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1 Summary 
Human polymorphonuclear neutrophils (PMNs) play a major role in the immune defence against 

invasive infections caused by the pathogenic fungi Candida albicans and Aspergillus fumigatus. 

The aim of this work was to further characterize the interaction of both fungi with PMNs with a 

focus on diverse PMN effector functions.  

C. albicans expresses a set of aspartic proteases which are associated with virulence and can 

contribute to adhesion, tissue invasion and immune evasion. Here, the role of the aspartic 

proteases Sap1-6, Sap9 and Sap10 in the interaction with human neutrophils was analysed. It 

could be demonstrated that, in contrast to other aspartic proteases, the cell surface associated 

GPI-anchored enzyme Sap9 has a major impact on recognition of C. albicans by PMNs. SAP9 

expression is required for the effective induction of PMN chemotaxis towards C. albicans 

filaments, an essential prerequisite of effective PMN activation. Targeted motility can be 

enhanced by autologous secretion of IL-8, but no influence of SAP9 on the process of IL-8 

secretion could be observed here. However, deletion of SAP9 led to a mitigated release of 

reactive oxygen intermediates (ROI) in human PMNs. Likewise, C. albicans induced apoptosis 

triggered by ROI formation was decreased. In confrontation assays, killing of a SAP9 deletion 

mutant was reduced in comparison to the wild-type. Beside ROI production, degranulation 

represents an additional important effector mechanism contributing to microbial killing, however, 

the release of elastase in response to C. albicans was found to be not dependent on SAP9, as 

well as the PMN-mediated growth inhibition of germ tubes. The data presented here clearly 

implicate Sap9 protease activity, which was already attributed to immune evasion before, with 

the initiation of protective innate immunity.  

Like C. albicans, A. fumigatus evokes PMN antifungal activity. Custom-made microarray 

analyses focusing on the cytokine profile of PMNs during interaction with A. fumigatus hyphae 

revealed that only few cytokines are upregulated during the course of infection. 

In summary it could be demonstrated that the interaction between Saps and PMNs is revealing 

novel molecular mechanisms which lead to an activation of these cells. Furthermore, microarray 

analyses lead to the awareness that de novo cytokine synthesis of PMNs is barely influenced by 

A. fumigatus, pointing out that instant killing of the fungus might be of higher importance. 
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2 Zusammenfassung 
Humane neutrophile Granulozyten spielen eine wichtige Rolle in der Immunabwehr invasiver 

Infektionen durch die humanpathogenen Pilze Candida albicans und Aspergillus fumigatus.  

Das Ziel der hier vorliegenden Arbeit bestand in einer Charakterisierung der Interaktion beider 

Pilzspezies mit neutrophilen Granulozyten, mit Fokussierung auf die unterschiedlichen Effek-

tormechanismen dieser Zellen. 

C. albicans exprimiert eine Reihe von Aspartatproteasen, welche mit der Virulenz des Erregers 

assoziiert sind und zu Adhäsion, Gewebeinvasion und Immunevasion beitragen können. In die-

ser Arbeit wurde die Rolle der Aspartatproteasen Sap1-6, Sap9 und Sap10 in der Interaktion mit 

neutrophilen Granulozyten analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass, im Gegensatz zu ande-

ren Aspartatproteasen, das zelloberflächenassoziierte GPI-verankerte Enzym Sap9 einen maß-

geblichen Einfluss auf die Erkennung von C. albicans durch neutrophile Granulozyten hat. 

SAP9-Expression ist erforderlich, um die gerichtete Motilität (Chemotaxis) neutrophiler Granulo-

zyten zu C. albicans-Keimschläuchen hin zu induzieren. Dieser Prozess stellt eine Grundvor-

aussetzung zur effektiven Aktivierung neutrophiler Granulozyten darstellt. Die Chemotaxis 

neutrophiler Granulozyten kann durch autologe Sekretion des Zytokins IL-8 verstärkt werden. 

Es konnte jedoch kein Einfluss von SAP9 auf die IL-8 Sekretion beobachtet werden. Allerdings 

führte die Deletion von SAP9 zu reduzierter Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (engl. 

reactive oxygen species, ROS) in neutrophilen Granulozyten. Die mit der ROS-Generierung in 

Verbindung stehende und durch C. albicans induzierte Apoptose neutrophiler Granulozyten war 

ebenfalls vermindert. In Konfrontationsassays war die Abtötung einer SAP9-Deletionsmutante 

verglichen mit dem Wildtyp reduziert. Die Degranulation stellt neben der Produktion von ROS 

einen weiteren wichtigen Effektormechanismus zur Abtötung von Mikroben dar, jedoch verlief 

die Freisetzung von Elastase ebenso unabhängig von SAP9 wie die durch neutrophile Granulo-

zyten ausgelöste Wachstumsinhibition von Keimschläuchen.  

Die hier präsentierten Daten verbinden die Aktivität der Protease Sap9, der zuvor bereits eine 

Rolle in der Immunevasion von C. albicans zugeschrieben wurde, mit der Initiation der protekti-

ven angeborenen Immunität. 

Wie C. albicans stimuliert auch A. fumigatus die Aktivität der neutrophilen Granulozyten. Micro-

array-Analysen mit Fokus auf dem Zytokinprofil neutrophiler Granulozyten während der Interak-

tion mit A. fumigatus-Hyphen offenbarten, dass nur wenige Zytokine im Lauf der Infektion hoch-

reguliert wurden. 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Sap-Granulozyten-Interaktion neue mole-

kulare Mechanismen zur Aktivierung dieser Zellen birgt. Zudem brachten die Microarray-
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Analysen die Erkenntnis, dass die de novo-Zytokinsynthese durch A. fumigatus nur geringfügig 

beeinflusst wird und eine schnelle Abtötung des Pilzes offenbar im Vordergrund steht. 
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3 Einleitung 

3.1 Candida albicans 

3.1.1 Erregerbiologie 

Der Sprosspilz C. albicans wird taxonomisch in die Abteilung der Ascomycota, der Schlauchpil-

ze, eingeordnet.  

Neben Saccharomyces cerevisiae und anderen Candida-Spezies gehört C. albicans zu den 

wenigen diploiden Schlauchpilzen. Lange wurde C. albicans für strikt asexuell gehalten, bis vor 

einigen Jahren der sogenannte Mating-Type-Like-Lokus (MTL-Lokus) entdeckt wurde. Auch der 

Phänotyp der Pilzzellen, den manche Stämme spontan wechseln können, entscheidet über das 

Paarungsverhalten. Man unterscheidet weiße Zellen, die gleichmäßig rund-oval geformt sind 

und weiße Kolonien bilden, von den opaken, die eine längliche Form haben und flache, dunkle-

re Kolonien bilden (203). Ein Wechsel von weiß zu opak ermöglicht die Paarung. Opake Zellen 

paaren sich deutlich effizienter als weiße Zellen, und nur MTL-homozygote Zellen sind über-

haupt in der Lage, den Phänotypwechsel zu vollziehen (124, 139). In klinischen Isolaten sind 

etwa 5-7 % der Candida-Population paarungskompetent (124). Der Phänotypwechsel findet 

nicht nur spontan statt, sondern kann durch Umweltreize wie eine anaerobe Umgebung, die 

z.B. im Darm vorkommt, induziert werden (173). Es konnte des Weiteren gezeigt werden, dass 

CO2 den Phänotypwechsel induzieren und den opaken Phänotyp bei 37°C stabilisieren kann, 

da dieser bei Körpertemperatur häufig wieder zum weißen Phänotyp wechselt (82). Haut weist 

eine niedrigere Temperatur als das Körperinnere auf und ermöglicht daher durch die Erhaltung 

des opaken Phänotyps eine effiziente Paarung (105).  

C. albicans ist ein Kommensale, der vornehmlich die Vagina, den Gastrointestinaltrakt sowie die 

orale Mucosa besiedelt und bei einem großen Anteil der Bevölkerung zur normalen Mikroflora 

gehört. In einer US-Studie wiesen 50 % der untersuchten gesunden Population orales Träger-

tum auf (44). In einer polnischen Studie an Vorschul- und Schulkindern waren 40 % mit C. albi-

cans in der Mundhöhle kolonisiert (181). Die Kolonisation des Gastrointestinaltraktes ist eben-

falls in diversen Studien untersucht worden. In zwei französischen Studien zur gastrointestina-

len Besiedlung von Morbus-Crohn-Patienten war 2009 ein Anteil von 22 % der getesteten ge-

sunden Kontrollgruppe im Darm kolonisiert, während 2006 in 40 % der Kontrollindividuen eine 

C. albicans-Kolonisation nachweisbar war (19, 211). Diese Ergebnisse verdeutlichen, wie häufig 

C. albicans als harmloser Kommensale bei gesunden Individuen gefunden werden kann. 

Ist das Immunsystem allerdings in seiner Funktionsfähigkeit beeinträchtigt, so kann C. albicans 

Infektionen verursachen. Man bezeichnet diesen Pilz daher auch als opportunistisches Patho-

gen.  
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3.1.2 Klinische Bilder und Epidemiologie der Candidose 

Candidosen können mucosal oder systemisch auftreten. Zu den mucosalen Candidosen gehört 

die vulvovaginale Infektion. Eine weitere mucosale Candidose ist die orale Infektion mit der 

Ausbildung der typischen weißlichen Beläge („Mundsoor“).  

Gelangt C. albicans in den Blutstrom, entwickelt sich eine lebensbedrohliche systemische Er-

krankung, die Candidämie. Bei der Candidämie kann es auch zur Invasion von Organen wie 

z.B. Gehirn, Niere oder Leber kommen.  

Mucosale Infektionen mit C. albicans sind recht häufig in der Bevölkerung zu finden. So tritt z.B. 

die vulvovaginale Candidose bei 75 % aller Frauen einmal in deren Leben auf (130).  

Candidämien, die systemischen Erkrankungen, werden nicht nur durch C. albicans verursacht. 

Andere Candida-Spezies wie C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis oder C. krusei werden 

immer häufiger im Zusammenhang mit invasiven Erkrankungen assoziiert. Verschiedene Stu-

dien der letzten Jahre ergaben zuammengefasst, dass über die Hälfte der Erkrankungen jedoch 

immer noch durch C. albicans verursacht wird, während C. glabrata mit rund 15 % und C. pa-

rapsilosis mit rund 10 % vertreten sind (18, 208, 222). Der infektive Organismus variiert je nach 

Patientenkollektiv. Während in 70 % der C.albicans -Infektionen ein solider Tumor vorlag und in 

36 % eine hämatologische Erkrankung, haben die nicht-albicans-Spezies höheren Anteil an 

hämatologischen Erkrankungen (228). Die Mortalität invasiver Candida-Infektionen ist spezies-

abhängig und liegt in Europa zwischen 28 und 59 %. Eine aktuelle US-Studie gibt die Mortalität 

für ausschließlich durch C. albicans verursachte Infektionen mit 33 % an (145).  

Erkrankungen des Immunsystems wie etwa HIV begünstigen die Entwicklung von mucosalen 

Candidosen besonders im oralen und pharyngealen Bereich (185). Auch die Applikation von 

corticosteroidhaltigen Asthmasprays kann zur oralen Infektion führen, wenn die Anwendung 

längerfristig durchgeführt und damit eine Immunsuppression erreicht wird (61).  

Einer der wichtigsten Risikofaktoren für die Entwicklung einer systemischen Erkrankung ist die 

Neutropenie, welche als Folge von Chemotherapien und Bestrahlungen bei Organtrans-

plantierten oder Krebspatienten auftritt (2, 48, 93, 222). Des Weiteren stellen hämatologische 

Erkrankungen wie Leukämie einen Risikofaktor dar (163). C. albicans kann entweder durch 

Gewebepenetration den Blutstrom erreichen oder durch die Kontamination von intravaskulären 

Verweilkathetern. Kolonisation mit C. albicans und das gleichzeitige Tragen eines intravaskulä-

ren Verweilkatheters birgt ein großes Risiko für invasive Infektionen (16, 102, 140, 176). Son-

den für künstliche Ernährung, ein langer Aufenthalt auf der Intensivstation, die systemische Ga-

be von Corticosteroiden oder Langzeitantibiotika begünstigen ebenfalls die Entwicklung einer 

Candidämie (32). In einer Studie wurde gezeigt, dass etwa 80 % der Infektionen katheterverur-

sacht waren. Den zweithäufigste Grund stellten Antibiotika dar (67 %), gefolgt von künstlicher 

Ernährung (32 %) und intra-abdominalen Eingriffen (31 %) (208). Man spricht im Falle der Can-
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didosen, systemisch wie mucosal, von endogenen Infektionen, da solche Infektionen meist vom 

Träger selbst ausgehen. 

3.1.3 Zellwandaufbau von Candida albicans 

Den Hauptbestandteil der Zellwand, etwa 80 %, machen Polysaccharide aus. Davon sind etwa 

60 % verzweigte Glucosepolymere mit β-(1,3)- und β-(1,6)-Verbindungen, die β-Glucane ge-

nannt werden. Chitin, ein N-Acetylglucosaminpolymer mit β-(1,4)-Verbindungen, ist mit einem 

Anteil von 1-9 % ein weiterer Polysaccharidbestandteil der Zellwand (50, 142) . Die β-Glucane 

und Chitin bilden durch ihre rigide Struktur den Skelettteil der Zellwand. Die dritte Polysaccha-

ridkomponente wird von Mannosepolymeren, auch Mannan genannt, gebildet, die den Matrixteil 

und die äußere Schicht der Zellwand darstellen und etwa 40 % der Gesamtmenge an Polysac-

chariden ausmachen (27, 29). Die mit der Zellwand kovalent assoziierten Proteine (Mannopro-

teine) zeichnen sich durch N- und/oder O-Glycosylierung aus. Sie sind entweder mit einem GPI-

Anker über β-(1,6)-Glucan mit β-(1,3)-Glucan verknüpft oder, im Falle der sogenannten Pir-

Proteine (proteins with internal repeats), direkt über Alkali-labile Bindungen mit dem β-(1,3)- 

Glucan. Eine andere Gruppe der kovalent assoziierten Zellwandproteine ist über Disulfidbrü-

cken mit anderen Proteinen verbunden. Mit bis zu 88 % aller kovalent gebundenen Zellwand-

proteine stellen die GPI-Proteine die größte Gruppe dar (96, 129, 146). Neben den oben ge-

nannten drei Proteingruppen, welche durch den Besitz eines Sekretions-Signalpeptids gekenn-

zeichnet sind, gibt es auch Proteine, die kein typisches Sekretionssignal besitzen, aber trotz-

dem in der Zellwand nachgewiesen werden können, so beispielsweise Proteine der hsp70 und 

hsp90-Familien (29). Bei diesen Proteinen ist unbekannt, ob und wie sie in der Zellwand veran-

kert sind. 

3.1.4 Virulenzfaktoren von Candida albicans 

C. albicans verfügt über vielfältige Virulenzfaktoren. Der Polymorphismus, die Fähigkeit des 

Pilzes, von der Hefe- zur Hyphenform zu wechseln, ermöglicht das Überwinden von Gewebe-

barrieren. Im Prozess der Gewebeinvasion spielen auch die sezernierten Aspartatproteasen 

(Saps) eine wichtige Rolle. Des Weiteren wird eine Vielzahl von Adhäsinen exprimiert, die den 

Kontakt zwischen Pilz und Wirtszelle ermöglichen. In den folgenden Kapiteln sollen die oben 

genannten Virulenzfaktoren näher beschrieben werden. 
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3.1.4.1 Morphologische Plastizität von Candida albicans 

 
Einer der wichtigsten Virulenzfaktoren von C. albicans ist die morphologische Plastizität dieses 

Erregers. Einzelzellen der Hefeform werden Blastokonidien genannt (Abbildung 3-1 B). Unter 

bestimmten Bedingungen bilden die Blastokonidien längliche Auswüchse, die als Keimschläu-

che bezeichnet werden (Abbildung 3-1 A). Die Auskeimung von Hefen zu filamentösen Formen 

kann durch eine Vielzahl von Umwelteinflüssen induziert werden. Zu den wichtigsten Umwelt-

einflüssen, die die Auskeimung begünstigen, zählen ein Anstieg der Umgebungstemperatur auf 

37°C, neutraler pH, Präsenz von Serum oder N-Acetylglucosamin im Medium, Adhärenz oder 

Kohlenstoffdioxid (131, 158, 202, 216). Durch kontinuierliches Wachstum der Keimschläuche 

beginnt die filamentöse Wachstumsphase, welche aus echten Hyphen besteht. Echte Hyphen 

sind durch Septen unterteilt, die innerhalb der Hyphen gebildet werden. Neben den echten 

Hyphen existiert eine weitere filamentöse Wachstumsform, die als Pseudohyphen bezeichnet 

wird. Pseudohyphen entstehen, wenn bei der Zellteilung der Blastokonidien eine Tochterzelle 

nach der Knospung weiterwächst, aber weiterhin mit der Mutterzelle verbunden bleibt (216). Es 

entsteht eine Kette von länglichen, aneinandergereihten Einzelzellen, die an echte Hyphen er-

innern, aber statt Septen durch Einschnürungen getrennt sind. Unter ungünstigen Umweltbe-

dingungen wie Nährstoffmangel oder niedriger Temperatur kann C. albicans auf filamentösen 

Formen endständige, dickwandige Sporen, sogenannte Chlamydosporen, bilden. Von diesen 

wird vermutet, dass sie eine Überdauerungsform darstellen, was bisher allerdings noch nicht 

nachgewiesen wurde. 

   A         B 

     
 

Abbildung 3-1: Morphotypen von C. albicans 

A: verschiedene Stadien der filamentösen Wachstumsform.  
Rechts im Bild gerade auskeimende Hefen, links größere Keimschläuche. 
B: Hefeform (Blastokonidien)  
Die Pilze wurden mit FITC angefärbt. 
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3.1.4.2 Genetische Regulation der morphologischen Plastizität 

Die morphologische Plastizität ist von Wichtigkeit für die Invasion von C. albicans und bedarf 

daher einer genauen und komplexen Regulationsmechanismen unterworfenen Feinabstimmung 

(103). Es gibt eine Reihe von Faktoren, die die Filamentation induzieren oder inhibieren. Der 

Transkriptionsfaktor Efg1 gehört den basischen Helix-Loop-Helix-Transkriptionsfaktoren an und 

stellt eine Downstream-Komponente des cAMP-PKA-Signalweges dar (14). Es wurde gezeigt, 

dass eine Überexpression von EFG1 die Bildung von Pseudohyphen und den weiß-opaken 

Phänotypwechsel induzieren kann (43, 123, 214). Deletionsmutanten von EFG1 weisen eine 

moderate Defizienz in der Hyphenbildung auf, wobei statt echten Hyphen Pseudohyphen gebil-

det werden (123). Unter Sauerstofflimitierung ist die Hyphenbildung dieser Mutante sogar ver-

stärkt (206). Der Effekt von Efg1 auf die Filamentation scheint daher abhängig von den Wachs-

tumsbedingungen zu sein.  

 

Dem Transkriptionsaktivator Cph1 kommt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Filamentation 

zu. Während Virulenz und Filamentation bei einer EFG1-Mutante moderat reduziert sind, zeigt 

eine EFG1/CPH1-Doppelmutante extreme Defekte in der Fähigkeit, Hyphen zu bilden. Auch die 

Virulenz ist drastisch vermindert, aber nicht komplett ausgeschaltet (31, 123). Neben den bei-

den positiven Regulatoren Efg1 und Cph1 spielt der negative Regulator Tup1, der die Beibehal-

tung der Hefeform vermittelt, eine wichtige Rolle. Wird TUP1 deletiert, resultiert dies in einem 

 
 
Abbildung 3-2: Genetische Regulation der morphologischen 

Plastizität 

vereinfacht übernommen aus Biswas et al., 2007 
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konstitutiv filamentösen Phänotyp, der Unfähigkeit, bei Temperaturen über 42°C zu wachsen 

sowie in einer veränderten, unförmigen Zellwand (20). Die konstitutive Filamentierung der 

TUP1-Mutante hängt offenbar von Efg1 ab, da eine TUP1/EFG1-Doppelmutante keine Hyphen 

mehr bildet (21). Die TUP1-Mutante ist trotz des filamentösen Phänotyps avirulent. Die Tatsa-

che, dass eine Filamentierungdefizienz wie bei der EFG1/CPH-Mutante trotzdem zu Organ-

infektionen führen kann und die konstitutive Filamentation der TUP1-Mutante mit Avirulenz ver-

bunden ist, lässt die Schlussfolgerung zu, dass nicht die eine oder andere Wachstumsform für 

sich von Wichtigkeit sind, sondern die morphologische Plastizität, die dem Pilz eine optimale 

Anpassung an die jeweiligen Bedingungen ermöglicht. 

3.1.4.3 Filamentspezifische Proteinexpression 

Durch den Prozess der Auskeimung kann Gewebe durch das apikale Wachstum der Keim-

schläuche penetriert werden (209). Die durch die filamentöse Wachstumsform verursachte Ge-

webeinvasion und -degradation wird jedoch neben der mechanischen Schädigung durch eine 

Vielzahl von Effektorproteinen verursacht. 

 

Einige mit der Virulenz assoziierte Proteine wie Adhäsine werden vor allem in filamentösen 

Formen exprimiert und durch Efg1 reguliert. Das Adhäsin Hwp1, ein Mannoprotein, ist in die 

Filamentation und die Zellwandregulation involviert. Eine Nullmutante kann auf serumhaltigem 

festem Nährboden keine Hyphen bilden, aber unter anderen Bedingungen wie z.B. serumhalti-

gem Flüssigmedium. Auch die Virulenz dieser Mutante ist in verschiedenen Modellen reduziert 

(201, 209, 224). Der Virulenzdefekt einer EFG1-Mutante kann unter anderem darauf zurückge-

führt werden, dass die für die korrekte Zellwandarchitektur notwendigen Gene wie z.B. HWP1 

nicht exprimiert werden und das Fehlen von Efg1-kontrollierten zellwandassoziierten Proteinen 

zu einer veränderten Zellwandstruktur führt.  

Ein anderes durch Efg1 reguliertes Adhäsin, das Glycoprotein Als1 aus der ALS-Genfamilie, ist 

ebenfalls an der Zelloberfläche lokalisiert. Als1 ist offenbar an der Entwicklung systemischer 

Tabelle 3-1: Hyphen-koregulierte, durch EFG1 kontrollierte Gene* 

Funktion Name Referenz 

ALS1 (nicht hyphenspezifisch) (59) 

ALS3 (81, 213) Adhäsionsfaktor 

HWP1  (201) 

SAP4 

SAP5 Sezernierte Aspartatproteasen 

SAP6 

(51) 

* vereinfacht und gekürzt übernommen aus Kumamoto und Vinces, 2005 
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Erkrankungen beteiligt, wie anhand eines hämatogen disseminierten Mausmodells gezeigt wur-

de (25).  

Die EFG1-Mutante ist im Gegensatz zur CPH1-Mutante nicht in der Lage, Gewebe zu penetrie-

ren oder zu schädigen, was darauf hindeutet, dass EFG1-regulierte Gene in diesen Prozess 

involviert sind. Mittels Antikörperfärbung konnten die sezernierten Aspartatproteasen Sap4-6 

auf Hyphen nachgewiesen werden (51). Experimente mit serumhaltigem Medium zeigten, dass 

die Expression von SAP4-6 in einer EFG1-Mutante reduziert war, in Experimenten mit pH- und 

Temperaturwechsel aber induziert wurde. EFG1 kann somit als positiver oder negativer Regula-

tor für SAP4-6 angesehen werden. Da die Filamention der EFG1-Mutante aber nicht durch Se-

rum induziert werden kann, ist die Expression von SAP4-6 nicht unbedingt mit der Hyphenbil-

dung verbunden, sondern mit einem anderen Faktor, welcher ebenfalls Hyphenbildung reguliert 

(51). In Expressionanalysen konnte demonstriert werden, dass die Expression von SAP5 unab-

hängig von EFG1, aber abhängig von CPH1 verläuft. Während die Deletion von EFG1 keinen 

Einfluss auf die SAP5-Expression hatte, führte die Deletion von EFG1/CPH1 im RHE-Modell zu 

reduzierter SAP5-Expression. Sap5 ist demnach nicht an Hyphenbildung gekoppelt, da die 

EFG1/CPH1-Mutante nicht filamentiert. Auch SAP4 und SAP6 können offenbar hyphenunab-

hängig exprimiert werden, da Naglik et al. zeigten, dass die Expression von SAP4 bzw. SAP6 in 

oralen Monolayern und um RHE-Modell gering blieb, obwohl hyphales Wachstum vorhanden 

war (152). In einem anderen Infektionsmodell, basierend auf der Invasion muriner parenchyma-

ler Organe, führte nur die Deletion von SAP6 zu verringerter Gewebeinvasion, während die Pil-

ze Hyphen bildeten und alle anderen Proteasen exprimiert wurden (51). EFG1 reguliert nicht 

nur hyphenspezifische Gene, sondern ebenso die Expression von SAP1-3, die primär von He-

fen sezerniert werden (99). 

Neben Efg1 spielt der Repressor Tup1 in der Regulation der Saps eine Rolle. Der Transkripti-

onsfaktor Nrg1 reprimiert durch die Rekrutierung des Repressors Tup1 hyphenspezifische Ge-

ne, z.B. SAP5. Eine NRG1-Deletion führt zu konstitutiver Filamentation und einer Derepression 

von SAP5 (150). Der Transkriptionsfaktor Mig1 agiert ähnlich wie Nrg1 und reprimiert durch 

Tup1 die Expression von SAP9. Tup1 kann darüber hinaus unabhängig von beiden Transkripti-

onsfaktoren die Expression von SAP6 und SAP7 reprimieren (148).  

3.1.4.4 Sezernierte Aspartatproteasen 

Die Familie der sezernierten Aspartatproteasen (engl. secreted aspartic proteases = Saps) um-

fasst 10 Mitglieder, die aufgrund von Sequenzhomologien in drei Gruppen eingeteilt werden 

können (Abbildung 3-3). Ihnen allen ist gemeinsam, dass sie zwei konservierte Aspartatreste im 

aktiven Zentrum und die typischen Sequenzmotive aller Aspartatproteasen besitzen. Des Wei-

teren existieren konservierte vier Cysteinreste in der Sap-Familie, welche in die Beibehaltung 

der dreidimensionalen Struktur involviert sein könnten (85). Die Gene der Saps kodieren 
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Preproenzyme, welche 60-200 Aminosäuren länger sind als das fertige Enzym. Die Sekretion 

beginnt im rauen endoplasmatischen Retikulum (ER), wo das N-terminale Signalpeptid (Pre-

peptid) entfernt wird. Im Trans-Golgi-Netzwerk wird anschließend das Propeptid an einer Lysin-

Arginin-Prozessierungsstelle von der Subtilisin-Endoprotease Kex2 abgespalten (94). Es wird 

vermutet, dass die Proregion des Proteins eine Art Chaperon darstellt, welches die korrekte 

Faltung im ER kontrolliert, da Sap1 ohne das Propeptid im ER zurückgehalten wird (6). Als letz-

tes erfolgen die Verpackung in sekretorische Vesikel und der Transport zur Membran. Es wird 

vermutet, dass das prävakuoläre Proteinsortiergen VPS4 in die extrazelluläre Sekretion invol-

viert ist (113). Sap1-8 werden sezerniert, während Sap9 und Sap10 C-terminale Konsensusse-

quenzen für einen GPI-Anker besitzen, der sie in Zellwand (Sap10) und Zellmembran (Sap9 

und Sap10) verankert (1, 192). 

 

Sap1-3 weisen eine Homologie von 67 % zu den anderen Isoenzymen auf und stellen die erste 

Gruppe innerhalb der Enzymfamilie dar. Das Expressionsoptimum liegt im sauren pH-Bereich, 

wie er z.B. in der Vagina und auf der Haut vorherrscht. Sap1-3 werden hauptsächlich bei Hefen 

detektiert, können aber auch bei Hyphen nachgewiesen werden. Verschiedene Studien deuten 

darauf hin, dass Sap1-3 eine Rolle in mucosalen Infektionen zukommt. In verschiedenen Epi-

thelmodellen wie dem vaginalen rekonstituierten Humanepithel (reconstituted human epitheli-

um, RHE) oder dem oralen Epithelmodell war die Gewebeschädigung durch Deletionsmutanten 

 
 

Abbildung 3-3: Dendrogramm der SAP-Genfamilie 

(basierend auf den Sequenzhomologien; nach Netea et al., 2008) 
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reduziert. In einem Ratten-Vaginitismodell waren Sap1-3 für die Manifestation der Infektion ent-

scheidend (40, 191, 194). Auch die zelluläre Kommunikation durch Zytokine wird durch Sap1-3 

beeinflusst. Deletion von SAP1 und SAP2 führten zu reduzierter Zytokinfreisetzung von Epithel-

zellen (193). Während die Studien mit Deletionsmutanten eine Rolle von Sap1-3 in Epithelinfek-

tionen propagieren, zeigen Expressionsanalysen mittels RT-PCR und Rekombinase-basiertem 

Reportersystem, dass die Expression von SAP1-3 in rekonstituiertem humanem Epithel, in Mo-

nolayern oraler Zellen und in Mundhöhlenabstrichen von HIV-Patienten detektierbar, aber nied-

rig bleibt (116, 152). Eine weitere Studie konnte Transkripte von SAP1-3 in Patienten mit oraler 

Candidose nachweisen (195). Die im Hinblick auf die Expression sehr unterschiedlichen Ergeb-

nisse lassen den Schluss zu, dass aufgrund der verschiedenen Techniken und Modelle die Er-

gebnisse variieren können. 

Wenn Proteine die einzige zur Verfügung stehende Stickstoffquelle darstellen, ist die Expressi-

on der Saps essentiell für das Überleben des Pilzes (84, 210). Die unter solchen Bedingungen 

dominierende Protease ist Sap2, die sich durch ein sehr breites Substratspektrum auszeichnet 

(84, 238). Zu den Substraten gehören Mucin, welches normalerweise mucosale Oberflächen 

schützt, Keratin, Kollagen, aber auch Bestandteile des Immunsystems wie IgA, Lactoferrin, Ca-

thepsin D oder Komplement (33, 69, 83, 95, 184). Kürzlich wurde gezeigt, dass Sap1-3 Kom-

plement C3b, C4b und C5 degradieren können (72). Die oben genannten Beispiele verdeutli-

chen, dass ein großer Teil der Sap-Substrate nicht nur der Nährstoffgewinnung dient, sondern 

vielmehr der Gewebeinvasion und Immunevasion. 

Der Wechsel vom weißen zum opaken Phänotyp ist ein Bestandteil des Paarungsprozesses 

von C. albicans, da opake Zellen eine deutlich höhere Paarungskompetenz besitzen (139). 

Dass Expression von Saps auch in opaken Zellen stattfindet, konnte für SAP1-3 demonstriert 

werden (215, 238).  

Die zweite Gruppe innerhalb der Sap-Enzymfamilie, Sap4-6, weist eine Homologie von 89 % zu 

den anderen sieben Isoenzymen auf. Im Gegensatz zu SAP1-3 werden SAP4-6 im neutralen 

pH-Bereich exprimiert. Mit Sap-spezifischen Antikörpern wurden Sap4-6 auf Hyphen nachge-

wiesen (51). Wie bereits in Kap 3.1.4.3 beschrieben, werden SAP4-6 durch den Transkriptions-

faktor Efg1 reguliert, der auch die Filamentation beeinflusst. Die Expression von SAP4-6 ist je-

doch nicht zwangsläufig an die Filamentation gekoppelt (s. Kap.3.1.4.3). In systemischen Mo-

dellen der Candidose wie der intravenösen Injektion, der Invasion parenchymaler Organe und 

einem murinen Peritonitismodell konnte eine reduzierte Virulenz von Deletionsmutanten nach-

gewiesen werden (51, 101, 186). Auch in der Immunevasion spielen Sap4-6 eine Rolle. Deleti-

onsmutanten können wesentlicher effektiver von Makrophagen abgetötet werden als der Wild-

typ (17). Zwei neuere Studien zeigen, dass die Expression von SAP4-6 im RHE-Modell und in 

Monolayern oraler Zellen unterschiedlich verläuft. Während SAP5 das konstitutiv am höchsten 

exprimierte SAP-Gen war, blieb die Expression von SAP4 und SAP6 niedrig trotz Hyphenbil-
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dung. Auch zur Gewebeinvasion und Gewebezerstörung tragen Sap4-6 in diesen Studien nicht 

bei (116, 152). Dies steht im Widerspruch zu den Untersuchungen von Felk et al., die eine re-

duzierte Gewebeschädigung von murinen Organen nach Infektion mit einer SAP4-6 Mutante 

beobachteten (51). Die Erkenntnisse zeigen, dass je nach Lokalisation der Infektion die Expres-

sion der Saps variiert und dass SAP4-6 eher in der Invasion innerer Organe als in der Zerstö-

rung von Epithelien eine Rolle spielen. Auch Komplementation von deletierten Proteasen wurde 

beobachtet. Im RHE war die Expression von SAP5 deutlich erhöht, wenn SAP1-3 deletiert wur-

den, und Deletion von SAP4-6 führte zu einer verstärkten SAP2-Expression (116, 152). Die 

variable Expression der Saps und ihre Fähigkeit, fehlende Proteasen zu komplementieren, er-

möglicht eine gesicherte Nährstoffversorgung des Pilzes und die effiziente Invasion verschiede-

ner Gewebetypen. 

Sap7 und Sap8 sind die am wenigsten untersuchten Proteasen der Sap-Familie und ihre Funk-

tion ist noch weitgehend unklar. Sap7 weist eine Homologie von 27 % zu den anderen Isoen-

zymen auf (144). Vaginalabstriche und Speichel von Patienten, die an vaginaler bzw. oraler 

Candidose erkrankt waren, wiesen deutlich mehr SAP7-Transkripte auf als die der gesunden 

Kontrollgruppe (153, 154). Im murinen intraperitonealen Infektionsmodell konnte Induktion von 

SAP7 nicht detektiert werden, während im murinen Modell der Vaginitis eine deutliche Hochre-

gulation von SAP7 stattfand (51, 219). Die Expression von SAP7 ist jedoch nicht entscheidend 

für die Entwicklung der Erkrankung, wie anhand von Deletionsmutanten gezeigt wurde (219). 

SAP8 ist temperaturreguliert mit einem Optimum bei 30°C, wird aber auch bei Körpertemperatur 

in humanen und Tiermodellen detektiert (143, 154, 177).  

Im Gegensatz zu Sap1-8 werden Sap9 und Sap10 nicht ins Medium abgegeben. Sie besitzen 

C-terminale Konsensussequenzen für einen GPI-Anker, der sie in Zellwand (Sap10) und Zell-

membran (Sap9 und Sap10) verankert (1). Daher besitzen sie strukturelle Ähnlichkeiten mit den 

Yapsinen aus Saccharomyces cerevisiae. Beide Proteasen spalten ihre Substrate an basischen 

oder dibasischen Prozessierungsstellen (1). Die Expression wurde in vivo und in vitro unter-

sucht, sie erfolgt offenbar unabhängig von pH und Morphotyp. Deletionsmutanten von SAP9 

und SAP10 weisen in SD-Medium einen abnormalen Phänotyp auf, da sie sich bei der Knos-

pung nicht vollständig von der Mutterzelle ablösen und Aggregate bilden, was zu der Annahme 

geführt hat, dass Sap9 und Sap10 eine Rolle in zellulären Prozessen spielen. Die Deletion von 

SAP9 oder SAP10 führt zu reduzierter RHE-Invasion und verändertem Adhärenzverhalten (1). 

SAP9 und SAP10-Transkripte konnten sowohl bei asymptomatischen Trägern als auch bei 

Candidose-Patienten in 80-90 % der Speichelproben nachgewiesen werden. SAP9 ist das kon-

stant am höchsten exprimierte SAP-Gen in RHE-Experimenten, in oralen Zellkulturen, in Patien-

tenproben und im murinen HIV-Modell (152, 177). In der Leber infizierter Mäuse konnte SAP9 

ebenfalls nachgewiesen werden (51). Aber auch die Gabe von Antimykotika wie z.B. Fluconazol 

oder Caspofungin oder Biofilmbildung verstärken die Expression von SAP9 (35, 65). 
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3.2 Aspergillus fumigatus 

3.2.1 Erregerbiologie 

Der Schimmelpilz Aspergillus fumigatus gehört der Abteilung der Ascomycota, der Schlauchpil-

ze, an. Der Name leitet sich von dem lateinischen Wort fumus (Rauch) ab und verweist auf die 

grau-grüne Farbe des in den Konidien enthaltenen Pigments 1,8-Dihydroxynaphtalen-Melanin. 

A. fumigatus ist ein Saprophyt, der von verrottendem pflanzlichen Material wie Kompost lebt 

und aufgrund seiner großen Temperaturtoleranz von 12-56°C sowohl in feucht-kalten Räumen 

als auch im warmen Inneren von Komposthaufen oder Mülltonnen anzutreffen ist. 

Die Verbreitung in der Umwelt erfolgt durch die asexuell gebildeten Konidien, die einen Durch-

messer von 3 µm besitzen. Pro Kubikmeter Luft können in geschlossenen Räumen bis zu 100 

Konidien enthalten sein, die bei ausreichender Feuchtigkeit und gutem Nährstoffangebot aus-

keimen und Hyphen bilden. Diese wachsen zu einem neuem Myzel aus, auf dem bei guter Be-

lüftung neue Fruchtkörper (Konidiophoren) mit Konidien entstehen (Abbildung 3-4). Pro Konidi-

ophor werden etwa 10000 neue Konidien gebildet. 

Eine Person atmet pro Tag einige hundert Konidien ein, welche bei immunkompetenten Indivi-

duen in den Alveolen von Phagozyten eliminiert werden und damit kein gesundheitliches Risiko 

 
 

Abbildung 3-4: Lebenszyklus von A. fumigatus 

mit asexuellem Weg (oberer Teil) und sexuellem Weg (unterer Teil). 
Quelle: http://www.fao.org/inpho/content/compend/img/ch31/fig_4_1_4b.jpg 
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bergen (108). Lange wurde darüber spekuliert, ob A. fumigatus einen sexuellen Vermehrungs-

zyklus besitzt, da die Präsenz von Mating-Typ-Genen und anderen mit sexueller Vermehrung 

zusammenhängenden Genen bekannt war (168). In diesem Jahr konnte gezeigt werden, dass 

A. fumigatus tatsächlich einen voll funktionsfähigen sexuellen Zyklus mit Kleistothezienbildung 

und Ascosporen aufweist (157). Die Existenz eines sexuellen Vermehrungszyklus führt zu einer 

größeren genetischen Variation durch die Rekombination von Genen, wobei Nachkommen ent-

stehen können, welche erhöhte Virulenz oder Antimykotikaresistenzen besitzen. Daher ist ein 

sexueller Vermehrungszyklus von medizinischer Bedeutung (46). In diesem Zusammenhang 

konnte gezeigt werden, dass Isolate mit einem bestimmten Paarungstyp häufig klinischen, inva-

siven Isolaten entstammen (3, 4). 

3.2.2 Klinische Bilder und Epidemiologie der Aspergillose 

Im Unterschied zu C. albicans-vermittelten Infektionen handelt es sich bei Aspergillosen um 

sogenannte exogene Infektionen, da dieser Pilz nicht als Kommensale auf oder im mensch-

lichen Körper lebt und eine Inhalation der Konidien notwendig ist, um eine Erkrankung auszulö-

sen.  

Die Inhalation der Konidien hat für immunkompetente Personen normalerweise keine Folgen. 

Bisweilen können bei starker Konidienexposition Allergien auftreten. Im Zusammenhang mit 

einer Immunsuppression, wie sie durch Neutropenie, Antibiose, Corticosteroide oder Zytostatika 

entsteht, kann eine Konidieninhalation jedoch Krankheiten von bronchopulmonalen Entzündun-

gen bis hin zur sogenannten invasiven (disseminierten) Aspergillose verursachen (36, 132, 133, 

171). Diese ist durch die Ausbreitung des Pilzes von der Lunge in diverse Organe wie z.B. Nie-

ren oder Gehirn gekennzeichnet (5, 109). Risikopatienten sind Individuen mit hämatologischen 

Erkrankungen, COPD, Asthma, Organtransplantat-Empfänger und Patienten mit Tumoren (36, 

57). Durch die immer häufiger durchgeführten Stammzelltransplantationen und die damit ver-

bundenen langen Chemotherapien nimmt auch die Zahl der invasiven Aspergillosen zu. Bei 5-

15 % dieses Patientenkollektivs tritt im Laufe der Chemotherapie auch eine Aspergillose auf 

(77). Die Letalität in Europa variiert je nach Patientenkollektiv. Während sie bei Patienten mit 

akuter myelogener Leukämie 38 % beträgt, sterben bis zu 94 % der nicht-neutropenischen Pa-

tienten (36, 57, 163, 164).  

Daher ist es sehr wichtig, bei Verdacht (z.B. hohes Fieber und Husten) oder bestehender Diag-

nose einer Aspergillose sofort das richtige Antimykotikum zu verabreichen. Allerdings ist anzu-

merken, dass trotz Behandlung ein beträchtlicher Teil der Patienten letztendlich an der Mykose 

verstirbt (122). 



Einleitung 

16 

3.2.3 Zellwandaufbau von Aspergillus fumigatus 

Der erste Kontakt zwischen Pilz und Immunsystem ist die Pilzzellwand, die bei A. fumigatus aus 

β-(1,3)-Glucan, Galaktomannan, Chitin und Galaktomannanproteinen besteht (11, 54). Hinsicht-

lich der β-Glucan-Komposition unterscheidet sich A. fumigatus von C. albicans durch das Feh-

len von β-(1,6)-Glucan und durch die Präsenz eines linearen β-(1,3)/(1,4)-Glucans (55). Das 

verzweigte β-(1,3)/(1,6)-Glucan ist über β-(1,4)-Verbindungen an Chitin gebunden und stellt den 

rigiden Teil der Zellwand dar. Diese Schicht macht etwa 30 % der gesamten Zellwand aus, das 

lineare β-(1,3)/(1,4)-Glucan etwa 10 % (110). In einer vergleichenden Analyse von Zellwandpro-

teinen aus S. cerevisiae wurden 81 putative GPI-Proteine in A. fumigatus identifiziert (24, 26, 

73). Auch Proteine, die nicht kovalent gebunden sind, können in der Zellwand lokalisiert sein, so 

z.B. die Phosphatase phoAp (12). 

3.2.4 Virulenzfaktoren von Aspergillus fumigatus 

3.2.4.1 Pigmentbildung als Virulenzfaktor 

Das Melanin der Konidien ist ein wichtiger, für die Zellwandintegrität essentieller Bestandteil 

(170). Die Pigmentierung der Konidien führt weiterhin zu einer Maskierung der darunterliegen-

den Zellwandpolysaccharide und stellt somit eine Immunevasionsstrategie dar (30). Das für 

eine Polyketidsynthase kodierende Gen pksP ist in die Melaninsynthese involviert und wurde 

daher in verschiedenen Studien deletiert, um seine Funktion zu untersuchen. Es zeigte sich, 

dass pksP nicht nur in Konidien, sondern auch in Keimschläuchen exprimiert wird (106). PksP 

ist in die Phagolysosomfusion und damit in die Abtötung durch Makrophagen involviert, da eine 

pksP-Mutante zu stärkerer Phagolysosomfusion führte als der Wildtyp (91). Dies indiziert, dass 

A. fumigatus durch Pigmentbildung in der Lage ist, den Prozess der Degradation durch das 

Phagolysosom zu inhibieren. Des Weiteren stellt die pksP-abhängige Melaninsynthese einen 

Schutzmechanismus gegen von Phagozyten generierten ROS dar (90, 107).  

3.2.4.2 Gliotoxin 

Ein weiterer wichtiger Virulenzfaktor ist das Epipolythiodioxopiperazin Gliotoxin, das als Sekun-

därmetabolit gebildet wird. Die Synthese von Gliotoxin wird über ein Cluster von zwölf Genen 

reguliert. Zwei dieser zwölf Gene wurden intensiv studiert: GliZ, ein für einen Zinkfinger-

Transkriptionsfaktor kodierendes Gen, welcher die Expression der anderen elf Gene kontrolliert, 

und GliP, ein für eine nonribosomale Peptidsynthase kodirendes Gen. Anhand von GliZ und 

GliP-Deletionsmutanten konnte demonstriert werden, dass das Gencluster in der Tat die Syn-

these von Gliotoxin reguliert. Deletionen von GliZ oder GliP hatten zur Folge, dass kein Glio-

toxin mehr produziert wird (37, 104, 217).  

Der Wirkmechanismus von Gliotoxin beruht wahrscheinlich zum Teil auf einer Kreuzvernetzung 

des Toxins mit Proteinen, wobei ROS entstehen (66, 232). Des Weiteren aktiviert Gliotoxin das 
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proapoptotische Protein Bak. Die daraus resultierende ROS-Generation fördert die Freisetzung 

von Cytochrom c und anderen proapoptotischen Faktoren aus den Mitochondrien (169). Auf 

Zellen der angeborenen Immunität hat Gliotoxin eine suppressive Wirkung. Es inhibiert sowohl 

die Phagozytose als auch den Transkriptionsfaktor NFκB und induziert Apoptose in Makropha-

gen und Monozyten (49, 147, 165, 212, 233). Gliotoxin verhindert das Zusammenfügen der 

NADPH-Oxidase-Untereinheiten neutrophiler Granulozyten, was zur Folge hat, dass kein oxida-

tiver Burst mehr stattfinden kann (225, 242). Darüberhinaus führt eine Inkubation mit Gliotoxin 

bei neutrophilen Granulozyten zu einer Veränderung des Aktin- Zytoskeletts und zur Inhibition 

der Phagozytose (34). 

In vivo-Untersuchungen zum Einfluss von Gliotoxin auf die Letalität bei Mäusen ergaben unter-

schiedliche Erkenntnisse. Während die Infektion mit Gliotoxin-Deletionsmutanten bei Cortison-

acetat-immunsupprimierten Mäusen zu einer längeren Lebensdauer führte als bei der Infektion 

mit dem Wildtyp, war dies bei Mäusen, die durch die Kombinationsbehandlung mit Cortison-

acetat und Cyclophosphamid eine Neutropenie entwickelten, nicht der Fall (15, 37, 104, 207, 

217). Dies deutet darauf hin, dass neutrophile Granulozyten ein primäres Ziel von Gliotoxin dar-

stellen und dass Gliotoxin besonders bei nicht-neutropenischen Patienten durchaus einen signi-

fikanten Einfluss auf den Verlauf der Aspergillose hat.  

3.3 Der neutrophile Granulozyt und seine Bedeutung in der 
Bekämpfung von Candida albicans und Aspergillus 
fumigatus 

3.3.1 Einführung 

Neutrophile Granulozyten sind Zellen der angeborenen Immunität. Sie spielen eine Schlüssel-

rolle in der Bekämpfung von Infektionen, da sie innerhalb von wenigen Stunden an den Ort der 

Infektion gelangen und den Hauptanteil der Leukozytenpopulation ausmachen. Jeden Tag bil-

den sich aus pluripotenten Knochenmarks-Stammzellen eines gesunden Erwachsenen bis zu 

1011 neutrophile Granulozyten, die, sobald sie den Blutkreislauf erreichen, eine recht kurze Le-

bensdauer von bis zu acht Stunden haben. Sind neutrophile Granulozyten durch einen Stimulus 

aktiviert worden, so kann sich ihre Lebensdauer jedoch auf bis zu zwei Tage verlängern. Auf-

grund ihrer guten Mobilität und den mannigfaltigen Effektormechanismen sind neutrophile Gra-

nulozyten entscheidend für die akute Phase von Infektionen (97, 172, 197). 

Die Zellen sind durch ihre segmentierten Nuklei und verschiedene zytoplasmatische Granula 

charakterisiert (Abbildung 3-5 Es wird zwischen azurophilen, spezifischen und Gelatinase-

Granula unterschieden, die essentiell für die Eliminierung von Pathogenen sind. Die Granula 

enthalten jeweils charakteristische Proteasen, antimikrobielle Peptide und Enzyme. Sie fusio-

nieren bereits 20 s nach der Aufnahme von Partikeln mit dem Phagosom und sie machen bis zu 

40 % des Vakuolen-Volumens aus (74).  
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Neben der Degranulation, der Freisetzung der granulären Komponenten, verfügt der neutrophi-

le Granulozyt auch über sauerstoffabhängige Mechanismen, um Mikroorganismen effektiv zu 

eliminieren. Die Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) im Phagosom, der soge-

nannte oxidative Burst, schädigt aber auch umliegendes Gewebe. Daher ist eine fein abge-

stimmte Regulation zwischen Abtötung und Gewebeschädigung von großer Bedeutung. Die 

wichtigsten Effektormechanismen der neutrophilen Granulozyten sollen im Folgenden näher 

beschrieben werden. 

3.3.2 Chemotaxis 

Wie andere Phagozyten zeigen auch neutrophile Granulozyten das Verhalten der Chemotaxis, 

d.h. das gerichtete Bewegen in Richtung eines ansteigenden Gradienten mikrobieller Moleküle. 

Die Migration ist der erste Schritt zur Beseitigung einer Infektion. Mit Geschwindigkeiten von bis 

zu 20 µM pro Minute zählen die neutrophilen Granulozyten zu den schnellsten mobilen Säuger-

zellen (45, 156). 

Die für die Chemotaxis relevanten Rezeptoren gehören zur Familie der G-Protein gekoppelten 

Transmembranrezeptoren. Nachdem ein chemotaktischer Faktor an die Rezeptoren gebunden 

hat, werden G-Proteine aktiviert, denen in neutrophilen Granulozyten eine komplexe Signalkas-

kade folgt. Diese regulatorischen Systeme beinhalten unter anderem die Proteinkinase C-

Familie, kleine GTP-bindende Proteine sowie die Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-

Kaskade (156).  

Zytokine wie IL-1, IL-8 oder TNF-α, die von aktivierten Makrophagen abgegeben werden, rekru-

tieren die neutrophilen Granulozyten, und durch autologe Sekretion von IL-8 können neutrophile 

 
 

Abbildung 3-5 :Die charakteristischen Nuklei 
neutrophiler Granulozyten 

(gefärbt mit DAPI). 
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Granulozyten selbst ihre Migrationsaktivität verstärken. Die Zytokine bewirken aber nicht nur die 

Migration von neutrophilen Granulozyten, sondern sie stimulieren auch Endothelzellen, Selekti-

ne und Integrin-Liganden zu produzieren. So wird es den neutrophilen Granulozyten ermöglicht, 

über die Endothelzellen zu „rollen“, zu adhärieren und anschließend trans- oder parazellulär ins 

Gewebe zu invadieren. Dieser Vorgang wird als Diapedese bezeichnet.  

C. albicans ist in der Lage, Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten zu induzieren, was zu-

nächst anhand von Experimenten mit Kulturüberständen demonstriert werden konnte (38, 47, 

204). Einige der chemotaktischen Faktoren werden nur in der „white“-Phase gebildet, offenbar, 

damit der Prozess der Paarung ungehindert ablaufen kann (68). Gelöstes β-1,6-Glucan konnte 

als ein chemotaktischer Faktor identifiziert werden, ebenso wie Pra1, ein Fibrinogen-

Bindeprotein, welches an Integrin αMβ2 bindet und auf diese Weise Migration von Leukozyten 

induziert (187, 205). Zu den Rezeptoren, die in die C. albicans-vermittelte Chemotaxis involviert 

sind, gehören neben Integrin αMβ2  auch der Formyl-Peptidrezeptor neutrophiler Granulozyten, 

an den eine bisher unbekannte von C. albicans produzierte Substanz bindet (47). Neutrophile 

Granulozyten sind in der Lage, zwischen den Morphotypen des Pilzes zu differenzieren. In Ex-

perimenten mit gemischten Kulturen, in denen gleichzeitig Hefen und Keimschläuche enthalten 

sind, werden Keimschläuche schnell attackiert, während Hefen zunächst ignoriert werden (240). 

Keimschläuche induzieren eine deutlich gesteigerte Migration, während Hefen einen schwa-

chen Stimulus darstellen. Durch Inhibition des ERK-Signalweges wurde die Migration zu Keim-

schläuchen stark reduziert, was für eine Schlüsselrolle dieser Signalkaskade in der Erkennung 

von C. albicans spricht (240).  

Kulturüberstände von A. fumigatus wirken inhibitorisch auf die Migration, zurückzuführen ist 

dies unter anderem auf Gliotoxinproduktion (151, 234). Weitere Proteine, die die Migration un-

terdrücken können, sind die alkalische Protease und das Toxin Restrictocin, deren Deletion zu 

einer Steigerung der Chemotaxis verglichen mit dem Wildtyp führt (86).  

3.3.3 Phagozytose und Abtötung 

Haben die neutrophilen Granulozyten mittels Chemotaxis den Infektionsherd erreicht, werden 

mit sogenannten Pathogen-Erkennungsrezeptoren (engl. pathogen recognition receptors, 

PRRs) die Adhäsion der Mikroorganismen an die Zelloberfläche und die Phagozytose eingelei-

tet (155). Neutrophile Granulozyten exprimieren Lectine wie Dectin-1, Toll-Like-Rezeptoren 

(TLRs) und Komplementrezeptoren (155). Dectin-1 besitzt eine C-Typ-Lectindomäne, mit der es 

β-Glucane der Pilzzellwand erkennt (155). Durch die Tyrosinkinase Syk und das „Caspase rec-

ruitment domain protein 9“ (CARD 9) werden protektive Reaktionen wie die Produktion von IL-2, 

IL-10, IL-6 und IL-17 induziert (71, 115, 178). Die Synergie von TLR2 und Dectin-1 kann zu ei-

ner Aktivierung von MAPK-Signalwegen und NFκB führen, wodurch proinflammatorische Zyto-

kine wie TNF-α produziert werden (23, 63). C. albicans ist aufgrund seiner morphologischen 
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Plastizität in der Lage, die Erkennung durch Dectin-1 zu verhindern, da die β-Glucane von 

Hyphen nicht an der Zelloberfläche lokalisiert, sondern durch die Schicht von Mannoproteinen 

bedeckt sind (39, 64). In vivo-Nachweise von exponiertem β-Glucan im Mausmodell zeigten 

jedoch, dass nach fünf Tagen Infektionszeit β-Glucan auch auf der Oberfläche von Hyphen 

deutlich detektierbar war. Der genaue Hintergrund dieser Exponierung ist unklar. Es wird ver-

mutet, dass infiltrierende Immunzellen die Pilze angreifen, was zu einer Schädigung der Zell-

wand und damit zur Zugänglichkeit des β-Glucans für Dectin-1 führt (237). Die Strategie des 

„Maskierens“ nutzt auch A. fumigatus, der durch die Pigmentierung der Konidien eine Erken-

nung durch PRRs verhindern kann.  

Dectin-1 hat in der Bekämpfung von A. fumigatus nach neuen Erkenntnissen große Bedeutung, 

da Dectin-1- defiziente Mäuse eine hohe Mortalität aufwiesen und nur geringe Mengen an Zyto-

kinen produzierten. Neutrophile Granulozyten der Knockout-Mäuse waren stark beeinträchtigt, 

einen oxidativen Burst und damit die Abtötung auszulösen (236). Auch in der Kontrolle von C. 

albicans-Infektionen spielt Dectin-1 eine wichtige Rolle. Intravenöse Injektion von C. albicans 

führte bei Dectin-1-defizienten Mäusen zu gesteigerter Mortalität verglichen mit Wildtyp-

Mäusen, und Mäuse mit Dectin-1-defizienten Makrophagen hatten Schwierigkeiten, gastroin-

testinale Infektionen mit C. albicans effizient zu bekämpfen (62, 220). Menschen mit einer Muta-

tion im für Dectin-1 kodierenden Gen und daraus resultierender Dectin-1-Defizienz zeigen sich 

nur für mucosale Candidosen anfällig. Die durch C. albicans induzierte Zytokinausschüttung 

dieser Personen ist defekt, jedoch sind Phagozytose und Abtötung des Pilzes durch Immunzel-

len nicht verändert (53). 

TLR2 und TLR4 sind die wichtigsten in die antifungale Reaktion involvierten TLRs. Während 

TLR2 Phospholipomannan erkennt und eine MyD88/Erk-abhängige antiinflammatorische Reak-

tion induziert, führt die Aktivierung von TLR4 durch Mannan über MyD88/NFκB-Signalwege zu 

einer proinflammatorischen Reaktion. Daher ist eine fein tarierte Balance zwischen beiden Re-

zeptoren von großer Bedeutung für die Entwicklung der Infektion. Neutrophile Granulozyten 

TLR2-defizienter Mäuse haben durch die fehlende antiinflammatorische Reaktion eine redu-

zierte Lebenszeit und funktionelle Defizite, was sich in einer Ausbreitung von C. albicans äußert 

(221). C. albicans-Hefen und A.fumigatus-Konidien induzieren eine TLR2-Hochregulation, wäh-

rend beide Morphotypen von C. albicans sowie A.fumigatus-Konidien eine TLR4-Aktivierung 

bewirken (9). Die Bekämpfung von A. fumigatus durch humane neutrophile Granulozyten ver-

läuft morphotypabhängig. TLR2 wird bei der Inkubation mit Konidien hochreguliert, während 

erhöhte Mengen an TLR4-mRNA bei Inkubation mit Konidien und Hyphen detektiert werden 

können. Beide Morphotypen, Konidien und Keimschläuche, induzieren einen oxidativen Burst. 

Die Expression der einzelnen TLRs ist an verschiedene Effektorfunktionen gekoppelt. Während 

TLR2-Expression Gelatinasefreisetzung und Sekretion proinflammatorischer Zytokine nach sich 
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zieht, bewirkt TLR4 die Freisetzung azurophiler myeloperoxidasepositiver Granula sowie IL-10-

Sekretion (10).  

Neben Dectin-1 und den TLRs ist auch der Komplementrezeptor 3 in die Erkennung und Pha-

gozytose von C. albicans involviert. Bereits vor längerer Zeit wurde entdeckt, dass β-Glucan die 

Stimulation von neutrophilen Granulozyten durch den Komplementrezeptor 3 vermitteln kann. 

Neuere Arbeiten zeigen, dass diese Stimulation durch β-1,6-Glucan und nicht durch das in der 

Zellwand dominierende β-1,3-Glucan hervorgerufen wird (179, 182). Bindung der Komplement-

regulatoren Faktor H (FH) und Faktor H-related Protein 1 (FHR1) an den Komplementrezeptor 3 

vermitteln Adhärenz  neutrophiler Granulozyten an C. albicans und verstärken die antimikrobiel-

le Aktivität der Zellen (125).  

Bei der Abtötung von C. albicans unterscheiden neutrophile Granulozyten zwischen beiden 

Morphotypen. Während Keimschläuche nur von mobilen Zellen eliminiert werden, können He-

fen auch bei einer Immobilisierung des Aktin-Zytoskeletts phagozytiert und abgetötet werden 

(240). Die Phagozytose ist in einer dreidimensionalen Umgebung, wie es dem Gewebe ent-

spricht, am effizientesten. A. fumigatus trifft in den Alveolen der Lunge auf eine zweidimensio-

nale Umgebung und wird daher in einer solchen besser phagozytiert (8). 

C. albicans kann nach der Phagozytose durch Makrophagen die Fusion des Phagosoms mit 

lysosomalen Komponenten inhibieren, überleben und durch Auskeimung die Makrophagen zer-

stören (52, 127). In den Phagosomen neutrophiler Granulozyten ist der Pilz nicht in der Lage, 

Immunevasion durch Auskeimung zu betreiben (183). Jedoch hat C. albicans Mechanismen 

entwickelt, der Abtötung anderweitig zu widerstehen. Das Neutrophilen-Phagosom ist arm an 

Aminosäuren, daher exprimiert C. albicans verstärkt Gene, die die Arginin- und Methioninbio-

synthese induzieren. Des Weiteren kommt es zu einer Hochregulation von Genen, die mit einer 

Reaktion auf oxidativen Stress verbunden sind (58, 183). A. fumigatus kann ebenfalls die Fusi-

on von Phagosom und Lysosom reduzieren (91).  

Die Anwesenheit neutrophiler Granulozyten führt dazu, dass Hefen nicht auskeimen und Keim-

schläuche nicht mehr weiterwachsen (58). Während C. albicans effizient im Wachstum ge-

hemmt wird, kann A. fumigatus durch Sekretion eines unbekannten Faktors diese Wachstum-

sinhibition abschwächen (151). Der Mechanismus der Wachstumsinhibition beruht bei C. albi-

cans vermutlich auf induziertem Nährstoffmangel, oxidativem Stress und der Freisetzung anti-

mikrobieller Substanzen wie Lactoferrin (58, 166). Die Auskeimung von A. fumigatus-Konidien 

wird durch Lactoferrin-vermittelten Eisenentzug verhindert (119, 244). Wie wichtig neutrophile 

Granulozyten für die Abtötung von A. fumigatus sind, wurde kürzlich mit einem Mausmodell 

mittels Zelldepletion verdeutlicht. Während die Depletion von alveolären Makrophagen keinen 

Einfluss auf Wachstumsinhibition und Abtötung intratracheal verabreichter Konidien hatte, führ-

te die Depletion von neutrophilen Granulozyten zu hoher Mortalität (141).  
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Sowohl A. fumigatus als auch C. albicans können diverse Proteine des Komplementsystems 

binden. A. fumigatus-Konidien können FH, das Faktor H-like Protein (FHL1), FHR1, C4bp und 

Plasminogen an ihre Oberfläche rekrutieren und somit einer Attacke durch das Komplementsys-

tem entgehen (7, 229). Zudem binden die pathogenen Aspergillus-Spezies wie A. fumigatus 

deutlich weniger C3 als ihre weniger pathogenen Verwandten (76). C.albicans kann einerseits 

durch die Bindung von FH, FHL1 und C4bp Immunevasion betreiben, wobei als Interaktions-

partner für FH und FHL1 sowie für Plasminogen Pra1 identifiziert werden konnte, andererseits 

können die an den Pilz gebundenen Komplementfaktoren aber auch über eine Bindung an den 

Komplementrezeptor 3 neutrophiler Granulozyten die Phagozytose und das Abtöten induzieren 

(125, 126, 136, 137).  

3.3.4 Der oxidative Burst 

Erste Beobachtungen an phagozytierenden neutrophilen Granulozyten zeigten, dass in den 

Zellen während des Abtötungsvorgangs der Sauerstoffverbrauch abrupt anstieg und vermehrt 

H2O2 gebildet wurde (89). Dieses Phänomen wurde respiratorischer oder oxidativer Burst ge-

nannt. Die Generation von Superoxidanionen wird von der NADPH-Oxidase katalysiert. Dieses 

Enzym wird bei Aktivierung der neutrophilen Granulozyten aus mehreren Untereinheiten zu-

sammengesetzt, bestehend aus dem membrangebundenen Flavocytochromb558 und cytosoli-

schen Komponenten (87, 88). Durch Elektronenübertragung von cytosolischem NADPH zum 

phagolysosomalen Sauerstoff werden Superoxidanionen (O2
-) generiert, welche aufgrund ihrer 

Instabilität in andere Oxidanzien wie z.B. Wasserstoffperoxid (H2O2), Peroxynitrit (ONOO-), hy-

pochlorige Säure (HOCl) oder Nitrylchloride (NO2Cl) umgewandelt werden. Diese hochreaktiven 

Oxidantien reagieren mit verschiedenen mikrobiellen Komponenten wie DNA, Proteinen oder 

Lipiden und induzieren so das Absterben der Mikroorganismen. 

Neben der NADPH-Oxidase existieren noch zwei weitere Enzyme zur Generation von anti-

mikrobiellen Oxidantien. Die Myeloperoxidase (MPO), die die Bildung von hypochloriger Säure 

aus Wasserstoffperoxid und Chloridionen katalysiert, macht etwa 5 % des gesamten Neutrophi-

lenproteins und etwa 25 % des Granulaproteins aus. Hypochlorige Säure gilt als das am stärks-

ten wirksame Oxidanz in neutrophilen Granulozyten (74, 197). Trotz der hohen Konzentration in 

den Zellen und obwohl MPO-defiziente Patienten Immunschwächen aufweisen, ist gezeigt wor-

den, dass bei der Bekämpfung von Pilzinfektionen die Produkte der NADPH-Oxidase eine grö-

ßere Bedeutung haben als die der Myeloperoxidase (114). 

Die Abtötung von Mikroorganismen durch die Produkte der NO-Synthase konnte beim Men-

schen bisher nicht nachgewiesen werden.  

Bei der chronischen Granulomatose (engl. chronic granulomatous disease,CGD) fehlt Patienten 

die Fähigkeit, mit Hilfe der NADPH-Oxidase Mikroorganismen zu eliminieren. Es existieren vier 

Typen der CGD, die sich durch Mutationen in jeweils einem der vier für das Enzym kodierenden 
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Gene auszeichnen. Am häufigsten ist hierbei die gp91phox-Untereinheit betroffen (etwa 65 % 

aller CGD-Fälle, jedoch fast ausschließlich Männer) (197). Die Anfälligkeit für bestimmte Infek-

tionen ist bei CGD-Patienten groß, besonders A. fumigatus und Staphylococcus aureus sind 

hier zu nennen (239). 

Verschiedene Komponenten von C. albicans und A. fumigatus induzieren den oxidativen Burst. 

Vor allem Zellwandbestandteile wie Mannoproteine und β-(1,6)-Glucan spielen eine wichtige 

Rolle (167, 182). In Experimenten mit immobilisertem β-Glucan konnte gezeigt werden, dass es 

eine Integrin-vermittelte Inhibition der ROS-Freisetzung von neutrophilen Granulozyten gibt, 

solange kein direkter Kontakt zwischen Pilz und Zelle besteht. So können die Zellen durch se-

lektive ROS-Freisetzung Gewebeschäden vermeiden (112). ROS können entweder intrazellulär 

in das Phagosom oder extrazellulär freigesetzt werden (198, 200). Diese Erkenntnis ist bedeut-

sam für die Bekämpfung der unterschiedlichen Pilzmorphologien, da Keimschläuche im Gegen-

satz zu Konidien oder Hefen zu groß sind, um phagozytiert zu werden. Neutrophile Granulozy-

ten gehen einen engen Kontakt mit Keimschläuchen ein, um dann den oxidativen Burst und die 

Degranulation gezielt an den Pilzstrukturen einleiten zu können (42, 119, 190, 240).  

Trotz der dominierenden Rolle von A. fumigatus-Infektionen bei CGD-Patienten ist der Effekt 

von ROS auf die Abtötung von A. fumigatus-Keimschläuchen viel diskutiert worden. Die Deleti-

on des Transkriptionstregulators AfYap1, der die Transkription anti-oxidativer Gene kontrolliert, 

hatte keinen Einfluss im in vivo-Infektionsmodell und in Abtötungsversuchen mit neutrophilen 

Granulozyten. Ob der Grund hierfür in einer komplementären Aktivierung anderer anti-oxidativer 

Gene zu suchen ist, ist nicht bekannt (117). Im Widerspruch dazu stehen andere Studien, die 

belegen, dass neutrophile Granulozyten von CGD-Patienten das Wachstum von A. fumigatus-

Keimschläuchen nicht inhibieren konnten und dass die Abtötung von A. fumigatus stark beein-

trächtigt war (118, 159, 175, 199). Allerdings werden Konidien durch CGD-Granulozyten eben-

so effizient in der Auskeimung gehemmt wie durch Granulozyten gesunder Spender (243). Im 

Gegensatz zur Aspergillose haben Candidosen einen eher geringen Anteil an den Infektionen 

von CGD-Patienten (239). Die oben beschriebenen Erkenntnisse deuten darauf hin, dass an 

der Bekämpfung der verschiedenen Morphotypen und Spezies unterschiedliche Mechanismen 

beteiligt sind, die sich untereinander ergänzen. Hierbei spielen vor allem die Granula eine wich-

tige Rolle. Sie können durch den oxidativen Burst aktiviert werden und Enzyme wie z.B. Elasta-

se oder Cathepsin D freisetzen. Granula-Protease-defiziente Mäuse mit funktionsfähiger Su-

peroxidproduktion sind nicht in der Lage, C. albicans-Infektionen effektiv zu bekämpfen. Dem-

nach können ROS nicht nur direkt fungizid wirken, sondern auch indirekt über die Aktivierung 

der Granula (174).  

Die Generation von ROS dient nicht nur der Abtötung beider Pilzspezies. Konstitutive und pa-

thogen-induzierte Apoptose neutrophiler Granulozyten wird durch ROS ausgelöst und reguliert 

somit Zell-Homöostase bzw. den Ausgang der Infektion (41). Durch Hitze abgetötete C. albi-
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cans können Apoptose neutrophiler Granulozyten induzieren, nachdem diese die Pilzzellen 

phagozytiert haben (180). 

3.3.5 Zytokinsekretion von neutrophilen Granulozyten 

Die zelluläre Kommunikation durch Zytokine vermittelt Migration, Differenzierung und aktiviert 

Immunzellen. Zur Klasse der Zytokine gehören Wachstumsfaktoren, Chemokine und Interleuki-

ne. 

Neutrophile Granulozyten produzieren sowohl einige proinflammatorische Zytokine wie IL-1β, 

IL-6, IL-8, IL-12, TNF-α, IFNγ oder GM-CSF als auch antiinflammatorische Zytokine wie IL-10 

(188).  

Chemokine (chemotaktische Zytokine) sind kleine, 8-14 kDa schwere Zytokine, deren Funktion 

in erster Linie die Auslösung von Chemotaxis ist. Aus der Anzahl und Position der Cysteinreste 

am Amino-Terminus des Proteins leitet sich die systematische Nomenklatur der Chemokine ab. 

Bei der CC-Familie folgen die ersten beiden Cysteine direkt aufeinander, bei der CXC-Familie 

sind sie sie durch eine Aminosäure voneinander getrennt. Der Name von Chemokinen beinhal-

tet außer der Familienkennzeichnung auch die fortlaufende Nummerierung und ein „L“ für „Li-

gand“, so z.B. CCL20 oder CXCL2. Die CC-Familie umfaßt 24, die CXC-Familie 16 Mitglieder. 

Weitere Chemokine mit nur einem Familienmitglied sind Fraktalkin (CX3C-Motiv) und Lympho-

taktin (C-Motiv).  

Unter bestimmten inflammatorischen Bedingungen können neutrophile Granulozyten Chemoki-

ne exprimieren. So wird z.B. funktional aktives CCL20 in Überständen von mit TNF-α oder LPS 

stimulierten neutrophilen Granulozyten gefunden (189). IL-8 (CXCL8), ein wichtiger Mediator für 

Chemotaxis, der entweder durch Sekretion von anderen Zelltypen oder durch autologe Sekre-

tion das Migrationspotential erhöhen kann, wird morphotypabhängig freigesetzt, wenn C. albi-

cans als Stimulus fungiert (240). Des Weiteren wird durch Sekretion von IL-8 und TNF-α die 

Menge an extrazellulärer membrangebundener Elastase deutlich erhöht (161).  

3.3.6 Neutrophil extracellular traps (NETs) 

Vor einigen Jahren wurde entdeckt, dass neutrophile Granulozyten durch fädige, netzartige 

Strukturen einen weiteren Effektormechanismus besitzen, mit dem sie Mikroorganismen abtö-

ten können (22). NETs bestehen unter anderem aus Chromatin, Histonen und dem granulären 

Enzym Elastase. Neuere Studien ergaben, dass das antimikrobiell wirksame Protein Calprotec-

tin ebenfalls Bestandteil der NETs ist (226). Da die Konsistenz der NETs klebrig ist, bleiben 

Mikroorganismen wie Shigella flexneri, Staphylococcus aureus, Bacillus anthracis  sowie beide 

Morphotypen von C. albicans darin hängen und werden abgetötet (22, 134, 227). Bei der NET-

abhängigen Abtötung von C. albicans spielt das antimikrobielle Protein Calprotectin eine essen-

tielle Rolle. Fehlt es in den NETs, verlieren diese ihre fungizide Wirkung (226). Demgegenüber 

wirken bei Bakterien vor allem Histone und Elastase mikrobizid (22). Bildet ein neutrophiler 
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Granulozyt NETs, führt dies zum Zelltod. Durch die Aktivierung verformt sich der Nukleus, es 

kommt zu einer Vermischung von Chromatin und Elastase. Die Zellmembran bricht auf, um die 

Masse in Richtung des Mikroorganismus abzugeben. Diese Art des Zelltodes entspricht weder 

der klassischen Apoptose noch der Nekrose (60). 

3.4 Zielsetzung  

Gegenstand dieser Arbeit ist die nähere Charakterisierung der Interaktion neutrophiler Granulo-

zyten mit den humanpathogenen Pilzen Candida albicans und Aspergillus fumigatus mit den 

folgenden Schwerpunkten: 

 
• sezernierte Aspartatproteasen (Saps) von C. albicans spielen eine Rolle bei der Ent-

wicklung mucosaler und systemischer Candidosen. Die Interaktion der Saps mit 

neutrophilen Granulozyten und die Auswirkungen auf die Effektormechanismen dieser 

phagozytischen Zellen sollen in dieser Arbeit mit Hilfe von SAP-Deletionsmutanten auf-

geklärt werden. 

 
• Zytokine dienen der zellulären Kommunikation und werden von neutrophilen Granulozy-

ten während der Bekämpfung von Mikroorganismen produziert. In dieser Arbeit soll ein 

Zytokin-fokussiertes Microarray-System eigenständig entwickelt und die Zytokinexpres-

sion neutrophiler Granulozyten während der Konfrontation mit A. fumigatus-Hyphen ana-

lysiert werden.  
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4 Material und Methoden 

4.1 Material 

4.1.1 Geräte 

 

Gerät Hersteller 

Bioanalyzer 2100 Agilent 

Brutschränke Heraeus 

Cytospin-Zentrifuge Thermo Scientific 

Durchflusszytometer FACScalibur BD  

ELISA-Reader GENios FL Tecan 

Fluoreszenzmikroskop LSM 510 Zeiss 

Heizblöcke Grant Instruments 

Inverses Fluoreszenzmikroskop Zeiss 

Koloniezähler ProtoCol SR SynBiosis 

Kühlzentrifuge Megafuge 1. OR Heraeus 

Lichtmikroskop Leitz 

LightCycler 1.5 Roche 

Magnetrührer Hartenstein 

pH-Meter pH530 WTW 

Pipetten Eppendorf 

Pipettierhilfe Pipetus Akku Brand 

Schüttelinkubatoren (Certomat) Braun Biotech 

Schütteltisch PheroShaker Biotec-Fischer 

Spektrophotometer NanoDrop Peqlab ND-1000 

Tischzentrifuge Mikrorapid K Hettich 

Tischzentrifuge, kühlbar (Centrifuge 5417R) Eppendorf 

Vakuumzentrifuge SpeedVac Savant 

Vortex (7-2020) Neolab 

Waagen Sartorius 

Wasserbad Memmert 
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4.1.2 Verbrauchsmaterialien 

 

Gegenstand Hersteller 

Dispenser-Aufsätze Hartenstein 

EDTA-Röhrchen Sarstedt 

Kanülen (20G) Sterican 

Kapillaren für Light Cycler Roche 

MaxiSorp ELISA-Platten 96-well Nunc 

Neubauer-Zählkammer Hartenstein 

Objektträger normal Hartenstein 

2,5ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml Plastikpipetten Sarstedt 

15 ml, 50 ml-Plastikröhrchen Greiner bio-one 

0,5 ml, 1,5 ml, 2ml-Reaktionsgefäße Sarstedt 

1,5 ml RNAse- freie Reaktionsgefäße Ambion 

Spritzen (10 / 20 ml) Braun  

Sterilfilter 0,2 µm für Spritzen Schleicher & Schüll 

Sterilfilter 0,2 µm für Schott-Flaschen Hartenstein 

SuperFrost Objektträger Hartenstein 

Transwell-Einsätze Costar 

96-Well ELISA-Platte, Rundboden Nunc 

96-Well Polypropylenplatten, matt Greiner bio-one 

24-Well Zellkulturplatte Sarstedt 

96-Well Zellkulturplatte, Flachboden Sarstedt 
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4.1.3 Reagenzien und Lösungen 

4.1.3.1 Häufig verwendete Reagenzien und Lösungen 

Die üblichen Chemikalien wurden bei Sigma, Merck, AppliChem und Roth erworben, Zellkul-

turmedien von Gibco und Biochrom. 

4.1.3.2 Besondere Reagenzien und Lösungen 

Stoff Verwendung/Beschreibung Hersteller 

ACK-Lysepuffer Erythrozytenlyse Lonza 

Blocklösung  Microarray-Slideblockierung Schott Nexterion 

Complete Tabs ohne EDTA Proteaseinhibition Roche 

DPI NADPH-Oxidasehemmer Sigma 

Eukitt Eindeckmedium Fluoreszenzmikroskopie Fluka 

fMLP Chemotaxis-Induktion Sigma 

Gliotoxin Toxin aus A.fumigatus Sigma 

Glutathion Reduktionsmittel Sigma 

Koenzym Q0 XTT-Assay Sigma 

PMA Proteinkinase C- Induktor Sigma 

Poly-L-Lysin Objektträgerbeschichtung Sigma 

Polymorphprep Isolation von Granulozyten Nycomed 

TRIzol RNA-Isolation Invitrogen 

XTT-Natriumsalz XTT-Assay Sigma 

Zymosan A Stimulanz für Granulozyten Sigma 

4.1.3.3 Farbstoffe 

Farbstoff Verwendung/Beschreibung Hersteller 

AnnexinV-FITC Apoptosenachweis BD 

BCECF-AM Zellfarbstoff Invitrogen 

DAPI Nukleusfärbung Sigma 

DCFH-DA ROS-Nachweis Sigma 

FITC Farbstoff für Pilze Sigma 

Propidiumiodid Nekrosenachweis Sigma 

CBZ(Ala4)2-Rhodamin 110 Elastasesubstrat Invitrogen 

 
Die vollständigen Namen der besonderen Chemikalien und Farbstoffe finden sich im Methoden-
teil im jeweiligen Protokoll. 
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4.1.4 Antikörper 

Name Kopplung Hersteller 

α Elastase (Kaninchen) - Calbiochem 

Ziege α Kaninchen Alexa 546 Molecular Probes 

4.1.5 Kits 

Name Verwendung Hersteller 

IL-8 CytoSetTM Zytokin - ELISA Biosource 

MessageAmpII Kit RNA-Amplifikation Ambion 

LabelStar Array Kit RNA-Labelling/Umschrieb Qiagen 

Light Cycler Fast Start DNA 
Master HybProbe Kit 

qRT-PCR Roche 

BCA Protein Assay Kit Proteinbestimmung Pierce 

4.1.6 Oligonukleotide für die qRT-PCR  

Name Sequenz (5´- 3´) 

LTB F CCC ACC TCA TAG GCG CT 

LTB R TAG CCG ACG AGA CAG TAA GGT A 

LTB FL (Sonde) GGC TGG GAG ACG ACG AAG GA- FL 

LTB LC (Sonde) LC640- CAG GCG TTT CTG ACG AGC GGG-PH 

NCF1F CAA CTA TGC AGG TGA GCC ATA C 

NCF1R GAC ACG TCT TGC CCT GAC T 

NCF1 FL (Sonde) AGC TGT TGA GGT CAT TCA CAA GCT CC - FL 

NCF1 LC (Sonde) LC640- GGA CGG CTG GTG GGT CAT CAG - PH 

MIP3a F CTG TCT TGG ATA CAC AGA CCG TA 

MIP3a R GGT TCT TTC TGT TCT TGG GCT A 

MIP3a FL (Sonde) GTT GTC TGT GTG CGC AAA TCC AAA - FL 

MIP3a LC (Sonde) LC640- CAG ACT TGG GTG AAA TAT ATT GTG CGT C - PH 

h_ALAS-forw AAT GAG TCG CCA CCC ACG 

h_ALAS-rev CAG CTC CCG CTC TAA GTC CA 

AL2-FL (Sonde) CCT GCC CCA GCA CCA TGT TGT TTC - FL 

AL2 LC (Sonde) LC640- GTG TCC ATA ACT GCC CCA CAC ACC - PH 

 
alle oben aufgeführten Oligonukleotide wurden bei TibMolbiol erworben. 
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4.1.7 Verwendete Pilzstämme 

4.1.7.1 Candida albicans 

Stamm Genotyp Quelle 

SC 5314 Wildtyp (70) 

CAI4[pCIp10] 
∆ura3::imm434/ ∆ura3::imm434+pClp10  
(Integration) (149) 

M119 
∆sap1-3 

∆sap1::hisG/ ∆sap1::hisG; ∆sap2::hisG/ ∆sap2::hisG; ∆sap3::hisG/ 
∆sap3::hisG-URA3-hisG (100) 

M31 
∆sap4-6 

∆sap6::hisG/ ∆sap6::hisG; ∆sap4::hisG/ ∆sap4::hisG; ∆sap5::hisG/ 
∆sap5::hisG-URA3-hisG (186) 

M1188 
∆sap9/10 

∆ura3::imm434/∆ura3::imm434; ∆sap10::hisG/ ∆sap10::hisG; 
∆sap9::hisG/ ∆sap9::hisG-URA3-hisG (1) 

M1018 
∆sap9 

∆ura3::imm434/∆ura3::imm434; ∆sap9::hisG/ ∆sap9::hisG-URA3-
hisG (1) 

M1171 
∆sap10 

∆ura3::imm434/∆ura3::imm434; ∆sap10::hisG/ ∆sap10::hisG-
URA3-hisG (1) 

M1182 
∆sap9[SAP9], Klon 
Re5 

∆ura3::imm434/ ∆ura3::imm434;∆sap10::hisG/ ∆sap10::hisG; 
∆sap9::hisG/ ∆sap9::hisG (1) 

M1180 
∆sap9[pCIP10] 

∆ura3::imm434/ ∆ura3::imm434∆sap9::hisG/ ∆sap9::hisG+pCIp10 
(Integration) (1) 

4.1.7.2 Aspergillus fumigatus 

Stamm Genotyp Quelle 

ATCC 46645 Wildtyp  

A.fumigatus ∆gliP akuBKU80::hpha∆akuB
KU80

;gliP::ble
b
 ∆gliP (104) 

4.1.8 Verwendete Zelltypen 

4.1.8.1 Humane neutrophile Granulozyten aus Frischblut 

 (s. Kap. 4.2.3.1). 
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4.1.9 Medien 

4.1.9.1 Medien für die Pilzkultivierung 

Sabouraud-Medium   16 g Agar-Agar 

     40 g Glucose 

     10 g Bacton-Pepton 

     ad 1 l H2O demin. 

 

Bierwürz-Medium   Bierwürze 

     ad 1 l H2O demin. 

 

M199 Medium    9,8 g M199 

     35,7 g HEPES 

ad 1 l H2O demin., pH auf 4 bzw. 7 einstellen, sterilfiltrieren 

 

SD-Medium    6,7 g Yeast Nitrogen Base ohne Aminosäuren 

     20 g Glucose 

     ad 1 l H2O demin., pH 5,8 

 

YPD-Medium   Lösung A 20g Bacton Pepton 

     10g Bacton yeast Extract 

     ad 200 ml H2O demin., autoklavieren 

 

   Lösung B 20 g Glucose 

     35,7 g HEPES 

     ad 800 ml H2O demin., pH 7 einstellen, sterilfiltrieren 

 

     Lsg. A+B zusammengeben 

4.1.9.2 Medien für die Zellkultur 

Granulozyten-Medium  RPMI 1640 (mit/ ohne Phenolrot) 
     5 % FCS  
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4.1.10 Pufferlösungen 

4.1.10.1 Pufferlösungen für ELISA 

Probenpuffer     3,2 g  NaCl 

0,452 g  Na2HPO4 

0,08 g   KH2PO4 

0.08 g   KCl 

2 g   BSA Fraktion V 

0,4 ml   Tween 20 

400 ml  H2O demin. , pH 7,4 

 

 

Beschichtungspuffer    1,6 g   NaCl 

0,226 g  Na2HPO4 

0,04 g   KH2PO4 

0,04 g   KCl 

200 ml  H2O demin., pH 7,4 

 

 

Waschpuffer     0,624 g  KH2PO4 

0,18 g   EDTA*2H20 

0,2 ml   Tween 20 

400 ml  H2O demin., pH 7,4 

 

 

Substratlösung    Tetramethylbenzidin (TMB) von BD 

 

Stopplösung     0,9 M H2SO4 

4.1.10.2 Pufferlösungen für die Durchflusszytometrie 

AnnexinV-Bindepuffer (10x)  0,1 M HEPES pH 7,4 

     1,4 M NaCl 

     25 mM CaCl2 

     ad 500 ml H2O demin. 

     zur Verwendung 1/10 verdünnen in H2O demin. 
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4.1.10.3 Pufferlösungen für die Mikroskopie 

Fixierlösung    3,7 % Formaldehyd in Ampuwa 

 

Blockierlösung   2 % BSA 

     1 % FCS 

in PBS   
 

4.1.10.4 Pufferlösungen für Microarray-Experimente 

 
Prähybridisierung I   0,1 % Triton X-100 

 

Prähybridisierung II   1 mM HCl 

 

Prähybridisierung III   100 mM KCl 

 

Blocklösung    Schott Nexterion Blocklösung  

Hybridisierungspuffer   Schott Nexterion Hybridisierungspuffer    

 

Waschpuffer I    2X SSC 

     0,2 % SDS 

 

Waschpuffer II   2X SSC  

    

Waschpuffer III   0,2X SSC   
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4.2 Methoden 

4.2.1 Pilze 

4.2.1.1 Kultivierung von Candida albicans 

Zur Langzeitlagerug wurden die verwendeten Stämme bei der Ankunft in Einfriermedium (35 % 

Glycerin) eingerieben und bei -80°C gelagert. 

Am Tag vor dem Experiment wurden die Stämme auf Sabouraud-Platten ausplattiert und über 

Nacht bei 28°C inkubiert. 

Am Tag des Experiments wurden die über Nacht herangezogenen Pilze in 20 ml RPMI 1640 

Medium + 5 % FCS oder in M199-Medium mit einem Wattestäbchen eingerieben. Um Hefen zu 

erhalten, wurden die Pilze entweder in RPMI Medium 2 h bei 22°C, in M199 Medium (pH 4) für 

2,5 h bei 30°C oder in SD-Medium für 2 h bei 30°C inkubiert. Die Schüttlergeschwindigkeit be-

trug in allen Fällen 200 rpm. 

Zur Generierung von C .albicans-Keimschläuchen wurden die Kolben entweder mit RPMI 1640 

Medium + 5 % FCS 1-2 h bei 37°C oder mit M199 Medium (pH 7) 2-3 h bei 30°C geschüttelt 

(200 rpm). Die Inkubationszeit variierte je nach Stamm und gewünschter Keimschlauchlänge, 

welche mikroskopisch überprüft wurde. Die gewünschte Anzahl an Pilzzellen wurde mittels 

Neubauer-Zählkammer nach der Anzucht bestimmt (s. Kap.4.2.3.2). 

4.2.1.2 Kultivierung von Aspergillus fumigatus 

Herstellen einer Konidiensuspension 

10 µl einer Konidienlösung des Wildtyp-Stammes ATCC 46645 oder der gliP- Mutante wurden 

auf Bierwürz-Platten ausplattiert und etwa 3 Tage bei 28°C inkubiert, bis ein dichter, grünlich-

grauer Konidienrasen entstand. Die Platte wurde unter der Sterilwerkbank mit mehreren Millili-

tern destilliertem Wasser übergossen und die Konidien mit einem Wattestäbchen vorsichtig ab-

gerieben. Die so entstandene Suspension wurde anschließend über ein Zellsieb in ein 50 ml 

Falcontube pipettiert, um Myzelreste zu beseitigen. Die Reinheit der Suspension wurde mikro-

skopisch bestätigt und die Konidienzahl auf 2x108 / ml eingestellt. 

Anzucht von Keimschläuchen und Hyphen 

Konidien aus einer Stocklösung (dest. Wasser) wurden in der gewünschten Konzentration in 

einen Erlenmeyerkolben mit 20 ml RPMI 1640-Medium und 5 % FCS gegeben. Nach der Koni-

dienquellung über Nacht bei Raumtemperatur im Schüttler (200 rpm) wurde die Temperatur am 

frühen Morgen mittels Zeitschaltuhr auf 37°C erhöht und die Auskeimung erfolgte, je nach 

Stamm, nach 4-6 h. Die Keimschlauch- oder Myzelbildung wurde mikroskopisch überprüft. 
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4.2.2 Gewinnung von A. fumigatus-Kulturüberständen 

Konidien aus einer frischen Suspension wurden in 50 ml RPMI1640 + 5 % FCS inokuliert und 

24 h bei 37°C und 200 rpm im Schüttler angezogen (Konidienkonzentration: 1x106/ml). Danach 

wurden die Kulturen durch Faltenfilter passiert, um das Myzel zu entfernen. Der Überstand wur-

de mit 0,22 µm-Sterilfiltern filtriert, aliquotiert und bei -20 ° C gelagert. 

4.2.3 Zellkultur 

4.2.3.1 Gewinnung von humanen Granulozyten aus Frischblut 

Freiwilligen Spendern wurde venöses Blut in EDTA-Röhrchen abgenommen. Anschließend er-

folgten die Aufschichtung des mit HBSS-Puffer verdünnten Blutes (Puffer: ein Drittel des Blutvo-

lumens) auf jeweils 5 ml Polymorphprep und eine Zentrifugation (1600 rpm, Raumtemperatur, 

30 min ohne Bremse). Die Granulozyten-Schicht, die nach der Gradientenzentrifugation ent-

stand, lag unter der Schicht aus PBMCs. Die PBMCs wurden zuerst mit einer Plastik-

Pasteurpipette abgesaugt und verworfen, danach wurden die Granulozyten mit einer neuen 

Pasteurpipette abgenommen. Das Volumen dieser Lösung wurde mit HBSS-Puffer auf 20-50 ml 

(je nach Menge) eingestellt und anschließend erfolgte ein Waschschritt (1800 rpm, RT, 2 min). 

Der Überstand wurde verworfen und das Pellet für 5 min bei Raumtemperatur mit 4°C kaltem 

ACK-Lysepuffer behandelt, um verbliebene Erythrozyten zu entfernen. Nach einer weiteren 

Zentrifugation (1800 rpm, RT, 2 min) wurde das Pellet in RPMI1640-Medium + 5 % FCS aufge-

nommen und die Zellzahl eingestellt. 

4.2.3.2 Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe der Neubauer-Zählkammer 

Die zu bestimmende Anzahl an Zellen wurde in einem definierten Volumen resuspendiert. Die 

Zellen (10 µl) wurden dann 1:10 in Trypanblau (30 µl) und Medium (60 µl) verdünnt, um beim 

Auszählen gleichzeitig die lebenden Zellen (weiß) von den abgestorbenen (blau) zu unterschei-

den. Die Zellzahl wurde durch Auszählen in einer Neubauerkammer ermittelt. Die Zellzahl ließ 

sich mit folgender Formel errechnen: 

 

Zellzahl/ml = Anzahl der Zellen pro Großquadrat (oder 16 Kleinquadrate) x 104 

(Volumen des Großquadrates) x 10 (Verdünnung in Trypanblau) 
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4.2.4 Konfrontationsexperimente 

4.2.4.1 Messung der ROI-Freisetzung von humanen Granulozyten 

Die Freisetzung von ROS wurde mit Dichlorfluorescein-Diacetat (DCFH-DA) ermittelt. DCFH-DA 

dringt in die Zellen ein und wird intrazellulär deacetyliert, was dazu führt, dass der Stoff die Zelle 

nicht mehr verlassen kann. Durch ROS wird DCFH zu DCF (Dichlorfluorescein) oxidiert. Dieses 

fluoresziert grün und kann somit als Nachweis für ROS dienen. 

Für ein solches Experiment wurde die Granulozytenzahl auf 4x106/ml eingestellt und 2x107 Zel-

len mit DCF (Endkonzentration 2,5 µM) versetzt. In eine 96-Well-Polypropylenplatte wurden pro 

Well 50 µl des Stimulus (jeweils 4 Wells pro Stimulus) vorgelegt. C. albicans- Keimschläuche 

oder Hefen wurden auf 2x106/ml eingestellt, so dass  in einem Well 1x105 vorlagen. Als Positiv-

kontrolle (Überprüfung der Granulozyten-Aktivierung) wurde Phorbolmyristat-Acetat (PMA) in 

einer Endkonzentration von 50 ng/ml zugegeben. Um Spontanfreisetzung von ROS zu überprü-

fen (Negativkontrolle), wurde Medium verwendet. Nach Vorlegen der Stimuli wurden in jedes 

Well 50 µl der Zellsuspension gegeben. Im Anschluss daran erfolgte die Messung im auf 37°C 

erwärmten Plattenlesegerät bei 485nm/535 nm über einen Zeitverlauf von 2,5 h. 

Der oxidative Burst in Gegenwart des NADPH-Oxidase-Inhibitors Diphenyleneiodoniumchlorid 

DPI (5 µg/ml) oder des Scavengers Glutathion (1 mg/ml) wurde wie folgt ermittelt: die Granulo-

zyten wurden 30 min in Anwesenheit der Substanz bei 37°C vorinkubiert, dann mit DCFH-DA 

versetzt und zu den Stimuli in die Wells gegeben, welche ebenfalls mit den Substanzen in der 

erforderlichen Konzentration versetzt waren. 

4.2.4.2 Chemotaxis 

Mit Hilfe des Transwell-Systems von Costar wurde die Migrationsaktivität der neutrophilen Gra-

nulozyten zu einem Stimulus hin untersucht (Abbildung 4-1). 

 

Für den Versuch wurden Granulozyten in einer Konzentration von 5x106/ml mit dem Farbstoff 

2´7´-bis-(carboxyethyl)-5-(and-6-)-carboxyfluorescein (BCECF-AM; 3,3 µM) für 20 min bei RT 

 
 

Abbildung 4-1: Transwell-System zur Messung der 
Chemotaxis  
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im Dunklen inkubiert, anschließend 2x mit Medium gewaschen und resuspendiert. In der Zwi-

schenzeit wurden in die Wells einer 24-Well Platte die Stimuli (jeweils 500 µl) vorgelegt. Die 

Pilzstämme wurden auf 1x106/ml eingestellt, so dass durch Zugabe von 500 µl Pilzkultur pro 

Well 5x105 Pilze vorlagen. Als Positivkontrolle diente n-formyl-Met-Leu-Phe (fMLP), als Nega-

tivkontrolle Medium. Pro Ansatz mussten je zwei Wells befüllt werden, da ein Well mit Trans-

well-Einsatz versehen wurde und je eines ohne Einsatz als Kontrolle diente. Weil das Gesamt-

volumen am Boden der Wells 600 µl betragen musste, wurden zusätzlich noch 100 µl Medium 

in jene Wells mit Einsatz gegeben. 

Nach Einsetzen der Transwells wurden je 100 µl der Granulozyten in die Kammer gegeben, 

oder, bei den Kontrollen, direkt in das Well. 

Nach einer Inkubationszeit von 1 h bei 37°C wurden die Transwells entfernt und die Fluores-

zenz bei 485/530 nm gemessen. 

4.2.4.3 Abtötungsversuch auf Plattenbasis 

Die Zellzahl der neutrophilen Granulozyten und der Pilze wurden auf je 4x106/ml eingestellt. Die 

Granulozyten wurden für 30 min bei 37°C mit 25 ng/ml PMA vorstimuliert. Je 20 µl der Pilz- und 

Zellsuspension wurden in 2 ml-Eppendorfcups gefüllt (in Duplikaten). Als Kontrolle dienten An-

sätze, die nur Pilze (und 20 µl Medium anstatt der Zellen) enthielten. Die Inkubation erfolgte für 

eine Zeitspanne von 0 h -3 h bei 37°C. Zu den definierten Zeitpunkten wurden die Ansätze mit 2 

ml eiskaltem destilliertem Wasser versetzt und gründlich gevortext, um die Zellen zu lysieren. In 

eine mit je 250 µl PBS / Well gefüllte 96-Well-Platte wurden dann 50 µl des Ansatzes pipettiert, 

durchmischt und anschließend 90 µl auf Sabouraud-Platten ausgestrichen (2 Platten pro An-

satz). 

Die Platten wurden über Nacht bei 37°C bebrütet und am Folgetag mit dem Zählgerät ProtoCol 

ausgewertet. Die zu jeder Probe und jedem Zeitpunkt durchgeführte Kontrolle (Pilze ohne Zel-

len) wurde in der Auswertung als 100 % gesetzt. 

4.2.4.4 XTT-Assay 

Um die Schädigung von C. albicans-Keimschläuchen durch neutrophile Granulozyten zu ermit-

teln, wurde der XTT-Assay (67, 138) mit Modifikationen) angewendet. XTT 

(2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazoliumhydroxid) 

wurde frisch vor dem Versuch in 1x PBS in einer Konzentration von 0,5 mg/ml angesetzt und 

anschließend für 30 min bei 55°C im Wasserbad erwärmt. Koenzym Q0 (2,3-dimethoxy-5-

methyl-1,4-benzoquinon) wurde nach Abkühlen der XTT-Lösung in einer Endkonzentration von 

50 µg/ml zugegeben und die Lösung lichtgeschützt aufbewahrt. 

1x106 Granulozyten in 100 µl und 1x106 C. albicans-Keimschläuche in 100 µl wurden in RPMI 

1640 Medium + 5 % FCS 3 h bei 37°C koinkubiert. Als Kontrollansätze dienten Proben mit Gra-
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nulozyten und Medium (Bestimmung der spontanen Zellschädigung) sowie Keimschläuche und 

Medium (Positivkontrolle). Nach 1 h und nach 3 h wurden die Proben mit 800 µl eiskaltem des-

tilliertem Wasser versetzt und bei 14000 rpm, 4°C für 4 min zentrifugiert. Danach erfolgte ein 

Waschschritt mit 1 ml eiskaltem destillierten Wasser. Das Pellet wurde im Anschluss an den 

Waschschritt in 400 µl der XTT-Lösung gründlich resuspendiert und für eine weitere Stunde bei 

37°C inkubiert. Nach Ablauf der Stunde wurde nochmals für 1 min bei 14000 rpm und 4°C 

zentrifugiert und 100 µl des Überstandes in eine 96-Well-Platte überführt. Die Auswertung er-

folgte am Plattenlesegerät bei einer Wellenlänge von 451 nm. 

Die Schädigung des Pilzes errechnete sich aus den erhaltenen Messwerten wie folgt: 

 

[1-(A450Pilze+PMNs – A450PMNs)/A450Pilze] x100 

4.2.4.5 Apoptose-Quantifizierung mittels Durchflusszytometrie 

Um die durch C. albicans und A. fumigatus verursachte Apoptose von neutrophilen Granulozy-

ten zu bestimmen, wurden die Farbstoffe AnnexinV-FITC und Propidiumiodid verwendet. Dies 

ermöglicht, die Unterscheidung zwischen nekrotischen und apoptotischen Zellen. AnnexinV 

bindet an Phosphatidylserin, welches durch die bei der Apoptose entstehende Umstrukturierung 

der Zellmembran nach außen exponiert wird. AnnexinV-positive Zellen befinden sich im Früh-

stadium der Apoptose. Propidiumiodid hingegen dringt nur in Zellen ein, deren Membran zer-

stört wurde, wie es bei nekrotischen oder spätapoptotischen Zellen der Fall ist. Daher wurden 

nur die ausschließlich AnnexinV-positiven Zellen ausgewertet. 

Pro Ansatz wurden 5x105 Zellen mit 5x105 Pilzen in RPMI 1640-Medium + 5 % FCS koinkubiert. 

Für die Untersuchung der A. fumigatus-Kulturüberstände wurden 1x106 Zellen in 1 ml Kultur-

überstand resuspendiert. Nach definierten Zeitpunkten wurden die Ansätze bei 2500 rpm (RT) 

für 2 min pelletiert, in 500 µl kaltem PBS aufgenommen und durch vorsichtiges Vortexen re-

suspendiert. Nach einer erneuten Zentrifugation wurde das Pellet in 500 µl AnnexinV-

Bindepuffer aufgenommen, wieder zentrifugiert und im AnnexinV-Bindepuffer aufgenommen. 

Die Färbung erfolgte mit 5 µl AnnexinV-FITC und 7 µl Propidiumiodid (aus einer 50 µg/ml Stock-

lösung) für 15 min bei RT im Dunkeln. Danach wurde ein letztes Mal mit AnnexinV-Bindepuffer 

gewaschen und die Ansätze in FACS-Röhrchen überführt. Als Kontrolle dienten ungefärbte Zel-

len (zum Einstellen der Population) sowie für jeden Zeitpunkt gefärbte, aber nicht infizierte Zel-

len (Bestimmung der Spontanapoptose). 

Um den Einfluss reaktiver Sauerstoffspezies auf die Apoptose zu untersuchen, wurden die Zel-

len mit 5 µg/ml DPI vorinkubiert (30 min, 37°C). DPI inhibiert die NADPH-Oxidase und reduziert 

somit die Bildung von ROS erheblich. Nach Zugabe der Pilze wurde die DPI-Konzentration wie-

der auf 5 µg/ml eingestellt und die Ansätze für 2 h bei 37°C inkubiert. Als Kontrollen dienten 

uninfizierte, DPI-behandelte Zellen sowie Zellen, denen die gleiche Menge des Lösungsmittels 
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DMSO zugesetzt worden war. Ebenso wie im DPI-Experiment wurde mit Glutathion (1 mg/ml) 

verfahren. 

Die Messung wurde am FACScalibur durchgeführt (jeweils 10.000 Ereignisse im für die 

Neutrophilen bestimmten Gate wurden gezählt), die Auswertung der Daten erfolgte mit der 

Software CellQuest von BD. 

4.2.4.6 Elastase-Aktivitätsmessung 

Elastase ist ein wichtiger Bestandteil der azurophilen Granula, welche kurz nach der Phagozy-

tose mit dem Phagosom fusionieren und ihre Inhaltsstoffe abgeben. Um die Aktivität der Elasta-

se zu quantifizieren, wurde ein Bisamid-Derivat des Farbstoffs Rhodamin 110  

((CBZ-Ala4)2-R110) verwendet. Dieses nichtfluoreszente Substrat wird durch die Elastase in ein 

fluoreszentes Monoamid und danach in Rhodamin 110 umgewandelt. Mit einer Exzitationswel-

lenlänge von 498 nm und einer Emissionswellenlänge von 521 nm sind die enzymatischen Pro-

dukte dem Fluorescein ähnlich und lassen sich daher im FITC-Kanal des Durchflusszytometers 

gut messen. 

 

Messung der intrazellulären Elastaseaktivität 

5x105 Zellen pro Ansatz (500 µl) wurden mit der gleichen Menge an C. albicans-

Keimschläuchen bzw. Hefen bei 37°C in RPMI 1640-Medium + 5 % FCS koinkubiert. Zu den 

ausgewählten Zeitpunkten (30 min und 2 h) wurden die Zellen bei 1800 rpm für 2 min zentrifu-

giert, der Überstand verworfen und das Pellet in 500 µl HBSS-Puffer aufgenommen. Nach Zu-

gabe des Substrats (4 µM in DMSO) erfolgte ein Inkubationsschritt von 20 min bei 37°C. Um die 

Reaktion zu stoppen, wurden die Proben anschließend sofort auf Eis überführt und mit 7 µl 

Propidiumiodid (50 µg/ml) für 10 min gefärbt. Durch eine weitere Zentrifugation und erneute 

Aufnahme in HBSS-Puffer wurde dann überschüssiges Propidiumiodid entfernt und die Proben 

in FACS-Röhrchen überführt. Die Messung von 10.000 Ereignissen im für Neutrophile gesetz-

ten Gate erfolgte direkt im Anschluss. Als Positivkontrolle diente Zymosan A (25 µg/ml), wel-

ches vor der Zugabe für 15 min in PBS gekocht und anschließend in PBS gewaschen wurde. 

 

Messung der extrazellulären Elastaseaktivität 

Um die Menge an freigesetzter Elastase zu bestimmen, wurden 5x105 Zellen pro Ansatz mit 

ebenso vielen Pilzen wie oben beschrieben koinkubiert. Da in diesem Versuch der Überstand 

und nicht die Zellen selbst untersucht werden sollte, wurde das Experiment in farblosem RPMI 

1640-Medium + 5 % FCS durchgeführt. Ein Ansatzvolumen betrug 100 µl. Zu den bereits oben 

genannten Zeitpunkten wurden die Proben pelletiert, der Überstand vorsichtig abgenommen 

und in eine Polystyrol-96-well-Platte (Nunc MaxiSorp) überführt. Die Messung erfolgte im Plat-

tenlesegerät bei 485nm / 535nm. 
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4.2.5 Fluoreszenzmikroskopische Versuche 

4.2.5.1 Wachstumsinhibitionsversuch 

Das Wachstum von C. albicans- Keimschläuchen ist nachweislich vermindert, wenn neutrophile 

Granulozyten anwesend sind (58). Mit diesem Versuch kann das Ausmaß der Wachstumsinhi-

bition nachgewiesen werden. Die herangezogenen Keimschläuche wurden dafür mit 0,1 mg 

Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) bei 37°C für 15 min gefärbt und anschließend zweimal mit 

Medium gewaschen, bis keine gelbliche Färbung im Überstand mehr zu erkennen war. Dann 

wurden 2x105 der gefärbten Pilze zu 2x105 Granulozyten gegeben (MOI=1) und bei 37°C für 1 h 

inkubiert. Danach erfolgte die Zentrifugation der Proben auf Objektträger im Cytospin mit an-

schließender Fixierung (3,7 % Paraformaldehyd für 15 min, RT). Nach zweimaligem Waschen 

mit PBS wurden die Proben getrocknet und in Eindeckmedium eingebettet. Einige Proben wur-

den zwecks Nukleusdarstellung nach der Fixierung noch mit 4´, 6-Diamidino-2-phenylindol-

Hydrochlorid (DAPI; 10 min, RT, in Blockpuffer) gefärbt. Die nach der Färbung weitergewach-

senen Keimschläuche bleiben ungefärbt. Mittels Durchlicht- und GFP-Kanal konnte am Fluo-

reszenzmikroskop die Länge bestimmt werden. Dafür wurde die AxioVision Software von Zeiss 

verwendet, mit der sich Längen von Objekten in µm messen läßt. Der FITC-gefärbte Teil und 

der ungefärbte, weiter gewachsene Teil wurden separat vermessen und das Wachstum folgen-

dermaßen berechnet:  

 

Wachstum [%] = Länge (ungefärbter Teil) x100 / Länge (gefärbter Teil) 

4.2.5.2 Nachweis von Elastase und NETs mittels Immunfluoreszenz 

In die Wells einer 24-Well-Platte wurden steril autoklavierte, kleine runde Deckgläser gegeben 

und diese vor Beginn des Versuchs mit Poly-L-Lysin beschichtet, da neutrophile Granulozyten 

nur bei Stimulation adhärent werden und ansonsten leicht weggewaschen werden können. Da-

zu wurden je 100 µl Poly-L-Lysin auf jedes Deckgläschen pipettiert und für 15 min bei RT unter 

der Sterilwerkbank bei RT inkubiert. Anschließend wurde das Poly-L-Lysin wieder vorsichtig 

abgenommen und mit 500 µl PBS gewaschen. Es folgte eine Lufttrocknung der Deckgläschen 

für 5-10 min unter der Sterilwerkbank. Die Pilze wurden wie bereits in Kap. 4.2.5.1 beschrieben 

gefärbt. Jeweils 5x105 Granulozyten pro Ansatz und eine variierende Menge Pilze (MOI 2, 3 

und 5) wurden dann in die Wells mit den Deckgläschen gegeben und die Platte bei RT für 3 min 

bei 1000 rpm zentrifugiert. Es folgte die Koinkubation bei 37°C / 5 % CO2 und die Fixierung mit 

300 µl 3,7 % Formaldehyd für 15 min bei RT. Die Platte sollte aufgrund der bereits gefärbten 

Pilze dunkel stehen. Nach der Fixierung wurden die Proben 1x mit 500 µl PBS vorsichtig gewa-

schen und dann für 45 min mit Blockierlösung bei RT geblockt. Der Erstantikörper, in diesem 

Falle anti-Elastase, wurde 1/500 in Blockierlösung verdünnt und im Anschluss an das Blocken 
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zugegeben. Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 4°C. Am nächsten Tag wurden die Proben 

einmal mit PBS gewaschen und der Zweitantikörper (Ziege anti-Kaninchen, Alexa 546) in einer 

1/200-Verdünnung in Blockierlösung zugegeben. Die Inkubation erfolgte bei RT für 30 min, in 

den letzten 10 min wurde DAPI zugegeben. Nach einem erneuten Waschschritt mit PBS wur-

den die Deckgläschen äußerst vorsichtig mit einer Pinzette aus den Wells geholt und mit den 

Pilzen/Zellen nach unten auf einen Objektträger gelegt, auf den vorher ein Tropfen Eindeckme-

dium gegeben worden war. Die mikroskopische Auswertung erfolgte einen Tag später nach 

Aushärtung des Eindeckmediums. 

4.2.6 Proteinanalysen 

4.2.6.1 Zytokin-ELISA (IL-8) 

Zur Analyse der aus Candida-Granulozyten-Kokulturen gewonnenen Zytokin-Überständen wur-

de das ELISA CytoSetTM für IL-8 von Biosource verwendet. Alle verwendeten Lösungen sind im 

Materialteil aufgelistet. Zur Analyse der Zytokinüberstände wurden 96-Well MaxiSorp Mikroti-

terplatten mit entsprechend verdünntem Beschichtungsantikörper über Nacht bei 4°C inkubiert. 

Am nächsten Tag wurde die Platte einmal mit dem Waschpuffer gewaschen und anschließend 

wurden 250 µl von dem Probenpuffer für 1 h in jedes Well pipettiert, um die unspezifischen Bin-

dungsstellen abzublocken. Währenddessen wurden die Zytokinüberstände (1:5 und 1:10) und 

die Standards (1:2) im Probenpuffer verdünnt. Je 100 µl wurden von der Standardreihe (doppel-

ter Ansatz) und von den verdünnten Proben (doppelter Ansatz) in die Wells pipettiert. Sofort 

danach wurde 50 µl von dem entsprechend verdünnten Nachweis-antikörper in jedes Well ge-

geben. Anschließend wurde die Platte für 2 h bei kontinuierlichem Schütteln bei Raumtempera-

tur inkubiert. Danach wurden die Wells dreimal mit Waschpuffer gewaschen und dann 100 µl 

von entsprechend verdünnter Streptavidin-HRP Lösung in jedes Well gegeben und weitere 30 

min kontinuierlich geschüttelt. Danach wurde die Platte wieder dreimal mit Waschpuffer gewa-

schen. Anschließend wurden 100 µl von der frisch angesetzten TMB-Lösung in jedes Well pi-

pettiert und ein letztes Mal für 30 min bei kontinuierlichem Schütteln bei Raumtemperatur inku-

biert. Zum Schluss wurde in jedes Well 100 µl von der Stopplösung (0,9 M H2SO4) gegeben. 

Anschließend (innerhalb von 30 min) wurde die optische Dichte der einzelnen Lösungen bei 

einer Wellenlänge von 450 nm und einer Bezugswellenlänge von 650 nm bestimmt. Die Durch-

führung erfolgte nach Anleitung des Herstellers. 
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4.2.7 Transkriptomuntersuchungen 

4.2.7.1 Infektion von neutrophilen Granulozyten mit A. fumigatus-Hyphen 

Für die Microarray-Analysen wurden 1x107 Granulozyten mit und ohne 1x107 A. fumigatus--

Hyphen in RPMI 1640-Medium + 5 % FCS bei 37°C koinkubiert (Volumen pro Probe: 1 ml). 

Jedem Ansatz wurde vor Beginn der Koinkubation 1 µl RNAse-Inhibitor zugegeben. Von vier 

verschiedenen Spendern wurde Gesamt-RNA aus folgenden Proben isoliert: 

 

• infiziert mit A. fumigatus-Hyphen für 2 h 

• Kontrollzellen 2 h 

• infiziert mit A. fumigatus-Hyphen für 6 h 

• Kontrollzellen 6 h 

4.2.7.2 Isolierung von RNA aus neutrophilen Granulozyten 

Zur RNA-Extraktion wurde TRIzol, ein Gemisch aus Phenol und Guanidiumisothiocyanat, ver-

wendet, da auf diese Weise die qualitativ beste RNA gewonnen werden konnte. Alle Arbeiten 

mit RNA erfolgtem unter einem gereinigten Abzug und unter Verwendung von RNAse- freien 

Lösungen und Pipettenspitzen. 

Nach dem Pelletieren der Proben (2500 rpm, Raumtemperatur, 2 min) wurde pro Probe 1 ml 

TRIzol zum Pellet gegeben, kräftig auf- und abpipettiert und 5 min bei RT inkubiert. Nach der 

Zugabe von 200 µl Chloroform wurden die Eppendorfcups für 15 s kräftig von Hand geschüttelt 

und im Anschluss daran für 2-3 min bei RT inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation für 15 min bei 

12000 g und 4°C, bei der sich das Phenol-Probengemisch in drei Phasen auftrennt: im unteren 

Drittel des Reaktionsgefäßes befindet sich die rötliche Phenol-Chloroform-Phase, darüber eine 

weißliche Interphase und darüber die wässrige, RNA-haltige Phase. Diese wurde vorsichtig 

abgenommen, in neue Eppendorfcups überführt und sofort mit 500 µl Isopropanol versetzt. 

Nach dem Durchmischen der Proben durch vorsichtiges Schwenken folgte eine Inkubation bei 

RT für 10 min, danach eine Zentrifugation bei 12000 g und 4°C für 10 min. Das entstandene 

Pellet war durchsichtig und der Überstand musste dementsprechend vorsichtig abgenommen 

werden. Das Pellet wurde in 75 % Ethanol gewaschen (7500 g, 5 min, 4°C) und anschließend 5 

min bei RT in der Vakuumzentrifuge ohne Heizung getrocknet, wobei unbedingt darauf zu ach-

ten war, dass der Überstand vorher sehr sauber abgenommen wurde. 

Die Resuspendierung der RNA-Pellets erfolgte in 15 µl RNAse-freiem Wasser im Heizblock bei 

50°C für 5 min. Die Proben wurden bis zu ihrer weiteren Verwertung bei -80°C gelagert. 

Die Quantifizierung der enthaltenen RNA wurde mit Hilfe des NanoDrop durchgeführt, die Quali-

tätskontrolle erfolgte mit den RNA Nano Chips für den Agilent Bioanalyzer.  
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4.2.7.3 Amplifikation der RNA 

Die Amplifikation von RNA dient der mRNA-Vermehrung, um die für einen Microarray oder ein 

ähnliches Experiment benötigte Menge an mRNA zu gewinnen. Die RNA wird hierfür zunächst 

in cDNA umgeschrieben, welche am 5´Ende eine T7-Promoter-Sequenz enthält. Dann erfolgt 

die Zweitstrangsynthese. Die daraus entstandene, zuvor aufgereinigte doppelsträngige DNA 

dient als Template für die in vitro-Transkription. 

Die Amplifikation der in dieser Arbeit verwendeten RNA wurde mit dem MessageAmpII-aRNA-

Amplifikationskit von Ambion nach Anweisungen des Herstellers durchgeführt.  

4.2.7.4 cDNA-Synthese und Labeling  

Um in der Transkriptionsanalyse aussagekräftige Ergebnisse zu erhalten, wurden in diesem 

Experiment ein Pool aller Proben mit jeder einzelnen Probe verglichen (s. Liste in Kap. 4.2.7.1). 

Für die Hybridisierung musste die amplifizierte RNA wieder in cDNA umgeschrieben werden, 

wobei die Farbstoffe Cy3 (zu untersuchende Proben) und Cy5 (Pool) inkorporiert wurden. Nach 

der cDNA-Synthese wurden dann jeweils Pool und Probe zusammengegeben und aufgereinigt. 

Die genaue Durchführung ist dem Protokollheft des LabelStar Aray Kit von Qiagen zu entneh-

men. 

4.2.7.5 Design der Sonden 

In Anlehnung an bereits durchgeführte Microarray-Experimente der AG Löffler wurden interes-

sante Gene, welche offenbar in den Inflammationsprozess involviert sind, ausgewählt und die 

Sonden (55-70-mere in Antisense-Orientierung) durch die Firma Operon synthetisiert. Beratung 

bei Auswahl und Design der Sonden erfolgte durch Frau Dr. Hauser vom Institut für Grenzflä-

chen- und Bioverfahrenstechnik (IGB) der Fraunhofer-Gesellschaft in Stuttgart. Eine Liste aller 

verwendeten Sonden inklusive Kontrollen findet sich im Anhang in den Tabellen 8-1 bis 8-3.  

4.2.7.6 Hybridisierung und Auswertung 

Die für diesen Array bedruckten Epoxy-Slides wurden vor der Nutzung prähybridisiert (waschen 

in folgenden Puffern: Puffer I 5 min, Puffer II 2x2 min, Puffer III 10 min, H2O demin. für 1 min) 

Für die Blockierung wurden die Slides für 15 min bei 50°C in Blocklösung inkubiert und im An-

schluss daran für 1 min mit H2O demin. gewaschen. Durch eine kurze Zentrifugation (2 min, 200 

g, RT) wurden die Slides getrocknet. Die zu hybridisierenden Proben (20 µl) wurden in 480 µl 

Hybridisierungspuffer aufgenommen und für 3 min gekocht. Direkt danach erfolgte die Hybridi-

sierung auf den Slides über Nacht bei 42°C. Am nächsten Morgen wurden die Slides in folgen-

den Puffern gewaschen: 15 min Waschpuffer I, 15 min Waschpuffer II, 15 min Waschpuffer III. 

Um die Slides zu trocknen, wurden sie für 5 min bei 800 rpm und RT zentrifugiert, das Einscan-

nen erfolgte direkt im Anschluss mit dem Scanner ScanArray 4000. Das Setzen der Grids für 
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die Auswertung wurde mit dem Programm ScanAlyze durchgeführt, die Auswertung der Arrays 

erfolgte dann im IZKF-Microarraylabor der Universität Würzburg durch Frau Dr. Kneitz. 

4.2.7.7 Quantitative RT-PCR  

Mit der quantitativen RT-PCR kann im Vergleich zur konventionellen PCR die Menge an PCR-

Produkten bestimmt werden. Voraussetzung für die Durchführung der qRT-PCR ist der Einsatz 

von genspezifischen Primern und Hybridisierungssonden. Pro Gen werden neben den Primern 

eine Fluorescein-gekoppelte und eine LC640-gekoppelte Sonde eingesetzt. Beide sind spezi-

fisch für ein bestimmtes PCR-Produkt und lagern sich im Abstand von ein bis zwei Basenpaa-

ren an dieses an. Der zweite Farbstoff kann Licht nur emittieren, wenn er durch den ersten 

Farbstoff angeregt wird. Dieser Vorgang wird als „fluorescence resonance energy transfer“ 

(FRET) bezeichnet und setzt voraus, dass beide Sonden direkt nebeneinander gebunden ha-

ben. Dadurch ist es möglich, die Menge eines PCR-Produktes nach jedem Zyklus zu quantifi-

zieren. 

Die qRT-PCR wurde mit dem Light Cycler FastStart DNA Master HybrProbe Kit (Roche) im La-

bor der AG Löffler durchgeführt. Das Kit enthält die Taq-Polymerase, die vor ihrer Verwendung 

mit 60 µl Reaktionsmix (Reaktionspuffer, dNTPs, 10 mM MgCl2) versetzt wurde. In den Kapilla-

ren wurden jeweils 17 µl Mastermix (s.unten) mit 25 ng (ad 3 µl) cDNA oder 3 µl Wasser (Nega-

tivkontrolle) gemischt. 

 

Mastermix für die qRT-PCR im Light Cycler: 

 
Reagenz  Volumen  Endkonzentration 
 
H2O   ad 17 µl  -/-   

Taq-Mix (10X)  2 µl   1X 

25 mM MgCl2  2,4 µl   4 mM (3 mM durch das MgCl2, 1 mM aus Taq-Mix) 

je Primer (5 µM) 0,5 µl   125 nm 

je Sonde (3 µM) 0,5 µl   75 nm  

 

Die Kapillaren wurden bei 2.000 rpm für 5 s zentrifugiert und in das Light Cycler-Karussell ge-

setzt. Anschließend lief die PCR unter folgenden Bedingungen ab: 

 

Enzymaktivierung 95 °C  8 min  1 Zyklus 

Denaturierung  95 °C  9 s  50 Zyklen 

Hybridisierung  54 °C  15 s  50 Zyklen 

Elongation  72 °C  20 s  50 Zyklen 

Kühlung  40 °C  5 min  1 Zyklus 



Material und Methoden 

45 

Die Messwerte für die einzelnen Gene wurden gegen das Housekeeping-Gen hALAS normali-

siert. 

Nachdem die „Cycle thresholds“ (ct) von hALAS mit Hilfe des Light Cyclers ermittelt waren, 

wurden diese mit den ct-Werten des zu untersuchenden Gens verrechnet (Normalisierung). Der 

Cycle Threshold ist definiert als die Zyklenzahl, bei der sich das Fluoreszenzsignal des PCR-

Produktes signifikant vom Hintergrundsignal abhebt. Somit lässt sich mit Hilfe der Cycle Thres-

holds eine vergleichende quantitative Aussage über die Ausgangs-DNA-Menge in einer Probe 

machen. Die Normalisierung unter Zuhilfenahme der Cycle Thresholds geschah, unter der An-

nahme einer maximalen Amplifikationseffizienz von 100 %, mit Hilfe der ∆∆ct - Methode. 

 

∆ct = ct Testgen - ct Housekeeping-Gen 

∆∆ct = ∆ct Gen (infiziert) - ∆ct Gen (uninfiziert) 

 

n-fache Expression (Testgen/Kontrollgen): 2 - ∆∆ct 

 

 



Ergebnisse 

46 

5 Ergebnisse 

5.1 Untersuchungen zum Phänotyp der Mutanten 

Die Deletion von SAP9 und/oder SAP10 führt bei Anzucht in SD-Medium zu einem Spros-

sungsdefekt und damit einhergehender Klumpenbildung der Pilze (1). In dieser Arbeit wurden 

die Mutanten in RPMI1640 + 5 % FCS für zwei Stunden angezogen. Eine leichte Klumpung zu 

diesem Zeitpunkt war lediglich bei der ∆sap10-Mutante festzustellen und auch hier war eine 

Zählung noch gut möglich. Wurden die Pilze für 2 h in SD-Medium angezogen, zeigte sich, dass 

nach dieser kurzen Zeit auch in diesem Medium keine nennenswerte Klumpung stattfand 

(Abbildung 5-1). 

Um zu klären, ob die fehlende Klumpenbildung der Mutanten eine Folge des Mediums darstellt 

oder ob dieser Effekt auf der kurzen Anzuchtzeit von 2 h beruht, wurden Übernachtkulturen je-

weils in RPMI- und SD-Medium am Folgetag mikroskopisch untersucht. Es zeigte sich, dass der 

Wildtyp in beiden Medien mit guter Abtrennung der Tochterzellen wuchs, während die Mutanten 

in SD-Medium die von Albrecht et al. beschriebene Klumpenbildung aufgrund des Teilungsde-

fekts aufwiesen (1). Die ∆sap9-Mutante bildete in RPMI-Medium keine Klumpen, während das 

Wachstum der ∆sap10-Mutante auch in RPMI zu Pilz-Aggregaten führte (Abbildung 5-2). Dem-

nach ist der klumpige Phänotyp in erster Linie vom Medium abhängig. Die Klumpenbildung der 

∆sap10-Mutante in RPMI-Medium deutet darauf hin, dass bei dieser Mutante der Effekt noch 

ausgeprägter ist als bei der ∆sap9-Mutante und eine längere Kultivierung hier unabhängig vom 

Medium zum beobachteten Phänotyp führt. 

Die Analyse der Filamentierungskinetiken ergab, dass die ∆sap1-3- und ∆sap4-6-Mutanten sich 

in ihrer Filamentierung nicht vom Wildtyp unterschieden und nach 1,5 h etwa 5 µm große Keim-

schläuche gebildet hatten. Diese Keimschlauchlänge war bei der ∆sap9/10- und der ∆sap9-

Mutante 30 min später erreicht. Die verzögerte Auskeimung beruht auf der Deletion von SAP9, 

da die ∆sap10-Einzelmutante zeitgleich mit dem Wildtyp auskeimte. Die Komplementierung von 

SAP9 in der ∆sap9-Mutante führte ebenfalls wieder zu schnellerer Auskeimung. Um diese 

stammabhängigen Differenzen zu synchronisieren, wurden die ∆sap9/10- und die ∆sap9-

Mutanten 30 min früher als die anderen Stämme inokuliert und im Schüttler platziert. Zusätzlich 

erfolgte eine regelmäßige mikroskopische Kontrolle der Stämme. Auf diese Weise konnte aus-

geschlossen werden, dass auftretende Unterschiede der Stämme in ihrer Interaktion mit den 

Zellen aus unterschiedlicher Keimschlauchlänge resultieren. 

Die Generierung von C. albicans-Mutanten ist mit Manipulationen im URA3-Lokus des Genoms 

verbunden (56). Der Wildtyp-Stamm CAI4+pClp10 entstammt dem in dieser Arbeit verwendeten 

Wildtyp SC5314, wurde aber im URA3-Lokus manipuliert und trägt das leere Plasmid pClp10. In 



Ergebnisse 

47 

Experimenten zur ROS-Freisetzung der neutrophilen Granulozyten wurde der Wildtyp SC5314 

mit CAI4+pClp10 verglichen (s. Kap. 5.3). 

Um zu untersuchen, ob die Expression des leeren Plasmids allein eine Auswirkung auf die In-

teraktion mit neutrophilen Granulozyten hat, wurden in Experimenten zur ROS-Freisetzung die 

∆sap9-Einzelmutante mit dem leeren Plasmid pClp10 mit der ∆sap9-Einzelmutante ohne Plas-

mid verglichen (s. Kap. 5.3). 

 

 

 
 

Abbildung 5-1: Das Wachstumsverhalten der verschiedenen Stämme nach 2 h 

Wildtyp, ∆sap9 und ∆sap10 wurden für 2 h in SD-Medium bei 30°C oder in RPMI + 5 %  
FCS bei 22°C angezogen und lichtmikroskopisch analysiert (Objektiv: 40X). 
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Abbildung 5-2: Das Wachstumsverhalten der verschiedenen Stämme nach Übernacht-Anzucht 

Wildtyp, ∆sap9 und ∆sap10 wurden für ca. 16 h in SD-Medium bei 30°C oder in RPMI + 5 % FCS bei 
22°C angezogen und lichtmikroskopisch analysiert (Objektiv: 40X). 
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5.2 Die Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten wird 
durch eine Deletion von SAP9 reduziert 

Chemotaxis, die gerichtete Migration neutrophiler Granulozyten zu einem Stimulus, kann durch 

C. albicans induziert werden (47, 187, 240). Die Rolle der Saps bei diesem Prozess wurde bis 

jetzt noch nicht untersucht. Das für diesen Versuch verwendete Transwell-System besteht aus 

Filter-Einsätzen für 24-Well-Platten mit einer Porengröße von 3 µm. Nur wenn die etwa 15 µm 

neutrophilen Granulozyten hinreichend aktiviert werden, migrieren sie durch die Poren zu der 

chemotaktisch wirkenden Substanz.  

Um den Einfluss der Saps auf die Migrationsaktivität zu überprüfen, wurden zunächst Hefen 

und 5-10 µm große Keimschläuche des Wildtyps sowie der SAP-Dreifachdeletionsmutanten 

getestet.  

Während Wildtyp-Hefen eine nur wenig über der Spontanmigration liegende Migrationsreaktion 

von 19 ± 5 % auslösten und keine der Mutanten sich signifikant vom Wildtyp unterschied (Abbil-

dung 5-3), induzierten die Keimschläuche des Wildtyps eine Chemotaxis von 65 ± 26 % 

(Abbildung 5-4). Die Koinkubation mit der ∆sap1-3-Mutante (65 ± 35 %) und der ∆sap4-6-

Mutante (68 ± 22 %) führte nicht zu signifikanten Veränderungen im Vergleich zum Wildtyp, die 

Migration zu den Keimschläuchen der ∆sap9/10-Mutante war mit 42 ± 10 % signifikant reduziert 

(Abbildung 5-4). Um zu überprüfen, ob die Deletion von SAP9 oder SAP10 die Ursache für die-

sen Effekt war oder es sich um einen Synergismus handelte, wurden im Anschluss an die Mehr-

fachmutanten auch die Einzelmutanten getestet. Hier zeigte sich, dass eine Deletion von SAP9 

 
 

Abbildung 5-3: Hefen sind schwache Induktoren einer SAP-unabhängigen 
Chemotaxis 

Die Migration von neutrophilen Granulozyten zu Wildtyp- und SAP-Mutanten 
(Hefen) nach einer Stunde Koinkubation. Dargestellt sind die Mittelwerte von 
mehr als fünf Experimenten mit Standardabweichung. fMLP: Positivkontrolle; 
Medium: Negativkontrolle. 
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allein ausreichte, um die Migration neutrophiler Granulozyten stark zu vermindern (29 ± 4 %). 

Eine SAP10-Einzelmutante zeigte ein dem Wildtyp ähnliches Aktivierungspotential (58 ± 34 %). 

Die komplementierte Version der ∆sap9-Mutante exprimiert SAP9 auf dem Plasmid pClp10. Auf 

diese Weise konnte der reduzierende Effekt auf die Chemotaxis rückgängig gemacht und belegt 

werden, dass es sich in der Tat um einen SAP9-abhängigen Mechanismus handelt (Abbildung 

5-4). 

Durch Sekretion des Zytokins IL-8 können neutrophile Granulozyten ihre eigene Migrationsakti-

vität verstärken. IL-8 Sekretion wird besonders durch die filamentöse Wachstumsform von C. 

albicans induziert (240). Um zu untersuchen, ob die Deletion der Aspartatprotease SAP9 auch 

auf die Sekretion von IL-8 und somit auf die Rekrutierung weiterer Granulozyten einen Einfluss 

hat, wurden Hefen und Keimschläuche des Wildtyps sowie der SAP9-Mutanten für 6 h und 8 h 

mit Granulozyten inkubiert und der Überstand mittels ELISA auf IL-8 getestet. Nach 6 h zeigte 

sich ein Unterschied in der Zytokinproduktion zwischen Wildtyp-Hefen (1645 ± 351 pg/ml) und 

Keimschläuchen (2105 ± 663 pg/ml), welcher nach 8 h allerdings kleiner wurde, da die Menge 

an sezerniertem IL-8 bei Keimschläuchen gleich blieb und bei Hefen noch anstieg (Abbildung 

5-5).  

 

 
 

Abbildung 5-4: Keimschläuche induzieren eine SAP9-abhängige Migration 

Migration von  neutrophilen Granulozyten zu Wildtyp-und SAP-Mutanten nach 
einer Stunde Koinkubation. Dargestellt sind die Mittelwerte von mehr als fünf 
Experimenten mit Standardabweichung. fMLP: Positivkontrolle; Medium: Nega-
tivkontrolle. 
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Nach 6 h war die Zytokinsekretion als Reaktion auf ∆sap9/10- und ∆sap9-Hefen reduziert (1262 

± 233 pg/ml bzw. 1283 ± 301 pg/ml). Diese Unterschiede waren sowohl nach 6 h als auch nach 

8 h (∆sap9/10: 1576 ± 405 bzw. ∆sap9: 1594 ± 329 pg/ml) ohne Signifikanz. Keimschläuche 

der ∆sap9/10-Mutante sowie der ∆sap9-Mutante unterschieden sich zu beiden Zeitpunkten 

nicht signifikant vom Wildtyp.  

 
 

Abbildung 5-5: IL-8-Sekretion von neutrophilen Granulozyten als Reaktion auf C. 
albicans 

Die Überstände von Kokulturen wurden nach 6 h und 8 h abgenommen und mittels 
ELISA auf ihren IL-8-Gehalt überprüft. Kontrolle: Medium und Granulozyten. Darge-
stellt sind die Mittelwerte von mindestens drei Experimenten mit Standardabweichung. 
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5.3 Die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies wird 
durch SAP9 beeinflusst 

Um den Einfluss sezernierter Aspartatproteasen auf den oxidativen Burst neutrophiler Granulo-

zyten zu untersuchen, wurden neutrophile Granulozyten mit dem Wildtyp sowie zunächst mit 

den Dreifachmutanten (∆sap1-3, ∆sap4-6, ∆sap9/10) koinkubiert. Die Erfassung der ROS-

Freisetzung erfolgte mit Dichlorfluorescein (s. Kap. 4.2.4.1) über einen Zeitverlauf von 2,5 h. Es 

wurden sowohl Hefen als auch 5-10 µm lange Keimschläuche in diesem Experiment verwendet. 

Da die Trockengewichtsdifferenz zwischen Hefen und Keimschläuchen unter 20 % lag, konnte 

gewährleistet werden, dass es sich bei den Ergebnissen um morphotypspezifische und nicht 

um biomassenabhängige Reaktionen handelt. Im Verlauf der Experimente mit Hefen zeigte 

sich, dass die ∆sap1-3- und die ∆sap4-6-Mutanten einen ähnlichen oxidativen Burst auslösten 

wie der Wildtyp, während die ∆sap9/10-Mutante dazu nicht in der Lage war. Stattdessen war 

die ROS-Freisetzung signifikant reduziert (Abbildung 5-6). 

 

Das Gleiche wurde für Keimschläuche beobachtet, welche generell eine deutlich höhere ROS-

Freisetzung provozierten. Auch hier war der oxidative Burst bei der ∆sap9/10-Mutante stark 

vermindert. Eine Zeitpunktanalyse zeigte eine ROS-Reduktion nach 100 min Koinkubation für 

die ∆sap9/10-Hefen (3-faches der Kontrolle, im Vergleich der Wildtyp: 7-faches ± 3-faches der 

Kontrolle, p=0,02; Abbildung 5-6). Dieser Effekt war ähnlich mit Keimschläuchen als Stimulus 

(∆sap9/10: 13 ± 3-faches der Kontrolle; Wildtyp: 21 ± 6-faches der Kontrolle, p= 0,04; Abbildung 

5-7). Die jeweiligen Einzelmutanten wurden ebenfalls getestet, um herauszufinden, welche der 

 
 

Abbildung 5-6: SAP9 beeinflusst den Hefe-induzierten oxidativen Burst 

Darstellung des oxidativen Bursts als Reaktion auf C. albicans-Hefen 
(MOI=0,5) zum Zeitpunkt t= 100 min als Steigerung im Verhältnis zur Kon-
trolle (Medium und Granulozyten). Dargestellt sind die Mittelwerte von mehr 
als 5 Experimenten mit Standardabweichung. 
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beiden Proteasen diesen Effekt verursachte. Es zeigte sich, dass, ähnlich wie bei der Chemota-

xis, eine ∆sap10-Mutante keinen Effekt auf die ROS-Freisetzung verglichen zum Wildtyp hatte. 

Im Kontrast dazu führte eine ∆sap9-Mutante zu einer deutlichen Reduktion des oxidativen 

Bursts, was sowohl für Keimschläuche (12 ± 6-faches der Kontrolle; p ≤ 0,01) als auch für He-

fen (1,9-faches der Kontrolle; p ≤ 0,01) galt. 

 

Die Effekte der ∆sap9-Mutante konnten aufgehoben werden, wenn die komplementierte Mutan-

te verwendet wurde, welche SAP9 auf dem Plasmid pClp10 kodiert (Abbildung 5-6 und 

Abbildung 5-7). Um zu bestätigen, dass die Rekonstitution des Wildtyp-ähnlichen oxidativen 

Bursts der Komplementante ein Effekt der Deletion von SAP9 und nicht des Plasmids selbst ist, 

wurde eine ∆sap9-Mutante mit leerem Plasmid (Stamm M1180) getestet. Die ROS-Freisetzung 

entsprach hier der Mutante ohne Plasmid (Abbildung 5-8 A). 

 
 

Abbildung 5-7: SAP9 beeinflusst den keimschlauch-induzierten oxidativen Burst 

Darstellung des oxidativen Bursts als Reaktion auf C. albicans-Keimschläuche 
(MOI=0,5) zum Zeitpunkt t= 100 min als Steigerung im Verhältnis zur Kontrolle (Me-
dium und Granulozyten). Dargestellt sind die Mittelwerte von mehr als 5 Experimen-
ten mit Standardabweichung. 



Ergebnisse 

54 

 
 

Abbildung 5-8: Kontrollen 
 

A: Expression des Plasmids pClp10 in der SAP9-Deletionsmutante hat keinen Einfluss auf 
die ROS-Freisetzung 
B: Manipulation des URA3-Lokus hat keinen Einfluss auf die ROS- Freisetzung 
C: die Anzucht der Pilze in SD-Medium hat keinen Einfluss auf die ROS-Freisetzung. 
Darstellung der oxdativen Reaktion zum Zeitpunkt t = 100 min als Steigerung im Verhältnis 
zur Kontrolle (Medium und Granulozyten). Dargestellt sind die Mittelwerte von mehr als drei 
Experimenten mit Standardabweichung. 
 

A 

B 

C 
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Des Weiteren musste untersucht werden, ob die Manipulation des URA3-Lokus durch die Gen-

deletion einen Einfluss auf das Verhalten der neutrophilen Granulozyten hat. Der Stamm 

CAI4+pClp10 entstammt dem Wildtyp SC5314, wurde aber im URA3-Lokus manipuliert und 

trägt das leere Plasmid pClp10. Mit beiden Morphotypen dieses Stammes wurden ebenfalls 

Messungen des oxidativen Burst durchgeführt, welche sich nicht von denen des Wildtyps 

SC5314 unterschieden (Abbildung 5-8 B). Dies lässt darauf schließen, dass die URA3-

Manipulation die Reaktion der neutrophilen Granulozyten nicht beinflusst und die beobachteten 

Effekte der ∆sap9-Mutante ausschließlich auf Deletion und Reintegration des SAP9-Gens be-

ruhen. 

Um zu untersuchen, ob die beobachteten Effekte der Δsap9-Mutante abhängig vom Anzucht-

medium sind, wurden die Pilze für 2 h in SD-Medium bei 30 °C statt in RPMI-Medium angezo-

gen, ausgezählt und in RPMI-Medium aufgenommen. Messungen des oxidativen Bursts zeig-

ten, dass Wildtyp, Δsap9- und Δsap10-Mutante die gleichen Einflüsse auf den oxidativen Burst 

hatten wie in RPMI angezogenen Pilze (Abbildung 5-8 C). 
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5.4 Die durch C. albicans induzierte Apoptose wird durch 
Deletion von SAP9 reduziert 

Die Apoptose neutrophiler Granulozyten kann durch verschiedene Mikroorganismen induziert 

werden. Das Absterben der neutrophilen Granulozyten führt zu einer raschen Phagozytose 

durch Makrophagen, wodurch das umliegende Gewebe vor austretenden ROS geschützt wird 

(98, 235, 241). Um die Auswirkungen lebender C. albicans auf die Apoptose von neutrophilen 

Granulozyten und eine eventuelle Rolle der Saps in der Induktion des programmierten Zelltodes 

zu untersuchen, wurden 5x105 Granulozyten und 5x105 Pilze für 1-3 h koinkubiert und zu den 

angegebenen Zeitpunkten mit AnnexinV-FITC und Propidiumiodid gefärbt.  

Nach einer Stunde war der Anteil der apoptotischen Zellen noch gering und Unterschiede zwi-

schen Morphotypen und Stämmen nicht signifikant erkennbar (Abbildung 5-9). 

 

Die Apoptoserate stieg nach 2 h signifikant an, wenn die Zellen mit Wildtyp-Keimschläuchen 

inkubiert wurden, während Wildtyp-Hefen nur geringe Effekte auf die Apoptose hatten (Hefen: 

12 ± 7 % , Keimschläuche: 34 ± 18 %; p ≤ 0,001, Abbildung 5-10). Wie auch schon bei der 

Chemotaxis oder beim oxidativen Burst beobachtet, unterschieden sich die Deletionsmutanten 

∆sap1-3 (Hefen: 15 ± 8 %, Keimschläuche: 33 ± 5 %) und ∆sap4-6 (Hefen: 18 %, Keimschläu-

che: 35 ± 18 %) nicht deutlich vom Wildtyp, weder bei Hefen als eingesetztem Stimulus noch 

bei Keimschläuchen (Abbildung 5-10). Jedoch führte die Koinkubation mit Keimschläuchen der 

∆sap9/10-Mutante (15,4 ±  5 %; p = 0,02) und der ∆sap9-Mutante (10,4 ± 6 %; p ≤ 0,01) zu 

 
 

Abbildung 5-9: C. albicans-induzierte Apoptose nach einer Stunde 

Nur Annexin-positive, PI-negative Zellen wurden als apoptotisch angesehen. Mittelwerte aus 
mindestens fünf Experimenten mit Standard-abweichung.Kontrolle:Medium und Granulozyten. 
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signifikant verringerter Apoptose (Abbildung 5-10). Die Hefen dieser beiden Mutanten lösten 

zwar reduzierte, jedoch nicht signifikant verminderte Apoptose verglichen mit dem Wildtyp aus.  

Der ebenfalls getestete komplementierte Stamm konnte den reduzierenden Effekt der SAP9- 

Deletion auf die Apoptose wieder rückgängig machen (28 ± 7%).  

Die zur Auswertung herangezogenen Dotplots zeigten, dass Wildtyp-Keimschläuche eine deut-

liche Populationsverschiebung nach rechts (AnnexinV-FITC positiv) auslöste. Diese Verschie-

bung war bei der ∆sap9-Mutante deutlich schwächer (Abbildung 5-11). Nach 3 h stagnierte der 

Anteil der apoptotischen Zellen (Wildtyp-Hefen: 15 ± 6 %; Wildtyp-Keimschläuche: 30 ± 10 %; p 

≤ 0,0001). Es kam zu keiner weiteren Steigerung der Apoptoserate (Abbildung 5-12). Mit diesen 

Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Deletion von SAP9 auch einen Einfluss auf die 

Induktion der Granulozyten-Apoptose nimmt. 

 
 

Abbildung 5-10: Deutliche Apoptoseinduktion durch Keimschläuche nach 2 Stunden 

Nur Annexin-positive, PI-negative Zellen wurden als apoptotisch angesehen. Mittelwerte aus 
mindestens fünf Experimenten mit Standardabweichung. Kontrolle: Medium und Granulozyten. 
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Abbildung 5-11: Die Populationsverschiebung durch Apoptoseinduktion 

ist SAP9-abhängig 

Darstellung zweier exemplarischer Dot Plots, wie sie bei der Messung und der 
Auswertung verwendet wurden.  
Links: Der Wildtyp induziert eine deutliche Verschiebung der Zellpopulation 
nach rechts (AnnexinV-FITC positive Zellen: 36 %).  
Rechts: Deletion von SAP9 führt zu einer deutlich erkennbar reduzierten Ver-
schiebung (AnnexinV-FITC positive Zellen: 12 %).  

 
 

Abbildung 5-12: Nach drei Stunden stagniert die Apoptoserate der 
neutrophilen Granulozyten 

Nur Annexin-positive, PI-negative Zellen wurden als apoptotisch angesehen. 
Mittelwerte aus mindestens fünf Experimenten mit Standardabweichung. Kon-
trolle:Medium und Granulozyten. 
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5.5 SAP9 moduliert die ROS-induzierte Apoptose 
neutrophiler Granulozyten 

Die durch Mikroorganismen induzierte Apoptose wird mit der ROS-Generation durch die 

NADPH-Oxidase in Verbindung gebracht. Die Deletion von SAP9 führt zu reduzierter ROS-

Freisetzung und könnte somit auch die Ursache für die verringerte Apoptose darstellen. 

Um diesen Ansatz zu untersuchen, wurden Apoptose und ROS-Formation in Gegenwart des 

NADPH-Oxidaseinhibitors DPI (5 µg/ml) quantifiziert. In Kontrollversuchen wurden die Pilze mit 

der gleichen Menge DPI inkubiert und im Durchflusszytometer auf Apoptose hin untersucht. Der 

Versuch ergab keine Schädigung der Pilze durch DPI. Ebenso verfahren wurde mit dem Lö-

sungsmittel DMSO, welches weder auf die Zellen noch auf die Pilze in der eingesetzten Menge 

einen proapoptotischen Effekt hatte. Eingesetzt in einer Konzentration von 5 µg/ml inhibierte 

DPI den oxidativen Burst komplett (Abbildung 5-13).  

Es zeigte sich des Weiteren, dass der Einsatz von DPI zu einer signifikant reduzierten Apoptose 

führte, die nicht mehr stammabhängig war. Ohne DPI waren nach 2 h 10 ± 6 % der mit der 

∆sap9-Mutante inkubierten Zellen apoptotisch (Abbildung 5-10). Mit DPI blieb dieser Anteil bei 

der ∆sap9-Mutante ähnlich (14 ± 2 %), während der Wildtyp durch die Hemmung der NADPH-

Oxidase nur noch Apoptose induzieren konnte, die der durch die ∆sap9-Mutante ausgelösten 

Apoptose glich (18 ± 8 %; Abbildung 5-14).  

 
 

Abbildung 5-13: Inhibition der ROS-Bildung durch DPI und Glutathion 

Dargestellt ist die ROS-Freisetzung zum Zeitpunkt t=100 min als x-fache Steige-
rung verglichen mit der Kontrolle (Medium und Granulozyten). Mittelwerte von 
mindestens 3 Experimenten mit Standardabweichung. 
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Das gleiche Experiment wurde mit dem Reduktionsmittel Glutathion (1 mg/ml) durchgeführt, 

welches ROS durch Übertragung von Elektronen effektiv zu neutralisieren vermag (Abbildung 

5-13). Die Gegenwart von Glutathion führte zu ebenfalls signifikant reduzierter Apoptose, wenn 

auch nicht mit der gleichen Effektivität wie DPI (Abbildung 5-14). Diese Ergebnisse zeigen, dass 

C. albicans-induzierte ROS-Produktion zur Apoptose der neutrophilen Granulozyten führt und 

dass Sap9 diesen Prozess maßgeblich beeinflusst. 

5.6 Die Degranulation von neutrophilen Granulozyten wird 
nicht durch die sezernierte Aspartatprotease SAP9 be-
einflusst 

Das Enzym Elastase, eine Serinprotease der azurophilen Granula, hat einen maßgeblichen 

Anteil an der mikrobiellen Degradation im Phagolysosom. Innerhalb kürzester Zeit fusionieren 

die Granula mit dem Phagosom und entleeren ihren Inhalt. Die Elimination von Mikroorganis-

men kann aber nur auf diesem Wege erfolgen, wenn sie klein genug sind. Obwohl neutrophile 

Granulozyten viele Partikel aufnehmen können, sind sie nicht in der Lage, Keimschläuche von 

C. albicans oder A. fumigatus zu phagozytieren. Vorherige Arbeiten haben gezeigt, dass die 

Zellen die Pilze umfließen und so versuchen, ihre Kontaktfläche zu vergrößern, um auf diese 

Weise ihre toxischen Substanzen möglichst effizient freizusetzen (240). Des Weiteren ist be-

kannt, dass Elastase sich an der Oberfläche der Granulozyten anlagert, wenn diese stimuliert 

werden (161, 162). Um dieses Verhalten zu dokumentieren, wurden fluoreszenzmikroskopische 

 
 

Abbildung 5-14: Inhibition der ROS-Produktion führt zu reduzierter Apoptose 

Nur Annexin-positive, PI-negative Zellen wurden als apoptotisch angesehen. Mit-
telwerte aus mindestens drei Experimenten mit Standardabweichung. 



Ergebnisse 

61 

Präparate angefertigt, bei denen die Zellen nicht permeabilisiert wurden, um nur extrazelluläre 

Elastase mittels Antikörperfärbung darzustellen.  

 

 

 

     
 

Abbildung 5-15: Positiv- und Negativkontrolle 

Links: unbehandelte Granulozyten (Negativkontrolle); rechts: mit 2,5 µg/ml Zymosan (Positivkontrolle). 
Die Nuklei wurden mit DAPI angefärbt, rot dargestellt ist Elastase, die nach Stimulation mit Zymosan zu 
einer Klumpung der Zellen, Nukleusverformung und massiver Degranulation führt.  

 

     
 

Abbildung 5-16: C. albicans Wildtyp und neutrophile Granulozyten 

Mit FITC gefärbte Pilze (grün) und Granulozyten (mit DAPI blau gefärbte Nuklei) wurden für 2 h koinku-
biert. Elastase (rot) tritt aus den Zellen aus und lagert sich an die Pilze an. Gut zu erkennen ist das Um-
fließen der Keimschläuche im linken Bild. 
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Abbildung 5-17: C.albicans Δsap9 und neutrophile Granulozyten 

Mit FITC gefärbte Pilze (grün) und Granulozyten (mit DAPI blau gefärbte Nuklei) wurden für 2 h koinku-
biert. Elastase (rot) tritt aus den Zellen aus und lagert sich an die Pilze an. Dieses Geschehen ist be-
sonders intensiv im linken Bild zu beobachten. 

   
 

   
 
Abbildung 5-18: unspezifische Fluoreszenz durch Antikörperfärbung 
und Autofluoreszenz von C. albicans 

Kontrollfärbungen: 
A: FITC-gefärbte Pilze und Erstantikörper (Kaninchen - αElastase) 
B: FITC-gefärbte Pilze und Zweitantikörper (Ziege - αKaninchen Alexa 546) 
C: FITC-gefärbte Pilze, Erst- und Zweitantikörper 
D: Autofluoreszenz von Keimschläuchen (Durchlicht- und Rhodaminkanal) 

A B 

C D 
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Es zeigte sich, dass zwischen Wildtyp und Δsap9-Mutante rein qualitativ keine Unterschiede in 

der Freisetzung von Elastase zu beobachten waren (Abbildung 5-16 und Abbildung 5-17). In 

allen Ansätzen fiel auf, dass Pilze, die Kontakt mit den Zellen hatten, von der Elastase umflos-

sen zu sein schienen. Um zu untersuchen, ob dieser Effekt durch Autofluoreszenz des Pilzes 

oder durch unspezifische Antikörperbindungen an die Pilze entsteht, wurden Kontrollfärbungen 

durchgeführt, die zeigten, dass alle Pilze, sowohl ungefärbt als auch mit den entsprechenden 

Antikörpern gefärbt, eine leichte rote Fluoreszenz aufwiesen (Abbildung 5-18). Die FITC- und 

antikörpergefärbten Kontrollpilze wiesen im Mehrfarbbild durch die Überlagerung von FITC und 

Alexa546 meist eine gelbliche Farbe auf, während die mit Granulozyten inkubierten Pilze grün 

und rot erschienen. Zudem trat aus den Zellen massiv Elastase aus, welche sich zum Teil fädig 

verteilte, so dass zwischen unspezifischer Färbung und spezifischer Färbung von Elastase gut 

unterschieden werden konnte. Elastase ist auch Bestandteil der NETs, welche von neutrophilen 

Granulozyten gebildet werden können. Das teilweise fädige Austreten von Elastase entspricht 

der Optik der NETs, jedoch konnte in diesen Experimenten die für NETs typische Kolokalisation 

von Elastase mit DNA nicht beobachtet werden. 

Um die Degranulation auch quantitativ darstellen zu können, wurde ein Substrat verwendet, 

welches nach der enzymatischen Spaltung durch Elastase fluoresziert. Zunächst wurde mit die-

sem Verfahren die intrazelluläre Freisetzung mittels Durchflusszytometrie überprüft. 

 

 
 

Abbildung 5-19: Intrazelluläre Elastasefreisetzung nach 30 min 

Pilze und Granulozyten (MOI=1) wurden für 30 min koinkubiert und anschlie-
ßend mit dem Elastasesubstrat (4 µM) versetzt. Die Messung erfolgte durch-
flusszytometrisch im FITC-Kanal. Dargestellt sind nur die R110-positiven, PI-
negativen Zellen. Mittelwerte von mindestens 3 Experimenten mit Standardab-
weichung. 
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Bereits nach 30 min erfolgte eine Reaktion der Granulozyten. Da Hefen phagozytiert werden  

und somit schnell eine Degranulation auslösen, war der Anteil an Rhodamin110-positiven Zel-

len größer in den Ansätzen mit Hefen als in denen mit Keimschläuchen. Während Wildtyp-

Hefen 17 ± 4 % der Zellen zur Elastase-Freisetzung brachten, lag dieser Wert für Keimschläu-

che nach 30 min bei 6 ± 3 %. Zwischen Wildtyp und den anderen getesteten Stämmen konnte 

kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (Abbildung 5-19). Die Positivkontrolle, Zymo-

san A (25 µg/ml), führte zu einer starken Degranulation (47 ± 2 % Rhodamin 110-positiv). 

Hefen konnten nach 2 h Inkubationszeit zu keiner deutlichen Steigerung der Degranulation 

mehr führen (Wildtyp-Hefen: 15 ± 10 %). Im Gegensatz dazu reagierten die Zellen auf Wildtyp-

Keimschläuche mit einer Steigerung der Degranulation nach zwei Stunden auf 16 ± 9 % 

(Abbildung 5-20). Wie auch nach 30 min war kein Unterschied zwischen den Stämmen fest-

stellbar. 

Da Elastase auch freigesetzt wird, wurden Kulturüberstände nach 30 min und 2 h mit dem Sub-

strat inkubiert, um aktive Elastase nachzuweisen. 

Nach 30 min lag die gemessene Fluoreszenz für Wildtyp-Hefen bei 2423 ± 927 RFU, die für 

Keimschläuche bei 2340 ± 506 RFU. Aktivierung durch Zymosan hatte bei dieser Art der De-

granulation offenbar nur einen geringen Stellenwert, da hier nur 1097 ± 339 RFU gemessen 

wurden. Die ∆sap9/10-Hefen und die ∆sap9-Hefen führten zu einer leicht reduzierten, jedoch 

 
 

Abbildung 5-20: Intrazelluläre Elastasefreisetzung nach 2 h 

Pilze und Granulozyten (MOI=1) wurden für 2 h koinkubiert und anschließend 
mit dem Elastasesubstrat (4 µM) versetzt. Die Messung erfolgte durchflusszy-
tometrisch im FITC-Kanal. Dargestellt sind nur die R110-positiven, PI-negativen 
Zellen. Dargestellt sind nur die R110-positiven, PI-negativen Zellen. Mittelwerte 
von mindestens 3 Experimenten mit Standardabweichung. 
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nicht signifikanten Freisetzung von Elastase. Bei Keimschläuchen gab es keine stammabhängi-

gen Unterschiede (Abbildung 5-21). 

Nach zwei Stunden war die extrazelluläre Degranulation weiter fortgeschritten (Wildtyp-Hefen: 

4008 ± 2527 RFU; Wildtyp-Keimschläuche: 3613 ± 1288 RFU). Hefen und Keimschläuche wa-

ren immer noch gleichermaßen fähig, die Stimulierung der Elastasefreisetzung zu induzieren, 

und obwohl wieder eine leichte Reduktion der Degranulation nach Inkubation mit den ∆sap9/10- 

und ∆sap9-Mutanten beobachtet wurde, war diese aufgrund der recht hohen Schwankungen 

nicht signifikant (Abbildung 5-22). 

 
 

Abbildung 5-21: Extrazelluläre Elastasefreisetzung nach 30 min 

Pilze und Granulozyten (MOI=1) wurden für 30 min koinkubiert. Die Kulturüberstände 
wurden im Anschluss mit dem Elastasesubstrat (4 µM) inkubiert und im Plattenleser aus-
gewertet. Mittelwerte von mindestens drei Experimenten mit Standardabweichung. 

 
 

Abbildung 5-22: Extrazelluläre Elastasefreisetzung nach 2 h 

Pilze und Granulozyten (MOI=1) wurden für 2 h koinkubiert. Die Kulturüberstände wur-
den im Anschluss mit dem Elastasesubstrat (4 µM) inkubiert und im Plattenleser aus-
gewertet. Mittelwerte von mindestens drei Experimenten mit Standardabweichung. 
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5.7 Die durch neutrophile Granulozyten vermittelte Fila-
mentationsinhibition ist SAP9-unabhängig 

Neutrophile Granulozyten können die Auskeimung von C. albicans-Hefen und das Wachstum 

von Keimschläuchen zu Hyphen inhibieren (58, 240). Bis jetzt sind neutrophile Granulozyten 

überhaupt die einzigen Zellen, von denen dieses Verhalten bekannt ist. Es sollte festgestellt 

werden, ob die Saps auch hier eine Rolle spielen. Dafür wurden kleine Keimschläuche des 

Wildtyps und der ∆sap9/10-Mutante mit FITC angefärbt und dann für eine Stunde mit neutrophi-

len Granulozyten koinkubiert. Mittels Durchlicht-und Fluoreszenzmikroskopie konnte dann er-

mittelt werden, wieviel die Pilze gewachsen waren, da der apikale weitergewachsene Teil nicht 

mehr grün gefärbt war wie der basale Teil. Als Kontrolle dienten Proben ohne Zellzusatz 

(Abbildung 5-23).  

 

Das Wachstum der Wildtyp-Keimschläuche war um 75 %, das der Mutante um 78 % reduziert, 

was darauf hindeutet, dass die Deletion von SAP9 keinen Einfluss auf die Filamentation hat 

(Abbildung 5-24). 

 
Abbildung 5-23: Die Filamentation wird durch neutrophile Granulozyten 

inhibiert 

FITC-gefärbte Pilze und Zellen wurden für eine Stunde koinkubiert und das 
Wachstum (ungefärbter Teil des Keimschlauches) mittels Mikroskopie analy-
siert. Als Kontrolle dienten Ansätze nur mit Pilzen.  
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5.8 SAP9 ist in die Abtötung durch neutrophile Granulozy-
ten involviert 

Da bisher beobachtet wurde, dass sowohl Chemotaxis als auch oxidativer Burst und die damit 

zusammenhängende Apoptose in Abwesenheit von SAP9 reduziert waren, stellte sich die Fra-

ge, ob auch die Fähigkeit der Granulozyten, diesen Stamm abzutöten, verändert ist. Mit Hilfe 

eines plattenbasierten Infektionsversuches sollte dies geklärt werden. Granulozyten und Hefen  

(MOI = 1) wurden für drei Stunden koinkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten erfolgte die 

Zelllyse und das Ausplattieren einer Verdünnung. Als Kontrolle dienten Ansätze ohne Zellen, 

gegen die die Testansätze normalisiert wurden. Nach einer Stunde zeigte sich keine Verände-

rung verglichen mit der Kontrolle. Nach zwei Stunden war die Überlebensrate des Wildtyps nur 

noch 72 ± 21 %, die der ∆sap9-Mutante 93 ± 24%. Nach drei Stunden Inkubation lebten nur 

noch 53 ± 14 % des Wildtyps, aber 88 ± 15 % der Mutante. Der komplementierte Stamm wurde 

ähnlich effizient wie der Wildtyp eliminiert (Abbildung 5-25). 

Sap1-6 hatten keinen Einfluss auf das Abtötungsverhalten, die Mutanten wurden in gleichem 

Ausmaß eliminiert wie der Wildtyp. Nach drei Stunden betrug der Prozentsatz der überlebenden 

Pilze 69 ± 16 % für die ∆sap1-3-Mutante und 66 ± 17 % für die ∆sap4-6-Mutante, verglichen mit 

58 ±  21 % für Wildtyp-Hefen (Abbildung 5-26).  

 

 
Abbildung 5-24: Quantifizierung der Wachstumsinhibition 

Dargestellt sind die Mittelwerte von mindestens drei wie in Abb. 3-24 
ausgewerteten Experimenten mit Standardabweichung. Die Ansätze 
mit Granulozyten wurden gegen Ansätze nur mit Pilzen normalisiert. 
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Ein Problem stellte die Durchführung dieses Versuchs mit Keimschläuchen dar, da deren starke 

Adhärenz an die Reaktionsgefäße zu stark verfälschten Werten führte und damit eine Auswer-

tung unmöglich machte. Somit wurde für diesen Morphotyp der sogenannte XTT-Assay ange-

wendet. Keimschläuche und Granulozyten (MOI = 1) wurden für 1-3 h koinkubiert, die Zellen 

 
 

Abbildung 5-25: Die Abtötung von SAP9-deletierten Hefen ist geringer als 
die des Wildtyps 

Darstellung im Verhältnis zur Kontrolle. Mittelwerte von mindestens fünf Experi-
menten mit Standardabweichung. 

 
Abbildung 5-26: Der Einfluss von Sap1- 6 auf das Abtötungsverhalten ge-

genüber Hefen 

Darstellung im Verhältnis zur Kontrolle. Mittelwerte von mindestens fünf Experi-
menten mit Standardabweichung. 
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lysiert und die Pilze nach Zugabe des XTT-Salzes für eine weitere Stunde bei 37°C inkubiert. 

Im Anschluss daran wurde der Überstand abgenommen und die Absorption ermittelt. Auch bei 

Keimschläuchen verhielt es sich so, dass nach drei Stunden die ∆sap9-Mutante weniger stark 

geschädigt war als der Wildtyp (∆sap9: 47 ± 9 %; Wildtyp: 64 ± 18 %; p = 0,03). Die Komple-

mentation von SAP9 führte wieder zu erhöhter Schädigung (Abbildung 5-27). Wie auch bei den 

Hefen hatte der Einsatz der Deletionsmutanten von SAP1-3 und SAP4-6 keinerlei Effekt auf die 

Schädigung verglichen mit dem Wildtyp (Abbildung 5-28). Diese Resultate zeigen, dass auch 

die Abtötung durch SAP9 beeinflusst wird, egal ob es sich um Hefen oder um Keimschläuche 

handelt. 

 
 

Abbildung 5-27: Die Schädigung von SAP9-deletierten Keimschläuchen fällt gerin-
ger aus als die des Wildtyps 

Messung der metabolischen Aktivität von Pilzen mittels XTT-Assay. Mittelwert 
von mindestens fünf Experimenten mit Standardabweichung. 

Abbildung 5-28: Der Einfluss von Sap1- 6 auf das Abtötungsverhalten gegen-
über Keimschläuchen 

Messung der metabolischen Aktivität von Pilzen mittels XTT-Assay. Mittelwert 
von mindestens vier Experimenten mit Standardabweichung. 



Ergebnisse 

70 

5.9 Microarray-Analysen von neutrophilen Granulozyten 
nach Infektion mit A. fumigatus-Hyphen 

Um die Expression von Zytokinen und anderen mit der Entzündungsreaktion in Zusammenhang 

stehenden Genen näher zu untersuchen, wurden von 117 ausgewählten Genen DNA-Sonden 

durch die Firma Operon erstellt und diese auf Epoxy-Slides gespottet (s. Tab. 8-1 bis 8-3). 

Neutrophile Granulozyten wurden für 2 h und 6 h mit A. fumigatus-Hyphen koinkubiert oder als 

Kontrollzellen unbehandelt gelassen, anschließend wurde die RNA isoliert und amplifiziert, um 

eine höhere Ausbeute zu erhalten. Nach der Amplifikation lag die Menge der gewonnenen RNA 

bei rund 5-10 µg.  

Für die Hybridisierung wurde ein Pool aus allen Proben (Koinkubationen und Kontrollzellen) 

erstellt. Jede Probe, Kontrolle wie Koinkubation, wurde mit diesem Pool hybridisiert. Für die 

Hybridisierung wurden pro Slide 500 ng des Pools und 500 ng der zu untersuchenden Probe in 

cDNA umgeschrieben. Während dieses Vorgangs wurden die Proben und der Pool mit Cy3 

bzw. Cy5 markiert. Die kompetitive Hybridisierung erfolgte im Anschluss daran über Nacht. 

Zunächst wurde die Genexpression nach 2 h analysiert. Hier fiel auf, dass nur 11 der 117 Gene 

mehr als 2-fach reguliert waren. Dies entsprach einem Anteil von 9 %. Sechs der 11 Gene ge-

hörten zu den Klassen der Zytokine und Immunrezeptoren (IL8RB, LTB, TNFRSF1A, CXCL2, 

Dectin-1, IL10RA). Interessanterweise wurden auch Gene wie NCF-1 reguliert, welches die 

gp47phox-Untereinheit der NADPH-Oxidase kodiert, oder die V1-Untereinheit A einer vakuolä-

ren ATPase (ATP6V1A). Auffallend war, dass alle differentiell regulierten Gene nach 2 h herun-

terreguliert waren. Die vollständige Anzahl aller nach 2 h regulierten Gene findet sich in Tabelle 

5-1. 

Nach 6 h Koinkubation war die Zahl der regulierten Gene ähnlich gering wie nach 2 h (Tabelle 

5-2) Neun von den 117 Genen, also 8 %, wiesen eine mehr als 2-fache Expression auf. Im Ge-

gensatz zu dem früheren Zeitpunkt waren acht von neun Genen hochreguliert. Der überwie-

gende Teil der Gene gehörte zu den Zytokinen und Immunrezeptoren (CCL20, CXCL2, CCL4, 

LTB, TNFRSF1A, MIF). Auch nach 6 h waren Gene hochreguliert, welche primär nicht mit einer 

Immunreaktion in Verbindung gebracht werden wie z.B. ACTB oder GAPDH.  

Vergleicht man Gene, die an beiden Zeitpunkten eine Regulation zeigten, so zeigt sich, dass sie 

nach 2 h herunterreguliert waren und vier Stunden später nach 6 h hochreguliert wurden 

(CXCL2, TNFRSF1A, ACTB). Nur LTB war unter beiden Bedingungen herunterreguliert. 
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Tabelle 5-1: Genexpression von neutrophilen Granulozyten nach Koinkubation mit A. fumigatus 
Hyphen für 2 h 

Klassifikation Gen Regulation p-Wert 

Immunrezeptoren IL8RB (CXCR2) IL8 Rezeptor B  6,3 ↓ 0,003 

Transkriptionsfaktor NFKBIA (auch IκBα) (nuclear factor of kappa light 
polypeptide) 

6 ↓ 0,008 

Zytokine LTB Lymphotoxin β 4,5 ↓ 0,003 

Protonenpumpe ATP6V1A (ATPase, H+ transporting, lysosomal 70kDa, V1 
subunit A) 

4 ↓ 0,008 

ROI-Freisetzung NCF-1 (neutrophil cytosolic factor 1) 3,2 ↓ 0,003 

Immunrezeptoren TNFRSF1A (tumor necrosis factor receptor superfamily, 
member 1A) 

2,6 ↓ 0,05 

Zytoskelett ACTB (Actin B) 2,3 ↓ 0,2 (n.s.) 

Zytokine CXCL2 Chemokin (CXC-Motiv) Ligand 2 2,2 ↓ 0,2 (n.s.) 

Oxidativer Stress TXN Thioredoxin  2,2 ↓ 0,01 

Immunrezeptoren Dectin-1 2,1 ↓ 0,1 (n.s.) 

Immunrezeptoren IL10RA (CXCR1) IL10 Rezeptor A  2,1 ↓ 0,003 

Tabelle 5-2: Genexpression von neutrophilen Granulozyten nach Koinkubation mit A. fumigatus 
Hyphen für 6 h 

Klassifikation Gen Regulation p-Wert 

Zytokine CXCL2 Chemokin (CXC-Motiv) Ligand 2 11,5 ↑ 0,002 

Zytokine CCL20 (MIP3α) Chemokin (CC-Motiv) Ligand 20 7,7 ↑ 5,01E-06 

Zytokine CCL4 Chemokin (CC-Motiv) Ligand 4 6,7 ↑ 0,02 

Zellmetabolismus GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  4,7 ↑ 0,007 

Zytoskelett ACTB Actin B 3,4 ↑ 
0,07 
(n.s.) 

Zytokine LTB Lymphotoxin β 2,5↓ 0,03 

Immunrezeptoren TNFRSF1A Tumor necrosis factor superfamily Rezeptor 1A 2,5 ↑ 0,05 

Zytokine MIF Macrophage migration inhibitory factor 2,3 ↑ 0,01 

Protease uPA Plasminogen activator, Urokinase 2,2 ↑ 0,1 (n.s.) 
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Die Expression von CCL20 (MIP3a), LTB und NCF-1 wurde zur Bestätigung der erhaltenen 

Microarray-Ergebnisse mittels qRT-PCR überprüft. Als Kontrolle diente das Housekeeping-Gen 

hALAS. Die Messungen zeigten, dass die Expression von CCL20 bei allen vier Zellspendern 

nach 6 h anstieg, wobei die Expression spenderabhängig stark variierte. Wie im Microarray war 

LTB nach 2 h herunterreguliert. Nach 6 h wiesen die Proben von zwei Spendern immer noch 

eine Negativregulation auf, während die Proben der anderen zwei Spender 4-5 fach verglichen 

mit dem 2 h-Wert hochreguliert waren. NCF-1 war nach 2 h und 6 h herunterreguliert. Schwan-

kungen zwischen den einzelnen Spendern erklären sich durch die wesentlich höhere Sensitivi-

tät der qRT-PCR. 

Die erhaltenen Microarray-Ergebnisse konnten somit bestätigt werden. 
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6 Diskussion 

6.1 Einführung zur Fragestellung 

Die Saps ermöglichen durch ihre Anzahl, ihre breite Substratspezifität und die Expression in 

unterschiedlichen Umweltbedingungen eine optimale Anpassung des Pilzes an verschiedene 

Kolonisationsorte im Wirt. Jedoch dient die SAP-Expression nicht nur der Nährstoffakquise, 

sondern auch der Gewebeinvasion und -degradation. Anhand von SAP-Deletionsmutanten 

konnte demonstriert werden, dass Saps sowohl in die Entwicklung von mucosalen als auch sys-

temischen Erkrankungen involviert sind (40, 51, 191, 194). Die bisher durchgeführten Studien 

basieren größtenteils auf der Invasion und Degradation verschiedener Epithelmodelle durch C. 

albicans sowie auf systemischen Infektionsmodellen wie intravasaler oder intraperitonealer In-

jektion.  

Bei fortschreitender Invasion der Mucosa oder bei intravasaler Invasion trifft C. albicans jedoch 

auch auf Zellen der angeborenen Immunität, welche aus dem Blutstrom ins umliegende Gewe-

be einwandern können, um die eindringenden Mikroorganismen vor Ort zu eliminieren. Daten 

zur Makrophagen-Sap-Interaktion beweisen, dass Saps auch auf Zellen der angeborenen Im-

munität einen Einfluss ausüben können (17).  

Da auch eine Interaktion der Saps mit neutrophilen Granulozyten möglich sein könnte, lag der 

Fokus der vorliegenden Arbeit auf dem Einfluss der Saps auf diese Zellen. Unter Verwendung 

von SAP-Deletionsmutanten wurden die verschiedenen Effektormechanismen der neutrophilen 

Granulozyten untersucht, um mit den Zellen interagierende Saps zu identifizieren. 

6.2 Potentielle zellwandregulatorische Funktionen von 
SAP9 und SAP10 

Die Deletion von SAP9 und/oder SAP10 führte, wie in den ersten Versuchen mit diesen Mutan-

ten beobachtet, zu einer Veränderung des Phänotyps. Die Tochterzellen lösten sich nicht mehr 

komplett von den Mutterzellen und bildeten Ketten und Klumpen. Vermutet wird daher, dass 

Sap9 und Sap10 regulatorische Funktionen während der Sprossung besitzen (1). Um zu über-

prüfen, ob der Phänotyp der Mutanten vom Medium oder von der Inkubationszeit abhängig ist, 

wurden in dieser Arbeit Wildtyp, ∆sap9 und ∆sap10 jeweils für 2 h und über Nacht in RPMI- und 

SD-Medium angezogen. Nach zwei Stunden, der in dieser Arbeit verwendeten Anzuchtzeit, war 

keine Klumpenbildung für alle drei Stämme in beiden Medien festzustellen. Die Übernachtkultu-

ren der ∆sap9 und ∆sap10-Mutanten wiesen in SD-Medium den klumpigen Phänotyp auf. Die 

∆sap10-Mutante bildete zusätzlich dazu auch in RPMI-Medium Klumpen, was darauf schließen 

lässt, dass der Teilungsdefekt in dieser Mutante besonders ausgeprägt ist. 
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Offenbar ist die Anzucht in SD-Medium und nicht die Anzuchtzeit der primäre Grund für die Ag-

gregatbildung. RPMI-Medium besitzt als Zellkulturmedium sowohl eine andere Zusammenset-

zung als auch einen anderen pH-Wert als SD-Medium, welches für die Pilzanzucht verwendet 

wird. Dies deutet darauf hin, dass bei Anzucht in RPMI andere, bei neutralem pH exprimierte 

Proteine von C. albicans den Teilungsdefekt abschwächen, und dieser Effekt in SD-Medium 

aufgrund des leicht sauren pH-Wertes oder der Zusammensetzung des SD-Mediums nicht auf-

tritt.  

Da die Deletion von SAP9 die Auskeimung von Hefen in RPMI-Medium verzögert, während 

eine SAP10-Deletion auf diesen Vorgang keinen Einfluss ausübt, liegt die Schlussfolgerung 

nahe, dass Sap9 eine Rolle in der Zellwandregulation während der Auskeimung spielt, während 

Sap10 nicht an diesem Prozess beteiligt zu sein scheint.  

SAP9-Expression wird durch die Antimykotika Caspofungin oder Fluconazol, die die Zellwand 

destabilisieren, verstärkt (35). Sap9 scheint infolgedessen nicht nur regulatorische Funktionen 

in der Knospung und Auskeimung, sondern auch in der Stabilisierung der Zellwand zu besitzen. 

Biofilmbildung führt ebenfalls zu erhöhter SAP9-Expression (65). Während der Initiationsphase 

der Biofilmbildung findet eine Aggregation der Pilzzellen statt, die mit der Expression adhärenz-

relevanter Proteine wie Eap1 einhergeht (120, 121). Da SAP9-Deletionsmutanten eine erhöhte 

Adhärenz an Epithelzellen verglichen mit dem Wildtyp aufweisen, liegt die Vermutung nahe, 

dass Sap9 selbst nicht zur Adhärenz während der Biofilmbildung beiträgt (1). Als Protease kann 

Sap9 möglicherweise jedoch Substrate hydrolysieren, die wichtig für die Biofilmarchitektur sind 

oder eine Komponente der extrazellulären Matrix des Biofilms darstellen.  

SAP10-Deletionsmutanten weisen erhöhte Adhärenz an Epithelzellen und einen Sprossungsde-

fekt auf, aber in der Reaktion auf Antimykotika, in der Biofilmbildung und in der Auskeimung 

spielt Sap10 offenbar keine Rolle. Daher kann als Schlussfolgerung formuliert werden, dass 

zwar sowohl Sap9 als auch Sap10 den Sprossungsprozess beeinflussen, beide Enzyme aber 

ansonsten unterschiedliche Funktionen haben. 

6.3 SAP9 moduliert die Induktion gerichteter Motilität in 
Granulozyten 

Mittels gerichteter Motilität, auch Chemotaxis genannt, migrieren neutrophile Granulozyten 

durch das Endothel der Gefäße zu einem proinflammatorischen Stimulus. Unter Verwendung 

eines Transwell-Systems wurde die C. albicans- induzierte Chemotaxis von neutrophilen Gra-

nulozyten analysiert. Es zeigte sich, dass Hefen nur einen geringfügigen Stimulus darstellten 

und zudem keine Unterschiede zwischen den verschiedenen Sap-Mutanten festzustellen wa-

ren. Keimschläuche hingegen lösten eine deutliche Migration aus. Während die sezernierten 

Saps (Sap1-6) und eine komplementierte ∆sap9-Mutante verglichen mit dem Wildtyp keinerlei 

Effekt auf die Granulozyten hatten, waren SAP9-defiziente Pilze deutlich schlechtere Stimuli.  
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Von C .albicans ist bereits bekannt, dass beide Morphotypen Chemotaxis auslösen können, 

wobei Keimschläuche ein deutliches höheres chemotaktisches Potential besitzen. Ist die gerich-

tete Motilität eingeschränkt, so können Keimschläuche nicht mehr abgetötet werden. Hefen hin-

gegen bleiben von diesem Mechanismus unbeeinflusst. Sie werden auch bei inhibierter Motilität 

noch abgetötet (240). Dies zeigt klar, dass neutrophile Granulozyten in der Lage sind, zwischen 

den Morphotypen des Pilzes zu differenzieren und ihre Eliminierungsmechanismen anzupas-

sen. Als Induktoren der Chemotaxis gelten Zellwandkomponenten wie β-Glucan oder das in der 

Pilzzellwand lokalisierte Fibrinogen-Bindeprotein Pra1, welches an Integrin αMβ2 bindet und so 

die Adhäsion und Migration von Leukozyten initiiert (75, 205, 223). Eine Pra1-Deletionsmutante 

stellt einen deutlich schlechteren migratorischen Stimulus für Leukozyten dar und überlebt im 

Abtötungsversuch mit Granulozyten besser als der Wildtyp (205). Pra1 wird auf der Oberfläche 

von Hefen und Hyphen detektiert, bei Hypheninduktion wird Pra1 jedoch vermehrt exprimiert 

(126). Somit ist Pra1-Expression ein Grund für morphotypspezifische Chemotaxis. Nicht nur die 

Pilzzelle selbst, auch die Kulturüberstände induzieren Chemotaxis, z.B. durch gelöstes β-1,6-

Glucan (47, 187). Von anderen chemotaktischen Faktoren ist bekannt, dass sie nur in weißen 

Zellen gebildet werden und nicht in opaken, um den Prozess des Matings nicht zu behindern 

(68).  

Die Funktion von Sap9 als zellmembranlokalisierte Protease im Zusammenhang mit den erhal-

tenen Daten lassen die Annahme zu, dass Sap9 durch Spaltung eines Substrats, welches akti-

vierend auf die neutrophilen Granulozyten wirkt, in den Prozess der gerichteten Motilität invol-

viert ist. 

Albrecht et al. vermuten eine zellwandregulatorische Funktion von Sap9, da Deletionsmutanten 

einen Sprossungsdefekt wie in Kapitel 3.1.4.4 beschrieben aufweisen (1). Eine Veränderung 

der Zellwandstruktur von C. albicans durch SAP9-Deletion resultiert womöglich in einer Überla-

gerung chemotaktisch wirkender Proteine durch andere Zellwandkomponenten.  

Sap9 kann möglicherweise auch selbst als Stimulus für neutrophile Granulozyten fungieren, wie 

es bereits bei Pra1 beobachtet wurde (205). Pra1 vermittelt die Aktivierung von Leukozyten 

durch die Bindung an Integrin αMβ2. Wenn Sap9 selbst gerichtete Motilität induziert, erfordert 

dies die Interaktion mit einem Rezeptor wie Integrin αMβ2, Komplementrezeptor 3, Rezeptoren 

der TLR-Familie oder anderen PRRs. 

Neutrophile Granulozyten können ihre Migrationsaktivität verstärken, indem sie selbst das Zyto-

kin IL-8 sezernieren und so weitere neutrophile Granulozyten rekrutieren. Die Untersuchung der 

Zytokinsekretion von mit C. albicans koinkubierten Granulozýten zeigte, dass zwischen den 

Stämmen keine signifikanten Unterschiede bestanden. Nach sechs Stunden waren Hefen 

schwächere IL-8-Induktoren als Keimschläuche. Die Zytokinsekretion zum Zeitpunkt t= 8 h zeig-

te einen Anstieg der durch Hefen induzierten IL-8-Sekretion, während die durch Keimschläuche 

induzierte IL-8 Sekretion verglichen mit dem früheren Zeitpunkt gleich blieb. Vermutlich führte 
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eine Auskeimung der Hefen zu diesem Anstieg. Es ist bereits bekannt, dass die IL-8-Produktion 

morphotypabhängig verläuft (240). Dies konnte in der vorliegenden Arbeit bestätigt werden. 

Zusammengefasst kann formuliert werden, dass der Effekt der SAP9-Deletion auf die Migration 

von neutrophilen Granulozyten nicht in einer veränderten IL-8-Sekretion resultiert. Für die IL-8- 

Produktion scheinen andere Komponenten des Pilzes wichtigere Stimuli zu sein, z.B. Mannan 

aus Zellwandpräparationen (28, 167). 

6.4 ROS-induzierte und durch SAP9 beeinflusste Apoptose 
als potentieller Immunevasionsmechanismus  

Ähnlich wie die Chemotaxis ist der oxidative Burst von neutrophilen Granulozyten als Reaktion 

auf C. albicans abhängig vom Morphotyp. Keimschläuche führen zu einer deutlich höheren 

ROS-Freisetzung als Hefen. Eine Deletion von SAP9 führte bei beiden Morphotypen zu einer 

signifikant reduzierten ROS-Freisetzung verglichen mit dem Wildtyp, welche durch Komplemen-

tation mit Plasmid-Sap9 wieder auf Wildtyp-Niveau gebracht werden konnte. Wie bereits in den 

Chemotaxisexperimenten beobachtet, hatte die Deletion von SAP10 keinen Einfluss auf den 

oxidativen Burst verglichen mit dem Wildtyp, ebenso wie die Deletion von SAP1-3 und SAP4-6.  

Besonders Komponenten aus der Zellwand des Pilzes, z.B. Mannoproteine oder β-1,6-Glucan, 

lösen den oxidativen Burst aus (167, 182). Auch wenn aufgrund zu großer Pilzstrukturen keine 

Phagozytose erfolgen kann, wird ROS-Produktion induziert (111).  

Die reduzierte ROS-Freisetzung bei Deletion von SAP9 kann zum einen als ein Resultat der 

bereits verringerten Chemotaxis gesehen werden. Weniger zielgerichtet angegriffene Pilze füh-

ren als Konsequenz auch zu weniger ROS-Freisetzung. Zum anderen ist Sap9 wie auch die 

Mannoproteine oder β-Glucane, die bekanntermaßen Stimuli für die ROS-Freisetzung darstel-

len, in die Zellwand bzw. Zellmembran integriert und kann somit ebenfalls aktivierend wirken. 

Wird SAP9 deletiert, fehlt einer der offenbar mehreren Stimuli, da der oxidative Burst zwar re-

duziert, aber nicht vollständig inhibiert wurde. Dies verdeutlicht, dass der Prozess der ROS-

Freisetzung auf einer Synergie verschiedener Komponenten beruht. 

Es ist bekannt, dass der oxidative Burst nach der Phagozytose nicht nur zu einer Eliminierung 

der Mikroorganismen führt, sondern auch Apoptose der Phagozyten induziert (235, 241). Dass 

hitzeinaktivierte C. albicans Apoptose auslösen können, wurde bereits gezeigt (180). Bisher 

existierten jedoch keine Daten, die beschreiben, welchen Einfluss lebende Pilze auf diesen 

Prozess haben. Die Ermittlung der Apoptose von neutrophilen Granulozyten nach Koinkubation 

mit dem Wildtyp und den SAP-Deletionsmutanten zeigte, dass Wildtyp-Keimschläuche zu einer 

deutlichen Apoptoseinduktion führten, während die SAP9-Deletionsmutante dazu nicht in der 

Lage war. Der Anteil der apoptotischen Zellen stieg von Beginn den Experiments zwei Stunden 

lang an, um dann zu stagnieren. Dies korrespondiert mit der ROS-Freisetzung, die in den 

durchgeführten Messungen ebenfalls zunächst stark ansteigt und dann ein gleichbleibendes 
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Niveau erreicht. Somit wird deutlich, dass mit der Akkumulation von ROS in der Zelle auch die 

Apoptose verstärkt.  

Um zu zeigen, dass Sap9 die mit der ROS-Produktion gekoppelte Apoptose von neutrophilen 

Granulozyten moduliert, wurden ROS-Freisetzung und Apoptose unter Einwirkung des NADPH-

Oxidasehemmers DPI oder des ROS-Scavengers Glutathion quantifiziert. Beide Substanzen 

verringerten die ROS-Produktion erheblich. Die Apoptose von Zellen, die mit dem Wildtyp inku-

biert wurden, konnte mit DPI/Glutathion deutlich reduziert werden, während die ∆sap9-

vermittelte geringe Apoptose durch die Inhibitoren nicht weiter zu senken war. Die wichtige Rol-

le von Sap9 in der Modulation der ROS-Freisetzung und der Apoptoseinduktion wird so ver-

deutlicht.  

Viele Mikroorganismen induzieren Apoptose von neutrophilen Granulozyten, um so möglichst 

schnell aus dem Phagosom zu entkommen und sich weiter zu verbreiten, so z.B. Streptococcus 

pyogenes, S. aureus oder E. coli (98, 235, 241). Immunevasion von C. albicans-

Keimschläuchen wurde bereits beschrieben, und die hier gewonnenen Daten lassen die Vermu-

tung zu, dass die Induktion der Apoptose bei diesem Prozess eine Rolle spielt (17).  

Immunevasion stellt für viele Mikroorganismen einen effektiven Verbreitungsmechanismus dar, 

wobei vielfältige Strategien existieren. Auch C. albicans verfügt über verschiedene Taktiken, der 

Abtötung durch das angeborene Immunsystem zu entgehen. Ihre Funktion als Proteasen macht 

die Saps zu wichtigen Faktoren der Immunevasion. Von Sap1-3 ist beispielsweise seit kurzem 

bekannt, dass sie Komplement C3b, C4b und C5 degradieren (72). Des Weiteren zählen einige 

Komponenten der angeborenen Immunität wie z.B. IgA, Lactoferrin und Cathepsin D zu den 

Substraten von Sap2 (69, 95, 184). Werden Keimschläuche von Makrophagen aufgenommen, 

kann eine starke Produktion der hyphenassoziierten Proteasen Sap4-6 nachgewiesen werden, 

und das Wachstum der Keimschläuche im Phagosom, vermutlich in Kombination mit der Pro-

teaseaktivität, führt letztendlich zur Disruption der Zellen. Deletionsmutanten von SAP4-6 hin-

gegen werden deutlich effektiver von Makrophagen abgetötet. Diese Beobachtungen legen na-

he, dass Sap4-6 ebenfalls eine Rolle in der Immunevasion spielen (17). Anders als in Kontakt 

mit Makrophagen ist die Expression von SAP4-6 bei Aufnahme durch neutrophile Granulozyten 

reduziert, was dafür spricht, dass Sap4-6 speziell für das Überleben in Makrophagen von Wich-

tigkeit sind (58) 

In der vorliegenden Arbeit konnte ein Einfluss von Sap9 auf wichtige Effektormechanismen 

neutrophiler Granulozyten nachgewiesen werden. Da die Deletion von SAP9 zu reduzierten 

Reaktionen führte, lässt sich daraus schlussfolgern, dass Sap9 zur Erkennung durch neutrophi-

le Granulozyten beiträgt. Die durch Sap9 vermittelte Aktivierung der neutrophilen Granulozyten 

führt zur Induktion der Apoptose, ein Immunevasionsmechanismus, der auch von anderen Mi-

kroorganismen verwendet wird. Obwohl C. albicans effektiv eliminiert wird, so wäre es dennoch 

ein Vorteil des Pilzes, durch Wirtszelllyse der Abtötung zu entgehen, auch wenn dieses nur den 
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geringen Prozentsatz der Pilze betrifft, welcher nach einigen Stunden noch nicht abgetötet wur-

de. Die Art und Weise, in der C. albicans Apoptose induziert, ist noch nicht untersucht worden. 

Es ist lediglich bekannt, dass die Phagozytose hitzeinaktivierter Pilze zu einer Caspase-

abhängigen Apoptose führt (180). Die Apoptose ist mit großer Wahrscheinlichkeit das Resultat 

der akkumulierten ROS nach einer durch Sap9 mitvermittelten Aktivierung der Zellen. Ob Sap9 

als zelloberflächenassoziiertes Protein jedoch auch durch Bindung an apoptoserelevante Re-

zeptoren wie den TNF-Rezeptor oder den Fas-Rezeptor Apoptose zu induzieren vermag und 

wie die genaue Signaltransduktion abläuft, bleibt zu klären. 

Von anderen pathogenen Mikroorganismen wie S. aureus, Salmonella typhimurium und A. fu-

migatus ist bekannt, dass sie durch Sekretion von Effektorproteinen die Beeinflussung apopto-

serelevanter Proteine wie z.B. Bax, Bak, Bcl-2 oder Caspase-1 Apoptose induzieren können 

(78, 169, 230). Diese Art der Apoptoseinduktion erfordert jedoch eine Sekretion von Effektoren. 

Da Sap9 fest in der Zellmembran verankert ist, kann nur eine Bindung von Sap9 an entspre-

chende Interaktionspartner proapoptotisch wirken. Unter Umständen tragen aber auch die en-

zymatischen Produkte von Sap9 zur Apoptoseinduktion bei. 

Eine andere Art der Immunevasion ist die Verzögerung oder Inhibition der phagosomalen Aus-

reifung, welche C. albicans ebenfalls als Strategie nutzt. Von Pra1 ist bekannt, dass es die Aus-

reifung des Makrophagen-Phagosoms verzögern kann (128). Untersuchungen zeigten, dass 

C.albicans im Phagosom neutrophiler Granulozyten starkem Nährstoffmangel und oxidativem 

Stress ausgesetzt ist und innerhalb kurzer Zeit abgetötet wird (58, 183). Aufgrund dieser un-

günstigen Bedingungen ist es unwahrscheinlich, dass Sap9 ebenso wie Pra1 die phagosomale 

Ausreifung verzögern kann. 

6.5 Die Degranulation neutrophiler Granulozyten verläuft 
unabhängig von SAP9 

Elastase, ein wichtiger Bestandteil der azurophilen Granula, wird bei Stimulation, z.B. durch 

Zytokine oder durch Mikroorganismen, nicht nur ins Phagosom abgegeben, sondern auch se-

zerniert und an die Zelloberfläche gebunden, wo sie aktiv bleibt (161, 162).  

C. albicans induziert unter den in dieser Arbeit verwendeten Bedingungen eine intrazelluläre 

Degranulation, und interessanterweise führte die Inkubation mit Hefen zu einer ausgeprägteren 

Reaktion als mit Keimschläuchen, welche erst nach 2 h ähnlich hohe Elastaseaktivität wie die 

Hefen auslösten. Im Überstand von Kokulturen konnte morphotypunabhängige Elastaseaktivität 

ermittelt werden. SAP9-Expression hatte weder auf die intra- noch auf die extrazelluläre Degra-

nulation einen Einfluss. 

Phagozytose scheint gezielt die intrazelluläre Degranulation zu stimulieren, wenn kleinere Parti-

kel wie Hefen oder Zymosan aufgenommen werden. Die extrazelluläre Freisetzung von Elasta-
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se verläuft unspezifisch. Offenbar werden auch nicht phagozytierte, eventuell bereits ausge-

keimte Hefen auf diese Weise attackiert.  

Es ist bekannt, dass neutrophile Granulozyten durch NET-Bildung lysieren und Elastase sowie 

DNA freisetzen (60). Da jedoch in Vorversuchen eine Quantifizierung von NETs mittels Sy-

toxGreen keine Ergebnisse brachte und mit den in dieser Arbeit verwendeten Protokollen NET-

Bildung von nicht vorstimulierten Zellen auch mikroskopisch eher selten zu beobachten war, ist 

es unwahrscheinlich, dass die detektierte Elastase in Kulturüberständen aus NETs stammt (22, 

227).  

Der genaue Mechanismus der extrazellulären Elastasefreisetzung bleibt unklar, da nicht gezeigt 

werden konnte, ob es sich um eine Freisetzung im Rahmen einer nekrotischen Zelllyse handelt 

oder um eine aktive Sekretion des Enzyms, welche die Viabilität der Zellen nicht beeinflusst. 

Dies könnte in weiterführenden Experimenten geklärt werden, in denen die Überstände auf die 

Existenz normalerweise nicht sezernierter intrazellulärer Proteine überprüft werden. Eine weite-

re Möglichkeit, Zelltod festzustellen, wäre eine durchflusszytometrische Apoptose-Analyse der 

Zellen, von denen der Überstand abgenommen wurde.  

6.6 Der Einfluss von SAP9 auf Wachstumsinhibition und 
Abtötung 

Fradin et al. haben gezeigt, dass es in Anwesenheit von neutrophilen Granulozyten zu einer 

Wachstumsinhibition der Filamente kommt (58). Um zu untersuchen, ob Sap9 die Wachs-

tumsinhibition beeinflusst, wurden die Keimschläuche von Wildtyp und der ∆sap9/10-Mutante 

nach einer Stunde Inkubation mit und ohne Zellen vermessen. Beide Stämme wurden annä-

hernd gleich in ihrer Filamentation inhibiert.  

Da bereits gezeigt wurde, dass Sap9 sowohl die Migration als auch den oxidativen Burst und 

die damit zusammenhängende Apoptose beeinflusst, wurde des Weiteren untersucht, wie die 

verschiedenen Stämme durch neutrophile Granulozyten abgetötet werden. SAP1-3- sowie 

SAP4-6-Deletionsmutanten wurden mit der gleichen Effizienz abgetötet wie der Wildtyp. Die 

Deletion von SAP9 hingegen führte zu einem höheren Prozentsatz überlebender Pilze, was 

sowohl für Hefen als auch für Keimschläuche galt.  

Der genaue Mechanismus der zellvermittelten Wachstumsinhibition ist unklar, aber es wird 

vermutet, dass es sich um ein komplexes Zusammenspiel aus oxidativem Stress, Nährstoff-

mangel und antimikrobiellen Substanzen handelt (58). Intakte Motilität ist ebenfalls wichtig für 

die Wachstumsinhibition (240). Da der oxidative Burst als Reaktion auf die ∆sap9/10-Mutante 

stark vermindert ist, ist dieser Effektormechanismus wahrscheinlich nicht die Hauptursache für 

die Wachstumsinhibition. Im Hinblick auf die Erkenntnis, dass die Wachstumsinhibition offenbar 

SAP9-unabhängig verläuft, ist jedoch anzunehmen, dass die Granulakomponenten hier einen 

maßgeblichen Einfluss ausüben, da die Degranulation ebenfalls SAP9-unabhängig verläuft.  
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Da die Deletion von SAP9 jedoch die meisten Effektorfunktionen der neutrophilen Granulozyten 

beeinflusste, resultiert dies im Endeffekt in einer verminderten Abtötung durch neutrophile Gra-

nulozyten. Die Unterschiede in der Abtötungseffizienz zwischen Wildtyp und SAP9-Mutante 

waren signifikant, aber gering. Es ist an dieser Stelle anzumerken, dass keine der untersuchten 

Effektorfunktionen durch SAP9-Deletion vollständig inhibiert wurde. Dies weist darauf hin, dass 

Sap9 nur einer von vielen Faktoren ist, der zur Aktivierung der Zellen und so zur Abtötung der 

Pilze beiträgt.  

Besonders die Kohlenhydratkomponenten aus der Pilzzellwand sind direkt in die Aktivierung 

involviert. Mannoproteine und β-Glucane, besonders β-1,6-Glucan, induzieren Phagozytose, 

oxidativen Burst sowie Lactoferrin-Freisetzung und damit die Abtötung (167, 182). Weitere zell-

wandassoziierte Proteine wie Pra1 oder die ALS-Adhäsinfamilie tragen dazu bei, dass 

neutrophile Granulozyten über Adhäsionsproteine wie z.B. Integrin αMβ2 an die Pilze adhärieren 

können und auf diesem Wege engen Kontakt ermöglichen (80, 205). In SAP-

Expressionsstudien wurde gezeigt, dass Saps die Deletion von Isoenzymen durch Expression 

anderer Saps kompensieren können (116, 152). Die Expression anderer Saps, z.B. Sap4-6, 

kann also unter Umständen den Verlust von Sap9 zumindest teilweise kompensieren, was 

durch Expressionsanalysen der SAP9-Deletionsmutante während der Infektion mit C .albicans 

geklärt werden könnte. Aber auch andere sezernierte Proteine wie Phospholipasen oder Metal-

loproteasen spielen im Abtötungsprozess womöglich eine Rolle.  

6.7 Hypothesen zur Interaktion von Sap9 mit neutrophilen 
Granulozyten 

Für Sap9, welche in dieser Arbeit als einzige der acht untersuchten Proteasen einen Einfluss 

auf die Interaktion mit Granulozyten zeigte, ist bisher nur bekannt, dass es das antimikrobielle 

Peptid Histatin-5 spaltet und so den Wechsel vom Kommensalen zum Pathogen mit ermöglicht 

(135). Arbeiten in der Arbeitsgruppe um B. Hube in Jena befassen sich zur Zeit mit der Identifi-

kation weiterer Sap9-Substrate. Da Sap9 als zellmembranassoziiertes Protein offenbar auch 

regulatorische Funktionen in der Zellseparation während der Knospung besitzt, sind potentielle 

Substrate vermutlich ebenfalls in der Zellwand oder Zellmembran zu finden (1). Die in dieser 

Arbeit gewonnenen Daten weisen darauf hin, dass Sap9 durch Spaltung von Pilz- und Wirtspro-

teinen, welche dann ihrerseits als Stimulus dienen, die neutrophilen Granulozyten aktiviert 

(Abbildung 6-1). Eine andere durch diese Arbeit entwickelte Hypothese bezieht sich auf die Lo-

kalisation von Sap9 an der Oberfläche des Pilzes. In dieser Hypothese reguliert die Expression 

von SAP9 direkt die Form und Zusammensetzung der Pilzzellwand und beeinflusst auf diese 

Weise die Interaktion mit den Zellen. 
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6.8 Das Zytokinprofil neutrophiler Granulozyten während 
der A. fumigatus- Infektion 

Die Analyse der Expressionsprofile neutrophiler Granulozyten, die mit A. fumigatus infiziert wa-

ren, zeigte, dass sowohl nach 2 h als auch nach 6 h nur ein geringer Anteil der zu untersuchen-

den Gene reguliert war. In der AG Löffler wurden bereits genomweite Microarray-Analysen 

durchgeführt, die zeigten, dass die Anzahl differentiell regulierter Gene in neutrophilen Granulo-

zyten deutlich geringer ist als die in anderen Immunzellen (M. Mezger, persönliche Kommunika-

tion). Dies konnte in hier vorliegenden Arbeit bestätigt werden. Es muss an dieser Stelle be-

merkt werden, dass der Microarray jedoch nur die de novo-Zytokinsynthese berücksichtigt und 

nicht die unter Umständen bereits zum Zeitpunkt der Infektion im Zytoplasma fertig vorliegen-

den Zytokine.  

Die geringe Anzahl differentiell regulierter Gene lässt darauf schließen, dass neutrophile Granu-

lozyten primär vor Ort Mikroorganismen bekämpfen und die Kommunikation mit anderen Zellen 

eher im Hintergrund steht. Nach 2 h waren alle differentiell regulierten Gene, vor allem Zytokine 

und Immunrezeptoren, herunterreguliert. Die A. fumigatus-vermittelte Zytokinproduktion wird 

offenbar erst später induziert. Neben Zytokinen waren auch Gene des oxidativen Bursts und der 

 
 
 

Abbildung 6-1: Eine mögliche Funktion von Sap9 in der Interaktion mit neutrophilen Granulozyten 
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Phagozytose herunterreguliert, wie z.B. NCF-1, welches für die gp47phox-Untereinheit der 

NADPH-Oxidase kodiert, und ATP6V1A, ein Gen, welches für eine vakuoläre ATPase kodiert. 

Die Herunterregulation von NCF-1 deutet darauf hin, dass der oxidative Burst nach 2 h abge-

schlossen ist und die Zellen in Apoptose übergehen. Ein weiteres Indiz dafür ist die C. albicans-

induzierte Apoptose neutrophiler Granulozyten, welche nach 2 h ein Maximum erreicht. Die An-

säuerung des Phagosoms oder anderer Organellen durch die vakuoläre ATPase ist ein Pro-

zess, der nach der Aufnahme der Mikroorganismen induziert wird. Eine Herunterregulation der 

vakuolären ATPase nach 2 h ist ein weiterer Hinweis auf den Abschluss von oxidativem Burst 

und Phagozytose.  

Thioredoxin ist ein Molekül, welches in die Redoxregulation involviert ist. Es gilt des Weiteren 

als Stimulus für die Produktion von TNFα, IL-1, IL-2, IL-6 und IL-8 (196). Dass Thioredoxin nach 

2 h signifikant herunterreguliert ist, hängt demnach womöglich mit der noch nicht aktivierten 

Zytokinproduktion zusammen.  

In ihren Microarray-Analysen zur Interaktion von neutrophilen Granulozyten mit Kulturüberstän-

den von A. fumigatus wiesen Higurashi et al. eine Hochregulation von Lymphotoxin B (LTB) 

nach 3 h nach (79). Obwohl LTB primär von Lymphozyten exprimiert wird, scheinen auch 

neutrophile Granulozyten dieses Zytokin zu sezernieren. In dieser Arbeit konnte für 2 h und 6 h 

eine Herunterregulation von LTB beobachtet werden. Dass die Art der Regulation in beiden 

Arbeiten variiert, lässt sich durch die Verwendung der unterschiedlichen Stimulanzien erklären. 

Offenbar führt die Anwesenheit des Pilzes zu einer Herunterregulation, während die Verwen-

dung von Überständen die Hochregulation induziert. 

Eine andere Erklärung für detektiertes LTB sind die Präparationen von neutrophilen Granulozy-

ten, welche geringe Anteile an Lymphozyten enthalten können. Dieser Anteil ist allerdings so 

gering, dass er keinen Einfluss auf die Microarray-Analyse haben dürfte.  

Nach sechs Stunden Inkubationszeit waren bis auf LTB alle differentiell regulierten Gene hoch-

reguliert, wobei besonders die Zytokine dominierten. Dies steht in Einklang mit den früher 

durchgeführten genomweiten Arrays, bei denen ebenfalls nach 6 h eine Zunahme der Zytoki-

nexpression zu beobachten war (M. Mezger, persönliche Kommunikation). Auffällig war, dass 

ein eigentlich als Housekeeping-Kontrolle ausgewähltes Gen, GAPDH, signifikant hochreguliert 

war. Die Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase ist ein Schlüsselenzym der Glykolyse, das 

der ATP-Gewinnung dient. Der Gebrauch von GAPDH als Kontrolle ist nicht immer unumstrit-

ten. Es konnte gezeigt werden, dass GAPDH durchaus weitreichendere Funktionen besitzt als 

die Regulation der Glykolyse. Dazu gehören beispielsweise die Induktion von Apoptose sowie 

die Transkriptionsaktivation (218, 245). Da beide Prozesse auch im Infektionsgeschehen eine 

Rolle spielen, liegt die Vermutung nahe, dass die Interaktion mit A. fumigatus in dieser Arbeit 

auch die Expression von GAPDH beeinflusst. 
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8 Anhang 
 

8.1 Liste der Microarray-Oligonukleotide 

Tabelle 8-1:  Oligonukleotide für Aspergillus-Granulozyten-Microarray 

Gen ID* Name/Funktion Oligonukleotidsequenz 

TLR1 NM_003263 Toll-like Rezeptor 1 
tctggcagctctggaagaaatcagccgatgggtggga-
aactgaattgtgatcaat 

TLR2 NM_003264 Toll-like Rezeptor 2 
gacatcctgaacctgctggccacgcacatgggatgga-
gagtcacacaggtaattt 

TLR3 NM_003265 Toll-like Rezeptor 3 
tgtggaggtgagacagaccctttaggaaataaatgg-
gaccaccagggtttgcgtg 

TLR4 NM_138554 Toll-like Rezeptor 4 
atgttgcttcctgccaattgcatcctgtacc-
cactgttccttctggattccatga 

TLR5 NM_003268 Toll-like Rezeptor 5 
tcaggagaaaggactttttgttttcctgtctccaggttcg-
gacagcgccaacatt 

TLR6 NM_006068 Toll-like Rezeptor 6 
atgctcttgccagggacaaagttcctctcatgaagaca-
aatctgtatatcttctttttctaggt 

TLR7 NM_016562 Toll-like Rezeptor 7 
tggcattgccacacgtgaggaaaatacgacatcgc-
caatctaaggcttgaacacatgcacgc 

TLR8 NM_016610 Toll-like Rezeptor 8 
aaaagtttgcgtagggagcttggcagtttgggtgg-
cacgtgtgaaagagaattga 

TLR9 NM_017442 Toll-like Rezeptor 9 
gagggacagggatatgagggatttgggcagcgcagg-
cacagtcatgatgttgttg 

TLR10 NM_030956 Toll-like Rezeptor 10 
taaacaatcctgggatgaacacctttttccataagccct-
tataaacttgtgaaggtgtttctatagga 

CX3CL1 NM_002996 
Chemokin (C-X3-C Motiv) 

Ligand 1 (Fraktalkin)  
aaatggcacagacgttggtgatgagggttggaaaagtct
ttccaaagtcttcctactctttccaaagtct 

CX3CR1 NM_001337 
Chemokin (C-X3-C Motiv) 

Rezeptor 1 
ccccagcaaatgcatagatgagaggattcaggcaa-
caatggctaaatgcaaccgt 

CCL1 NM_ 002981 Chemokin (C-C-Motiv) Li-
gand 1 

gtgatgatctgcatgtcttctggtctggcttgggccttcctg-
gagcagctttgat 

CCR 1 NM_ 001295 Chemokin (C-C-Motiv) Re-
zeptor 1 

ggcttctctctggttccaagggactttgtccgt-
gaagtctttgtttctggggctttctgggtt 

CCL 2 NM_ 002982 Chemokin (C-C-Motiv) Li-
gand 2 

ggtgattcttctatagctcgcgagcctctgcactga-
gatcttcctattggtgaag 

CCR 2 NM_ 000648 Chemokin (C-C-Motiv) Re-
zeptor 2 

aatccactttctctgttcagcttgtggcttgtctcagg-
cagtcctggtatgtcaggcttctca 

CCR 3 NM_ 001837 Chemokin (C-C-Motiv) Re-
zeptor 3 

caactgtatctagtgaggttgtcatttcacttctccaata-
caactcagcagtgaaatgtgcaatgattct 

CCL 4 NM_ 002984 Chemokin (C-C-Motiv) Li-
gand 4 

cttcctcgcagtgtaagaaaagcagcaggcggtgg-
gagggtctgagcccattggt 

CCR 4 NM_ 005508 Chemokin (C-C-Motiv) Re-
zeptor 4 

tggacctgagccgcttgtatttgaacaggaccagaac-
caccacagaatttccaag 

CCL 5 NM_ 002985 Chemokin (C-C-Motiv) Li-
gand 5 

ggttgcattgagaactttaatggtaagccgattttt-
catgtttgccagtaagctcctgtgaggggttgag 

CCR 5 NM_ 000579 Chemokin (C-C-Motiv) Re-
zeptor 5 

tctagccttgtccttcctccccatgtcttcccaac-
cagctctgtctccttctaca 
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CCR 6 NM_ 004367 Chemokin (C-C-Motiv) Re-
zeptor 6 

ccctttaaaataattatcagaagccagcataattc-
cagctgtcccctagctaatctgcagctcctca 

CCL 7 NM_ 006273 Chemokin (C-C-Motiv) Li-
gand 7 

ttgtttctcaagtcatggcttgtttttagttcagtcatgaatgtt-
caaagctttggagtttgggt 

CCR 7 NM_ 001838 Chemokin (C-C-Motiv) Re-
zeptor 7 

agcggacgcaggccaggctgtaggtgacgtcg-
taggcgatgttgagttgcttact 

CCL 8 NM_ 005623 Chemokin (C-C-Motiv) Li-
gand 8 

caacaacagcagtacaaagcacacatttgacttacag-
gagcactgattgccaaagaatacca 

CCR 8 NM_ 005201 Chemokin (C-C-Motiv) Re-
zeptor 8 

gcatgcacaactatgtctccagtcattgtgttt-
taagtgttggcaacaacatatatggcatcc 

CCR 9 NM_ 006641 Chemokin (C-C-Motiv) Re-
zeptor 9 

catcagccatgttaggaatagggcttgtggagggc-
gatgcaactctccctgggacagc 

CCL 11 NM_ 002986 Chemokin (C-C-Motiv) Li-
gand 11 

tctctagtcgctgaaggggtatcttcctattggccaggtta-
aagcagcaggtggt 

CCL 13 NM_ 005408 Chemokin (C-C-Motiv) Li-
gand 13 

gagctctccttcctacattgcagcatcccttcatgtccat-
gactcccacaggcat 

CCL 15 NM_ 032965 Chemokin (C-C-Motiv) Li-
gand 15 

ttaagtatttcagaccaagaaactcacaggaggtgttg-
gaggtgggtggctggcc 

CCL 16 NM_ 004590 Chemokin (C-C-Motiv) Li-
gand 16 

ataagggagttttatttattgcatgcttgggttttggactaa-
gagtttacccctagccgtgtctcatacc 

CCL 17 NM_ 002987 Chemokin (C-C-Motiv) Li-
gand 17 

tttaactgcattcttcactctcttgttgttggggtccgaaca-
gatggccctgccc 

CCL 18 NM_ 002988 Chemokin (C-C-Motiv) Li-
gand 18 

aaggtggtgctgagcaaaaccattcaataaagatttgt-
catttgatacatatggcacaatgtctgctgag 

CCL 19 NM_ 006274 Chemokin (C-C-Motiv) Li-
gand 19 

ctgcacggtcataggttaactgctgcggcgctt-
catcttggctgaggtcctctgc 

CCL 20 NM_ 004591 Chemokin (C-C-Motiv) Li-
gand 20 

ttcgccgcagaggtggagtagcagcactgacatca-
aagcagccaggagcaaactc 

CCL 21  NM_ 002989 Chemokin (C-C-Motiv) Li-
gand 21 

atggagcagcctaagcttggttcctgcttccgg-
tagctgcggacaaccttggcgg 

CCL 23 NM_ 005064 Chemokin (C-C-Motiv) Li-
gand 23 

tccaagggcagtaacaagcatgaggcaggagaggg-
cagccacggagaccttcatc 

CCL 24 NM_ 002991 Chemokin (C-C-Motiv) Li-
gand 24 

aacaaagaacatgcagcagggagaggggatgacca-
cagagcccgtagggatgatg 

CCL 25 NM_ 005624 Chemokin (C-C-Motiv) Li-
gand 25 

cagagggaggaccaactcaggtgcagggattaa-
gacttgacccaaaagacagagg 

CCL 26  NM_ 006072 Chemokin (C-C-Motiv) Li-
gand 26 

cccaaactcctcctgcctgatccccttttatgagactga-
gacggccctggggtct 

CXCL 1 NM_ 001511 Chemokin (C-X-C-Motiv) 
Ligand 1 

atgcaggattgaggcaagctttccgcccattctt-
gagtgtggctatgacttcggt 

CXCL 2 NM_ 002089 Chemokin (C-X-C-Motiv) 
Ligand 2 

tcctgttctttgtgaaaacatcaataaatatcga-
aacctctctgctctaacacagagggaaacactgcat 

CXCL 3 NM_ 002090 Chemokin (C-X-C-Motiv) 
Ligand 3 

gatacgctgataagcttcttacttctctcctgt-
cagttggtgctccccttgttca 

CXCR 4 NM_ 003467 Chemokin (C-X-C-Motiv) 
Rezeptor 4 

caacttaatacaagactgtacactgtaggtgctgaaat-
caacccactcctgaaaactgaaaaacc 

CXCL 5 NM_ 002994 Chemokin (C-X-C-Motiv) 
Ligand 5 

aaactttacagcattatcaaggatattaagacaacact-
gactaaccggtttcattaccgcatcttcccc 

CXCL 6 NM_ 002993 Chemokin (C-X-C-Motiv) 
Ligand 6 

tgcacagataacggtatgacacacccagtgttctaata-
cagtacaacttaaatagcatcctagggta 

CXCL 9 NM_ 002416 Chemokin (C-X-C-Motiv) 
Ligand 9  

gtttccacatcctgcagaggctaactgggcaccaat-
catgcttccactaaccgac 

CXCL 10 NM_ 001565 Chemokin (C-X-C-Motiv) 
Ligand 10 

atggtgctgagactggaggttcctctgctgtaggctca-
gaatatgtctaagcaat 

CXCL 11 NM_ 005409 Chemokin (C-X-C-Motiv) 
Ligand 11 

tggtgctgttgctgctacttcagctttgctgctcttcttg-
gaaggagtagaaatg 

CXCL 12 NM_ 000609 Chemokin (C-X-C-Motiv) 
Ligand 12 

gtggacacacatgatgatggatgagacagagaatgat-
gagcagaacgtggaggat 
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CXCL 13 NM_ 006419 Chemokin (C-X-C-Motiv) 
Ligand 13 

gaggtagagttcagacttgagctctgagtccaggctcat-
tagcagagtcagttttt 

CXCL 14 NM_ 004887 Chemokin (C-X-C-Motiv) 
Ligand 14 

atgcaatgctaatggtttctgacatgtacatagcatataa-
cacagcagtacaatgcggcatatactgggg 

IL1A NM_ 000575 Interleukin-1 alpha 
ctcaggcatctccttcagcagcactggttggtctt-
catcttgggcagtcacatac 

IL1B NM_ 000576 Interleukin-1 beta 
taccctaaggcaggcagttgggcattggtgtagacaa-
caggaaagtccaggctat 

IL1R1 NM_ 000877 Interleukin-1 Rezeptor 1 
ttagtggggacaataagtcaaaggaagttcacggg-
gaactaggaatgtgtcttct 

IL1R2 NM_ 004633 Interleukin-1 Rezeptor 2 
tccatttatttcacttgggataggattgaaagtcttgatgat-
gaggccatagcacagtcagaccatctgc 

IL2 NM_ 000586 Interleukin-2 
atggttgctgtctcatcagcatattcacacat-
gaatgttgtttcagatccctttagttccagaactatta 

IL6 NM_ 000600 Interleukin-6 
agttcatagctgggctcctggaggcgagata-
gagcttctctttcgttcccggtgg 

IL6R NM_ 000565 Interleukin-6 Rezeptor 
cctgcctttttgccaacctaagatgagttgcctcaagcag-
caatagggtctaaaatct 

IL8 NM_ 000584 Interleukin-8 
gagatggttccttccggtggtttcttcctggctcttgtccta-
gaagcttgtgtgc 

IL8RA NM_ 000634 Interleukin-8 Rezeptor A 
tttgatctaactgaagcaccggccaggtgtgtccaacag-
taggagctgcagtcagagatcagagt 

IL8RB NM_ 001557 Interleukin-8 Rezeptor B 
tttcaacatcctaaacataaaccctgtgcccatta-
aaccgtcacttcccatgctccc 

IL10 NM_ 000572 Interleukin-10 
accgcgcccggcctagaaccaaatttaggttgttataaa-
taacaagctggccacagc 

IL10RA NM_ 001558 Interleukin-10 Rezeptor A 
cggacagtatctgcattctcccaggaccagcttggctaa-
tacccagcaaacatgg 

IL10 NM_ 000628 Interleukin-10 Rezeptor B 
ctgtgtagcattgagctgaccacccttgagttgaggtc-
gattttcagatcagtccatccat 

IL11 NM_ 000641 Interleukin-11 
cattaaaagtcacccacaatcccacctctctccttt-
gacctggagacagtcattgtcaacattttggcgt 

IL11RA NM_ 004512 Interleukin-11 Rezeptor A 
aaggacccacacacactccccaggcacctacata-
catgcatgcagagaatacatgttccctgcctcacag 

IL12A NM_ 000882 Interleukin-12 alpha 
agtcccatccttctttccccctccctagttcttaatcca-
catcctatcaaagttt 

IL12B NM_ 002187 Interleukin-12 beta 
caggaaacaaatgtaatcactttacagagcgcacata-
cattacttaaaagtagcaccttcatggagcca 

IL12RB1 NM_ 005535 Interleukin-12 Rezeptor B1 
tcctggaagtccactgggttgatccactgc-
caagtctccttccctccagggaact 

IL23 NM_ 016584 Interleukin-23 
tctgttcagcgcgtctctggtttggttccctcagttgttcacc-
gagtttgtaagc 

TNF NM_ 000594 Tumornekrosefaktor 
aggcttgtcactcggggttcgagaagatgatct-
gactgcctgggccagagggctgattagaga 

TNFRSF1A NM_ 001065 Tumornekrosefaktor-
Rezeptor Superfamilie 1A 

cagaattttagtgtatgtacaaaagtccacagctc-
cagctgaaggccccattgttccgtgctcgcccctg 

TNFRSF1B NM_ 001066 Tumornekrosefaktor-
Rezeptor Superfamilie 1B 

caaacaggtttattgataagcaggaatgccgtccagca-
tacagtgcaaactttcattgtc 

IFNA2 NM_ 000605 Interferon-alpha 2 
tctcatgatttctgctctgacaacctcccaggca-
caagggctgtatttcttctct 

IFNG NM_ 000619 Interferon-gamma 
atttgggtacagtcacagttgtcaacaatatttggaag-
caccaggcatgaaatctcctgagatgctatgt 

LTA NM_ 000595 Lymphotoxin alpha 
gccttcataaatagtcccctccctgcctctagtcatcccc-
caagctcctccatgt 

LTB NM_ 002341 Lymphotoxin beta 
caatattcacgcactcgcaccacgcactcatattccct-
caccccaccatcacggc 

NFKB1 NM_ 003998 Nuclear factor of kappa light 
polypeptide gene enhancer in 

tggccatatctagaggcgtggttccaggcacaactcctt-
catcctctcctgcatt 
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B-cells 1 

NFKB2 NM_ 002502 
Nuclear factor of kappa light 
polypeptide gene enhancer in 

B-cells 2 

agccatcactggctctaaggaaggcagagaagcg-
cagccgcactatactcagatc 

NFKBIA NM_ 020529 
nuclear factor of kappa light 
polypeptide gene enhancer in 

B-cells inhibitor, alpha 

agggctgatcctaccacaataagacgttttgggctagg-
cagtgtgcagtgtggat 

NFKBIL1 NM_ 005007 
nuclear factor of kappa light 
polypeptide gene enhancer in 

B-cells inhibitor-like 1 

cacttgttacaactttcgctcccacccatatcctctgct-
gagcagcacctggctcttccttgtggtccc 

NFRKB NM_ 006165 Nuclear factor related to 
kappaB binding protein 

ctccctggtcccttctcagccagagcagaccagg-
catggtctttcacggaagccat 

ICEBERG NM_ 021571 Caspase recruitment domain 
family, member 18 

agtgctccagagttccatcttctctcttagtgcaaacc-
catctttgaggcaagtt 

Dectin-1 NM_ 197947 Dectin-1 
ataactgatatactgctagaagttgagggtca-
aatcgtggcaacacaccgtgcacttcaatggcattgtt 

DC-SIGN NM_ 021155    

Dendritic Cell-Specific 
Intercellular adhesion 

molecule-3-Grabbing Non-
integrin 

ctgtctctccaagttggaggctggggcagattttatata-
cagagggtagtgaggcatgatatgattggat 

HSP90AB1 NM_ 007355 
Heat shock protein 90kDa 
alpha (cytosolic), class B 

member 1 

agaaaataaaataaaccacaatacacaacatc-
caatcctgctgtcaagagtagagagggaatgggg 

HSPA8 NM_ 006597 Heat shock 70kDa protein 8 
ttagcacgttcacaagcagtacggaggcgtctta-
cagctctcttgttctcactga 

ICAM1 NM_ 000201 Intercellular adhesion mole-
cule 1 

tgcttgcaggaccctgatcactgcaggaaactg-
gagctgcaatagtgcaagctcccagtgaaatgcaaac 

HMOX NM_ 002134 Hämoxygenase 
ccttgttgcgctccatttcctcctcgagggctgagtatgt-
gaagtaaagtgccgt 

TXN NM_ 003329 Thioredoxin 
tctgcttcaccatcttggctgctggagtctgac-
gagcggctgtaaggaccgatgg 

TOLLIP NM_ 019009 Toll interacting protein 
tggagaagaaatctacacaggcgtaagaccaggc-
catctgagacagggaatccca 

SOD1 NM_ 000454 Superoxiddismutase 1 
gtgtttaatgtttatcaggatacatttctacagctagcag-
gataacagatgagttaaggggcctcaga 

MPO NM_ 000250 Myeloperoxidase 
gtcacatagctagcaagccacagagccaggattg-
gaacccaggcagtctagttcc 

MIF NM_ 002415 Macrophage migration inhibi-
tory factor 

ttgttccagcccacattggccgcgttcatgtcgtaatagtt-
gatgtagaccctgt 

MYD88 NM_ 002468 Myeloid differentiation 
primary response gene (88) 

acacaggtgccaggcaggacatcgcggtcagacaca-
cacaacttcagtcgatagt 

NCF-1 NM_ 000265 Neutrophil cytosolic factor 1 
ttgctttcatctgacagaaccac-
caaccgctctcgctcttctctacgacctccac 

PTX3 NM_ 002852 Pentraxin 3 
tctctctttcattagtctcaagtgttcctattatgcact-
gagttttcagaccttcccaactggcatgtgt 

uPA NM_ 002658 Homo sapiens plasminogen 
activator, urokinase 

cttgcgtgttggagttaagccttgagcgacccaggta-
gacgatgtagtcctcctt 

CSF2 NM_ 000758 Colony stimulating factor 2 
(granulocyte-macrophage) 

gcacaggaagtttccggggttggagggcagtgctgcttg-
tagtggctggccatca 

GSK3A NM_ 019884 Glycogen synthase kinase 3 
alpha 

tattgaacggaggtctgtacacaggcaaaccttactgtg-
gaaactaagacatcaggagctctctccactc 
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Tabelle 8-2: Kontrollen (Housekeeping-Gene) 

Gen ID Name/Funktion Oligonukleotidsequenz 

ACTB NM_ 001101 Aktin B 
gctcattgccaatggtgatgacctggccgtcagg-
cagctcgtagctcttctccag 

ALAS NM_ 000688 Aminolevulinat Delta- syntha-
se 1 

gaatctaggtggagaagaagccactcatccatc-
caggcagggaagactcttaggg 

ATP6V1A NM_ 001690 
ATPase, H+ transporting, 

lysosomal 70kDa, V1 subunit 
A 

tatgaaacttgtttaattggctccacttaggaccagaca-
cagcacaataaatacagaactgcatcatc 

CD81 NM_ 004356 CD81-Molekül 
gtagggcctggtcatagaactgcttcacatccttggc-
gatctggtccttgttgac 

EEA1 NM_ 003566 early endosome antigen 1 
caactgacagcgagggtaagaagctttctaagattc-
taaatggacaatgcgtggg 

GAPDH NM_ 002046 Glyceraldehyd-3-phosphat- 
dehydrogenase 

ggtctctctcttcctcttgtgctcttgctggggctggtggtcc
aggggtcttact 

GOLGA4 NM_ 002078 golgi autoantigen, golgin 
subfamily a, 4 

tgcagcactttctgactcaagcctatcttccaatgcctt-
taactcctcctctttg 

MYO1C NM_ 033375 Myosin 1C 
aaaggccctacatccttgagtggggccc-
gagtgtgcgggcaagctgtctgtcatc 

NIPB NM_ 031466 Trafficking protein particle 
complex 9 

ttgaacttgtccacttgaatagccattcgctgg-
cactcgccggcgtgcaggatga 

PECR NM_ 018441 peroxisomal trans-2-enoyl-
CoA reductase 

agccactgcgtctggcctctacctttacaattaaataa-
taaaatcttctgggagttcatgatccctagaa 

PSMA7 NM_ 002792 
proteasome (prosome, 

macropain) subunit, alpha 
type, 7 

tgcttcagactggcgatgtagcgggtgatgtactcca-
cagtgaccgggtcctcca 

USP49 NM_ 018561 ubiquitin specific peptidase 
49 

cttgaggttacacaggttctactgtttctgcataaccaa-
gaaggaaactggggtgtgca 

ZNF710 NM_ 198526 Zinkfingerprotein 710 
tggggtcttggctgtccaggccgatgtctatgacgc-
catgcttgaccttcatgtg 
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8.2 Abkürzungsverzeichnis 

-  minus 

+  plus 

%  Prozent 

<  kleiner als 

>  größer als 

Abb.  Abbildung 

ATCC  „American Type Culture Collection“  

ATP  Adenosintriphosphat 

BSA  bovines Serumalbumin 

bzw.  beziehungsweise  

°C  Einheit: Grad Celsius 

CaCl2  Calciumchlorid 

cDNA  komplementäre Desoxyribonukleinsäure  

cfu  Einheit: „colony forming units“  

CO2  Kohlenstoffdioxid 

Cy3  Cyanin 3 

Cy5  Cyanin 5 

∆  Deletion  

dNTP  Desoxynucleosidtriphosphat  

DNA  Desoxyribonukleinsäure  

EDTA  Ethylendiamin-Tetraacetat  

et al  et alii (und andere)  

EtOH  Ethanol  

FACS  „fluorescence activated cell sorting”  

FCS  “fetal calf serum” 

g  Einheit: Gramm 

Tabelle 8-3: Kontrollen (Aspergillus-Gene) 

Gen ID Name/Funktion Oligonukleotidsequenz 

FKS1 NC_007199 β-(1,3)-Glucansynthase 
gcgacgtcctggcctctgagaacaaacgatct-
caatgtcgtgtggattgccaaatgtacaataccat 

SidA AY586511 
L-ornithine N5-oxygenase 

SidA 
atggcggatatcgtgttcacaggttccctcatgtctgctcc
gtcttccggagttccaatcgtgttgtcag 

Rho1 AY007297 Rho GTPase Rho1 
accagttattggagacgcttatccgttgataaaatctcc-
gaattgaaacagaccttttgcgaaggagacg 
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g  Einheit: Gravitation  

h  Einheit: Stunde 

HBSS  „Hank´s buffered salt solution” 

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsäure  

H2O demin. demineralisiertes Wasser 

IFN  Interferon  

IgA  Immunglobulin A 

IL  Interleukin 

KaCl  Kaliumchlorid 

Kap.  Kapitel  

kDa  Einheit: Kilo-Dalton 

KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat  

L  Einheit: Liter  

mg  Einheit: Milligramm  

µg  Einheit: Mikrogramm  

ml  Einheit: Milliliter  

µl  Einheit: Mikroliter  

min  Einheit: Minute 

mM  Einheit: millimolar 

µM  Einheit: mikromolar 

MOI  Multiplicity of Infection 

NaCl  Natriumchlorid 

NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 

Na2HPO4 Dinatriumhydrogenphosphat  

nm  Einheit: Nanometer 

n.s.  nicht signifikant  

PBMCs „peripheral blood mononuclear cells“ 

PBS  „phosphate buffered saline“  

PCR  „polymerase chain reaction”  

pH  Einheit: pondus Hydrogenii (pondus = Gewicht, hydrogenium = Wasserstoff) 

qRT-PCR quantitative Reverse Transkriptase “polymerase chain-reaction” 

rpm  Einheit: „rounds per minute”  

RNA  Ribonukleinsäure 

RPMI  „Roswell Park Memorial Institute“  

RT  Raumtemperatur  

RT-PCR Reverse Transkriptase „polymerase chain reaction”  

s  Einheit: Sekunde 
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SD  „Standard defined“ 

SDS  „sodium dodecyl sulfate“ 

SSC  „saline sodium citrate“  

Tab.  Tabelle  

TNF  Tumornekrosefaktor  

U  Einheit: Unit  

u. a.  unter anderem  

ÜN  über Nacht  

vgl.  vergleiche  

z. B.  zum Beispiel 
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