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A Einleitung  

1. Aspergillus fumigatus 

1.1 Geschichte und Biologie von Aspergillus fumigatus 

1.1.1. Historie 

Aspergillus fumigatus (A. f.) ist der wichtigste humanpathogene Schimmelpilz 

des Genus Aspergillus. Die Genus-Bezeichnung ist auf Antonio Micheli 

zurückzuführen [1727], der in der Morphologie des Pilzes Ähnlichkeiten zu 

einem in der katholischen Liturgie verwendeten Weihwassergefäß (aspergillum) 

sah (1). Der wahrscheinlich erste Bericht einer Aspergillose ist auf 1789 datiert 

und von Plaignaud verfasst. 1856 folgte die erste ausführliche klinische 

Beschreibung einer pulmonalen Aspergillose durch Rudolph Virchow, woraufhin 

A. f. 1863 von J.B. Georg Fresenius in Frankfurt entdeckt und morphologisch 

charakterisiert wurde. Dieser hatte hierfür Präparate aus „Bronchien und 

anderen Lufthöhlen“ der Großtrappe (otis tarda) untersucht (2, 3).  

1.1.2 Taxonomie 

Das Genus Aspergillus wird unterteilt in sieben Subgenera, welche sich 

wiederum aus Sektionen verwandter Spezies zusammensetzen. Bisher sind 

mehr als 250 Spezies bekannt (4). Die klinisch relevanteste stellt A. fumigatus 

dar. Sie wurde innerhalb der Schimmelpilze lange Zeit zu den fungi imperfecti 

(Deuteromycetes) gerechnet, da keine sexuelle Form des Pilzes bekannt war. 

Wie bei der Mehrzahl der übrigen Spezies, war bei A. f. lediglich die mitotische 

Fortpflanzung bekannt, der Pilz wurde also als anamorph bezeichnet. 

Genetische Hinweise deuteten jedoch auf das Vorhandensein einer 

sexuellen/teleomorphen Form von A. f. hin (5-8). Diese wurde 2009 entdeckt 

und als Neosartorya fumigata bezeichnet (9). Zwar wird in der Mykologie 

bevorzugt ein Pilz nach seiner teleomorphen Form benannt, jedoch besteht der 

Konsens den Namen Aspergillus fumigatus weiterzuführen (10).  
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1.1.3 Morphologie und Aufbau 

Im Rahmen des asexuellen Lebenszyklus von A. fumigatus treten 

unterschiedliche Morphologien auf. Das ausgeprägte Pilzgeflecht von A. f. bildet 

Fortpflanzungsorgane aus, sog. Konidiophoren, welche ca. 2-3µm große, runde 

Konidien absondern. Konidien sind sehr resistent gegenüber physikalischen 

und chemischen Einflüssen sowie gegenüber dem angeborenen Immunsystem. 

Herrschen hinsichtlich Feuchtigkeit, Temperatur, pH-Wert und anderen 

Faktoren günstige Bedingungen, entstehen aus Konidien Keimschläuche, 

welche sich wiederum zu Hyphen und einem Myzel (Hyphengeflecht) formieren. 

Wie für Pilze üblich, sind alle Vegetationsstadien von einer Zellwand umgeben. 

Sie besteht aus zwei Schichten, wobei die der Zellmembran unmittelbar 

anliegende Schicht bei Konidien und Hyphen weitestgehend identisch ist. 

Zusammengesetzt wird sie vorwiegend aus den Polysacchariden β-1,3-Glucan, 

α-1,3-Glucanen, Galactomannan, Galactosaminogalactan und Chitin/Chitosan. 

Insbesondere bei Konidien ist die äußere Schicht stark melaninhaltig, was ihre 

Widerstandsfähigkeit erklärt (11). Bei Hyphen hingegen wird zunehmend β-1,3-

Glucan und Chitin an der Oberfläche exponiert, was zur Alteration der 

Immunantwort gegenüber A. f. führt (12). 

1.1.4 Virulenzfaktoren 

Virulenzfaktoren sind Eigenschaften eines Pathogens, welche nicht essentiell 

für deren Wachstum sind, aber gleichzeitig dem Wirt schaden können. Die 

Virulenz bzw. Pathogenität von A. fumigatus kann nur vor dem Hintergrund 

einer angeborenen/erworbenen Immunschwäche des Wirtes betrachtet werden, 

da der Pilz lediglich unter diesen Umständen in der Lage ist eine systemische 

Infektion zu verursachen (13). Zweifelsohne besitzt A. f. Eigenschaften, die ihn 

im Vergleich mit anderen Pilzen pathogener machen: 

 Konidiengröße: Verglichen mit den ebenfalls humanpathogenen 

Schimmelpilzen A. niger und A. flavus sind Konidien von A. f. mit 2-3µm 

klein genug, um nach Inhalation Alveolen zu erreichen und dort eine 

Infektion zu verursachen (13). 
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 Das in der Zellwand von A. f. Konidien enthaltene Melanin ist auch bei 

zahlreichen anderen Pilzen ein Pathogenitätsfaktor. Es kann reaktive 

Sauerstoffspezies (ROS) von Makrophagen neutralisieren (14). 

Entsprechend sind A. f.-Stämme mit defekter Melaninsynthese deutlich 

weniger virulent (15). Schützend gegenüber oxidativem Stress agieren 

zusätzlich die cytoplasmatisch bzw. mitochondrial lokalisierte 

Superoxiddismutase sowie Stäbchen (rodlets), welche die Konidien-

Zellwand bedecken (16, 17). 

 Elastase-Aktivität: Elastin ist ein Grundbestandteil des Lungen-

Bindegewebes. Einfach nachvollziehbar ist deshalb eine positive 

Korrelation zwischen Elastase-Aktivität von A. f. und dem Grad der 

Invasivität der Infektion. In der Tat exprimiert A. f. mehrere Proteine, 

welche Elastase-Aktivität besitzen und die zur Virulenz des Pilzes 

beitragen (13, 18, 19). 

 Gliotoxin: In Patienten, die an einer von A. f. verursachten invasiven 

Aspergillose leiden, wird häufig und in wesentlicher Konzentration der 

sekundäre Metabolit Gliotoxin gefunden (20). Für die Virulenz von 

Gliotoxin werden zahlreiche Mechanismen verantwortlich gemacht. So 

kann es durch Generierung von ROS zytotoxisch wirken (21). Es hemmt 

aber auch die Funktion phagozytierenden Immunzellen, induziert deren 

Apoptose und mindert die Zytokinsekretion mittels Blockade des NF-κB-

Signalweges (22-24). Gliotoxin scheint bei Neutropenie jedoch nicht in 

gleichem Maße als Virulenzfaktor eine Rolle zu spielen (25). 

 

1.2 Klinik der Aspergillus fumigatus Infektion 

1.2.1 Klinische Erscheinungsbilder 

Die Inhalation von Aspergillus-Sporen führt bei gesunden Menschen in der 

Regel zur Elimination des Erregers ohne Symptome zu verursachen. Liegen 

jedoch bei Patienten prädisponierende Faktoren wie eine lokale oder 

systemische Immunsuppression vor, können humanpathogene Aspergillus-
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Spezies verschiedene klinische Erscheinungsbilder verursachen. Deren 

Ausprägung ist wiederum abhängig vom Grad der Immunsuppression, 

Grunderkrankungen und lokalen anatomischen Gegebenheiten: 

 

Abbildung 1: Klinische Erscheinungsbilder der Aspergillose, modifiziert nach Soubani 
(26) 

 Bronchopulmonale Aspergillose: Patienten mit Asthma bronchiale oder 

zystischer Fibrose sind besonders prädisponiert auf die Inhalation von A. 

fumigatus-Sporen hypersensitiv zu reagieren (27, 28).  

 Aspergillom: Führen Grunderkrankungen wie Tuberkulose, Sarkoidose, 

Bronchiektasien o.Ä. zur lokalen Erweiterung des Bronchialsystems, 

können sich dort nicht selten Konglomerate aus Aspergillus-Hyphen, 

Entzündungszellen und Zelldebris bilden (28). 

 Chronisch nekrotisierende Aspergillose: Recht seltenes Krankheitsbild, 

welches sich meist auf dem Boden einer chronischen Lungenerkrankung 

(chronisch obstruktive Lungenerkrankung, zystische Fibrose, 

Strahlentherapie) entwickelt und von manchen Autoren als Vorstufe zur 

invasiven Aspergillose betrachtet wird (28, 29). 
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 Invasive Aspergillose: Diese im Fokus dieser Arbeit stehende 

Erkrankung kann vornehmlich durch vier verschiedene Aspergillus-

Spezies verursacht werden. Marr et al. isolierten bei Patienten, die eine 

Hochdosischemotherapie bzw. Stammzelltransplantation erhalten hatten, 

neben A. fumigatus (67%) auch A. flavus (13%), A. niger (9%) und A. 

terreus (7%) (30). Am häufigsten ist der pulmonale Befall. Durch 

hämatogene Ausbreitung des Erregers, bzw. per continuitatem, können 

jedoch auch andere Organe in Mitleidenschaft gezogen werden, wie 

beispielsweise das zentrale Nervensystem, Leber, Milz, Knochen oder 

Haut. Klinisch ergibt sich daher ein vielseitiges Bild, wobei die pulmonale 

invasive Aspergillose gekennzeichnet ist von trockenem Husten, Fieber 

und pulmonalen Infiltraten trotz antibiotischer Therapie (31). 

 

1.2.2 Epidemiologie 

Erworbene, oder in seltenen Fällen hereditäre Defekte der angeborenen 

Immunität sind ein Hauptrisikofaktor der invasiven Aspergillose. So erkranken 

Patienten mit chronischer Granulomatose, deren neutrophile Granulozyten eine 

defekte NADPH-Oxidase exprimieren, gehäuft an einer invasiven Aspergillose 

(32). Die Rolle der neutrophilen Granulozyten wird auch dadurch unterstrichen, 

dass Patienten mit Neutropenie, sei es im Rahmen einer 

Hochdosischemotherapie, Stammzelltransplantation oder Transplantation eines 

soliden Organes, besonders anfällig für Aspergillus-Infektionen sind (31). 

Unabhängig von einer Neutropenie ist die Inzidenz der invasiven Aspergillose 

erhöht bei AIDS, Kortikosteroidtherapie und Therapie mit TNF-α-Inhibitoren (31, 

33). Auf Intensivstationen beobachtet man gehäuft Infektionen mit A. fumigatus, 

unabhängig vom Immunstatus (34-36). Je nach zugrundeliegender Erkrankung 

variiert die Inzidenz zwischen 0.7% bei Nierentransplantierten und im Mittel 7% 

bei Patienten, die sich einer allogenen Stammzelltransplantation unterziehen 

(37-39). Die Mortalität ist mit über 70% selbst in der Ära neuer antimykotischer 

Therapien durchgehend unbefriedigend hoch, wobei der Befall des zentralen 

Nervensystems prognostisch besonders ungünstig zu werten ist (40). 
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1.2.3 Pathophysiologie 

Aspergillus Konidien sind ubiquitär verbreitet und werden in großer Anzahl - 

Schätzungen gehen von mehreren hundert pro Tag aus- inhaliert (13, 41, 42). 

Werden Konidien nicht durch die mukoziliäre Reinigung (clearance) des 

Bronchialepithels eliminiert,  werden sie von Alveolarmakrophagen phagozytiert 

und durch das NADPH-Oxidase-abhängige ROS-System unschädlich gemacht 

(43, 44). Dies geht einher mit einer Rekrutierung neutrophiler Granulozyten, 

welche in der Lage sind Hyphen von A. fumigatus zu eliminieren (45-48). Unter 

anderem deshalb wird davon ausgegangen, dass es bei neutropenen Patienten 

zu einem unkontrollierten Wachstum des A. fumigatus Myzels kommt. Es folgen 

Thrombosen und Infarzierung des Lungengewebes und letztlich eine 

Angioinvasion und Dissemination des Schimmelpilzes. Sind 

Alveolarmakrophagen und neutrophile Granulozyten lediglich in qualitativer 

Hinsicht gestört, wie es bei einer Kortikosteroidtherapie der Fall ist, soll eine 

überschießende Entzündungsreaktion zur hohen Morbidität und Mortalität 

beitragen (13, 49). 

1.2.4 Diagnose 

Die aktuelle Leitlinie zur Diagnose der invasiven Aspergillose (und anderer 

invasiven Mykosen) unterteilt die Wahrscheinlichkeit der korrekten Diagnose 

„invasive Aspergillose“ in gesichert, wahrscheinlich und möglich. Von einer 

gesicherten Diagnose ist auszugehen, wenn durch eine Biopsie des 

Infektionsfokus Aspergillus histopathologisch und mittels Pilzkultur 

nachgewiesen werden kann. Wahrscheinlich wird die Diagnose, wenn der 

Patient prädisponiert für eine Aspergillose erscheint (z.B. prolongierte 

Neutropenie, immunsuppressive Therapie), die klinischen Symptome durch 

eine invasive Mykose erklärbar sind  und gleichzeitig bestimmte mykologische 

Kriterien erfüllt sind. Letztere umfassen den Nachweis von Galactomannan in 

Plasma, Serum, bronchoalveolärer Lavage oder Liquor bzw. β-D-Glucan im 

Serum oder eine auf Aspergillus positive Zytologie/Kultur aus Proben, die nicht 

direkt aus dem Infektionsfokus entnommen wurden. Sind klinische Symptome 

und prädisponierende Faktoren ohne gleichzeitige mykologische Hinweise auf 
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invasive Aspergillose vorhanden, wird die Diagnose als möglich eingestuft. 

Konzipiert ist diese Leitlinie lediglich für den Einsatz in klinischen und 

epidemiologischen Studien (50). Ein breiter Konsens für einen diagnostischen 

Algorithmus im klinischen Umfeld existiert allerdings nicht. Der 

molekulargenetische Nachweis von A. fumigatus ist möglich, aber noch nicht 

hinreichend standardisiert und hat daher noch keinen Einzug in aktuell gültige 

Leitlinien gefunden (51). 

1.2.5 Therapie 

Medikamente aus der Gruppe der Azole, Polyene und Echinocandine sind 

wirksam in der Behandlung und z.T. in der Prophylaxe der invasiven 

Aspergillose. Die beste Evidenz für die Therapie der invasiven Aspergillose 

besteht momentan für den Einsatz von Voriconazol, wohingegen für die 

Prophylaxe Posaconazol empfohlen wird (52, 53). In der aktuellen Leitlinie der 

Infectious Disease Society  of America wird jedoch auch betont, dass die 

Beendigung einer temporären Neutropenie prognostisch entscheidend ist (53). 

Versuche die Phase der Neutropenie zu verkürzen, sei es durch GM-CSF oder 

Granulozytenkonzentrate, zeigten dementsprechend zum Teil positive 

Ergebnisse bezüglich Infektionsrate und Prognose (54, 55). Nichtsdestotrotz 

bleibt die invasive Aspergillose immer noch mit einer erheblichen Mortalität 

vergesellschaftet (56, 57). 

2 NKT-Zellen 

2.1 Entdeckung und Geschichte 

Zwar wurde der Begriff „NKT-Zelle“ erstmals 1995 publiziert, jedoch wurde man 

bereits Mitte der 1980er Jahre auf eine murine T-Zell-Population aufmerksam, 

die sich in mehrerlei Hinsicht von den bis dahin bekannten T-Zellen 

unterschieden (58). In der Zusammensetzung des T-Zell-Rezeptors (TCR) 

zeigte sich die Vβ8-Expression überrepräsentiert (59), die α-Kette des TCR 

stellte sich als invariant heraus (60). Die Korezeptoren CD4 und CD8 wurden 

nicht exprimiert (59). Später zeigte man, dass diese Zellen NK1.1 exprimieren, 
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was bis zu diesem Zeitpunkt nur bei NK-Zellen nachgewiesen worden war (61, 

62). Durch gleichzeitige Expression von NK1.1 und TCR entstand der Begriff 

NKT-Zelle (58). Wenig später wurde die Abhängigkeit der NKT-Zell-Entwicklung 

von CD1d gezeigt und ein Modellligand für CD1d entdeckt: α-Galactosylceramid 

(α-GalCer) (63-65). Das humane Äquivalent der murinen NKT-Zellen wurde 

1993 beschrieben (66). Auch wenn die Koexpression von NK1.1 (bzw. CD161 

beim Menschen) und TCR die NKT-Zellen als solche heutzutage nicht mehr 

definieren, hat sich der Begriff konserviert; unter anderem auch, weil NKT-

Zellen funktionelle Eigenschaften von NK- und T-Zellen zeigen.  

2.2 Charakterisierung/Definition 

NKT-Zellen definieren sich als Zellen, die das MHC-Klasse-I-Molekül CD1d 

erkennen (siehe 2.3). NKT-Zellen sind ferner charakterisiert durch ein 

beschränktes Repertoire an TCR.  So findet man bei einem Großteil humaner 

NKT-Zellen fast ausschließlich TCR mit einer Vα24Jα18-Kette, welche mit einer 

Vβ11-Kette gepaart ist. Eine gewisse Plastizität des TCR wird dadurch bedingt, 

dass die Jβ-Region des TCR variabel bleibt (66, 67). Die Zellen dieser größten 

Gruppe werden als Typ-I NKT-Zellen oder iNKT-Zellen (für invariant)  

bezeichnet. Eine weitere, weitaus weniger untersuchte Gruppe CD1d-reaktiver 

NKT-Zellen, zeigt eine größere Diversität im TCR-Repertoire und werden Typ-II 

NKT-Zellen oder dNKT-Zellen (für diverse) genannt (68). In dieser Arbeit wird 

sich auf iNKT-Zellen fokussiert werden. 

Phänotypisch nehmen iNKT-Zellen eine Stellung zwischen NK- und T-Zellen 

ein. Die Beschreibung, dass NK1.1 (beim Menschen CD161), eigentlich ein 

Marker für NK-Zellen, auch auf NKT-Zellen exprimiert wird, trug zur Entdeckung 

der selbigen bei (61, 62). Neben dem TCR/CD3 exprimieren NKT-Zellen aber 

auch andere Marker von T-Zellen in unterschiedlichem Ausmaß, so z.B. CD4 

und/oder CD8. Die differentielle Expression von letztgenannten Korezeptoren 

findet Einlass in eine weitere Einteilung von NKT-Zellen, um deren Funktionen 

besser zu beschreiben (68). Alle genannten Marker dienen heutzutage aber 

nicht mehr zur Definition von NKT-Zellen, da zahlreiche Varianten dieser 

Zellpopulation beschrieben worden sind. So exprimiert eine Gruppe von NKT-
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Zellen kein NK1.1, eine andere Gruppe zeigt keine Expression der 

Korezeptoren CD4 bzw. CD8 (69-71). Als gemeinsamer Nenner verbleibt 

lediglich die CD1d-Restriktion. 

 

2.3 Das MHC-Klasse-I-Molekül CD1d 

Ähnlich wie Proteine der MHC-Familie (major histocompatibility complex) sind 

Proteine der CD1-Gruppe in der Lage endogene Substanzen an der 

Zelloberfläche gegenüber T-Zellen zu präsentieren. Anders als bei MHC-I-

Molekülen sind dies jedoch nicht Peptide, sondern (Glyko-)Lipide. Während es 

in der Maus lediglich ein CD1-Molekül gibt (entspricht dem humanen CD1d), 

besitzt der Mensch fünf verschiedene CD1-Gene, CD1a bis e.  Für CD1e ist 

eine Präsentation von Lipiden gegenüber T-Zellen noch nicht beschrieben 

worden, sodass dieses Molekül eine Sonderstellung gegenüber den vier 

restlichen einnimmt. Cd1a-d unterscheiden sich in der Spezifität gegenüber den  

Lipiden, welche sie exponieren, des Mechanismus der intrazellulären Beladung 

und der zellulären Verteilung. Während CD1a, CD1b und CD1c eine Klasse I 

bilden, wird ihnen mit CD1d die Klasse II der CD1 Moleküle gegenübergestellt 

(72). CD1d interagiert exklusiv mit NKT-Zellen, weswegen sich im Folgenden 

darauf fokussiert wird. 

  

2.3.1 Vorkommen 

CD1d wird in einer Vielzahl von Geweben exprimiert, so z.B. auf Thymozyten, 

Hepatozyten oder Darmepithel (73). Am stärksten und vermutlich auch am 

bedeutendsten ist jedoch dessen Expression auf antigenpräsentierenden Zellen 

(APC), vornehmlich B-Zellen, Monozyten und dendritischen Zellen (74, 75).  
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a. Dendritische Zellen 

Entdeckt 1973 vom späteren Nobelpreisträger Ralph M. Steinman und benannt 

nach der typischen Morphologie mit zahlreichen Ausläufern (Dendriten) werden 

dendritische Zellen (DCs) mittlerweile als heterogene Gruppe von Zellen 

angesehen. Jedoch sind sie nach wie vor  die wichtigste Brücke zwischen 

angeborener und erworbener Immunität (76, 77). Im peripheren Blut werden 

nach aktueller Nomenklatur zwei Gruppen unterschieden. Plasmozytoide 

dendritische Zellen (pDCs) exprimieren im Gegensatz zu myeloiden 

dendritischen Zellen (mDCs) das Oberflächenantigen CD68. mDCs werden 

wiederum subklassifiziert in CD1c⁺- und CD141⁺-Zellen (78). Die Interaktion von 

CD1d mit iNKT-Zellen ist innerhalb der CD1d-tragenden Zellen bei DCs am 

besten beschrieben. Auch die intrazellulären Wege von CD1d bzw. das 

Beladen mit Lipiden ist vornehmlich an DCs untersucht worden (79). DCs sind 

innerhalb der CD1d⁺-Zellen auch die stärksten Aktivatoren von iNKT-Zellen 

(Beitzen-Heineke et al., vor Publikation).  

Auch im peripheren Gewebe gibt es eine Vielzahl verschiedener DCs, auf deren 

Einteilung im Weiteren nicht genauer eingegangen werden soll. Erwähnt sei 

jedoch, dass in Luftwegen und Lungenparenchym DCs vorkommen, welche A. 

fumigatus Konidien und Keimschläuche endozytieren und die darauf folgende 

Immunantwort orchestrieren können (80). 

b. Monozyten 

Monozyten zeigen unterschiedliche Profile der Zytokinproduktion und werden 

deshalb anhand der Expression von CD14 bzw. CD16 in drei Klassen unterteilt: 

Klassische CD14⁺/CD16⁻, intermediäre CD14⁺⁺/CD16⁺ und nicht-klassische 

CD14⁺/CD16⁺⁺ Monozyten (78). Es sind Zellen des peripheren Blutes und 

differenzieren in DCs oder Makrophagen. Die Bedeutung der CD1d-Expression 

und somit die Interaktion mit iNKT-Zellen ist weit weniger gut beschrieben als 

für DCs, auch wenn Monozyten effektiv Glykolipide via CD1d präsentieren 

können (74, 81). Auf der anderen Seite können iNKT-Zellen eine 

Differenzierung von Monozyten in DCs anstoßen (82). 
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c. B-Zellen 

B-Zellen sind in der Lage mikrobielle Glykolipide zu internalisieren und sie 

anschließend gegenüber iNKT-Zellen via CD1d zu präsentieren. Die Aufnahme 

des Antigens kann B-Zell-Rezeptor-vermittelt geschehen, es wird aber auch 

eine LDL-Rezeptor-vermittelte Endozytose von an ApoE-gebundenen 

Glykolipiden diskutiert, wie sie für DCs bereits beschrieben ist (83, 84). 

Umgekehrt wirken sich iNKT-Zellen auch auf B-Zellen und die humorale 

Immunität aus. So wird die Antikörper-Produktion von B-Zellen gegenüber 

verschiedenen Pathogenen im Beisein von  iNKT-Zellen erhöht  bzw. die 

Antikörperaffinität durch α-GalCer verstärkt (85-88). Ob das Antigen hierfür aber 

von B-Zellen präsentiert werden muss, oder doch DCs eine Mittlerrolle 

einnehmen, ist unzureichend beantwortet (84, 89). 

2.3.2 Liganden 

Via CD1d werden iNKT-Zellen in aller Regel endogene Lipide präsentiert (90). 

Zur Entdeckung der NKT-Zellen trug jedoch ein exogenes Lipid bei: α-GalCer 

entstammt dem  marinen Schwamm Agelas mauritianus und wird seitdem als 

Modellsubstanz zur Charakterisierung von iNKT-Zellen verwendet (65). Das 

prototypische endogene Lipid für CD1d ist bisher noch nicht gefunden. Über die 

Natur des endogenen Liganden herrscht Uneinigkeit. Isoglobotrihexosylceramid 

(iGb3) wird als Kandidat hierfür herangezogen, da es, von CD1d⁺-Zellen 

präsentiert, in der Lage ist humane iNKT-Zellen zu aktivieren (91). Jedoch 

besitzt der Mensch nicht das für die Synthese von iGb3 wichtige Enzym iGb3-

Synthase (92). Von CD1d können auch exogene, mikrobielle Lipide präsentiert 

werden. Mikrobielle Lipide, welche somit einen aktivierenden Einfluss auf iNKT-

Zellen haben, wurden aus Streptococcus pneumoniae, Borrellia burgdorferi und 

Leishmania donovani extrahiert, scheinen insgesamt aber nur eine 

untergeordnete Rolle bei der Stimulation von iNKT-Zellen zu spielen (93, 94). 

Zuletzt wurde jedoch das erste fungale Lipid aus A. fumigatus isoliert 

(Asperamid B), welches in der Lage ist iNKT-Zellen zur Zytokinproduktion 

anzuregen (95). 
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2.4 Entwicklung 

iNKT-Zellen unterliegen im Thymus einer positiven (und möglicherweise auch 

negativen) Selektion (96, 97). Mit T-Zellen gemeinsame Vorläuferzellen, welche 

einen auf CD1d präsentierten endogenen Liganden erkennen, entwickeln sich 

zu iNKT-Zellen (98). CD1d wird im Thymus vorwiegend auf Thymozyten und 

Stromazellen exprimiert. Über die Natur des endogenen Liganden ist man 

uneins, Isoglobotrihexosylceramid (iGb3) ist jedoch auch hier ein Kandidat (91). 

Während im Thymus noch sehr wenige Zellen CD161 exprimieren, wird dieser 

Reife-Marker vor allem nach Wanderung der iNKT-Zellen ins periphere Blut 

hochreguliert (99, 100). Dort sind iNKT-Zellen mit einem Anteil von 0.1-1% aller 

mononukleären Zellen recht selten vorhanden (101).  

2.5 Funktion 

Die Interaktion mit CD1d-exprimierenden APC ist von entscheidender 

Bedeutung für Entwicklung und Funktion  von iNKT-Zellen. Das Zusammenspiel 

mit dendritischen Zellen, als spezialisierte APC, ist dabei am besten 

beschrieben. Damit es zur Aktivierung von iNKT-Zellen kommt, sind hierbei 

zwei Schritte entscheidend: Zum einen die Bindung des invarianten TCR an mit 

einem (fremden oder endogenen) Lipid beladenen CD1d-Molekül. Zum anderen 

ein kostimulatorisches Signal, welches hier in Form von proinflammatorischen 

Zytokinen (hauptsächlich IL-12) gegeben wird und nicht, wie bei T-Zellen, durch 

Korezeptoren (68). Eine effektive Aktivierung von iNKT-Zellen ist ohne das 

kostimulatorische Signal nicht möglich, jedoch ist IL-12 durchaus für sich  

alleine in der Lage iNKT-Zellen zu stimulieren (93, 102). Hauptquelle des IL-12 

sind DCs, welche das Zytokin nach Erkennen fremder Strukturen via pattern 

recognition receptors (PRR) oder anderer Gefahrsignalen sezernieren. Im 

aktivierten Zustand exprimieren iNKT-Zellen eine Vielzahl von Zytokinen: 

vornehmlich IFN-γ und TNF-α, aber auch IL-2, IL-4,  GM-CSF und andere 

(103). Diese bewirken die Rekrutierung und Aktivierung weiterer Effektorzellen, 

wie Makrophagen, neutrophile Granulozyten und NK-Zellen (104, 105). Durch 

Interaktion von CD40-Rezeptor auf DCs und CD40-Ligand auf iNKT-Zellen 

kommt es im Sinne einer positiven Rückkopplung zur zusätzlichen Produktion 
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von IL-12 durch DCs (93). Aber auch Vertreter der adaptiven Immunität werden 

beeinflusst. So bewirken iNKT-Zellen eine vermehrte Kreuzpräsentation von 

DCs und somit Aktivierung zytotoxischer CD8+ T-Zellen sowie eine gesteigerte 

Reaktion CD4+ T-Zellen auf Proteinantigene (106-108).  

iNKT-Zellen stellen also ein wichtiges Bindeglied zwischen angeborener und 

erworbener Immunität dar. Eine Zwischenstellung zwischen beiden Zweigen der 

Immunantwort ließ sich auch auf transkriptioneller Ebene nachweisen (109). 

2.6 Rolle und Aufgaben 

iNKT-Zellen zeigen Eigenschaften beider Zweige der Immunantwort. So 

kennzeichnet der Besitz eines TCR die  Zugehörigkeit zum erworbenen/ 

adaptiven Immunsystem. Gleichzeitig ist die rasche Aktivierung durch 

proinflammatorische Zytokine oder andere Stimuli charakteristisch für die 

angeborene Immunität.  

In verschiedensten klinischen Erscheinungen spielen iNKT-Zellen eine Rolle. 

Mehrmals wurde eine Antitumor-Aktivität gezeigt. Beispielsweise korreliert die 

Zahl an iNKT-Zellen im peripheren Blut bei bestimmten Tumorpatienten mit 

deren Prognose (110-112). Auch wurde dem Modelliganden α-GalCer ein 

Antitumoreffekt zugesprochen (113). Dies führte dazu, dass α-GalCer in 

klinischen Studien an Tumorpatienten getestet wurde (114, 115). Daneben 

haben iNKT-Zellen einen gewissen Stellenwert in der Pathogenese von 

Autoimmunerkrankungen, Allergie und Arteriosklerose (116-118).  

Besonders hervorzuheben ist sicherlich die Rolle von iNKT-Zellen in der 

Abwehr von Pathogenen. Eine Mitbeteiligung bei der Abwehr von Bakterien, 

Viren, Parasiten und zuletzt auch Pilzen wurde beschrieben (79, 94, 119). Am 

besten belegt ist die Stellung von iNKT-Zellen im Rahmen von bakteriellen 

Infektionen, z.B. durch Streptococcus pneumonia oder Borrelia burgdorferi. 

Brennan et al  stellen in ihrer Übersichtsarbeit die Vorgänge während einer 

Infektion mit Pneumokokken dar (68). Zunächst binden Mikroben an PRR, 

welche mikrobielle Strukturen erkennen. Zur Familie der PRR gehören z.B. Toll-

like Receptors (TLR) und Dectin-1. Nach Bindung an PRR werden die Mikroben 
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phagozytiert, degradiert und deren Lipide, neben endogenen Lipiden, via CD1d 

an der Zelloberfläche präsentiert. Sind kostimulatorische Signale vorhanden (IL-

12, CD40-Ligand/CD40-Rezeptor) werden iNKT-Zellen zur Produktion von IFN-

γ, IL-2, IL-4, IL-13  und weiteren Zytokinen bzw. Chemokinen angeregt. 

Daraufhin werden Makrophagen und neutrophile Granulozyten zum 

Infektionsort rekrutiert und aktiviert, was zur effektiveren Elimination des 

Pathogens führen soll. 

 

3 Zielsetzung der Arbeit 

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, humane iNKT-Zellen gesunder 

Spender selektiv zu kultivieren und anschließend hinsichtlich Phänotyp und 

Interaktion mit A. fumigatus Konidien und Keimschläuchen zu charakterisieren. 

Die zentrale Frage war, ob iNKT-Zellen in der Lage sind Wachstum und 

Metabolismus von A. f. in vitro zu hemmen. Bis zu diesem Zeitpunkt war eine 

Rolle von iNKT-Zellen bei bakteriellen, viralen und auch parasitären Infektionen 

bereits beschrieben (119). Hinweise für einen Effekt von iNKT-Zellen bei 

Pilzinfektionen gab es nur vereinzelt. So zeigten iNKT-defiziente Mäuse eine 

abgeschwächte Reaktion auf Cryptococcus neoformans, bzw. zeigten mit α-

GalCer behandelte wildtypische Mäuse eine stärkere Reaktion auf diesen Pilz 

(120-122).  Zudem sind iNKT-Zellen in Lungengewebe vorhanden und kommt 

dabei potentiell in Kontakt mit A. f. (123). Mechanistisch war von besonderem 

Interesse, ob iNKT-Zellen in Gegenwart von A. f. ein definiertes 

Zytokinsekretionsmuster zeigen und ob sich dieses gegenüber dem 

Sekretionsprofil bei Infektionen anderer Genese unterscheidet. Durch 

Genexpressionsanalysen sollte untersucht werden, welche Gene iNKT-Zellen 

bei der Interaktion mit A. f. Konidien bzw. Keimschläuchen differentiell 

exprimieren. 
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B Material und Methoden 

1 Material 

1.1 Puffer und Medien 

Produkt Hersteller Ort 

 

Hanks‘ balanced salt solution 

modified (HBSS) 

 

Sigma-Aldrich 

 

St. Louis, MO, USA 

RPMI 1640 Medium GlutaMAX™ 

Supplement, HEPES 

- Mit Refobacin 120mg/l 

Gibco® 

 

Merck 

Darmstadt, Deutschland (D) 

 

Darmstadt, D 

 

Zusammensetzung Kulturmedium (10ml) 

Substanz Menge 

 

RPMI 1640 Medium Glutamax™ 

 

9,1ml 

Fetal Calf Serum (FCS) 0,9ml 

α-GalCer (0.2mg/ml) 5µl 

rh-IL2 10µl 

1.2 Chemikalien 

Produkt Hersteller Ort 

 

2,3-Dimethoxy-5-methyl-p-

benzoquinon 

 

Sigma-Aldrich 

 

St. Louis, MO, USA 

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA 

α-Galactosylceramid 

(KRN7000) 

Enzo Lörrach, D 

Aqua destilliert 1000ml B. Braun Melsungen, D 

Biocoll Biochrom AG Berlin, D 
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EDTA 0.5M Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA 

Ethanol Abs. Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA 

Fetal Calf Serum (FCS) Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA 

Human IL-2 Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, D 

iTaq™ Universal SYBR® 

Green Supermix 

Bio-Rad Laboratories München, D 

Refobacin Merck Darmstadt, D 

Tween20 Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA 

Trypanblau Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA 

XTT Natriumsalz Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA 

1.3 Antikörper und Isotypen 

Antikörper Isotyp Hersteller Ort 

 

CD1c-APC 

 

IgG2a 

 

Miltenyi Biotec 

 

Bergisch Gladbach, D 

CD1d-PE IgG1 BD Biosciences Heidelberg, D 

CD3-PerCP IgG1 Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, D 

CD4-APC IgG1 BD Biosciences Heidelberg, D 

CD8-FITC IgG1 BD Biosciences Heidelberg, D 

CD56-PE IgG1 BD Biosciences Heidelberg, D 

IFN-γ-FITC IgG1 Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, D 

iNKT-PE IgG1 Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, D 

TNF-α-APC IgG1 Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, D 

 

Isotyp Hersteller Ort 

 

IgG1-APC 

 

BD Biosciences 

 

Heidelberg, D 

IgG1-FITC BD Biosciences Heidelberg, D 

IgG1-PE BD Biosciences Heidelberg, D 

IgG1-PerCP BD Biosciences Heidelberg, D 

IgG2a-PE BD Biosciences Heidelberg, D 
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Beads Hersteller Ort 

 

CD3 

 

Miltenyi Biotec 

 

Bergisch Gladbach, D 

PE Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, D 

 

1.4 Verbrauchsmaterial 

Artikel Hersteller Ort 

 

Reaktionsgefäße 

  

5ml PS Round-Bottom-Tube BD Biosciences Heidelberg, D 

Cellstar Tubes PP 15ml greiner bio-one Kremsmünster, Österreich 

Cellstar Tubes PP 50ml greiner bio-one Kremsmünster, Österreich 

Safe-Lock-Tubes 1,5ml Eppendorf Hamburg, D 

Safe-Lock-Tubes 2,0ml Eppendorf Hamburg, D 

 

Well-Platten 

  

6 Well Cell Culture Plate Corning Incorporated Corning, NY, USA 

Falcon™ 96-Well 

Microtest™ Plate 

BD Biosciences Heidelberg, D 

 

Pipetten(spitzen) 

  

Barrier Tip steril 1000µl Sorenson Bioscience Salt Lake City, UT, USA 

Cellstar 5ml in 1/10ml greiner bio-one Kremsmünster, Österreich 

Cellstar 10ml in 1/10ml greiner bio-one Kremsmünster, Österreich 

Cellstar 25ml in 2/10ml greiner bio-one Kremsmünster, Österreich 

Filterspitzen 20µl Biosphere Sarstedt Nümbrecht, D 

Filterspitzen 100µl Biosphere Sarstedt Nümbrecht, D 

Filterspitzen 100µl TipOne StarLab Hamburg, D 

Pasteurpipetten 3ml A. Hartenstein 

Laborbedarf 

Würzburg, D 
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Weiteres 

Cell-Scraper 230x13mm SPL Life Sciences Pocheon, Südkorea 

Deckgläser Hämocytomete 

   HG24 

A. Hartenstein 

Laborbedarf 

Würzburg, D 

MS-Säule Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, D 

LS-Säule Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, D 

zetBox Labor- und 

Hygienetücher 

A. Hartenstein 

Laborbedarf 

Würzburg, D 

 

1.5 Geräte 

Gerät  Hersteller Ort 

 

Kühlung 

  

Cup 3021 Liebherr Biberach an der Riß, 

 D 

Heraeus Herafreeze 

  HFU 586 Basic 

 

Kendro Langenselbold, D 

Zentrifugen   

Galaxy Mini Centrifuge VWR International Darmstadt, D 

Heraeus Multifuge 3s Thermo Scientific Waltham, MA, USA 

Heraeus Multifuge 3s-r Thermo Scientific Waltham, MA, USA 

MC 6400  Biospec Bartlesville, OK, USA 

Mikrozentrifuge 5415-R Eppendorf Hamburg, D 

 

Inkubatoren 

  

Schüttler Minitron Infors Bottmingen, Schweiz 

Heracell™ 240 Thermo Scientific Waltham, MA, USA 

Heraeus BBD 6220 Thermo Scientific Waltham, MA, USA 
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Laminar Flow 

Herasafe™ Thermo Scientific Waltham, MA, USA 

MSC Advantage™ Thermo Scientific  Waltham, MA, USA 

 

Pipetten 

  

Multipette® plus Eppendorf Hamburg, D 

Pipetboy acu Integra Biosciences Zizers, Schweiz 

Reference® 2.5µl Eppendorf Hamburg, D 

Reference® 10µl Eppendorf Hamburg, D 

Reference® 100µl Eppendorf Hamburg, D 

Reference® 1000µl Eppendorf Hamburg, D 

 

Weiteres 

  

FACS-Calibur BD Biosciences Heidelberg, D 

MACS MultiStand Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, D 

Mikroskop Eclipse TS100 Nikon Düsseldorf, D 

NanoDrop ND-1000 PEQLAB 

Biotechnologie 

Erlangen, D 

Neubauer Zählkammer Marienfeld superior Lauda Königshofen, D 

StepOnePlus™ System Applied Biosystems Darmstadt, D 

UV-cleaner box  

  UVC/T-AR, DNA/RNA  

Biosan Riga, Lettland 

Vortex-Genie 2 Scientific Industries Bohemia, NY, USA 

Waage AEJ 120-4M Kern Balingen-Frommern, D 

Wasserbad Memmert Schwabach, D 
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1.6 Kits 

Kit Hersteller Ort 

 

Bio-Plex Pro Human  

  Cytokine 27-plex Assay 

 

Bio-Rad Laboratories 

 

München, D 

Cytofix/Cytoperm™  

  Fixation/Permeabilization 

  Solution Kit (inkl. Golgistop™)   

BD Biosciences  

Heidelberg, D 

QuantiTect Reverse Transcription Kit Qiagen Hilden, D 

RNeasy Mini Kit Qiagen Hilden, D 

 

1.7 Primer  

Gen/Richtung Sequenz (5‘ 3‘) Hersteller  Ort 

 

h-Alas 

foward 

 

 

GGCAGCACAGATGAATCAGA 

 

Alle Primer von 

Sigma-Aldrich, 

MO, USA 

Reverse CCTCCATCGGTTTTCACACT 

 

CCL15 

Forward 

 

 

CCACCAGGAGGATGAAGGTC 

Reverse AGTGAAAGCTGTTCAGAACTACTGG 

 

GAPDH 

Forward 

 

 

CACATCGCTCAGACACCATG 

Reverse TGACGGTGCCATGGAATTTG 
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HK2 

Forward 

 

TTCGCACTGAGTTTGACCAG 

Reverse TCACCAGGATAAGCCCTCACC 

VEGFA 

Forward 

 

GGGCCTCCGAAACCATGAAC 

Reverse TCCATGAACTTCACCACTTCGT 

 

2 Methoden 

2.1 Isolierung mononukleärer Zellen 

Aus peripherem Blut wurden mononukleäre Zellen mittels 

Dichtegradientenzentrifugation gewonnen (124-126). Hierzu wurden 

Leukozytenfilme (buffy coats) gesunder freiwilliger Spender des Instituts für 

Transfusionsmedizin und Hämotherapie der Universität Würzburg bereitgestellt. 

Der buffy coat wurde in ein 50ml Falcon Gefäß entleert und mit HBSS (im 

Folgenden als Puffer bezeichnet) auf 50ml vervollständigt.  25ml hiervon 

wurden auf 20ml Biocoll vorsichtig geschichtet und bei 2000 Umdrehungen pro 

Minute (rounds per minute;rpm) für 20min bei Raumtemperatur (RT) 

zentrifugiert. Danach befanden sich am Boden des Gefäßes Granulozyten und 

Erythrozyten, darüber eine Phase Biocoll. Zwischen Biocoll und Plasma grenzte 

sich ein Film Leukozyten ab. Mit Hilfe einer sterilen Pasteurpipette wurde der 

Leukozytenfilm in ein separates steriles 50ml Falcon-Gefäß überführt und mit 

Puffer auf 50ml aufgefüllt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei 200rpm für 

15min bei RT. Der Überstand wurde daraufhin verworfen und das Pellet in 50ml 

Puffer suspendiert.  

Zur Ermittlung der Lebendzellzahl wurden 10µl der Zellsuspension mit 90µl 

Puffer verdünnt. 10µl hiervon wurden wiederum mit 10µl Trypanblau verdünnt 

und in einer Neubauer Zählkammer ausgezählt. Die Gesamtzahl isolierter 

mononukleärer Zellen errechnete sich wie folgt: 

𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛 × 20(𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟) × 50 (𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑖𝑛 𝑚𝑙) × 104 
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Nach nochmaligem Waschen der Zellsuspension bei 1300rpm für 10min bei RT 

wurde das Zellpellet in 1ml des Kulturmediums gelöst. 

2.2 Zellkultur 

Im peripheren Blut sind iNKT-Zellen nur in geringer Zahl vorhanden (101). 

Deshalb wurden sie aus der gewonnenen Zellsuspension selektiv kultiviert und 

expandiert (127-129). Hierzu wurde dem verwendeten Medium  pro ml 100IU 

IL-2 (Stock 100IU/µl) und 100ng α-GalCer (Stock 0,2mg/ml) zugesetzt. Je 3ml 

des Kulturmediums wurden 1 × 107 mononukleäre Zellen zugefügt. Die Zellen 

wurden in 6-Loch/Well-Platten (1 × 107 Zellen/Well) ausplattiert und 12-14 Tage 

bei Standardbedingungen (5% CO2, 37°C) inkubiert. Jeden dritten Tag wurden 

je Well 1ml entnommen, der Überstand abzentrifugiert (1300rpm für 10min bei 

RT), das Zellpellet im Kulturmedium obiger Zusammensetzung resuspendiert 

und 1ml pro Well der Zellkultur hinzugefügt. 

Kokultur 

Zur Untersuchung des Einflusses von A. fumigatus auf iNKT-Zellen und vice 

versa wurden positiv selektionierte iNKT-Zellen (siehe.2.3) mit A. f. Konidien 

bzw. Keimschläuchen in Kokultur gesetzt. 

Zur Gewinnung der genannten A. f. Morphologien wurde wie beschrieben 

vorgegangen (130): Konidien des A. f. Stammes ATCC® 46645 wurden auf 

eine Konzentration von 2 × 106/ml in Medium + 10% FCS aliquotiert, bei -20°C 

gelagert und am Versuchstag aufgetaut.  

Für die Gewinnung von A. f. Keimschläuchen wurden am Tag vor der Kokultur 

Konidien des gleichen Stammes ebenfalls in RPMI 1640 Medium + 10% FCS 

suspendiert und über Nacht zunächst bei RT, in den letzten vier Stunden bei 

37°C im Schüttler (200rpm) inkubiert. Die entstandenen Keimschläuche wurden 

lichtmikroskopisch überprüft und anschließend auf eine Konzentration von 

2 × 106/ml in Medium + 10% FCS aliquotiert. 

Für den XTT-Assay (siehe 2.5) wurden 6 × 105 iNKT-Zellen, die aus vier 

unterschiedlichen Spendern gewonnen worden waren, mit 2x105 A. f. 

Keimschläuche in 2ml-Eppendorfgefäßen für 6 Stunden bei 37°C und 5% 𝐶𝑂2 
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konfrontiert. Die Effetor-Ziel/target-Ratio (E:T-Ratio) betrug also 3:1. Als 

Referenz dienten eine 6-stündige Kultur von iNKT-Zellen bzw. A. f. 

Keimschläuche allein.  

Die Kokulturen für IFN-γ/TNF-α-Durchflusszytometrie, Multiplex-ELISA und 

Genexpressionsuntersuchungen wurden wie für den XTT-Assay beschrieben 

durchgeführt, jedoch mit folgenden Modifikationen: 

 Als Stimulus wurden neben Keimschläuchen auch Konidien benutzt. 

 106 iNKT-Zellen wurden mit gleicher Anzahl A. f. Konidien bzw. 

Keimschläuchen konfrontiert (E:T=1:1). 

 Als Referenz dienten iNKT-Zellen ohne Stimulus. 

 Es wurden iNKT-Zellen von drei unabhängigen Spendern verwendet. 

 

2.3 Magnetische Zellseparation 

Zellen mit einem definierten Oberflächenantigen werden mit Antikörpern 

markiert, welche selbst mit paramagnetischen Mikropartikeln konjugiert sind. 

Nach Anlegen eines magnetischen Feldes kann man Zellen in eine Fraktion mit 

und eine Fraktion ohne das entsprechende Oberflächenantigen separieren 

(131, 132). Dazu werden die markierten Zellen auf eine Trennsäule gegeben, 

welche durch ihre ferromagnetischen Eigenschaften ein von außen angelegtes 

Magnetfeld verstärken kann. Dadurch werden die markierten Zellen selektiv 

retiniert und können nach Entfernen des Magnetfeldes eluiert werden. Um 

iNKT-Zellen aus der Kultur positiv zu selektionieren, wurden CD3-MicroBeads 

verwendet und nach Herstellerprotokoll verfahren. 

2.4 Durchflusszytometrie 

Mithilfe der Durchflusszytometrie können Größe, Morphologie und bestimmte 

Oberflächeneigenschaften einer Zellpopulation bestimmt werden (133). Zellen 

passieren hierbei in  einer Küvette aus Glas/Quarz einen Laser-/Lichtstrahl. Bei 

der Passage wird der Laserstrahl durch die Zellen nach vorne (abhängig von 
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Größe der Zelle; forward scatter) bzw. zur Seite (abhängig z.B. von 

Granularität/Komplexität der Zelle; sideward scatter) gestreut und dort 

detektiert. Durch fluoreszierende Antikörper können spezifische Zellstrukturen 

markiert und im Durchflusszytometer anhand ihres definierten 

Emissionsspektrums registriert werden. Sortiert das Gerät die Zellen nach ihrer 

Färbung, wird die Technik FACS (Fluorescent Antibody Cell Sorting) genannt. 

Das Emissionsspektrum verschiedener Farbstoffe überlappt sich zu einem 

gewissen Anteil. Dies muss entweder am Gerät oder anschließend bei der 

Auswertung „kompensiert“ werden. Alle Analysen wurden am 

Durchflusszytometer FACS-Calibur (BD Biosciences) und mit der Software BD 

Cellquest™ durchgeführt. 

Konventionelle Durchflusszytometrie 

Je Versuchsbedingung wurden 2,5 × 105 Zellen in 100µl HBSS + 10% FCS 

suspendiert und mit dem fluoreszenzmarkierten Antikörper für 15min bei 4°C 

inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte mit je 1ml HBSS + 10% FCS (1300rpm, 

4min, RT), um nichtgebundene Antikörper zu entfernen. Schließlich wurden die 

markierten Zellen in 150µl HBSS + 10% FCS aufgenommen und der Analyse 

am Durchflusszytometer zugeführt. 

 

Intrazelluläre Durchflusszytometrie 

Für die Durchflusszytometrie zum Nachweis intrazellulärer Proteine wurde dem 

Kokulturansatz zu Beginn 2µl Brefeldin A (10µg/ml Endkonzentration) 

hinzugefügt. Danach produzierte Proteine können die Zelle nicht mehr 

verlassen und sind somit der Analyse mittels Durchflusszytometrie zugänglich. 

Die geernteten Zellen (107) wurden in 100µl HBSS + 10% FCS aufgenommen, 

je Ansatz 250µl Cytofix/Cytoperm hinzugefügt und für 20 Minuten bei 4°C 

inkubiert. Cytofix/Cytoperm wird benötigt um intrazellulär lokalisierte Zytokine 

zugängig für die fluoreszierenden Antikörper zu machen. Zwei Waschschritten 

(je 2ml HBSS + 10% FCS bei 1800rpm, 4min, RT) folgte die Inkubation mit 

fluoreszierenden Antikörpern. Jeder Ansatz inkubierte für 30 Minuten bei RT im 
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Dunkeln. Nach einem letzten Waschschritt mit 2ml HBSS + 10% FCS 

(1800rpm, 4min, RT) konnte die Analyse einer konventionellen 

Durchflusszytometrie entsprechend durchgeführt werden (134). 

2.5 XTT-Assay 

Hiermit wird die Vitalität und Proliferationsfähigkeit eukaryoter Zellen 

quantifiziert (135, 136). Das gelbe Tetrazoliumsalz XTT (2,3-Bis-[2-methoxy-4-

nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxanilid – Natriumsalz) wird von 

metabolisch aktiven Zellen durch mitochondriale Dehydrogenasen zu einem 

orangefarbenen Formazan-Derivat reduziert. Der Farbumschlag kann mithilfe 

eines Luminometers nachgewiesen und quantifiziert werden. Beabsichtigt war 

die Messung der metabolischen Aktivität von A. fumigatus Keimschläuchen. 

Hierzu wurden in den Kokulturansätzen die iNKT-Zellen durch dreimaliges 

Waschen mit kaltem Wasser lysiert, um deren metabolische Aktivität zu 

nivellieren. Die erfolgreiche Lyse wurde lichtmikroskopisch kontrolliert.  

Jedem Ansatz wurden 600µl Puffer mit 0,5mg/ml XTT und 50µg/ml Coenzym 

Qo hinzugefügt. Nach einer Stunde Inkubation bei 37°C und 5% CO2 wurden 

die Überstände der Ansätze (Dupletten à 100µl) in einem ELISA-Reader 

photometrisch vermessen und die optische Dichte bei 450nm (Referenzfilter 

655nm) gemessen. Der Schaden am Pilz (fungal damage) wurde berechnet 

(130, 137): 

𝑆𝑐ℎ𝑎𝑑𝑒𝑛[%] = (1 −
𝑂𝑝𝑡𝑖𝑠𝑐ℎ𝑒 𝐷𝑖𝑐ℎ𝑡𝑒 𝐾𝑜𝑘𝑢𝑙𝑡𝑢𝑟

𝑂𝑝𝑡𝑖𝑠𝑐ℎ𝑒 𝐷𝑖𝑐ℎ𝑡𝑒 𝐴.𝑓𝑢𝑚𝑖𝑔𝑎𝑡𝑢𝑠  𝐾𝑒𝑖𝑚𝑠𝑐ℎ𝑙ä𝑢𝑐ℎ𝑒 𝑎𝑙𝑙𝑒𝑖𝑛𝑒
) × 100  

2.6 ELISA 

Die Überstände der Kokulturen wurden einer Multiplex-ELISA Analyse 

unterzogen. Dadurch war es möglich simultan das Sekrektionsprofil 27 

humaner Zytokine/Chemokine bzw. Wachstumsfaktoren zu beschreiben. 

Überstände der Kokulturen wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Oliver Kurzai 

(Nationales Referenzzentrum für invasive Pilzinfektionen, Jena) mit dem Bio-

Plex Pro Human Cytokine 27-plex Assay (Bio-Rad Laboratories, München, D) 

nach Herstellerprotokoll verarbeitet. Der Arbeitsablauf des besagten Assays 
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beinhaltet die Auftragung der Probe auf mit Capture-Antikörpern benetzte 

Kügelchen (beads). Bead-Sets einer Farbe tragen Capture-Antikörper einer 

Spezifität. Die Farbe der Polystyrolbeads entsteht durch definierte 

Mischungsverhältnisse roten und infraroten Farbstoffes. Biotinylierte 

Detektionsantikörper binden an ein weiteres Epitop der an den Capture-

Antikörpern fixierten Proben und dienen nach Hinzugabe eines Reporter-

Substrates (Streptavidin-Phycoerythrin Konjugat) dazu, die Menge des Antigens 

zu bestimmen (138, 139) 

Im verwendeten Assay sind 27 Bead-Sets zum Nachweis folgender Substrate 

vorhanden (Gruppierung in Anlehnung an Kokkonen et al. (140)):
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Aktivierungsmarker 

IL-1β, Interleukin-1 beta 

IL-1ra Interleukin 1 receptor antagonist 

IL-2 Interleukin-2 

IL-6 Interleukin-6 

IL-15 Interleukin-15 

TNF-α Tumor Necrosis Factor alpha 

Th1-typisch 

IL-12 (p70) Interleukin-12 

IFN-γ Interferon γ 

TH2-typisch 

IL-4 Interleukin-4 

IL-5 Interleukin-5 

IL-9 Interleukin-9 

IL-13 Interleukin-13 

Eotaxin  

Th17-typisch 

IL-17 Interleukin-17 

Treg-typisch  

IL-10 Interleukin-10 

Knochmark-typisch 

IL-7 Interleukin-7 

G-CSF Granulocyte-Colony Stimulating Factor 

GM-CSF Granulocyte Macrophage Colony -Stimulating Factor 

Stroma-Zellen und Angiogenese 

Basic FGF Basic Fibroblast Growth Factor 

PDGF-BB Platelet-Derived Growth factor-BB 

VEGF Vascular endothelial growth factor 

Chemokine 

IL-8 Interleukin-8 

IP-10 IFN-γ-induced Protein 10 = CXCL10 

MCP-1 Monocyte Chemotactic Protein = CCL2 

MIP-1α Macrophage Inflammatory Protein 1α 

MIP-1β Macrophage Inflammatory Protein 1β 

RANTES Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and 

Secreted = CCL5 

Tabelle1: Durch Multiplex-ELISA untersuchte Zytokine/Chemokine/Wachstumsfaktoren 
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2.7 Genexpressionsanalyse 

2.7.1 RNA-Isolierung 

Verwendet wurde das RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, D) zur Isolierung und 

Konzentration von bis zu 100µg RNA pro Ansatz aus humanen Zellen. 

Vorgegangen wurde nach Herstellerprotokoll. Das Prinzip beruht darauf, 

vorhandene Zellen zu lysieren und die darin enthaltene RNA anschließend 

selektiv an eine Membran aus Siliziumdioxid zu binden. Nach mehreren 

Waschschritten kann die RNA von der Membran mittels RNase-freien Wassers 

eluiert werden. Die gewonnene RNA wurde schließlich mittels 

Spekralphotometer (Nanodrop ND-1000, PeqLab, Erlangen) auf Menge und 

Qualität überprüft. 

2.7.2 cDNA-Umschrieb 

Mittels des QuantiTect Reverse Transcription Kit von Qiagen (Hilden, D) wurde 

die gewonnene RNA revers transkribiert und somit in cDNA umgewandelt. 

cDNA wird als Vorlage für die qRT-PCR Reaktion benötigt. Auch hier wurde 

nach Herstellerprotokoll vorgegangen. Dazu wurden 400µg RNA je Ansatz mit 

2µl gDNA Wipeout Puffer versetzt, um die Probe von genomischer DNA zu 

dekontaminieren (Inkubation 5 statt 2 Minuten bei 42°C). Den nun weitgehend 

von DNA befreiten Proben wurde der Mastermix für die reverse  Transkription 

hinzugefügt (Zusammensetzung siehe Herstellerprotokoll). Die Reaktion lief für 

15 Minuten bei 42°C ab, anschließend für 3 Minuten bei 95°C und wurde 

schließlich auf 4°C heruntergekühlt und gestoppt.  

2.7.3 Microarray Affymetrix HG-U219 

RNA-Proben der Kokulturen wurden in der Microarray Facility Tübingen (MFT) 

hinsichtlich differentieller Genexpression untersucht. Dabei kam das Genechip 

3‘ IVT Express Kit (Affymetrix, Santa Clara) zum Einsatz. Die Proben wurden 

anschließend auf einer Human Genome U219 (HG-U219)-Platte (Affymetrix, 

Santa Clara) hybridisiert. Der Array enthält etwa 530000 Proben, mit denen ca. 

36000 Transkripte von über 20000 Genen registriert werden können. RNA-
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Transkripte, die mit den auf dem Array fixierten RNA-Proben komplementär 

sind, werden gebunden und deren Biotin-Konjugat durch eine Nachweisreaktion 

quantifiziert. Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software Genspring 

GX (Agilent Technologies, Santa Clara, USA).  

 

2.7.4 Pathway Analyse 

Die unter Punkt 2.7.3 ermittelten Daten wurden mithilfe von QIAGEN’s Ingenuity 

Pathway Analyse Version 9.0 (IPA®, QIAGEN Redwood City, 

www.qiagen.com/ingenuity) ausgewertet. Diese Software basiert auf der 

Ingenuity Knowledge Database. Auf PhD-Niveau arbeitende Wissenschaftler 

erstellen und aktualisieren die Datenbank, welche u.a. Informationen zu 

Protein-Protein Interaktionen, Signalkaskaden und funktionellen Netzwerken 

beinhaltet. Grundlage hierfür sind sämtliche publizierte Studien und weitere 

Datenbanken (IntAct, BIND, DIP, MINT, MIPS, BIOGRID and COGNIA) (141). 

Bei der Software handelt es sich um eine Online-Plattform. Nachdem die 

Genexpressionsdaten hochgeladen worden waren, ermittelte die Software, 

unter anderem, folgende Ergebnisse: 

 „Top Moleküle“: Die jeweils 10 am stärksten hoch-/herunterregulierten 

Gene der Studie. Zur Quantifizierung der Hoch-/Herunteregulation 

Angabe des log2-Fold Changes.  

 „Top Signalwege“: Dabei handelt es sich um bereits bekannte, mit 

wissenschaftlicher Evidenz belegte, Signalkaskaden. Die IPA-Software 

ermittelt, inwieweit die differentiell exprimierten Gene diesen canonical 

pathways zuzuordnen sind.  

2.7.5 Real-Time quantitative Polymerase Kettenreaktion (qRT-PCR) 

Die qRT-PCR ist in der Lage sehr sensitiv kleine Mengen an cDNA quantitativ 

nachzuweisen. Die Konzentration an cDNA in einer Probe korreliert mit der 

Signalintensität eines Fluorochroms (SYBR-Green), welche in Echtzeit (=real 

time) registriert wird. Die Experimente wurden am StepOnePlus™ 
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Thermocycler (Applied Biosystems, Darmstadt) durchgeführt.  Vorgegangen 

wurde nach Herstellerprotokoll des iTaq™ Universal SYBR® Green Supermix‘ 

(USGS) (Bio-Rad) mit folgenden Spezifikationen: 

 

 

Zusammensetzung Mastermix pro 20µl-Ansatz: 

Produkt Volumen [µl] Endkonzentration 

 

iTaq USGS (2x) 

 

10 

 

1x 

forward Primer [10µM] 1 500nM 

reverse Primer [10µM] 1 500nM 

RNase-freies Wasser 4  

 

Mastermix 

 

16 

 

 

Dem Mastermix wurden die cDNA-Proben hinzugefügt (4µl, 2,5ng/µl). In den 

Negativkontrollen wurde RNAase-freies H2O anstatt cDNA geführt. Je 

Versuchsansatz wurden zwei unabhängige qRT-PCR-Experimente 

durchgeführt. Von diesen Dubletten wurde der mittlere Ct-Wert (cycle threshold) 

ermittelt. Dieser gibt an, ab welchem PCR-Zyklus das Signal über dem 

Hintergrundwert liegt. Zur Normalisierung wurde parallel die Expressionsrate 

des humanen Housekeeping-Gens δ-Aminolevulinatsynthase (h-Alas) bestimmt 

(142). Dieses wird unabhängig von verschiedenen physiologischen 

Bedingungen gleich stark exprimiert. Mit der Software LinregPCR wurde die 

Primer-Effizienz bestimmt (143). Diese ist nötig, um zusammen mit den 

mittleren Ct-Werten die relative Expression gegenüber dem Housekeeping-Gen 

zu ermitteln. Dies geschieht nach folgender Formel, wobei im Zähler Werte des 

zu untersuchenden Transkriptes eingesetzt werden (im hier vorliegenden Fall 

GAPDH, HK2, CCL15, VEGFA) und der Nenner für das Housekeeping-Gen 

reserviert ist (144): 
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𝑅𝑎𝑡𝑖𝑜 =
𝐸𝑡𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡

(𝐶𝑡𝑢𝑛𝑠𝑡𝑖𝑚−𝐶𝑡𝑠𝑡𝑖𝑚)

𝐸𝑟𝑒𝑓
(𝐶𝑡𝑢𝑛𝑠𝑡𝑖𝑚−𝐶𝑡𝑠𝑡𝑖𝑚)

 

 

Am Thermocycler wurde folgendes Programm verwendet: 

Schritt Temperatur Zeit Zyklen 

 

Polymerase Aktivierung und DNA-

Denaturierung 

 

95°C 

 

30 sec 

 

 

Amplifikation 

 

Denaturierung 

 

95°C 

 

15 sec 

 

40 x 

Hybridisierung/Extension 60°C 60 sec 

 

Schmelzkurve 

 

95°C 

 

15 sec 

 

60-90°C in 

0,5°-Schritten 

60 sec  

95°C 15 sec  

 

2.8 Statistik 

Alle Experimente wurden mit Blutproben von mindestens drei unabhängigen 

Spendern durchgeführt. Sämtliche statistischen Untersuchungen wurden mit 

Microsoft Excel durchgeführt. Verwendet wurde hierfür der zweiseitige und 

ungepaarte Student’s t-test.  Hiervon ausgenommen sind die Auswertungen der 

Microarray-Untersuchungen, welche von der Microarray Facility Tübingen 

durchgeführt wurden.  

* p<0,05 

** p<0,01 

n.s. p>0,05 
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C Ergebnisse 

1 Phänotypisierung 

Nach 12-14-tägiger Kultur wurde der prozentuale Anteil der iNKT-Zellen an den 

kultivierten mononukleären Zellen gemessen. Als iNKT-Zellen wurden lediglich 

CD3+/iNKT+-Zellen angesehen. Durch konventionelle Durchflusszytometrie 

konnten maximal 69,3% CD3+/iNKT+-Zellen in der Kultur nachgewiesen 

werden. Eine sensitivere Methode ist die intrazelluläre Durchflusszytometrie, mit 

deren Hilfe auch intrazellulär lokalisierte TCR detektiert werden können. 

Demnach befanden sich in der Kultur konstant >80% CD3+/iNKT+-Zellen.  

Die kultivierten Zellen wurden hinsichtlich weiterer Oberflächenmarker 

charakterisiert, welche bereits für iNKT-Zellen beschrieben worden waren. So 

waren in Kultur unter den CD3+-Zellen 66,3% CD4+, 55,9% CD8+,  25,2% 

CD4+/CD8+ bzw. 3,1% CD4-/CD8-. Den NK-Zell-Marker CD56 exprimierten 

58,3% der Zellen in Kultur.  

Die positive Selektion mit anti-CD3-Beads erhöhte den Anteil der iNKT-Zellen 

auf >90%. Die selektierten iNKT-Zellen wurden für die folgenden Koinfektions-

experimente verwendet.  

Da die TCR von iNKT-Zellen mit CD1d interagieren, wurde der Anteil CD1d+ 

Zellen in der Kultur quantifiziert. Dieser betrug nach positiver Selektion mit anti-

CD3-Beads noch 0,5%. 
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Abbildung 2: Reinheit der iNKT-Zellen Kultur (a.) vor bzw. (b.) nach positiver Selektion 

mit anti-CD3-Beads. Bei (a.) handelt es sich um eine intrazelluläre, bei (b.) um eine 

konventionelle Durchflusszytometrie. 

2 iNKT-Zellen haben fungiziden Effekt auf A. fumigatus Keimschläuche 

Der Einfluss von iNKT-Zellen auf den Metabolismus von A. f. wurde mittels 

XTT-Assay untersucht. Bei den oben beschriebenen Bedingungen zeigte sich 

der Metabolismus von A. f. Keimschläuchen bei Anwesenheit von iNKT-Zellen 

nach 6h erheblich reduziert (p<0.001). Der Anteil der NKT-Zellen am 

gemessenen Metabolismus wurde durch die vorgenommenen Lyse-Schritte 

(vgl. Methoden, 2.5) reduziert und war deutlich niedriger als in Anwesenheit von 

A. f. Keimschläuchen (jeweils p<0.001).  Der sog. „fungal damage“ bezifferte 

sich auf 45%.  
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Abbildung 3: Optische Dichte des XTT-Assays als Maß der metabolischen Aktivität von 

iNKT-Zellen allein, iNKT-Zellen + Keimschläuchen (GT) und GT  allein. 

 

Abbildung 4: Durch Inkubation mit iNKT-Zellen verursachter Schaden an A. fumigatus 

Keimschläuchen, berechnet nach der Formel 

𝑆𝑐ℎ𝑎𝑑𝑒𝑛[%] = (1 −
𝑂𝑝𝑡𝑖𝑠𝑐ℎ𝑒 𝐷𝑖𝑐ℎ𝑡𝑒 𝐾𝑜𝑘𝑢𝑙𝑡𝑢𝑟

𝑂𝑝𝑡𝑖𝑠𝑐ℎ𝑒 𝐷𝑖𝑐ℎ𝑡𝑒 𝐴.𝑓𝑢𝑚𝑖𝑔𝑎𝑡𝑢𝑠 𝑎𝑙𝑙𝑒𝑖𝑛𝑒
) × 100  
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3 Zytokinsekretion von iNKT-Zellen bei A. fumigatus Exposition 

iNKT-Zellen sind in der Lage nach Aktivierung beträchtliche Mengen an IFN-γ 

zu sezernieren (siehe Einleitung, 2.6). Auf der anderen Seite ist der fungizide 

Effekt von NK-Zellen auf IFN-γ zurückzuführen (130). Deshalb wurde die 

Hypothese aufgestellt, dass der fungizide Effekt von iNKT-Zellen ebenfalls 

durch IFN-γ vermittelt wird. Im Rahmen dieser Fragestellung wurde der Anteil 

IFN-γ+ iNKT-Zellen nach 6 bzw. 12 Stunden Kokultur mit A. f. Konidien oder 

Keimschläuchen mittels intrazellulärer Durchflusszytometrie gemessen und mit 

dem Anteil IFN-γ+ Zellen vor Stimulus verglichen. Zu den genannten 

Zeitpunkten gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

unterschiedlichen Stimuli hinsichtlich des Anteils IFN-γ+ Zellen. Im zeitlichen 

Verlauf erwies sich lediglich eine Abnahme des Anteils IFN-γ-positiver Zellen 

nach 12h im Vergleich zum 6h-Zeitpunkt als statistisch signifikant (p<0.05), 

obgleich moderat (vgl. Abbildung 5). Es konnte nicht beobachtet werden, dass 

Konidien und Keimschläuche im unterschiedlichen Maße zu dieser 

Veränderung beitragen. 

 

Abbildung 5: Anteil IFN-γ+ iNKT-Zellen nach 6 bzw. 12 Stunden Kultur von iNKT-Zellen, 

iNKT-Zellen + Ko (Konidien) bzw. iNKT-Zellen + GT (Keimschläuche).  
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Ein weiteres proinflammatorisches Zytokin, welches von iNKT-Zellen nach 

Aktivierung produziert wird, ist TNF-α. Bei dem oben beschriebenen Versuch 

wurde deshalb zeitgleich der Anteil TNF-α+ iNKT-Zellen, ebenfalls mittels 

intrazellulärer Durchflusszytometrie, quantifiziert. Interessanterweise zeigte sich 

im zeitlichen Verlauf eine moderate Zunahme der TNF-α-positiven iNKT-Zellen, 

die jedoch erst zum Zeitpunkt 12h statistische Signifikanz erreichte (p<0.05). 

Zwischen den Stimuli zeigten sich jedoch erneut keine signifikanten 

Unterschiede. 

 

Abbildung 6: Anteil TNF-α+ Zellen nach 6 bzw. 12 Stunden Kultur von iNKT-Zellen, 

iNKT-Zellen+Ko (Konidien) bzw. iNKT-Zellen+GT (Keimschläuchen).  
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nach 6h Kokultur, da hier bereits der fungizide Effekt von iNKT-Zellen 

beobachtet worden war.  

 

Stoff(-gruppen) 

iNKT 

allein 

iNKT + 

Konidien 

iNKT + Keim-

schläuche Physiologisch  

Allgemeine Aktivierung 

IL-1b 1,53 1,36 1,40 2,6 (0,8–3,9) 

IL-1ra 7,85 8,57 8,75 132,6 (89,2-198,4) 

IL-6 2,55 2,38 1,61 4,6 (1,1–10,8) 

IL-15 0,00 0,00 0,00 0,5 (0,3–4,2) 

TNF-a 104,55 115,20 104,40 35,3 (14,2–61,7) 

TH1-typisch 

IL-12(p70) 0,26 0,23 0,00 15,8 (8,6–27,2) 

IFN-γ 125,21 127,83 114,84 77,1 (48,4–127,6) 

TH2-typisch 

IL-4 0,65 0,62 0,60 2,7 (1,9–3,8) 

IL-13 2,79 2,89 2,53 4,4 (2,7–7,9) 

TH17-typisch 

IL-17 1,13 1,27 1,13 21,1 (6,5–38,5) 

Treg-typisch 

IL-10 0,41 0,80 0,44 4,3 (2,4–6,6) 

Knochenmark 

IL-7 0,00 0,00 0,00 21,3 (13,9–30,3) 

G-CSF 5,22 1,48 1,39 52,4 (42,3–68,5) 

GM-CSF 55,77 49,53 50,79 5,6 (2,3–14,7) 

Stromazellen und Angiogenese 

PDGF-bb 9,55 8,08 9,06 1571,2 (987,0–2318,2) 

Chemokine 

IP-10 207,16 167,58 102,22 591,7 (372,3–854,1) 

MCP-1(MCAF) 44,12 38,17 17,96 16,0 (10,6–24,0) 

MIP-1α 36,15 42,72 35,18 6,9 (4,9–9,6) 

IL-8 84,88 89,88 68,88 3,9 (1,0–8,2) 

MIP-1β 775,64 753,47 624,26 35,4 (25,8–45,3) 

RANTES 618,98 732,67 613,51 100,0–2282,0 

Tabelle 2: Sezernierte Zytokine/Chemokine, Angaben des Mittelwertes in [pg/ml], 

rechte Spalte zeigt mediane (bzw. Interquartile-Range) Plasmaspiegel der 

untersuchten Zytokine in einem gesunden Referenzkollektiv (140). Grau hinterlegt: 

unterhalb des Serumspiegels des Referenzkollektives; grün: im Bereich des 

Referenzkollektives; rot: höhere Konzentrationen als im Referenzkollektiv; nicht 

messbar waren IL-2, IL-5, IL-7, IL-9, Eotaxin, FGF basic, VEGF; n=3 
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Tabelle 2 zeigt das Zytokinsekretionsmuster von iNKT-Zellen nach 6h Kultur 

ohne Stimulus, bzw. nach Stimulus mit A. f. Konidien oder Keimschläuchen. Als 

Vergleich soll hier eine mit gleicher Methodik von Kokkonen et al. durchgeführte 

Analyse von 254 Seren gesunder Spender dienen (140). Zwar ist in diesem Fall 

die Ausgangsprobe eine grundverschiedene, jedoch kann das 

Sekretionsmuster zumindest qualitativ mit den physiologischen Bedingungen 

verglichen werden. 

In den untersuchten Proben konnten acht (29,6%) Zytokine nicht nachgewiesen 

werden. Dazu zählte IL-2, IL-5, IL-7, IL-9, IL-15, Eotaxin, basic FGF und VEGF. 

Neun Zytokine/Chemokine (33,3%) zeigten, unabhängig vom Stimulus, einen 

niedrigeren Spiegel als im Serum gesunder Kontrollen (für die Einordnung 

„niedriger als“ wurde die 25. Perzentile des Referenzkollektiv herangezogen). 

Dazu gehörten IL-1ra, IL-4, IL-10, IL-12 (p70),IL-13, IL-17, IP-10, G-CSF, und 

PDGF. 

Drei Chemokine (IL-8, MIP-1α und MIP-1β) sowie 2 weitere Zytokine (TNF-α, 

GM-CSF) zeigten durchgängig erhöhte (über der 75. Perzentile des 

Referenzkollektives), z.T. weit über dem Serumspiegel Gesunder liegende, 

Spiegel.  

Die fünf restlichen Zytokine/Chemokine (IL-1b, IL-6, IFN-γ, MCP-1, RANTES) 

wurden in Konzentrationen produziert, wie sie im Serum vorzufinden sind, bzw. 

zeigten sie bei unterschiedlichen Stimuli (nichtsignifikante) Erhöhungen.  

Auch insgesamt waren weder Konidien, noch Keimschläuche in der Lage eine 

signifikante Veränderung des Sekretionsprofil im Vergleich zur unstimulierten 

Kontrolle zu bewirken. Neben der bereits oben beschriebenen Beobachtung, 

dass iNKT-Zellen TNF-α und IFN-γ produzieren,  konnten iNKT-Zellen als 

Quelle z.T. erheblicher Mengen an IL-8, RANTES, MIP-1β und IP-10 identifiziert 

werden. Der Anteil der Chemokine unter den von iNKT-Zellen sezernierten 

Stoffen zeigte sich beim Vergleich mit Serumkonzentrationen des gesunden 

Referenzkollektivs überrepräsentiert. Hingegen waren Zytokine, welche 
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charakteristisch für TH2-, Treg- oder TH17-Zellen sind, kaum oder gar nicht 

messbar. 

 

Abbildung 7: Zytokin-/Chemokin/Wachstumsfaktor-Sekretionsprofil humaner iNKT-

Zellen, bzw. mit A. fumigatus Konidien oder Keimschläuchen konfrontierten iNKT-

Zellen. Ko=Konidien; GT=Keimschläuche  

 

 

4 Differentielle Genexpression von iNKT-Zellen bei A.fumigatus 

Exposition 

Ob iNKT-Zellen durch A. f. Konidien bzw. Keimschläuche zu einer veränderten 

Genexpression bewegt werden sollte durch eine Genexpressionsanalyse mit 

dem Affymetrix HG U219-Array untersucht werden. Dazu wurde RNA aus dem 

gleichen Experiment extrahiert, aus dem auch die Überstände für die Multiplex-

ELISA-Analyse stammen. Dieser Array ist in der Lage die differentielle 

Expression von ca. 36000 Transkripten zu registrieren, welche wiederum mehr 

als 20000 Gene repräsentieren. Diese Redundanz ist vor allem darauf 

zurückzuführen, dass aus einem Gen durch alternatives Splicing mehrere 

verschiedene Transkripte hervorgehen können. 

Die RNA-Qualität wurde mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer unter Zuhilfenahme 

des RNA Nano Kits (beides Agilent Technologies, Santa Clara, USA) 

untersucht und mit einer RIN (RNA integrity number) beziffert. Diese soll 
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untersucherunabhängig die Integrität der RNA beurteilen und beruht  u.a. auf 

dem Verhältnis von ribosomaler RNA der 18S- und 28S-Untereinheit. Ein darauf 

basierender Algorithmus beschreibt die RNA-Qualität mit Werten zwischen 1 

und 10, wobei 1 eine komplett degradierte und 10 eine vollständig intakte RNA 

repräsentiert (146-148). Die gewonnenen Proben hatten eine mittlere RIN von 

8,7 (SD=0,4; n=9) und waren damit geeignet für die Genexpressions-Analyse.  

Die Signalintensitäten der Testbedingungen (iNKT-Zellen + Konidien bzw. 

iNKT-Zellen + Keimschläuche) wurden im Verhältnis zur Kontrolle gesetzt 

(iNKT-Zellen allein). Die Ratio wurde zur Basis 2 logarithmiert (log2-Fold 

Change). Transkripte wurden als differentiell exprimiert bezeichnet, wenn im 

Vergleich zur Kontrolle ein log2-Fold Change von mindestens (+/-) 1,5 bei einem  

für multiples Testen korrigierten Signifikanzniveau von p<0,05 vorlag (149).  

Demnach waren bei der Kokultur von iNKT-Zellen und A. f. Konidien 152 

Transkripte differentiell exprimiert, wovon 41 hoch- und 111 herunterreguliert 

waren. Diese 152 Transkripte repräsentieren 151 Gene (41 hochreguliert, 110 

herunterreguliert). 

Bei Konfrontation mit A. f. Keimschläuchen zeigten sich 324 Transkripte 

differentiell exprimiert (254 hoch-, 70 herunterreguliert), was   175 

überexprimierten und 67 unterexprimiert (insgesamt 242) Genen entsprach.   

Die gewonnenen Rohdaten wurden einer Signalweg (Pathway)- Analyse mit der 

Ingenuity Pathway Analyse-Software unterzogen. Zunächst sollte ein 

funktioneller Zusammenhang der differentiell exprimierten Gene gefunden 

werden, in dem die regulierten Transkripte vorbeschriebenen Signalwegen 

zugeordnet wurden. Die Ergebnisse wurden nach p-Wert sortiert, welcher 

mittels des rechtsseitigen Fisher Exact Tests errechnet wurde. Die Ratio gibt 

an, wie viele der in dem Signalweg beteiligten Transkripte in der untersuchten 

Probe hoch- bzw. herunterreguliert waren. Folgend werden, sortiert nach p-

Wert, die für den jeweiligen Stimulus signifikantesten Signalwege 

wiedergegeben. 
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Ingenuity Canonical 

Pathway 

p-Wert Ratio Moleküle 

iNKT-Zellen+Konidien 

Acute Myeloid Leukemia 

Signaling 

1,65*E-2 3/82 

(0,04) 

PML,TCF3,FLT3LG 

Pyrimidine Metabolism 7,16*E-2 3/213 

(0,01) 

TYMP,TXNRD2,UNG 

Hypoxia Signaling in the 

Cardiovascular System 

7,92*E-2 2/68 

(0,03) 

VEGFA,MDM2 

Cleavage and Polyadenylation 

of Pre-mRNA 

8,04*E-2 1/12 

(0,08) 

CSTF2 

Glioblastoma Multiforme 

Signaling 

 

 

8,17*E-2 3/164 

(0,02) 

MDM2,ITPR1,TCF3 

iNKT-Zellen +  Keimschläuche 

Glycolysis/Gluconeogenesis 6,76*E-16 17/82 

(0,21) 

 

PKM2, PGK1 , ENO2, 

GAPDH, PGM1, TPI1, PFKP, 

PFKL, BPGM, HK1, GPI, 

HK2, ENO1, PGAM1, 

ALDOA, LDHA, ALDOC 

Fructose and Mannose 

Metabolism 

2,2*E-10 19/43 

(0,44) 

PFKFB3, HK1, HK2, 

PFKFB4, ALDOA, PFKP, 

PFKL, TPI1, ALDOC, MPI 

Pentose Phosphate Pathway 2,63*10-6 6/30 

(0,20) 

GPI, PGM1, ALDOA, PFKP, 

PFKL, ALDOC 

Inositol Metabolism 2,42*E-5 3/5 

(0,60) 

ALDOA, TPI1, ALDOC 

Galactose Metabolism 2,21*E-4 5/41 

(0,12) 

HK1, HK2, PGM1, PFKP, 

PFKL 

Tabelle 3: Je Stimulus die 5 signifikantesten Signalwege, sortiert nach p-Wert. Die 

Ratio gibt den Anteil der differentiell regulierten Transkripte in diesem Pathway an. 

Diese Transkripte sind in der rechten Spalte aufgeführt. Fett gedruckte Gene sind 

hoch-, normal gedruckte Gene sind herunterreguliert. 
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Bei Stimulation mit A. f. Konidien erreichte kein alterierter Signalweg das 

geforderte Signifikanzniveau von p<0,05. Jedoch wurden durch A. f. 

Keimschläuche mehrere Stoffwechselwege signifikant alteriert. Hierunter 

befanden sich vorwiegend solche des Kohlenhydratstoffwechsels 

(Glykolyse/Glukoneogenese, Fruktose/Mannose-Stoffwechsel, Pentose-

phostphatweg und Galaktose-Stoffwechsel) bzw. mit dem Inositol-Stoffwechsel-

Signalweg ein Teil des Intermediärstoffwechsels, welcher Enzyme mit dem 

Kohlenhydratstoffwechsel teilt (ALDOA, ALDOC). Stets zeigten sich die 

beteiligten Gene (mit einer Ausnahme: BPGM) hochreguliert. Die genannten 

Stoffwechselwege waren folglich durch A. f. Keimschläuche aktiviert worden. 

Der Anteil der differentiell exprimierten Gene innerhalb der Top-5 Pathways 

rangierte zwischen 12 und 60%. 

Im weiteren Verlauf wurden diejenigen Gene betrachtet, welche den größten 

Grad der Regulierung, unabhängig vom Signalweg, erfahren hatten. Als Maß 

der Regulierung diente der log2-Fold Change. Die zehn stärksten über-

/unterexprimierten Gene je Stimulus werden im Anhang aufgeführt



 

43 
 

Die Kokultur von iNKT-Zellen und A. f. Konidien ergab auch bei der Analyse der 

Top-10 differentiell exprimierten Gene keine richtungsweisenden Ergebnisse. 

Der log2-Fold Change der am meisten hoch-/herunterregulierten Gene lag bei 

2,4 bzw. -2,1, der Großteil der registrierten log2-Fold Changes rangierte nur 

knapp über dem geforderten Wert von 1,5. Dieses Ergebnis lässt im Einklang 

mit der Analyse der Signalwege darauf schließen, dass Konidien, wenn 

überhaupt, lediglich ein schwacher Induktor einer differentiellen Genexpression 

bei iNKT-Zellen sind. 

Ähnlich, wie bei der Pathway Analyse beobachtet, induzieren A. f. 

Keimschläuche die Hochregulierung vieler Stoffwechsel-relevanten Gene. 

Sechs der zehn am meisten hochregulierten Gene haben eine unmittelbare 

Rolle im Kohlenhydrat- bzw. Intermediärstoffwechsel (PFKFB4, AK4, ALDOC, 

ARG2, HK2 und SLC2A3 [besser bekannt unter dem Namen GLUT3]). Die log2-

Fold Changes der Top-10-Liste lagen zwischen 4,8 und 13,9, was deutlich über 

dem geforderten Grenzwert von 1,5 liegt.  

Markant herunterreguliert zeigte sich lediglich CCL15, dessen Genprodukt 

chemotaktisch auf T-Zellen und Monozyten wirkt. Die restlichen 

herunterregulierten Gene waren lediglich leicht unterexprimiert (max. 2,2). 

Sieben Transkripte wurden durch beide Stimuli gleichsinnig über-

/unterexprimiert (siehe Abb. 8 und Tabelle 4). Interessanterweise fand man 

unter beiden Stimuli VEGFA hochreguliert. Durch A. f. Konidien geschah dies 

zwar nur marginal (log2-Fold Change 1,8), unter Keimschläuchen wurde 

VEGFA jedoch deutlich überexprimiert (log2-Fold Change 7,0). 
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Abbildung 8: Venn-Diagramm: A. fumigatus Keimschläuche bzw. Konidien bewegen 

iNKT-Zellen zur differentiellen Expression von 317 bzw. 145 Transkripten. 7 

zusätzliche Transkripte werden unter beiden Stimuli differentiell exprimiert.  

 

 

ID Gen Entrez Gen Name log2-Fold Change 

iNKT + Ko iNKT + GT 

11717812_a_at KIF3C 
 

kinesin family member 3C -1,686 -1,520 

11721917_a_at ANKRD37 ankyrin repeat domain 37 1,921 2,786 

11722950_a_at C1orf51 chromosome 1 open 

reading frame 51 

1,678 3,237 

11723224_s_at C6orf211 chromosome 6 open 

reading frame 211 

-1,650 -1,699 

11724558_at GNA15 guanine nucleotide binding 

protein (G protein), alpha 15 

(Gq class) 

1,746 3,276 

11725370_s_at VEGFA vascular endothelial growth 

factor A 

1,818 7,016 
 

11728257_at RAD18 RAD18 homolog -1,645 -1,735 

Tabelle 4: Durch Konidien und Keimschläuche gleichsinnig differentiell exprimierte 

Transkripte 

 

Die Gene der durch Multiplex-ELISA bzw. Durchflusszytometrie gemessenen 

Zytokine/Chemokine zeigten keine differentielle Expression. Vor allem die für  
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IFN-γ und TNF-α kodierenden Gene konnten weder durch A. f. Konidien, noch 

durch Keimschläuche signifikant in ihrer Expression beeinflusst werden.  

Zur Validierung der Microarray-Ergebnisse wurde die differentielle Expression 

einiger Transkripte durch qRT-PCR untersucht. Um die These zu stützen, dass 

Kohlenhydratstoffwechsel-relevante Gene durch A. f. hochreguliert werden, 

wurde die Expression von Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 

(GAPDH) und Hexokinase 2 (HK2) analysiert. Zusätzlich wurde die im 

Microarray beobachtete differentielle Expression von VEGFA und CCL15 

geprüft. Als Referenz diente h-ALAS, welches als Housekeeping-Gen hierfür 

geeignet ist (142). Hierbei wurde der Trend aus der Microarray-Untersuchung 

bestätigt. In Anwesenheit von A. f. Keimschläuchen zeigten sich GAPDH bzw. 

HK2 hochreguliert, wobei nur die Überexpression von HK2 statistische 

Signifikanz erreichte (p<0,05).  Ebenso bestätigte sich die Induktion einer 

VEGFA-Antwort, bzw. eine reduzierte CCL15-Expression bei Kokultur von A .f. 

Keimschläuchen mit iNKT-Zellen (p<0,05). Auch hier war lediglich eine geringe 

differentielle Genexpression in Anwesenheit von Konidien zu beobachten. 

 

Abbildung 9: Quantifizierung der relativen Expression von GAPDH, HK2, VEGFA und 

CCL15 in iNKT-Zellen durch A.f. Konidien (Ko) und Keimschläuchen (GT). 
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D Diskussion 

Die invasive Aspergillose (IA) ist eine schwere Systemerkrankung, die 

vorwiegend Patienten mit angeborener oder erworbener 

Immunkompromittierung betrifft. Verursacht wird sie vom opportunistischen 

Pathogen Aspergillus. Im Genus dieses Schimmelpilzes gibt es mehrere 

humanpathogene Spezies, von denen Aspergillus fumigatus hauptursächlich für 

die IA ist. Besonders unter Patienten, die sich einer allogenen 

Stammzelltransplantation unterziehen, ist das Risiko einer IA sehr hoch. Trotz 

des breiten Einsatzes von Antimykotika in Prophylaxe und Therapie der IA, 

bleibt deren Morbidität und Mortalität weiterhin unzufriedenstellend hoch. Dies 

wird nicht nur auf die mitunter schwierige Diagnostik bei einer IA zurückgeführt, 

sondern auch auf die unzureichende Wirksamkeit der vorhandenen 

Antikmykotika. Angesichts dessen ist es von besonderem Interesse die 

Interaktion von A. f. mit dem Immunsystem genauer zu durchleuchten, um somit 

möglicherweise neue Therapieansätze erschließen zu können. Ansätze zur 

Alteration der Immunantwort des Wirtes gegen Aspergillus haben z.T. 

ansprechende Ergebnisse gezeigt. Zum einen hat bereits jetzt die Applikation 

bestimmter Zytokine Einzug in Leitlinien zur Prophylaxe/Therapie der IA 

gefunden (53). G-CSF bzw. GM-CSF konnte nachweislich die Inzidenz und 

Mortalität von IA bei Patienten mit akuter myeloischer Leukämie senken (53, 

55). Zum anderen werden zunehmend Aspergillus-spezifische Zelltherapien 

untersucht. Patienten, die nach allogener Stammzelltransplantation selektiv 

gegen A. f. gerichtete Spender T-Zellen erhalten, sterben seltener (150). Auch 

das priming dendritischer Zellen auf A. f. zeigte in murinen Modellen erste 

Erfolge (151, 152). 

Als Bindeglied zwischen angeborener und adaptiver Immunität erkennen iNKT-

Zellen durch ein sehr begrenztes TCR-Repertoire über CD1d präsentierte 

Lipide und werden dadurch aktiviert.  Sie vereinigen phänotypische und 

funktionelle Eigenschaften von T- und NK-Zellen und sind somit in einer 

Vielzahl pathologischer Prozesse beteiligt. Ihre Rolle und Funktion in der 

Abwehr bakterieller, viraler und parasitärer Pathogene ist gut belegt, jedoch 
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nicht ihr Beitrag bei Pilzinfektionen. iNKT-Zellen sind u.a. als Quelle 

proinflammatorischer Zytokine wie INF-γ und TNF-α bekannt. Gleichzeitig sind 

diese Zytokine wichtige Mediatoren zur Kontrolle bzw. Bekämpfung von A. f. 

Rekombinantes IFN-γ wird sogar bei Patienten mit defizienter IFN-γ-Produktion 

zur Prävention von Pilzinfektionen eingesetzt (153, 154).  

Durch die vorliegende Arbeit konnte gezeigt werden, dass mit α-GalCer und IL-

2 selektiv kultivierte iNKT-Zellen gesunder Spender die metabolische Aktivität 

von A. f. Keimschläuchen signifikant beeinträchtigen und somit einen fungiziden 

Effekt ausüben. Die These, dass A. f. Konidien oder Keimschläuche als Stimuli 

für ein spezifisches Sekrektionsmuster immunrelevanter Zytokine bzw. 

Chemokine agieren, konnte nicht unterstützt werden. Jedoch wurden die 

verwendeten Zellen als Quelle von IFN-γ und, in einem geringeren Maße, von 

TNF-α identifiziert. Auch RANTES und die Chemokine IL-8, MIP-1β und IP-10 

konnten, wie vorbeschrieben, nachgewiesen werden (145). Bis auf CCL15 

wurden auch auf transkriptioneller Ebene keine unmittelbar immunrelevanten 

Transkripte durch A. f. differentiell reguliert. Jedoch zeigte sich eine Vielzahl 

von Enzymen des Kohlenhydratstoffwechsels durch A. f. Keimschläuche 

hochreguliert. CCL15 wurde hierbei herunterreguliert. VEGFA wurde durch 

beide Pilz-Morphologien überexprimiert. 

Methodische Limitationen 

Vor der Einordnung dieser Ergebnisse in bereits vorhandene Literatur, sollen 

zunächst die methodischen Einschränkungen der durchgeführten 

Untersuchungen aufgeführt werden: 

 Stichprobengröße 

Je Experiment wurden lediglich Proben von 3 gesunden Spendern 

verwendet. Um geringere Unterschiede in der Zytokinsekretion durch 

Multiplex-ELISA bzw. in der Genexpression durch Microarray-Analyse 

nachzuweisen fehlte deshalb die statistische Power. Beim bereits basal 

hohen Anteil IFN-γ+ Zellen (ca. 83%) wäre eine größere 
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Stichprobengröße nötig gewesen, um einen signifikanten Unterschied bei 

unterschiedlichen Stimuli registrieren zu können. 

 Gewinnung von iNKT-Zellen 

Die von Brossay et al. bzw. Nieda et al. beschriebene Methode zur 

selektiven Kultivierung von iNKT-Zellen wurde verwendet, um eine 

ausreichend große Menge von den im peripheren Blut nur in geringer 

Anzahl vorhandenen iNKT-Zellen für die durchzuführenden Experimente 

zu erhalten (127, 129). Es stellt sich jedoch die Frage, inwieweit für zwei 

Wochen mit IL-2 und α-GalCer kultivierte Zellen das Verhalten nativer 

humaner Zellen widerspiegelt. Brossay et al. zeigte, dass durch die hier 

gewählten Kulturbedinungen (α-GalCer und IL-2)  murine iNKT-Zellen 

zur Produktion von IFN-γ angeregt werden (127). Dies könnte ein Grund 

dafür sein, dass bereits vor Aspergillus-Stimulus ein hoher Anteil (>80%) 

IFN-γ+ Zellen vorlag. In jüngerer Zeit wird deshalb die mitunter geringe 

Ausbeute bei der Gewinnung nativer iNKT-Zellen zunehmend akzeptiert 

und, vor dem Hintergrund sensitiverer Methodik, toleriert. iNKT-Zellen 

werden hierbei mittels magnetischen Beads isoliert, die gegen die α-

Kette des invarianten TCR gerichtet sind (101, 155). Alternativ werden 

iNKT-Zellen mit Tetrameren aus mit α-GalCer beladenem CD1d markiert 

und anschließend mit gegen die Tetramere gerichteten Microbeads 

magnetisch separiert (69, 156).  

 In den durchgeführten Untersuchungen wurde der Einfluss von APCs auf 

die Interaktion von iNKT-Zellen mit A. f. ausgeklammert. Vielmehr sollte 

gezeigt werden, ob iNKT-Zellen prinzipiell bei der Bekämpfung von A. f. 

mitwirken. iNKT-Zellen benötigen zur Aktivierung, neben der fakultativen 

Interaktion mit einem über CD1d präsentierten Liganden, ein obligates 

kostimulatorisches Signal, welches  meist in Form von IL-12 von DCs 

stammt. Es ist deshalb davon auszugehen, dass auch unter den 

gewählten  Versuchsbedingungen eine Wechselwirkung von iNKT-Zellen 

mit CD1d-positiven APCs für den fungiziden Effekt essentiell war. Bei 

bakteriellen Erregern ist dies jedenfalls der Fall (68). Welcher Natur 

diese APCs sind, wurde in Folgeexperimenten von Beitzen-Heineke et 
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al. untersucht (vor Publikation). Darin wurde dargelegt, dass 

insbesondere CD1c⁺ mDCs in der Lage sind die Stimulation von iNKT-

Zellen durch A. f. zu mediieren. Welche Pilzbestandteile für die 

Interaktion entscheidend sind, wird hierbei gegenwärtig intensiv 

beforscht. Erst kürzlich wurde entdeckt, dass Asperamide B, ein fungales 

Glykolipid, als bisher einziges von A. f. stammendes Produkt in der Lage 

ist, CD1d-abhängig iNKT-Zellen zu stimulieren (95, 157). Doch auch 

CD1d-unabhängige Wechselwirkungen scheinen von Bedeutung zu sein. 

Cohen et al. beschreibt dies für β-1,3-Glucan, ein 

Kohlenhydratbestandteil der Zellwand von A. f., der als solcher nicht via 

CD1d präsentiert werden kann (94). Hier geschieht die Stimulation von 

iNKT-Zellen durch Aktivierung des TLR Dectin-1 und anschließende IL-

12 Produktion der DCs. Vor diesem komplexen Hintergrund wurde der 

Phänotyp der für iNKT-Zell Marker negativen Zellen in dieser Arbeit 

leider unzureichend beschrieben, sodass die produzierten Ergebnisse 

lediglich orientierenden Charakter haben dürften. 

  

Zytokinsekretion von iNKT-Zellen in Anwesenheit von A. fumigatus 

iNKT-Zellen exprimieren Granzyme B, Perforin und Fas-Ligand. Demnach 

besitzen sie die Fähigkeit zur direkten Zytolyse. Die direkt zytotoxischen 

Charakteristika werden jedoch vornehmlich bei Untersuchungen des Antitumor-

Effektes von iNKT-Zellen beobachtet (158-160). Ihre antimikrobiellen 

Eigenschaften werden hingegen vorwiegend der Produktion TH1-typischer 

Zytokine (IFN-γ und TNF-α) zugeschrieben. Zwar üben IFN-γ und TNF-α den 

antimikrobiellen  Effekt in der Regel durch Rekrutierung bzw. Aktivierung 

anderer Effektorzellen aus (z.B. NK-Zellen und Makrophagen), doch wird IFN-γ 

nach einer Arbeit von Bouzani et al.  ebenso ein direkt zytotoxischer Effekt auf 

A. f. Keimlinge beigemessen (68, 130). In hiesiger Arbeit stellten sich nun iNKT-

Zellen als Zellen mit fungizidem Effekt heraus. Gleichzeitig erwies sich ein 

hoher Anteil der verwendeten Zellen als IFN-γ+, bzw., in geringerem Ausmaße, 

als TNF-α+. Die Expression letztgenannter Stoffe war jedoch nicht dem Stimulus 
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A. f. zuzuschreiben. Auf transkriptioneller Ebene waren bis auf CCL15 weder 

IFN-γ und TNF-α, noch andere immunrelevante Faktoren reguliert. Dieser 

Gegensatz erscheint zunächst wenig intuitiv. Jedoch wurde für iNKT-Zellen 

gezeigt, dass sie Effektorzytokine in intrazellulären Vesikeln speichern, diese 

nach Stimulus sehr schnell exozytieren und somit den Charakterzug der 

angeborenen Immunität ausüben (161-163). Ein Mehr an immunrelevanter 

Transkripte ist also nicht unmittelbar nötig, damit iNKT-Zellen ihre imminente 

Aufgabe der schnellen Zytokinsekretion bewerkstelligen können.  Der Tatsache, 

dass A. f. nicht als signifikanter Stimulus eines spezifischen Sekretionsprofils 

dargestellt werden konnte, sind vornehmlich die oben erwähnten methodischen 

Einschränkungen dieser Arbeit zugrunde zu legen. Die Sekretionsprofile von 

iNKT-Zellen der Spender zeigten eine recht hohe Varianz. Diese hätte durch 

eine größere Stichprobe nivelliert werden können. Auch wird eine Regulation 

der IFN-γ Sekretion in anderen Arbeiten nahegelegt, in denen das 

Studiendesign ein größeres Augenmerk auf die Interaktion von A. f. mit CD1d⁺ 

Zellen legte. Hier konnten sowohl in vitro als auch in vivo eine Stimulation der 

IFN-γ Produktion registriert werden (94).  

In Gegenwart von A. f. Keimschläuchen wurde CCL15 (auch bekannt unter 

Leukotactin-1, MIP-1δ oder MIP-5) am stärksten herunterreguliert. Dieses 

Chemokin wird vornehmlich von T- und B-Lymphozyten, Monozyten und DCs 

exprimiert (164, 165). Eine differentielle Expression von CCL15 ist für iNKT-

Zellen bisher nicht dokumentiert, ebenso ist dessen Rolle bei invasiven 

Pilzinfektionen kaum untersucht. Lediglich in zwei Studien wurde die 

Überexpression von CCL15 in Zusammenhang mit Pilzinfektionen gezeigt. Zum 

einen wird CCL15 in Makrophagen hochreguliert, die mit Mikrosporidien spp. 

konfrontiert werden (166). Zum anderen produzieren Monozyten vermehrt 

CCL15, sobald ihnen unter Hinzugabe von Voriconazol A. f. Keimschlauch-

Fragmente präsentiert werden (167). Dass in hiesiger Arbeit jedoch eine 

gegensinnige Regulation der CCL15-Transkription demonstriert wurde, welche 

auf Proteinebene nicht validiert wurde, passt nicht in das von den beiden 

zitierten Studien gezeichnete Bild. Eine Herunterregulation von CCL15 kann 

jedoch auch als Reaktion auf eine lokale Hypoxie gewertet werden. Bosco et al. 



 

51 
 

beschrieb, dass CCL15 dasjenige Chemokin ist, welches unter Hypoxie in 

Monozyten am stärksten herunterreguliert wird (168). Vor dem Hintergrund der 

weiteren regulierten Gene, scheint dies eine plausible  Erklärung für die 

gezeigte Repression von CCL15 in NKT-Zellen zu sein. 

 

Kohlenhydratstoffwechsel von iNKT-Zellen 

Viel Aufmerksamkeit wurde in der Vergangenheit dem 

Kohlenhydratstoffwechsel maligner Zellen geschenkt. Damit verbunden ist die 

Hoffnung, dass sich durch dessen Beeinflussung vielversprechende 

Therapiemöglichkeiten eröffnen (169, 170). Allerdings wird zunehmend der 

Metabolismus von Immunzellen beforscht, wobei sich ein Großteil der daraus 

gewonnenen Erkenntnisse auf Untersuchungen von Makrophagen und T-Zellen 

stützt. Zuletzt ist dies ausführlich von Ghesquière et al. zusammengefasst 

worden (171). Für iNKT-Zellen wurden bisher keine Daten zur Regulierung des 

Kohlenhydratstoffwechsels publiziert, speziell nicht im Kontext des Pilz-

Stimulus. Da T- und iNKT-Zellen jedoch nahe verwandt sind, soll zunächst die 

Datenlage bei T-Zellen betrachtet werden. Je nach Differenzierungsgrad wird 

bei T-Zellen das Gewicht auf unterschiedliche metabolische Wege gelegt. 

Während naive T-Zellen ihre Energie vornehmlich aus der oxidativen 

Phosphorylierung gewinnen, wird bei aktivierten, proliferierenden T-Zellen, bzw. 

bei einem Teil der differenzierten Effektorzellen (TH1, TH2, TH17) , der Fokus auf 

anaerobe Energiegewinnung durch Glykolyse gelegt (171, 172). Zusätzlich wird 

der Pentosephosphatweg angeregt, wodurch Redoxäquivalente (NADPH) und 

Ribose-5-phosphat (Grundbaustein für Nukleotide) entstehen. 
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Zellart Weg der Energiegewinnung 

TH1         

            Glykolyse ↑ 

            Fettsäureoxidation ↓ 

TH2 

TH17 

CD8+ 

Tmemory             Fettsäureoxidation ↑ 

            Oxidative Phosphorylierung ↑ Treg 

Tabelle 5: T-Effektorzellen und deren bevorzugte Energiegewinnung (171) 

 

 

Abbildung 10: Metabolismus aktivierter T-Zellen. Aktivierung von Glykolyse und 

Pentosephosphatweg (PPW) zur Gewinnung von ATP bzw. NADPH. Oxidative 

Phosphorylierung und Fettsäureoxidation sind minimiert. U. a. durch aus Glykolyse 

stammendes Acetyl-CoA (Ac-CoA) wird der Citratzyklus gespeist; 

ETK=Elektronentransferkette; FS= Fettsäure; G6P= Glukose-6-Phosphat; 

Glk=Glukose; GLUT= Glukose Transporter; HK2=Hexokinase 2; Lak=Laktat; 

Pyr=Pyruvat;  Abbildung in Anlehnung an Ghesquière et al. (171) 
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Durch diese Arbeit konnte gezeigt werden, dass A. f. Keimschläuche in der 

Lage sind, mehrere wichtige Gene des Kohlenhydratstoffwechsels von iNKT-

Zellen in deren Expression zu stimulieren. Die Pathway Analyse legte offen, 

dass 21% der in der Glykolyse/Gluconeogenese beteiligten Transkripte (fast 

ausschließlich hoch-)reguliert sind. Für den Fructose/Mannose-Stoffwechsel 

bzw. Pentosephosphatweg trifft dies für 44% bzw. 20% der Transkripte zu. 

Hexokinase 2 (HK2) und Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 

(GAPDH) zeigten in der Microarray-Analyse nicht nur hohe log2-Fold Changes, 

sondern es konnte auch in der qRT-PCR eine signifikante Überexpression 

(zumindest von HK2) bestätigt werden. HK2 phosphoryliert Glucose, welche 

unmittelbar zuvor via GLUT1 die Zellmembran passiert hat. Nach diesem ersten 

enzymatischen Schritt der Glykolyse kann Glucose die Zellmembran nicht mehr 

verlassen. Das Enzym hat einen niedrigen 𝐾𝑚-Wert, folglich eine hohe Affinität 

zu Glucose und arbeitet somit auch bei niedrigen Glukosekonzentrationen im 

Sättigungsbereich (173). GAPDH katalysiert die Reaktion von Glycerinaldehy-3-

Phosphat zu 1,3-Bisphosphoglycerat. Zudem ist bekannt, dass GAPDH neben 

der metabolischen Funktion auch eine Aufgabe als Transkriptionsfaktor innehat 

und die Translation von IFN-γ mRNA inhibiert (174, 175). In letztgenannter 

Studie, sowie von Jacob et al., wurde für T-Zellen gezeigt, dass eine intakte 

Glykolyse essentiell ist, um die Effektorfunktionen nach TCR-Stimulation 

ausüben zu können (176). Bei iNKT-Zellen scheint eine ähnliche Abhängigkeit 

von der Glykolyse plausibel, teilen sie doch viele Eigenschaften von T-Zellen. 

Die Überexpression von Enzymen des Kohlenhydratstoffwechsels könnte zum 

Teil jedoch auf ein hypoxisches Mikromilieu zurückzuführen sein. Da VEGFA im 

gleichen Sinne reguliert ist (siehe unten), ist die Umstellung des 

Zellmetabolismus auf anaerobe Energiegewinnung naheliegend. Unter 

Sauerstoffmangel bieten Glykolyse und Pentosephosphatweg  eine Möglichkeit 

für iNKT-Zellen ihre Effektorfunktion adäquat auszuführen. Welchen Vorteil T-

Zellen, oder in diesem Fall iNKT-Zellen, aus der Hochregulierung des 

Pentosephosphatweges ziehen, hat noch spekulativen Charakter. Denkbar 

wäre, dass das über diesen Weg generierte NADPH benötigt wird, um im 
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Rahmen einer Stressreaktion, wie sie bei Konfrontation mit A. f. vorliegt, die 

Redox-Homöostase aufrechtzuerhalten (171). Ebenso wird über den 

Pentosephosphatweg mit Ribose-5-Phosphat ein Nukleotidbaustein hergestellt, 

der essentiell für die Proliferation von Immunzellen ist. 

 

VEGFA bei der invasiven Aspergillose 

Bemerkenswerterweise konnten beide verwendeten Stimuli iNKT-Zellen zur 

Überexpression von VEGFA anregen. Erwartungsgemäß geschah das durch 

Keimschläuche in einem höheren Maße als durch Konidien. VEGFA ist der 

erstentdeckte und bestuntersuchte Vertreter der humanen VEGF-Familien, zu 

der noch VEGF B-D sowie PLGF (plancental growth factor) gehören (177). Von 

VEGFA existieren mehrere Splice-Varianten, die sich u.a. in ihrem 

angiogenetischen Potential unterscheiden (178, 179). Es stimuliert vorwiegend 

Vaskulo- und Angiogenese und steigert die Gefäßpermeabilität; alles 

Wirkungen, die durch Bindung an VEGF-Rezeptoren auf Endothelzellen 

vermittelt werden. Ein adäquater Reiz zur Expression von VEGFA ist ein 

niedriger Sauerstoffpartialdruck. Unter diesen Bedingungen wird der 

normalerweise sauerstofflabile Transkriptionsfaktor HIF-1 stabilisiert, woraufhin 

er die Transkription von VEGFA stimuliert. In der Lunge ist VEGFA in hoher 

Konzentration vorhanden und wird auch von dort residenten 

Alveolarmakrophagen produziert (180, 181). Gleichzeitig exprimieren z.B. T-

Zellen den VEGF-Rezeptor, sodass VEGFA zusätzlich immunrelevante 

Funktionen ausüben kann, indem es u.a. chemotaktisch auf Monozyten, sowie 

aktivierend auf TH1, TH2 und TH17-Zellen wirkt (182-186). Im Rahmen einer 

invasiven Aspergillose sezerniert der Pilz mit Gliotoxin und Fumagillin zwei 

antiangiogenetische Stoffe, die ihm  (im neutropenen Wirt) einen 

pathogenetischen Vorteil verschaffen (187, 188). Erstaunlicherweise zeigte sich 

im Mausmodell, dass die Applikation von pro-angiogentischen Faktoren wie 

VEGF und bFGF das Outcome einer invasiven Aspergillose verbessern (189). 

Angenommen wird, dass dadurch Immunzellen und Antimykotika  entzündetes 

und hypoxisches Gewebe besser erreichen (190, 191). Für iNKT-Zellen wurde 
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bisher noch nicht gezeigt, dass sie VEGFA bzw. dessen Rezeptoren 

exprimieren. In dieser Arbeit konnte zwar keine Sekretion von VEGFA im ELISA 

nachgewiesen werden, wohl aber eine Hochregulierung der Transkription. Die 

Diskrepanz kann durch die umfassende posttranskriptionelle Modifikation bzw. 

Abbau von VEGFA mRNA erklärt werden (192). Das Transkript hat unter 

Normoxämie eine Halbwertszeit von  15-40 min, welche sich aber unter 

Hypoxie deutlich verlängern kann (192-194). Dementsprechend ist nicht 

auszuschließen, dass die gewählte Kokulturzeit von 6h nicht ausreichte, um 

eine signifikante Sekrektion von VEGFA nachzuweisen. Sollten sich die 

erzielten Ergebnisse in Zukunft jedoch auch auf Proteinebene bestätigen, hätte 

das diffizile Gleichgewicht zwischen pro- und antiangiogenetischen Faktoren in 

der invasiven Aspergillose einen zusätzlichen Akteur. 

 

Abbildung 11: Pro- und antiangiogenetische Faktoren im Rahmen der invasiven 

Aspergillose. Modifiziert nach Kontoyiannis (187). 
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A. fumigatus Keimschläuche sind der relevante Stimulus für iNKT-Zellen  

VEGFA ist eines von nur sieben Transkripten, welches durch Konidien und 

Keimschläuche differentiell reguliert wurde. Diese beiden Morphologien von A. 

f. unterscheiden sich u.a. in deren Zusammensetzung der Zellwand (siehe 

Einleitung, 1.1.3). Während die Zellwand von Konidien durch einen hohen 

Melaningehalt weitestgehend inert ist, exponieren Keimschläuche 

immunstimulatorisches β-1,3-Glucan und Chitin an deren Oberfläche. Durch 

Interaktion mit Pattern Recognition Receptors auf DCs wird eine 

proinflammatorische Antwort induziert. A. f. Keimschläuche interagieren dabei 

vorwiegend mit TLR2, TLR4 und TLR6, sowie dem C-Typ Lektin Dectin-1 (195). 

VEGFA ist demnach wahrscheinlich durch einen Faktor induziert worden, der 

beiden Pilzmorphologien eigen ist. Ob diese Eigenschaft jedoch in der Zellwand 

liegt, bleibt offen; ebenso die Frage, ob eine physische Interaktion von iNKT-

Zellen mit dem Schimmelpilz von Nöten ist, um sie zu aktivieren. Zumindest 

deutet die bereits zitierte Untersuchung von Cohen et al. darauf hin, dass der 

aktivierende Effekt auf iNKT-Zellen durch IL-12 aus DCs vermittelt wird, welche 

Dectin-1-vermittelt Kohlenhydrate der A. f. Zellwand erkennen (94). 

Ausblick 

Diese Arbeit zeigt erste Einblicke in die Interaktion von iNKT-Zellen mit A. f. 

Hierbei wurde sich auf die Charakterisierung selektiv kultivierter iNKT-Zellen 

gesunder Spender beschränkt. Zweifelsohne ist es nötig die physiologische 

Rolle von iNKT-Zellen in der Abwehr von pathogenen Pilzen zu definieren und 

zu charakterisieren, was Folgeuntersuchungen von Beitzen-Heineke bereits 

getan haben. Zeitgleich wurde bereits begonnen am Mausmodell weiteres Licht 

in die Interaktion von Pilz und iNKT-Zelle zu bringen (94). Jedoch wird es in 

Zukunft auch von Bedeutung sein zu erforschen, inwiefern iNKT-Zellen von mit 

A. f. infizierten Patienten quantitativ und qualitativ beeinträchtigt sind. 

Beispielsweise wurden die numerischen und funktionellen Einschränkungen 

bereits für iNKT-Zellen bei Malignomen beschrieben (196). Es besteht die 

Hoffnung, dass aus diesen Untersuchungen Erkenntnisse erwachsen werden, 
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welche zukünftig die Behandlung von Aspergillus fumigatus assoziierten 

Erkrankungen erfolgreicher gestalten werden.
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E Zusammenfassung 

Natürliche Killer T-Zellen stellen ein verbindendes Element zwischen 

angeborener und adaptiver Immunität dar und sind durch die Expression von T- 

und NK-Zell-Markern, sowie eines invarianten T-Zell-Rezeptors charakterisiert. 

Damit erkennen sie Lipide, welche vorwiegend durch dendritische Zellen  

mittels des MHC-I-ähnlichen Moleküls CD1d präsentiert werden. Die protektive 

Rolle von iNKT-Zellen bei Autoimmun- und malignen Erkrankungen ist 

nachgewiesen, ebenso ihre wichtige Aufgabe bei der Abwehr bakterieller, 

viraler und parasitärer Pathogene. Inwiefern iNKT-Zellen mit Pilzen und im 

speziellen Aspergillus fumigatus (A. f.) interagieren ist jedoch unzureichend 

beschrieben.  

iNKT-Zellen gesunder Spender wurden ex vivo selektiv kultiviert und mit A. f. 

Konidien und Keimschläuchen kokultiviert. Microarray-Analyse, bzw. Multiplex-

ELISA fanden Anwendung, um eine durch A. f. induzierte differentielle 

Genexpression bzw. Zytokinsekretion bei iNKT-Zellen zu detektieren. Zusätzlich 

wurde mittels Durchflusszytometrie gemessen, ob A. f. die Produktion des TH1-

Zytokins IFN-γ beeinflusst. Schließlich wurde der fungizide Effekt von iNKT-

Zellen auf A. f. via XTT-Assay quantifiziert. 

iNKT-Zellen zeigten einen ausgeprägten fungiziden Effekt auf A. f. 

Keimschläuche, welcher mit einem hohen Anteil IFN-γ+ iNKT-Zellen 

vergesellschaftet war. Hingegen zeigte sich kein Stimulus-spezifisches 

Zytokinsekretionsmuster. Besonders Keimschläuche induzierten eine 

differentielle Genexpression bei iNKT-Zellen. Diese war gekennzeichnet durch 

eine Hochregulierung von Genen des anaeroben Glukosemetabolismus. Als 

Zeichen einer möglicherweise lokalen Hypoxie waren VEGFA hoch-, bzw. 

CCL15 in ihrer Transkription herunterreguliert. Vor dem Hintergrund einer 

unbefriedigend hohen Mortalität der durch A. f. verursachten invasiven 

Aspergillose können diese ersten Ergebnisse der Interaktion des 

Schimmelpilzes mit iNKT-Zellen Grundlage für weitere Untersuchungen sein, 

um deren Wechselwirkung besser zu verstehen und möglicherweise zur 

Verbesserung der Therapie der Aspergillose beizutragen. 
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Anhang

Top 10 regulierte Gene in der iNKT-Kokultur mit A. fumigatus 

In den Tabellen angegeben ist die ID (identifier) des Probe-Sets mit dem das 

regulierte Gen nachgewiesen wurde, das Gen-Kürzel, dessen Name (laut 

Entrez Gene Database), die Art des kodierten Proteins und der Grad der 

Regulierung. Die Suffixe der ID beschreiben, mit welcher Spezifität ein Probe-

Set eine bestimmte Sequenz nachweisen kann.  

 _at:   

Alle Proben eines Probe-Sets detektieren ein definiertes Transkript 

 _a_at:  

Die im Probe-Set vorhandenen Proben detektieren alternative 

Transkripte eines definierten Genes 

 _s_at:  

Die in einem Set enthaltenen Proben können Transkripte verschiedener 

Gene detektieren. 

 _x_at:  

Mindestens eine der in einem Set enthaltenen Proben kann ein 

Transkript eines anderen Gens 1detektieren.



 

    
 

 4
8
 

8
3
 

 

 

ID Gen Entrez Gen Name Typ log2-Fold 

Change 

11761278_at FLT3LG fms-related tyrosine kinase 3 ligand Zytokin 2,369 

11730471_a_at SCGB2a2 secretoglobin, family 2A, member 2 Sonstige 2,120 

11749355_a_at CFB complement factor B Peptidase 2,018 

11725370_s_at VEGFA vascular endothelial growth factor Wachstumsfaktor 1,818 

11724558_at GNA15 guanine nucleotide binding protein alpha 15 Enzym 1,746 

11745937_a_at TCF3 transcription factor 3 Sonstige 1,719 

11735736_a_at CREB3L3 cAMP responsive element binding protein 3-like 3 Enzym 1,713 

11722950_a_at C1orf51 chromosome 1 open reading frame 51 Sonstige 1,678 

11715309_s_at MLXIPL MLX interacting protein-like Transkriptions Regulator 1,663 

11740153_a_at ZNF384 zinc finger protein 384 Sonstige 1,665 

Top-10 hochregulierte Gene iNKT-Zellen + A. fumigatus Konidien 
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9
 

8
4
 

 

 

 

ID Gen Entrez Gen Name Typ log2-Fold 

Change 

11758998_at STIM2 stromal interacting molecule 2 Transporter -2,132 

11728508_at FKTN fukutin Sonstige -2,084 

11733789_a_at HSDL1 hydroxysteroid dehydrogenase like 1 Enzym -1,989 

11736142_at ENPP4 ectonucleotide pyrophosphatase 4 Enzym -1,977 

11743517_a_at NNT nicotinamide nucleotide transhydrogenase Enzym -1,927 

11720185_a_at MAD2L1 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast) Sonstige -1,916 

11716417_a_at UNG uracil-DNA glycosylase Enyzm -1,867 

11759821_at RPL37A ribosomal protein L37a Sonstige -1,839 

11762617_x_at ANKRD36B ankyrin repeat domain 36b Transkriptions Regulator -1,838 

11752757_s_at EIF4B eukaryotic translation initiation factor 4B Translations Regulator -1,830 

Top-10 herabregulierte Gene iNKT-Zellen + A. fumigatus Konidien 
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5
 

 

 

 

ID Gen Entrez Gen Name Typ log2-Fold 

Change 

11722406_at PFKFB4 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 4 Kinase 13,947 

11754959_a_at AK4 adenylate Kinase 4 Kinase 10,832 

11743161_x_at C7orf68 chromosome 7 open reading frame 68 Sonstige 10,158 

11725370_s_at VEGFA vascular endothelial growth factor A Wachstumsfaktor 7,016 

11747079_x_at ALDOC aldolase C, fructose-bisphosphate Enzym 6,256 

11728049_s_at HIST1H4C  histone cluster 1, H4c Sonstige 6,085 

11757776_s_at ARG2 arginase, type II Enzym 5,852 

11743084_s_at BNIP3 BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3 Sonstige 5,420 

11756138_a_at HK2 hexokinase 2 Enzym 4,867 

11736556_s_at SLC2A3 solute Carrier Family 2, Member 3 Transporter 4,829 

Top-10 hochregulierte Gene iNKT-Zellen + A. fumigatus Keimschläuche 
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ID Gen Entrez Gen Name Typ log2-Fold 

Change 

11726213_x_at CCL15 chemokine ligand 15 Zytokin -3,712 

11730219_s_at SPG20 spastic paraplegia 20 Sonstige -2,202 

11743636_at TNFAIP6 tumor necrosis factor alpha-induced protein 6 Sonstige -2,116 

11728128_a_at APTX aprataxin Phosphatase -1,946 

11729278_x_at CRCP CGRP receptor component Transmembran Rezeptor -1,905 

11743656_a_at HPGD hydroxyprostaglandin dehydrogenase 15(NAD) Enzym -1,867 

11724652_a_at LMBR1 limb development membrane protein 1 Transmembran Rezeptor -1,843 

11762003_at RGS12 regulator of G-protein signaling 12 Sonstige -1,785 

11721733_a_at GCH1 GTP cyclohydrolase 1 Enzym -1,779 

11748963_x_at ASPSCR1 alveolar soft part sarcoma chromosome region, 

candidate 1 

Sonstige -1,747 

Top-10 herabregulierte Gene iNKT-Zellen + A. fumigatus Keimschläuche 
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α-GalCer alpha-Galactosylceramid 

(c)DNA (complementary) desoxyribonucleic acid 

(m)RNA (messenger) ribonucleic acid 

A.f. Aspergillus fumigatus 

AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome 

AK4 Adenylat Kinase 4 

ALDOA Aldolase A 

ALDOC Aldolase C 

APC antigenpräsentierende Zelle(n) 

ApoE Apolipoprotein E 

ARG2 Arginase 2 

ATCC American type culture collection 

bFGF basci fibroblast growth factor 

BPGM Bisphosphoglyceratmutase 

CCL15 chemokine (C-C-motif) ligand 

CD cluster of differentiation 

CO2 Kohlenstoffdioxid 

Ct cycle threshold 

DAG Diaacylglycerol 

DCs dendritische Zellen 

  mDCs myeloide dendrtische Zellen 

  pDCs plasmozytoide dendritische Zellen 

DOC Dexoxyceramid 

ELISA enyzme linked immunosorbent assay 

FCS fetal calf serum 

G-CSF granulocyte-colony stimulating factor 

GLUT Glukose Transporter  

GM-CSF granulocyte macrophage colony-stimulating factor 

GMM Glukose Monomykolat 

H2O Wasser 

h-Alas δ-Aminolevulinatsynthase 

HIF-1 hypoxia inducible factor 1 

HK2 Hexokinase 2 
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IA invasive Aspergillose 

ID Identifier 

IFN-γ Interferon gamma 

iGb3 Isoglobotrihexosylceramid 

IL Interleukin 

IP-10 interferon gamma induced protein 10 

IPA Ingenuity Pathway Analyse 

Km-Wert Michaeliskonstante 

LDL-Rezeptor Rezeptor für low densitiy lipoprotein 

MHC major histocompatibility complex 

min Minuten 

MIP macrophage inflammatory protein 

NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 

NF-κB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

NKT-Zellen Natürliche Killer T-Zellen 

  iNKT-Zellen Invariante NKT-Zellen 

  dNKT-Zellen Diverse NKT-Zellen 

NK-Zellen Natürliche Killer Zellen 

PCR Polymerase Kettenreaktion 

PFKFB4 6-phosphofructo-2-Kinase/fructose-2,6-Biphosphatase 4  

PLGF placental growth factor 

PRR pattern recognition receptor(s) 

qRT-PCR quantitative Real-Time Polymerase Kettenreaktion 

RANTES regulated on activation, normal T cell expressed and secreted 

RIN RNA integrity number 

ROS Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygene species) 

rpm rounds per minute 

RT Raumtemperatur 

SLC2A4 soluble carrier 2A3 

spp species pluralis 

TCR T-Zell Rezeptor 

TLR toll-like receptor(s) 

Tmemory T- Gedächtniszellen 

TNF-α tumor necrosis factor alpha 

Treg T-regulatorische Zellen 

VEGF vascular endothelial growth factor 

XTT 2,3-Bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilid – Natriumsalz 
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