewiesen

zu sein, durchzufihren.

4.2.2 LPS-induzierte unspezifische Stimulation von T-Zellen

In meinen Experimenten konnte ich nachweisen, dass LPS einen Einfluss auf die
Zytokinsekretion nach T-Zell-Stimulation hat, der interindividuell unterschiedlich hoch
ausféllt. Im Gegensatz zu friiheren Versuchen wurden daher in dieser Studie strengere
LPS-Grenzwerte (0,11 EU/mL) festgelegt und Lysate auf industriellem Niveau
verwendet. Die eigens hergestellten Lysate wurden wegen LPS-Kontamination vom
weiteren Versuch ausgenommen. Vermutlich handelte es sich bereits um eine bakterielle
Verunreinigung der Konidiensuspensionen, die ebenfalls einen erhéhten LPS-Gehalt
aufwiesen und der trotz Penicillin-Streptomycin als Antibiotikum in der Hyphenkultur

weiter nachweisbar blieb.

Die Hohe der LPS-induzierten T-Zell-Aktivitat héngt einerseits von der Endotoxin-
Konzentration per se ab. Je hoher die LPS-Konzentration, desto mehr T-Zell-Aktivitét
ist zu verzeichnen. LPS als Bestandteil der Zellwand gramnegativer Bakterien [39] wird

uber APZs den T-Zellen prasentiert, was zu deren vermehrten Aktivierung und folglich

68



zur Freisetzung proinflammatorischer Zytokine (IFN-y, IL-17A) fuhrt [40]. IL-5 im
Rahmen einer Th2-Reaktion spielt hierbei nur eine untergeordnete Rolle.

Des Weiteren finden sich interindividuelle Unterschiede in der Suszeptibilitat von LPS.
Je nach Spender/-in erzielt dieselbe Endotoxin-Konzentration unterschiedlich starke T-
Zell-Reaktionen. Der Grund kdnnten Polymorphismen auf Genebene sein, die die MHC-
I1-Bindungsaffinitdt zum Antigen oder die Erkennung durch den TZR beeinflussen [192,
193]. Koch et al. vermuten einen Zusammenhang mit allergischem Asthma und einer
damit einhergehenden verminderten TLR4-Expression [39]. Da TLR4 der PAMP-
Erkennungsrezeptor ist, werden folglich weniger T-Zellen durch APZs aktiviert und die
proinflammatorische Zytokinantwort der T-Zellen durch LPS féllt geringer aus. Dies
wirde bedeuten, dass Personen mit Hypersensibilitatsneigung eine geringere LPS-

Suszeptibilitat haben als Gesunde.

4.2.3 A. fumigatus-spezifische Tul-Antwort bei Biolandwirten/-innen erhoht

Es zeigten sich bei den Biolandwirten/-innen erwartungsgeman erhéhte Th1-Antworten
auf die Mehrzahl der verwendeten spezifischen A. fumigatus-Antigene [42, 186], die
moglicherweise eine Schimmelpilzbelastung serologisch nachweisbar machen.
Insgesamt sind flr 8 der 12 getesteten Antigene bei Biolandwirten/-innen mindestens 2-
fach hoéhere SFC-Zahlen im Vergleich zur Kontrollkohorte zu verzeichnen Die
maximalen IFN-y-Antworten als Signaturzytokin fiir die Tw1-Pragung weisen Aspf4 und
Crfl auf. Die Funktion von Aspf4 ist bisher unklar [91]. Crfl ist ein GPI-verankertes
Zellwandprotein, das der Integritit der Membran dient [101]. Insbesondere in
Wachstumszonen und Knospungsbereichen ist es vermehrt detektierbar [100]. Somit ist
fur Crfl als Bestandteil der Zellwand die Wahrscheinlichkeit einer Immunerkennung
hoch, jedoch ausgeprégter je intensiver der Kontakt zu A. fumigatus ist. Identisch mit
dieser Annahme zeigen sich die beiden hochsten T-Zell-Antworten bei beruflich
Exponierten. Bei hdufiger und starker Konfrontation mit A. fumigatus-Sporen wird das

Antigen vermehrt naiven T-Zellen présentiert, die sich entsprechend spezifizieren.

Was die Unterscheidung von Langzeitexponierten zu beruflich exponierten
Biolandwirten/-innen erschwert, sind teilweise Gberlappende Tw-Zellfrequenzen. Bacher
et al. verweisen auf die Funktion von Treg-Zellen der adaptiven Immunantwort [194], die

regulativ im Sinne einer Limitation eine UberschieBende Immunantwort bei hoher
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Sporenbelastung verhindern. Lauruschkat et al. konnten zeigen, dass Signaturzytokine
der Treg-Zellen bei Biolandwirten/-innen im Vergleich zur Kontrollpopulation deutlich
erhéht waren [195].

Die spezifischen A. fumigatus-Antigene Aspf22, CatB und CipC konnten im Gegensatz
zum Aspergillus-Lysat eine Trennscharfe zwischen den beiden Kohorten hinsichtlich
ihrer IFN-y-Zytokinantwort erzielen. Aspf22, CatB und CipC weisen in unseren
Analysen hohe Median-zu-Median-Unterschiede auf. Dennoch sind diese Ergebnisse auf
Grund der zu geringen Probandenzahl und der groRen interindividuellen Variabilitét nicht
signifikant, wobei fir alle 3 Antigene p < 0,2 gilt. In der Zukunft sind weitere
Untersuchungen nétig, um den Einsatz dieser Antigene in einem effektiven
Biomonitoring flr berufliche Schimmelpilzbelastung und Aspergillus-assoziierte
Hypersensitivitatssyndrome  zu  ermdglichen.  Auf  Basis der  bisherigen
Untersuchungsergebnisse wird ein Test basierend auf den Twhl-Antworten der 3
ermittelten Antigene vorgeschlagen, bei dem mittels Grenzwerten (Median der beruflich
Exponierten) bisher eine Sensitivitat von 60%, eine Spezifitat von 80% und ein positiv

pradiktiver Wert von 75% erreicht wird.

Die Enolase Aspf22, die Plasmaregulatoren binden und zur Gewebeschédigung in der
Lunge beitragen kann, ist stark verwandt zur C. albicans-Enolase und Enolasen anderer
mikrobieller Pathogene [54, 160, 196]. Weil Biolandwirte/-innen nicht nur einer erhéhten
A. fumigatus-Belastung ausgesetzt sind, sondern im Rahmen ihrer beruflichen Auslibung
auch mit anderen Mikrobien vermehrt in Kontakt kommen, ist eine Unterscheidung
zwischen tatsachlicher Aktivitat der Aspf22 und einer co-exponierten Enolase nicht

endgultig moglich.

CatB ist eine Katalase und kommt nur in Hyphen vor [197]. CipC homologe Proteine sind
ausschlieBlich in Pilzen zu finden, v.a. im Zytosol der Hyphen, [131] und werden
insbesondere bei steigender CO2-Konzentration vermehrt transkribiert [133]. Da
Aspergillus-Konidien ubiquitdr in der Luft vorkommen, werden sie von jedem
eingeatmet, aber in der Regel direkt von der mukozilidren Clearance beseitigt, ehe sie zu
Hyphen auskeimen konnen. Daher durfte hier die T-Zell-Prdgung auf CatB und CipC
kaum vorhanden sein. Atmen beruflich Exponierte jedoch deutlich hdohere

Sporenkonzentrationen ein, kann die angeborene Immunantwort zundchst nur einen
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Groliteil der Konidien abtransportieren, sodass die verbliebenen Sporen auskeimen und
zu einer T-Zell-Pragung flhren.

4.2.4 A. fumigatus- spezifische Tu2-Antwort bei Biolandwirten/-innen erhoht

Im Kontext von Allergien ist die IL-5-Reaktion von Interesse. Es zeigten sich bei den
Biolandwirten erwartungsgemal? erhdhte Tn2-Antworten auf die Mehrzahl der
verwendeten spezifischen A. fumigatus-Antigene [42, 186], die mdglicherweise eine
Schimmelpilzbelastung  serologisch ~ nachweisbar ~ machen.  Erhohte  Tw2-
Immunreaktionen missen nicht zwangslaufig in einer Hypersensitivitatserkrankung
minden, sofern sie mit einer addquaten Twhl-gerichteten Immunantwort einhergehen.
Nicht bei ausgeglichener Th2/Tn1-Balance, sondern bei einer isolierten Tu2-Erhéhung
wurde in der Literatur eine Assoziation zu allergischen Erkrankung beschrieben [198-
201]. Das heil3t: je hoher die Th2-Antwort ist, desto hoher muss auch die Th1-Antwort

ausfallen, um eine effektive Immunantwort ohne Krankheitswert zu gewahrleisten.

Die Reaktion auf das Lysat ist hier deutlich starker als auf die einzelnen Antigene. Das
Lysat enthélt eine nicht naher festgelegte Kombination aus verschiedenen Proteinen des
A. fumigatus, wohingegen die Antigene singuldr betrachtet werden. Prinzipiell eignen
sich Antigene jedoch besser als das Lysat, da sie standardisiert hergestellt werden kénnen,
spezifisch und damit weniger anfallig fur Kreuzreaktionen mit konservierten Proteinen

anderer Pilze sind.

Am geringsten fallt die Reaktion fiir Th2-Zellen auf Pst2 aus. Dies lasst sich mittels seiner
Funktion erklaren. Pst2 wird unter oxidativem Stress hochreguliert [149], um A.
fumigatus auf die Hypoxie bei Lungenschadigung anzupassen [151]. Da es sich bei den
Studienteilnehmern/-innen um Personen ohne gesundheitliche Probleme handelt, ist
davon auszugehen, dass die Sauerstoffsattigung nicht erniedrigt und damit bei den A.

fumigatus-Expositionen keine Pst2-Hochregulation stattfand.

Statistisch relevant zeigen sich Aspf22, CipC, CatB und Hly, wobei Aspf22 und CipC
mit Einbeziehung der Benjamini-Hochberg-Korrektur (FDR < 0,2) statistisch signifikant
(p < 0,05) sind. Ein hypothetischer Test zur serologischen Nachweisbarkeit einer
erhohten beruflichen Schimmelpilzbelastung, basierend auf den Th2-Antworten der 4
ermittelten Antigene und festgelegten Grenzwerten (Median der beruflich Exponierten),

erreicht eine Sensitivitat von 70%, eine Spezifitat von 80% und einen positiv pradiktiven
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Wert von 77,8%. Inwiefern diese Uberlegungen praxistauglich sind, miisste zunachst in
groReren Studien eruiert werden, um auf signifikantem Niveau ein effektives
Biomonitoring fir berufliche Schimmelpilzbelastung und Aspergillus-assoziierte

Hypersensitivitatssyndrome zu gestalten.

4.2.5 Tul7-Antwort ohne wesentliche expositionsabhangige Unterschiede

Die IL-17A-Antwort weist fir sich genommen keine wesentlichen Expositions-
abhangigen Unterschiede auf. Im Gegensatz zu den gesunden hochexponierten
Biolandwirten/-innen konnten wir und Bacher et al. kiirzlich zeigen, dass Patienten/-innen
mit Aspergillus-assoziierten Hypersensitivitatserkrankungen stark erhohte Tnl7-
Zellantworten  bei  Antigenstimulation aufweisen [159, 202]. IL-17 wird
mitverantwortlich gemacht fir das Remodeling der Atemwege in Asthmatikern/-innen
[203], wobei ein hoher IL-17A-Spiegel als Risikofaktor fur schweres Asthma gilt [203-
205]. Eine verléngerte erhdhte Tw-17 Antwort ist den Ergebnissen dieser Studie zufolge
nicht prinzipiell aufgrund der chronischen beruflichen Sporenbelastung vorhanden,
sondern vielmehr Ausdruck einer pathologischen Hypersensitivitatsreaktion bei

chronischer Exposition.

Am Rande ist zu beachten, dass zwischen 2 Formen des Asthmas unterschieden werden
muss: das weitlaufig bekannte Eosinophilen-mediierte Asthma und ein Neutrophilen-
geleitetes Asthma [206]. IL-17A sorgt fur die Neutrophilen-Aggregation in der Lunge
[207], Th2-getriggert kommt es zum Eosinophilen-Influx und IgE-Produktion [208]. Bei
einem Eosinophilen-mediierten Asthma ist IL-17A nicht zwangslaufig erhoht und vice

Versa.

4.2.6 Expositionsabhangiger Vergleich von Tu2 zu THl im allergischen Kontext

Die in der Th2-Auswertung noch statistisch relevanten Antigene (Aspf22, CipC, CatB
und Hly) bei Biolandwirten/-innen, zeigen im Tu2/Tn1-Verhaltnis keine Auffalligkeiten.
Im Vergleich der beruflich Exponierten zur Kontrollkohorte I4sst sich fiir samtliche
gepruften A. fumigatus-Antigene keine statistische Signifikanz hinsichtlich des Th2/TH1-
Gleichgewichts feststellen. Damit ist eine chronische berufliche Exposition, die als
potenzielles Risiko fiir assoziierte Hypersensitivitatserkrankungen gilt [46, 209], nicht

per se mit einem verschobenen Gleichgewicht der Immunreaktion verbunden. Eine IL-
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5/IFN-y-Imbalance bei isolierter Tw2-Erhohung liegt vermutlich erst bei einer
tatsachlichen Erkrankung des allergischen Spektrums vor [198-201].

Fur Crflist ein Trend (p = 0,111) hinsichtlich eines erhdhten Tu2/TH1-Verhéltnisses bei
der Kontrollkohorte zu eruieren. Bei der weiteren Aufschlisselung der Kontrollgruppe
zeigt sich im Mann-Whitney-U-Test eine Signifikanz (p = 0,0367) im Vergleich zwischen
niedrig und hoch exponierten Kontrollprobanden/-innen. Crfl ist als abundantes
Zellwandprotein [99] sofort fir das Immunsystem zugénglich und so bereits bei geringer
A. fumigatus-Exposition immunogen. Fur eine Allergieentwicklung ist eine niedrige
Dosis an A. fumigatus-Sporen ausreichend (angesichts dessen ubiquitarer Verbreitung
hiervor niemand geschiitzt ist) [25]. Entsprechend mehreren Studien, die hdhere
Prévalenzen fur Hypersensitivitatserkrankungen im stadtischen Umfeld als in landlichen
Gebieten beobachteten [210-214], ist eine wiederholte, intensivere Exposition zu
Umweltallergenen womoglich sogar protektiv bezuglich
Hypersensitivitatserkrankungen. Hohe Dosen wiirden eher zu ausgepragten Tnl-
Antworten flihren [25] und negativ zwischen hoher Exposition und allergischem Asthma
korrelieren [215].

Ein Vorteil, die Th2-Antwort mit der Thl-Immunreaktion ins Verhéltnis zu setzen, ist,
dass Messfehler durch Kreuzreaktivitat minimiert werden kénnen. Da sich einige Spezies
dieselbe 6kologische Nische teilen und gleichermalien phylogenetisch hoch konservierte
Proteine exprimieren, wird moglicherweise nicht nur die Antwort auf A. fumigatus
gemessen, sondern auch auf andere (Schimmel-)Pilze. Setzt man die T-Zellantworten ins
Verhéltnis, werden die absoluten Zellzahlen irrelevant. Entscheidend ist dann nur die
Balance bzw. Ausrichtung der Immunabwehr, welche mutmaRlich in einem Individuum

beim gleichen Antigentyp nahezu identisch ausfallt.

4.2.7 Expositionsabhangiger Vergleich von Tul7 zu Tul im allergischen Kontext

Die beruflich Exponierten weisen ein niedrigeres TH17-/TH1-Niveau auf als die
Kontrollgruppe. Fur Aspf22 ist der Unterschied im Tn17/Th1-Niveau (p = 0,028366)
statistisch signifikant. Weitere Antigene, die diese Relationen gut zeigen sind Aspf4 (p =
0,140) und Crfl (p= 0,153). Ein Grund konnte sein, dass die Biolandwirte/-innen viel

unter freiem Himmel arbeiten und demnach bei ihnen im Durchschnitt hhere Vitamin-
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D-Spiegel zu erwarten sind. Fiur Vitamin D wurde beschrieben, dass es hemmenden
Einfluss auf die Sekretion von IL-17 [216] bzw. auf Ty-17-Zellen [217] nimmt.

Im Gegensatz zu den gesunden hochexponierten Biolandwirten/-innen konnte kirzlich
gezeigt werden, dass Patienten mit Aspergillus-assoziierten
Hypersensitivitatserkrankungen stark erhohte Th17-Zellantworten bei
Antigenstimulation aufweisen [159, 202].

4.2.8 Auswirkungen des Alters auf die Immunantwort

Insgesamt zeigt die Auswertung der A. fumigatus-spezifischen T-Zell-Reaktionen hohe
interindividuelle Schwankungsbreiten. Insbesondere die drei altesten Probanden/-innen
(70J., 65J., 50J.) der vorliegenden Studie weisen T-Zell-Messungen auf, die weit unter

dem Median der jeweiligen Kohorte liegen.

Zwar konnen auf Basis dieser 3 Messreihen in dieser Studie keine signifikanten Trends
erzielt werden, dennoch Uberschneiden sich die Ergebnisse mit der Literatur, dass die
Fahigkeit des Immunsystems, Antigene zu erkennen, im Alter abnimmt. Flr T-Zellen
bedeutet das in Zahlen ein Riickgang um 2 Potenzen von etwa 10% auf etwa 10°
verschiedene Antigene, die vom Immunsystem registriert werden [218]. Zudem werden
nach Isolation in vitro weniger T-Zellen stimuliert und weniger Zytokine sezerniert [219].
Hintergrinde sind u.a. eine Verschiebung des Gleichgewichts auf Ebene der
hamatologischen Stammzellen von der lymphoiden hin zur myeloiden Reihe. AuRerdem
bildet sich der Thymus im Laufe des Lebens zurlick, was in einer geringeren Produktion
naiver T-Zellen resultiert. Es fehlt zudem der Ort der Differenzierung, T-Zell-
Diversifizierung und Selektion [220]. Ebenso betroffen von den Alterungsprozessen sind
B-Zellen, deren Anzahl ebenfalls rucklaufig ist [221].

In einer angegliederten Erweiterung der vorliegenden Studie konnten wir zeigen, dass die
Berufsdauer in der Biolandwirtschaft, die in der Regel mit erhthtem Alter der
Probanden/-innen einhergeht, mit einem schwach bis maRig erhohten Th2-/TH1-
Verhéltnis einhergeht [195]. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen von Chang et
al., die von einer altersabhangigen Tn1l-/Tu2-Balance berichten. In der
Wachstumsperiode sei die Immunreaktion mehr Thl-gerichtet, im Alter liege eine hohere
Th2-Polarisation vor [199].
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Dass es also zu hohen Schwankungsbreiten der Antigen-spezifischen T-Zell-Reaktionen
kam, konnte zumindest teilweise durch Alterseffekte erklart werden. Altersgrenzen
finden in der EBV-Diagnostik bereits klinischen Einhalt [222, 223].

So musste der Effekt des Alters auf die T-Zell-Frequenzen mit einer groReren
Studienpopulation weiter untersucht werden, koénnte es aber ndtig machen,

altersspezifische Richtwerte in der A. fumigatus-Diagnostik zu etablieren.

4.2.9 Einfluss der Jahreszeit auf die A. fumigatus-spezifische Immunantwort

Trockenes Klima (< 70% Humiditat) und hohe Temperaturen (> 30°C) sind mit hoheren
A. fumigatus- Konzentrationen in der Luft verbunden, wobei eine erhdhte aerogene
Sporenkonzentration positiv mit allergischen Fallen korreliert [224]. Die Belastung ist

also im Sommer und Herbst hoher als im Winter [225].

Demnach ist eine Schwéche der Studie, dass die Probanden/-innen Uber einen langen
Zeitraum zwischen August und Dezember rekrutiert wurden. Ob die Saisonalitat
tatsachlich einen entscheidenden Einfluss hat, wenn man beruflich Exponierte mit nicht
beruflich exponierten Probanden/-innen vergleicht, ist fraglich und aufgrund hoher
interindividueller Schwankungen bei gleichzeitig geringer Probandenzahl in unserer
Studie nicht festzustellen. Da A. fumigatus sowohl in der Erntezeit als z.B. auch bei den
Arbeiten im Weinkeller prasent ist, ist es wahrscheinlich, dass Biolandwirte/-innen
ganzjéhrig eine hohere Exposition im Vergleich zur Kontrollgruppe haben. Allerdings
liegt dennoch eine jahreszeitliche Schwankung nahe. Fur Klarheit misste man die
Probanden/-innen im Rahmen einer Langsschnittstudie im jahreszeitlichen Verlauf testen

und analysieren.

4.2.10 Starken und Schwachen der ELISpot-Analyse

Der Vorteil der Verwendung von PBMCs ist, dass zum einen peripheres humanes Blut
gut zuganglich ist und zum anderen, dass trotz eines begrenzten Blutvolumens
verschiedene Versuchsbedingungen eruiert werden konnen. Da PBMCs aber aus
verschiedenen Zelltypen bestehen, die bestimmte Zytokine sezernieren kdnnen (neben
CD4- und CD8-positiven T-Zellen konnen u.a. auch NK-Zellen IFN-y freisetzen, und
Neutrophile IL-17 produzieren), ist ein direkter Rickschluss auf die Aktivitat von T-
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Zellen nur mit Vorsicht zu ziehen [226]. Dennoch hat sich die Methode bewéhrt, da durch
die Anwendung von T-Zell-spezifischen Antikorpern im ELISpot-Verfahren die
Messungenauigkeit reduziert werden kann. In vorliegender Studie wurden daher CD28

und CD49d, die als spezifische TZR-Liganden agieren, eingesetzt [227].

Bei der Blutentnahme spiele der Fastenstatus eine Rolle, da Uber das Sattigungshormon
Leptin bei Nahrungsaufnahme bzw. Hyperglykdmie eine inflammatorische Zytokin-
Antworten getriggert werde. Aullerdem konne der Zeitpunkt der Blutabnahme im
Hinblick auf die zirkadiane Rhythmik von Cortisol, das wiederum IFN-y beeinflusse,
ebenfalls ein Storfaktor sein [228]. Innerhalb dieser Studie wurden die Blutentnahmen
alle vormittags durchgefiihrt, wenngleich nicht immer zur selben Zeit, der Fastenstatus
blieb unbeachtet.

Das ELISpot-Verfahren ist fur Tuberkulose und CMV-Erkrankungen ein anerkanntes
Diagnosetool, daher in der Klinik bereits etabliert [229] und auf die
Schimmelpilzdiagnostik tbertragbar. Ahnlich wie beim Tuberkulosetest [230] besteht
auch bei der Verwendung von A. fumigatus-Lysaten eine erhohte Suszeptibilitat
beziiglich Verzdgerungen im Messverfahren [168]. Eine Begrenzung der praanalytischen
Lagerung erscheint sinnvoll, wobei dies die sofortige Verfligbarkeit eines Laboranten
voraussetzt. Ob Proteine ggf. weniger anféllig sind, bleibt zu klaren. Eine Auswertung
der ELISpot-Analyse ist friihestens nach 27h fir IFN-y- und 48h fur IL-5- bzw. IL-17A
moglich.

Eine Starke des ELISpot-Verfahrens ist die hohe Sensitivitdt der Analyse, die auf
Einzelzellanalysen beruht. Im Vergleich zum ELISA ist die ELISpot-Analyse um bis zu
100 mal sensitiver [231].

Zu den Limitationen der Studie zé&hlen die geringe Probandenzahl und eine fehlende
prospektive Validierung der vielversprechenden Antigen- und Zytokinkombinationen in
einer unabhéngigen Kohorte beruflich exponierter Probanden/-innen. Auch waére ein
Vergleich zu Biolandwirten/-innen mit Hypersensitivitatserkrankungen bereichernd
gewesen. Da in der Biolandwirtschaft neben A. fumigatus einige andere Schimmelpilze
eine wichtige Rolle spielen, ware es sinnvoll gewesen, die Zytokinantworten auf A.

alternata, C. herbarum und P. chrysogenum ebenfalls vergleichend zu erheben [232-
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234], was jedoch wie erwéhnt aufgrund von LPS-Kontamination bisher nicht moglich

war.

4.3 Detektion A. fumigatus-spezifischer IgE-Antikorper

Die Tu2-dominierte Immunantwort fuhrt Gber B-Zell-Aktivierung zur Produktion von
spezifischem IgE, welches im Rahmen der Hypersensibilitdtsdiagnostik hohen
Stellenwert besitzt. Insbesondere in ABPA-Patienten/-innen, die an einer schweren
Auspragung der allergischen Erkrankung auf Aspergillus leiden, werden grofie Mengen
an  Aspergillus-spezifischem IgE  freigesetzt, was (ber die konstante
Atemwegsentziindung die Lungenfunktion verschlechtert und bei Mukoviszidose-
Grunderkrankung zur Todesursache werden kann [15]. Im Western Blot kdnnen A.

fumigatus-spezifische IgE-AK detektiert werden.

Aspf3-1gE ist bei den Biolandwirten/-innen statistisch signifikant erhoht. Der Immuno-
CAP-Test, der momentane Goldstandard der Allergiediagnostik, identifizierte die 2
getesteten beruflich Exponierten anhand von rAspf3 (und/oder rAspfl) ebenfalls.
Weshalb sich zwischen ImmunoCAP-Test und Western Blot bei zum gleichen Zeitpunkt
abgenommenem Serum Messunterschiede ergeben und inkongruente Datensétze erhoben
wurden, ist jedoch unklar. Bei Aspf3 handelt es sich um eine Thioredoxin-Peroxidase,
die ROS im Rahmen der Immunabwehr inaktiviert [90]. Allerdings gehodrt Thioredoxin
zu den phylogenetisch hoch konservierten Proteinen, die damit eine hohe Kreuzreaktivitét
zu Umweltallergenen aufweisen [54, 160]. Statistisch gesehen missten T-Zellen, die
I.d.R. nur Kkleinere Peptide mit ihrem TZR erkennen und deren intrinsische Affinitat bei
mehrfacher Antigenkonfrontation nicht zunimmt, jedoch anfalliger fur Kreuzreaktivitét
sein [155]. Dass in den ELISpot-Analysen nicht, im Western Blot aber schon, anhand
von Aspf3 zwischen den Kohorten differenziert werden kann, kénnte Hinweis auf die
geringere Kreuzreaktivitdt von Aspf3-IgE sein. So gilt Aspf3-IgE (wie bereits im
Immuno-CAP-Test etabliert) als vielversprechender Kandidat zur spezifischen Detektion
von chronischer A fumigatus-Belastung und assoziierten

Hypersensibilitatserkrankungen.

Zwei spezifische Ige-AK koénnen in allen Probanden/-innen nachgewiesen werden:

Aspf22 und Crfl. Relevante Unterschiede zwischen den Kohorten sind nicht
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auszumachen. Fur Aspf22 zeigten sich im Gegensatz dazu in der ELISpot-Analyse
statistisch hohere Thl- und Thu2-Immunreaktionen bei Biolandwirten/-innen. Die Th2-
/Trul-Balance ist jedoch wieder in beiden Gruppen gleich. Fur Crfl wurde ein erhohtes
Th2/Thl-Verhaltnis bei der Kontrollkohorte, insbesondere bei Niedrigexponierten,
festgestellt. Der Median der Tun2-Zytokinreaktion wies hingegen keine
Gruppendifferenzen auf. Ein niedrigeres Th17-/Tw1-Niveau bei beruflich Exponierten ist

den Allergenen Aspf22 und Crfl gemeinsam.

Bei unabhangig von der Exposition gleicher IgE-AK-Produktion und einem synergistisch
Zusammenhang zu Tw2 bzw. zum Tn2-/Tnul-Verhéltnis, musste sich auch auf T-Zell-
Niveau ein vergleichbares Bild ergeben [208, 235]. Hier zeigen sich jedoch zwischen den
Kohorten die genannten Unterschiede. Weshalb IgE-Antworten und Th-Zellzahlen nicht
miteinander korrelieren, gilt es weiter aufzuklaren. Womaglich sind auch an dieser Stelle
regulatorische Zelltypen oder weitere Zytokine involviert, die in gesunden Probanden/-

innen wirksam werden und vor Hypersensibilitatserkrankungen schitzen.

Ein Vorteil des Western Blots gegentber des gangigen Immuno-CAP-Tests sind
insgesamt sensitivere Ergebnisse und ein erweitertes A. fumigatus-spezifisches
Antigenspektrum. Wéahrend der Immuno-CAP-Test auf eine Nachweisgrenze von < 0,1
kU/l limitiert ist, detektiert der Western Blot auch bei noch geringeren IgE-
Konzentrationen Banden. Ob es im allergischen Kontext notwendig ist, die
Nachweisgrenze vom Immuno-CAP-Test (< 0,1 kU/I) zu unterbieten, ist fraglich.

Was die Diagnostik erschwert, sind die hohen Abweichungen der IgE-Konzentrationen
innerhalb der Gesunden, atopischen Asthmatikern/-innen und ABPA-Patienten/-innen.
Ein Wert > 0,35 kUAJ/L fir Aspergillus-spezifisches IgE und > 1000 1U/mL des Gesamt-
IgEs werden als Grenzwerte vorgeschlagen [9]. Insgesamt zeigen die Western Blots mit
Ausnahme von Aspf3 kein einheitliches Bild und machen eine Differenzierung zwischen
den beiden Kohorten impraktikabel. Dies kann an den bereits oben angesprochenen hohen
interindividuellen Varianzen liegen. Grund hierfiir kdnnte aber auch sein, dass erhohte
IgE-Reaktionen erst bei Hypersensibilitatserkrankungen auftreten. Die Probanden/-innen

in der vorliegenden Studie waren jedoch alle gesund.

Um einzuschatzen, welche diagnostische Aussagekraft der Western Blot in der

Allergiediagnostik hat, waren Serumproben von Allergiepatienten und ABPA-Patienten/-
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innen notwendig. Ware daraufhin ein signifikanter Unterschied zu Gesunden und auch
zwischen den Schweregraden der zu Grunde liegenden immunologischen Ursache
sichtbar, konnte das Western-Blot-Verfahren eine Option fir die zukunftige

Hypersensibilitatsdiagnostik sein.
4.4 Umweltmedizinische Anwendungsmaglichkeit der B- und T-Zell-Assays

Die Inzidenz von Pilzsensibilisierungen und allergischen Atemwegsproblemen steigt in
den ndachsten Jahren im Zuge des Klimawandels womdglich an, da hohere CO»-
Konzentrationen in der Luft mit einer erhéhten Pilzkolonisierung von Pflanzen
einhergehen. Die spezifische A. fumigatus-Diagnostik ermdglicht friihzeitig im
Biomonitoring  Risikogruppen wie Biolandwirte/-innen  zu  ermitteln  und
Hypersensibilitatserkrankungen zu detektieren, sodass der Ausloser gemieden und ggf.
kausal therapiert werden kann. Da fur die Krankheiten des allergischen Spektrums
(allergische Sinusitis und Rhinitis, extrinsische allergische Alveolitis, SAFS, ABPA und
Hypersensitivitats-Pneumonitis) auch weitere Pilze wie Alternaria, Penicillium und
Cladosporium in Frage kommen [236], sind in der Zukunft aufbauende Experimente mit

LPS-freien Lysaten und Proteinen anderer allergologisch relevanter Pilze notwendig.

Neue Aktualitit haben Aspergillus-spezifischne T- und B-Zell-Versuche im
Zusammenhang mit COVID-19 bekommen. Insbesondere bei Corticosteroid-
vorbehandelten Patienten/-innen mit schweren Krankheitsverldufen und mechanischer
Beatmung wurde ein erhohtes Risiko einer CAPA, also einer COVID-19-assoziierten
pulmonalen Aspergillose, festgestellt. In Belgien, Frankreich, Niederlande und
Deutschland wurden retrospektiv CAPA-Erkrankungsraten von 20-35% ermittelt, die
meist durch A fumigatus ausgel6st wurden [237, 238]. Auf Basis des weiten Spektrums
an Antigenen, wie sie in dieser Studie verwendet wurden, und Daten von gesunden
Probanden/-innen unterschiedlicher Umweltexposition, besteht die Chance, schwere A.
fumigatus-Erkrankungen friihzeitig in ELISpot und Western Blot zu detektieren. Diese
Arbeit legt hierflr einen ersten Grundstein, den es durch weitere Experimente und eine

groRere Probandenzahl in Zukunft weiterzuverfolgen gilt.
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5. Zusammenfassung

Bereits in Vorstudien konnte dargelegt werden, dass eine signifikante Korrelation
zwischen der T-Zell-Zytokin-Antwort und der berufs- bzw. umweltbedingten
Schimmelpilzbelastung besteht. Ziel der vorliegenden Studie war, eine mdgliche
Kombination von Biomarkern ausfindig zu machen, die veranderte T-Zell-Antworten auf
A. fumigatus- Antigene bei beruflich Exponierten im Vergleich zu Kontrollprobanden/-
innen vorhersagen kann. Um geeignete Marker fiir das Bio-Monitoring zu finden, wurden
zur T-Zell-Aktivierung ein myzeliales A. fumigatus - Lysat und 12 proteinogene Antigene
in ELISpot-Versuchen fur die Signaturzytokine IFN-y (Thl), IL-5 (TH2) und IL-17A
(Thl7) der Haupt-Tw-Subpopulationen getestet. Da in der Pathophysiologie und
Diagnostik der Allergien Immunglobuline ebenfalls eine wichtige Rolle spielen, wurden
die Seren der Probanden/-innen auf IgE-spezifische AK beziiglich des myzelialen A.

fumigatus - Lysats und der 12 proteinogenen Antigene im Western Blot untersucht.

Es zeigten sich bei den Biolandwirten/-innen erwartungsgemaf erhohte Tnl- und Th2-
Antworten auf die Mehrzahl der verwendeten spezifischen A. fumigatus-Antigene [42,
186], die moglicherweise eine Schimmelpilzbelastung serologisch nachweisbar machen.
Unterschiede in der Tul7-Antwort aufgrund chronischer beruflicher Sporenbelastung
ohne Krankheitskorrelat konnten nicht explizit festgestellt werden. Weiterhin ergab sich,
dass erhohte Tw2-Immunreaktionen, sofern sie mit einer addaquaten Tnl-gerichteten
Immunantwort einhergehen und damit eine ausgeglichene Tw2/Tnl-Balance besteht,
nicht zwangslaufig zu Hypersensitivitatserkrankungen fihren. Im Vergleich zu
Langzeitexponierten wurden teilweise Uberlappende Twh-Zellfrequenzen bei beruflich
exponierten Biolandwirten/-innen ermittelt. Welche entscheidende Rolle Treg-Zellen bei
der Einddmmung UberschieBender Immunantworten einnehmen, kann hieraus erahnt

werden.

Die spezifischen A. fumigatus-Antigene Aspf22, CatB und CipC konnten im Gegensatz
zum Aspergillus-Lysat eine Trennscharfe zwischen den beiden Kohorten hinsichtlich
ihrer IFN-y- und IL-5-Zytokinantwort erzielen. Auch wenn fir ein zukinftiges
Biomonitoring weitere Versuche erforderlich sind, eignen sich demnach spezifische
Antigene besser, um A. fumigatus-Expositionsanalysen und ggf. assoziierte
Hypersensitivitatserkrankungen zu abzubilden.
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Die Diskrimination anhand vorhandener B-Zell-getriggerter IgE-Immunantworten erwies
sich im Western Blot als schwierig, womdglich aufgrund des subklinischen Status der
Probanden/-innen. Einzig das bereits im Immuno-CAP-Test etablierte Aspf3 présentiert

sich wegweisend.
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Preliminary studies have already set out a significant correlation between T-cell-cytokine-

responses and professional and/or environmental mold contaminations.

This study aimed for a possible combination of biomarkers to predict altered T-cell-
responses to A. fumigatus- antigens in a defined professionally exposed cohort in
comparison with controls. To find out suitable markers for the biomonitoring, T-cell-
activation was performed with a mycelial A. fumigatus- lysate and 12 proteinaceous
antigens in ELISpot assays with look at the main signature cytokines of T-helper cell
subsets IFN-y (Twl), IL-5 (TH2) and IL-17A (Twl17). As immunoglobulins play an
important role in pathophysiology and diagnostic of allergies, sera of the subjects were
examined regarding IgE-specific antibodies against mycelial A. fumigatus - lysate and 12

proteinaceous antigens in Western Blot-technique.

As expected, increased levels of Thl- and Tw2-cytokine responses were found for a
majority of examined specific A. fumigatus-antigens, which may help to verify mold
exposure in a serological way. Differences in TH17-immune response in agricultural
workers without a hypersensitivity disease has not been found. Furthermore, increased
Th2-immune responses don’t necessarily lead to a pathologic value since it is followed
by an adequate Twl-answer for upholding the Thw2/Twl-balance. Tw-frequencies of not
occupational exposed individuals partly show overlaps with those of agricultural workers.
Therefore, the important role of Treg-cells in containing extensive immune responses is

conceivable.

The specific A. fumigatus-antigens Aspf22, CatB and CipC are (in contrast to Aspergillus-
lysate) able to drag selectivity in-between the two cohorts regarding their IFN-y- and IL-
5-cytokine response. Even though further investigations must be made, specific antigens
are more suitable for exposition-analysis and, eventually, for the depiction of associated
hypersensitivity diseases. The discrimination based on B-cell-triggered IgE- immune
responses remains difficult, conceivably by reason of the subclinical status of the subjects.
Solely Aspf3, which is already established in the Immuno-CAP-analysis, shows

differential power.
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Appendix

I Abkurzungsverzeichnis

Alternaria alternata

Aspergillus fumigatus

Allergische bronchopulmonale Aspergillose
Antikorper

Alkalische Phosphatase
Antigen-présentierende Zelle

Allergene des A. fumigatus
Adenosintriphosphat

Bovines Serumalbumin

Candida albicans

Cladosporium herbarum
COVID-19-assoziierte pulmonale Aspergillose
Katalase

Konidienzellwandprotein (conidial cell wall protein)
Unterscheidungsgruppen (cluster of differentiation)
Konfidenzintervall

Concanamycin A induziertes Protein C
Zytomegalievirus

Chronisch-nekrotische Aspergillose
Kohlenstoffdioxid

Chronisch-obstruktive pulmonale Erkrankung
Corona Virus Disease 2019
Chronisch-pulmonale Aspergillose
Chitosanase

Oberflachenzellprotein A (cell surface protein A)

Zytotoxische T-Lymphozyten (cytotoxic t-lymphocytes)

Cellular Technology Limited

Jahr ,,verlorener” Gesundheit (disability adjusted life year)

Verdunnungspuffer (dilution buffer)

A. alternata
A. fumigatus
ABPA

AK

AP

APZ

Aspf

ATP

BSA

C. albicans
C. herbarum
CAPA

Cat

Ccp

CD

Cl

CipC

CMV

CNA

CO2

COPD
COVID-19
CPA

Csn

CspA

CTL

CTL

DALY

DB



Dendritische Zellen spezifisches ICAM3-greifendes nicht-Integrin
Dendritische Zellen

Epstein-Barr Virus

Enzym-gekoppelter Immunoadsorptionstest
Enzym-gekoppelter Immunospot-Adsorptionstest
Endo-3-1,3-Glucanase
Endotoxin-Einheiten

Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung
Fotales Kalberserum

False-positive detection rate
Phenylalanyl-Glycyl-Glycyl-Alanyl-Prolyl
Faktor H

Faktor H- Ligand

Faktor H- Rezeptor
R-1,3-Glucanosyltransferase
Glycosylphosphatidylinositol-Anker
Hank's Balanced Salt Solution (Hanks Salzldsung)
Hexagonal peroxisome protein

H&molysin

Hitzeschockprotein

Intrazellulares Adhésionsmolekdl 3
Interferon

Immunglobulin E

Interleukin

Invasive pulmonale Aspergillose
Lipopolysaccharide

Monoklonaler Antikdrper
Manganase-Superoxiddismutase

Major histocompatibility complex
Nicotinamidadenindinukleotid

Neutrophil extracellular trap

Nukleotid-bindende Oligomerisationsdoméne

DC-SIGN
DZ

EBV
ELISA
ELISpot
Eng

EU
FACS
FCS
FDR
FG-GAP
FH

FHL
FHR
Gell
GPI-Anker
HBSS
HexA
Hly

Hsp
ICAM3
IFN

IL

IPA
LPS
mADb
MnSOD
MHC
NADH
NET
NOD



Penicillium chrysogenum

Pathogen-assoziiertes molekulares Muster

Mononukledre Zellen des peripheren Bluts
Phosphat-Puffer-Ldsung

Polykettenreaktion

Protoplast secreted protein

Aspfl0, Aspergillopepsin

Peptidyl-Prolyl-Isomerase

Pathogen-Erkennungs-Rezeptor (pathogen recognition receptor)
Polyvinylidenfluorid

Reaktive Sauerstoffspezies

Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)

Park
Hydrogencarbonatpuffersystem

Roswell Memorial Institute 1640  Medium,
Raumtemperatur

Schweres Asthma mit Pilz-Sensibilisierung
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
Spot-forming-Cells

Tris-gepufferte Kochsalzlésung

Tris-gepufferte Kochsalzlsung mit Tween20
Tumor-Wachstumsfaktor
Tris-Glycin-Natriumdodecylsulfat

T-Helfer-Zelle

Toll-Like-Rezeptor

Tumor-Nekrosefaktor

Typ-1-regulatorische T-Zellen

Weitere regulatorische T-Zellen

T-Zell-Rezeptor

Vollentsalztes Wasser

Weltgesundheitsorganisation

P. chrysogenum

PAMP
PBMC
PBS
PCR
Pst2
PEP
PPlase
PRR
PVDF
ROS
RPM
RPMI-1640

RT

SAFS

SDS PAGE
SFCs

TBS

TBST
TGF

TGS
Tr-Zelle
TLR

TNF

Trl

Treg

TZR

VE Wasser
WHO
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Anhang: Western Blot - Imaging

A. fumigatus-lgE-Western Blots: Kontrollkohorte (Low-Spender/-innen)
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Abbildung 39: In Image-Lab 5.0 eingelesene Western-Blots der 5 nicht-beruflich exponierten Kontrollen mit
niedriger Umweltexposition. Lane 1 mit standardisierten Molekulargesichtsmarkern, Lane 6 bzw. 7 mit Protein A
und G zur Positivkontrolle. Es wurden 12 Antigene und das myzeliale Lysat getestet, wobei nur Banden bei
vorhandenen IgE-AK gegen das getestete Antigen sichtbar werden. Manuelle Beschriftung der detektierten Banden.
Anhand dieser Aufnahmen wurden die Bandenintensitéten ausgelesen.



A. fumigatus-lgE-Western Blots: Kontrollkohorte (High-Spender/-innen)
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Abbildung 40: In Image-Lab 5.0 eingelesene Western-Blots der 5 nicht-beruflich exponierten Kontrollen mit hoher
Umweltexposition. Lane 1 mit standardisierten Molekulargesichtsmarkern, Lane 6 bzw. 7 mit Protein A und G zur
Positivkontrolle. Es wurden 12 Antigene und das myzeliale Lysat getestet, wobei nur Banden bei vorhandenen IgE-AK
gegen das getestete Antigen sichtbar werden. Manuelle Beschriftung der detektierten Banden. Anhand dieser
Aufnahmen wurden die Bandenintensitéten ausgelesen.



A. fumigatus-1gE-Western Blots: Chronisch beruflich Exponierte
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Abbildung 41: In Image-Lab 5.0 eingelesene Western-Blots der 11 beruflich exponierten Probanden/-innen. Lane 1
mit standardisierten Molekulargesichtsmarkern, Lane 7 mit Protein A und G zur Positivkontrolle. Es wurden 12 Antigene
und das myzeliale Lysat getestet, wobei nur Banden bei vorhandenen IgE-AK gegen das getestete Antigen sichtbar
werden. Manuelle Beschriftung der detektierten Banden. Anhand dieser Aufnahmen wurden die Bandenintensitaten
ausgelesen.
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