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1. Einleitung
1.1. Zystische Fibrose

1.1.1. Epidemiologie und Genetik

Die Zystische Fibrose (engl. cystic fibrosis; CF) ist die haufigste zum Tode fuh-
rende autosomal-rezessive Erbkrankheit in der kaukasischen Bevolkerung. Ur-
sache der Erkrankung ist eine Mutation im Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator (CFTR)-Gen auf Chromosom Nummer 7 in der Region
7031.2, welche zu einer Funktionseinschrankung oder einem Fehlen des Trans-
membranproteins fuhrt (1).

Etwa eines von 2500 lebendgeborenen Kindern in Deutschland weist krankheits-
auslosende Mutationen auf beiden Allelen auf und zeigt somit, je nach genauer
Mutation, eine typische Auspragung der Symptome. Der Anteil an Merkmalstra-
gern in der kaukasischen Bevolkerung betragt etwa 4 %, jede 25. Person kann
damit die Mutation vererben (2).

Uber die letzten Jahrzehnte konnte ein starker Anstieg der medianen Uberle-
benszeit beobachtet werden (3), welche vor allem auf fortgeschrittenere Thera-
pien, spezialisierte Behandlungszentren und friihere Diagnosestellung zuriickzu-
fuhren ist. Die durchschnittliche Lebenserwartung eines Patienten mit CF liegt
laut jahrlichem Bericht der Cystic Fibrosis Foundation aus dem Jahr 2015 derzeit
bei 41,6 Jahren (4). Laut Deutschem Mukoviszidose-Register lag das mittlere
Sterbealter von CF-Patienten in Deutschland im Jahr 2017 bei 32 Jahren, das
mediane Uberlebensalter bei 47,52 Jahren. (5)

Bisher wurden tber 2000 Mutationen am CFTR-Gen entdeckt (6), deren funktio-
nelle Bedeutung ist aber nur in wenigen Fallen bekannt ist.

Die haufigste mit zystischer Fibrose assoziierte Mutation, F508del, zeigt sich in
einem Fehlen der Aminoséure Phenylalanin im Genprodukt, und konnte bei tber
70% der Patienten mit CF nachgewiesen werden (1, 7). In Deutschland liegt die



Haufigkeit der F508del Mutation mit Giber 85% sogar noch héher als im internati-
onalen Vergleich (5). Das CFTR-Protein wird bei dieser Form der Mutation falsch
gefaltet, was zu einem intrazellularen Abbau tber den Ubiquitin-Proteasom-Weg
fuhrt (8).

Eine Assoziation zwischen Genotyp und Phanotyp lasst sich zum Beispiel fir den
Grad der Pankreasinsuffizienz beobachten (7). Fir den Auspragungsgrad der
Lungenerkrankung, welche in Giber 70% auch die Todesursache darstellt (9), trifft
dies jedoch nicht zu; zu stark scheint der Einfluss von Umweltbedingungen und

modifizierenden Gen-Polymorphismen (10, 11).

1.1.2. Pathophysiologie

Das CFTR-Protein ist ein membranstandiger Anionenkanal, welcher vor allem
Chlorid-lonen transportiert. Er wird vorrangig in sekretorischen Organen expri-
miert, weshalb ein Defekt zur gesteigerten Viskositat von Sekreten fuhrt.

Eine gestorte Funktion des CFTR-Kanals fiihrt in SchweiRkanélen zu einge-
schrankter Absorption von Cl- (12, 13). Die erhdhte Cl-Konzentration im Schweif3
von CF-Patienten wird zur Diagnosefindung verwendet (14).

In den Atemwegsepithelzellen liegt der CFTR in der apikalen Zellmembran und
pumpt cAMP-abhéngig Chlorid-lonen aus der Zelle in das Organlumen (15, 16).
Durch die osmotische Kraft der Chlorid-lonen folgen passiv Wassermolekiile
nach (13).

Gleichzeitig Ubt der CFTR regulatorische Funktionen auf andere lonenkanale
aus, wie etwa eine tonische Inhibition auf den Epithelialen Natriumkanal (ENaC).
Dieser ist ebenfalls apikal lokalisiert und nimmt Na*- lonen ins Zellinnere auf (17,
18).

Wenn im Falle der CF ein funktionierender CFTR-Kanal fehlt, wird also einerseits
die Cl-Sekretion eingeschrankt und andererseits der ENaC aus seiner tonischen
Inhibition befreit. Beides fiihrt dazu, dass Uber eine exzessive Na*-Aufnahme
zum Ausgleich des elektrochemischen Gradienten und eine daraufhin gestei-
gerte Wasserresorption die physiologische Flussigkeit auf der Zelloberflache an

Volumen verliert. Im Organlumen bleibt ein z&hflussiger Schleim zurtick, welcher



der Erkrankung auch den alternativ verwendbaren Namen Mukoviszidose (von
mucus lat. = Schleim, viscidus lat. = zah, klebrig) gab.

Die Abnahme der periziliaren Flissigkeitsschicht, die zwischen Mukus und Ober-
flache der Epithelzellen liegt und einen funktionierenden Zilienschlag ermdglicht,
kann als auslésendes Ereignis zur Entwicklung der Lungenerkrankung bei CF
gesehen werden. Denn durch ihren Verlust kommt es zum Anhaften von Schleim
an der Zelloberflache, was dessen Abtransport behindert (19). Es entstehen
Mukus-Plagues, welche optimale Bedingungen fur chronische bakterielle Infekti-
onen bieten (20), allen voran Pseudomonas aeruginosa, die unter hypoxischen
Bedingungen wachsen und sich durch Biofilmbildung resistent gegen antimikro-
bielle Einwirkungen zeigen kann.

Die Flussigkeit auf Atemwegsoberflachen enthalt antibakterielle Substanzen wie
Lactoferrin und Lysozym, welche bakterielles Wachstum fiir etwa sechs Stunden
unterdriicken kénnen. Jedoch ist die Beseitigung des Mukus durch einen funkti-
onierenden Zilienschlag des Epithels unabdingbar zur Vermeidung einer Infek-
tion (21).

1.1.3.Klinisches Bild

Mutationen im CFTR-Gen betreffen Epithelzellen verschiedener Organe und ma-
chen CF somit zu einer Multisystemerkrankung. Die Symptome bzw. Einschréan-
kungen sind je nach Organ unterschiedlich. Auch Zeitpunkt und Reihenfolge der
Organmanifestationen kdnnen sich von Patient zu Patient unterscheiden (22).

Die Lungenerkrankung bei CF ist gekennzeichnet durch chronische bakterielle
Infektion und Entziindung der luftleitenden Atemwege. Als Folge kann es zu

Bronchiektasien, also Ausweitungen der Bronchien, und Atemversagen kommen.

Neben den pulmonalen Manifestationen der CF, die immer noch in den meisten
Féllen die Todesursache darstellen, sind vor allem intestinale Symptome zu be-

obachten.



Der Defekt im CFTR macht sich in Darmepithel, Bauchspeicheldriise und Leber
bemerkbar. Das viskdse Sekret fuhrt im Pankreas Uber Zystenbildung und Fib-
rose bei 90% der Patienten zu einer Organinsuffizienz. Diese zeigt sich am Feh-
len von Verdauungsenzymen und den damit verbundenen Folgen wie etwa ei-
nem Mangel an fettléslichen Vitaminen, Gedeihstérung, Fettstiihle und geblah-
tem Abdomen oder Analprolaps. Auch der bei etwa 15% der Patienten auftre-
tende Mekoniumileus ist darauf zuriickzufihren. Andererseits gehen bei circa ei-
nem Drittel der Patienten die Insulin-produzierenden Zellen der Bauchspeichel-
drise zugrunde, was zum so genannten Diabetes Mellitus Typ Il oder CFRD
(Cystic fibrosis-related diabetes) fuhrt. Nicht selten tritt auch eine Leberbeteili-
gung auf, die bis zur sekundéaren biliaren Zirrhose mit portaler Hypertension aus-
reifen kann (23).

Enzym- und Vitaminsupplementation sind bei intestinaler Beteiligung wichtige
Therapiebestandteile, nicht nur zur Beseitigung der aufgezahlten Symptome. Es
konnte auch eine klare Korrelation zwischen Ernahrungsstatus und Lungenfunk-

tion (FEV1) nachgewiesen werden (24).

Nahezu alle mannlichen CF-Patienten sind unfruchtbar aufgrund eines beidseiti-
gen Fehlens des Samenleiters (CBAVD, kongenitale bilaterale Aplasie des Vas
deferens), was zu einer Azoospermie, also dem Fehlen von Spermien im Ejaku-
lat, fihrt. Eine CBAVD kann die einzige Manifestation des CFTR-Defektes sein.
Patientinnen mit CF sind in der Regel fruchtbar (25).

1.1.4. Erregerspektrum

Die Lungenerkrankung bei CF entwickelt sich h&ufig in jungem Alter und ist cha-
rakterisiert durch chronische Entziindung und Infektionen (26, 27).

Die haufigsten Erreger in CF Atemwegen sind Pseudomonas aeruginosa und
Staphylococcus aureus (5, 28). Laut Berichtsband 2017 des Deutschen Muko-
viszidose-Registers wurde beispielsweise bei 41,5% der CF-Patienten eine chro-
nische Lungeninfektion mit Staph. aureus und bei 35% mit Ps. aeruginosa nach-

gewiesen. Dabei zeigten sich altersabhéngige Unterschiede: Staph. aureus war



deutlich haufiger bei Patienten im Kindesalter die Ursache fur Lungeninfektionen,
wahrend Ps. aeruginosa vor allem bei jungen Erwachsenen vermehrt nachge-
wiesen wurde. Aufgrund verbesserter antibiotischer Therapiestrategien konnte
jedoch uber die letzten Jahre eine Abnahme der Pravalenz von Ps. aeruginosa
im Sputum von Patienten mit CF beobachtet werden (28, 29).

Weitere bakterielle Erreger, die im Zusammenhang mit chronischer Lungeninfek-
tion in unter 5% mikrobiologisch nachgewiesen werden konnten, waren zum Bei-
spiel MRSA (Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus), Burkholderia spp.,

Stenotrophomonas maltophilia oder Achromobacter xylosidans (5).

In den letzten Jahrzehnten wurden im Bronchialsekret von CF-Patienten zuneh-
mend Pilze nachgewiesen. Die haufigsten isolierten Pilzerreger stellen dabei der
Hefepilz Candida albicans und der Fadenpilz Aspergillus fumigatus dar. (30) Wei-
tere Erreger aus der Gattung der Pilze wie etwa Scedosporium spp. kommen

dagegen seltener vor (31).

1.1.5. Aspergillus fumigatus und seine Rolle in der CF-Lunge

A. fumigatus ist ein saprophytischer Pilz und ernahrt sich damit von totem orga-
nischem Material. Er zeichnet sich durch ubiquitéares Vorkommen aus und ist ty-
pischerweise auf Topfpflanzen zu finden. Durch Bildung von Konidien, Pilzsporen
zur ungeschlechtlichen Vermehrung, kann sich A. fumigatus auch aerogen aus-
breiten und beim Menschen Haut und Schleimh&ute kolonisieren.

Unter den Schimmelpilzen hat A. fumigatus die gréf3te klinische Bedeutung als
Erreger von Infektionen. Da es sich um einen typischen Opportunisten handelt
(32), ist die Wahrscheinlichkeit und die klinische Prasentation einer Infektion ab-
hangig vom Immunstatus des Patienten und vorbestehenden Lungenerkrankun-
gen (33):

Wahrend die Inhalation von A. fumigatus Konidien bei gesunden Menschen vor
allem Allergien hervorruft (34), sind bei Immunsuppression Infektionen der Lunge

mit Dissemination mdglich (32).



Die allergische bronchopulmonale Aspergillose (ABPA) ist eine schwere allergi-
sche Reaktion, die zu Lungenschaden fihren kann und vor allem bei Patienten
mit allergischem Asthma und Mukoviszidose beobachtet wird (35).

Auch lokalisiertes Wachstum innerhalb der Lunge, zum Beispiel in Form von As-
pergillomen, kann durch A. fumigatus ausgelost werden (36).

Die invasive Aspergillose entsteht durch Invasion von Aspergillus Hyphen in um-
liegendes Gewebe und tritt fast ausschlief3lich bei Immunsuppression auf. M6g-
lich ist eine konsekutive hamatogene Streuung in andere Organe wie etwa das
Gehirn (37); die Mortalitatsraten liegen daher zwischen 30 und tber 90 Prozent
(38).

Zur genauen Pravalenz von pulmonaler Kolonisierung mit Pilzen bei CF-Patien-
ten gibt es unterschiedliche Daten (39-41), die Angaben hierzu variieren je nach
Quelle allein fur A. fumigatus zwischen 16% und 56,7% (42). Sudfeld et al. stell-
ten beispielsweise eine Zunahme der pulmonalen Kolonisierung mit Fadenpil-
zen bei CF Patienten von 2% in 1997 auf 28,7% in 2007 fest (40).
Verschiedene Faktoren kénnten die Zunahme der pulmonalen Kolonisierung mit
A. fumigatus bei CF-Patienten erklaren. So wurde in einigen Studien ein Zu-
sammenhang mit dem verlangerten Einsatz prophylaktischer Antibiotika (40, 43,
44) und Kortikosteroide (45) oder htherem Patientenalter (40, 44) festgestellt.
Wahrscheinlich ist aber auch, dass die Verbesserung diagnostischer Methoden
zum vermehrten Nachweis von pulmonaler Kolonisierung gefiihrt hat. (46, 47)
Der erfolgreiche Nachweis von Pilzen aus Sputum von CF-Patienten ist stark
abhangig von der verwendeten Diagnostik. Nagano et al. untersuchten die De-
tektionsrate von Pilzen in CF Sputum unter Verwendung verschiedener diag-
nostischer Methoden und stellten fest, dass der alleinige Einsatz mykologischer
Kulturen eine deutlich niedrigere Detektionsrate aufwies als zum Beispiel die di-
rekte DNA-Extraktion. (46)

Ob die pulmonale Kolonisierung mit A. fumigatus die Lungenfunktion signifikant
beeintrachtigt, ist noch nicht eindeutig geklart (39, 44). Wahrend manche Stu-

dien eine starkere Abnahme der Lungenfunktion durch Kolonisierung mit A.fu-



migatus feststellen konnten (39, 48, 49), kamen andere zum gegenteiligen Er-
gebnis (44, 50). Ebenso bedarf die Frage nach dem Nutzen einer prophylakti-
schen antimykotischen Therapie weiterer Klarung (51).

Die chronische Kolonisierung mit A. fumigatus scheint vermehrt bei Patienten
mit schwerer Lungenbeteiligung und intensiveren Therapien aufzutreten (40,
44) und gleichzeitig ein unabhangiger Risikofaktor fur stationdre Aufnahmen zu
sein (48).

_Je nach Quelle gibt es Hinweise darauf, dass die Kolonisierung mit A.fumigatus
mit einem erhdhten Risiko der Infektion mit Ps. aeruginosa assoziiert ist (52) oder
beide Erreger einen agonistischen (53) oder antagonistischen Effekt aufeinander
ausuben (54-56). Eine Ko-Kolonisierung scheint aber mit einem schlechteren Kili-

nischen Outcome assoziiert zu sein (57).

1.2. Infektion mit Aspergillus fumigatus

1.2.1. Ablauf

Aufgrund ihres geringen Durchmessers von 2-3um (58) kénnen Aspergillus Ko-
nidien nach der Inhalation die mukozilidre Clearance des Bronchialepithels um-
gehen und bis in die Lungenalveolen gelangen. (59). Die ersten Zellen, die mit
Konidien in Beriihrung kommen, sind also Atemwegsepithelzellen der Bronchien
oder der Alveolen (60). Bei intaktem Immunsystem wird in der Regel eine ada-
quate Immunantwort ausgeldst, wohingegen es bei anfélligen Patienten zur In-
fektion kommen kann. (61)

Nach der Adhésion an Zellwandbestandteile wie Glucosaminoglykane, findet bei
einem Teil der Konidien eine Internalisierung in die Wirtszelle statt. Diese Me-
thode wird verwendet, um das Immunsystem zu umgehen und eine disseminierte
Ausbreitung zu erleichtern (60). Die Internalisierung kann sowohl durch speziali-
sierte Makrophagen als auch durch Atemwegsepithelzellen erfolgen (60, 62).
Vermittelt wird sie unter anderem durch den Dectin-1-Rezeptor (siehe Kapitel
1.2.2) (63).

Sobald die Konidien durch Zellen der angeborenen Immunabwehr erkannt wer-

den (siehe Seite 8), wird eine Immunantwort eingeleitet. Diese fuhrt Gber eine



gesteigerte Zytokinproduktion und somit lokale Entziindungsreaktion zum Abt6-
ten der Erreger (60). Bei unzureichender Immunantwort kénnen Aspergillus Ko-
nidien am Ort der Infektion auskeimen. Es kommt zur Formung von Hyphen, wel-
che Atemwegsepithel und Gefallendothel durchwandern und sich so weiter aus-
breiten (64).

A. fumigatus verfugt Uber eine Reihe von Mechanismen zum Entgehen der
menschlichen Immunabwehr. So schiitzen einige Zellwandbestandteile vor Pha-
gozytose und intrazellularer Degradation. Katalase und Superoxiddismutase wer-
den zum Schutz vor Sauerstoffradikalen produziert. AuRerdem kann A. fumigatus
durch die Bildung von Gliotoxin Granulozyten und Gewebe schadigen und mit-
hilfe von Proteasen umliegendes Gewebe auflésen, in welches die Pilzhyphen

anschlieBend einwachsen kdnnen. (32)

Die angeborene Immunabwehr spielt bei CF die wichtigste Rolle in der Entzin-
dungsantwort gegen pulmonale Erreger. Diese unspezifische Immunantwort auf
korperfremde Zellen lasst sich unterteilen in eine zellulare und eine humorale

Komponente (65).

1.2.2. Zellulare Immunantwort

Die angeborene zellulare Immunantwort bei CF wird hauptséchlich getragen
durch neutrophile Granulozyten (66), jedoch konnte gezeigt werden, dass auch
das Atemwegsepithel daran beteiligt ist (67). Die Zellen des unspezifischen Im-
munsystems verfligen Uber sogenannte Pattern Recognition Receptors (PRR,
engl. fir Mustererkennungsrezeptoren), die erregertypische Strukturen auf kor-
perfremden Zellen erkennen, die Pathogen-assoziierten molekularen Strukturen
(PAMPS, engl. pathogen-associated molecular patterns). Abbildung 1 zeigt
Strukturen in der Zellwand von A. fumigatus, die durch PRRs erkannt werden

konnen.
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Abbildung 1 - Zellwandaufbau bei Aspergillus fumigatus Konidien und Hyphen

Die innere Zellwand wird gebildet aus Chitin und den Polysacchariden 3-1,3-Glucan und a-1,3-Glucan. Bei
Konidien besteht die duRere Schicht aus hydrophoben Proteinen in Form von Stabchen, welche vor Enzy-
men, Oxidantien und Phagozytose schiitzen sollen. Bei der Auskeimung zu Hyphen wird die Integritat der
hydrophoben Schicht verletzt und Galactosaminoglycane, Galactomannane und die Polysaccharide kom-
men zum Vorschein und kénnen von Zellen des angeborenen Immunsystems erkannt werden. Modifiziert
nach Gow et al. (68).

PRRs kdnnen sowohl transmembranér als auch zytoplasmatisch lokalisiert sein
und fuhren durch die Auslésung einer Signalkaskade zur Einleitung der angebo-
renen Immunabwehr und Aktivierung der erworbenen Immunabwehr.

In dieser Arbeit wurden die Expression wichtiger transmembranare PRRs aus
den Familien der C-Typ Lektin-Rezeptoren (CLRs) und Toll-like-Rezeptoren
(TLRs) (65) untersucht.

CLRs:

Rezeptoren aus der Gruppe der CLRs haben eine C-Typ-Lektin-&hnliche Do-
mane zur Bindung an Kohlenhydrate oder Ca?* gemeinsam. Der wohl am meis-
ten untersuchte CLR im Zusammenhang mit Pilzinfektionen ist Dectin-1. Dieser

ist bekannt dafur, an -Glucane verschiedener Erreger zu binden. Die daraufhin



ausgelosten Signalwege (siehe Abbildung 2) fihren zu unterschiedlichen Mecha-
nismen der Immunabwehr wie zum Beispiel Phagozytose, Bildung reaktiver Sau-
erstoffspezies, Zytokinproduktion und Aktivierung des Inflammasoms (69). Dec-
tin-1 scheint eine bedeutende Rolle in der Immunantwort gegen Pilze einzuneh-
men. So konnte etwa gezeigt werden, dass Dectin-1 Knockout-Mause anfalliger
waren fir Infektionen mit fungalen Erregern wie Candida albicans (70) und As-
pergillus fumigatus (71). AuRerdem wurde fur Patienten mit Polymorphismen im
Dectin-1-Rezeptor eine verstarkte Préadisposition fir Aspergillosen (72) oder

Candida-assoziierte Erkrankungen nachgewiesen (73).

Der Dectin-2-Rezeptor bindet an Mannane in den Zellwanden von Pilzen und ist
ebenfalls wichtig fur die Einleitung einer Immunantwort (siehe Abbildung 2) (69,
74). Er scheint auBerdem an allergischen Reaktionen gegen A. fumigatus betei-
ligt zu sein (75).

Auch der Mannose-Rezeptor gehort zur Familie der CLRs. Als fungaler Ligand

wird von ihm Mannose erkannt (69).

TLRs:

Toll-like Rezeptoren sind die bedeutendsten PRRs in der Erkennung bakterieller
Erreger (65).

Sie enthalten eine C-terminale Toll/ll-1-Rezeptor-Domane und N-terminale Leu-
cin-reiche Wiederholungen. TLR2 formt zur Erkennung von Pathogenen Hete-
rodimere mit TLR1 oder TLR6, wohingegen andere TLRs Homodimere bilden.
Die durch TLRs ausgeldsten Signalwege kénnen Uber einen TRIF-(TIR-domain-
containing adapter-inducing IFN) abhangigen oder MyD88-(Myeloid differentia-
tion primary response 88) abhangigen Weg zur Auslésung einer Immunantwort
fuhren (siehe Abbildung 2) (69).

Fungale Liganden, die durch den TLR2-Rezeptor erkannt werden, sind Phos-
pholipomannane und B-Glucane. Es konnte gezeigt werden, dass TLR2-Rezep-
toren spezifisch zu Zymosan-haltigen Phagosomen rekrutiert werden (76). Au-
Berdem induzieren A. fumigatus -Konidien und Hyphen eine TLR2-mediierte Zy-

tokinausschuttung (77).
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Lipopolysaccharid (LPS) in der &uReren Membran gramnegativer Bakterien wie
Ps. aeruginosa wird hauptsachlich durch TLR4 erkannt (78). In der fungalen Zell-
wand bindet TLR4 O-Mannan (79). Nach Bindung durch den Rezeptor kommt es
zur Komplexbildung von TLR4/LPS und anschlie3ender Endozytose und lysoso-

maler Degradation (80).

CLRs TLRs

~ ™~ ~ ~

Phospholipomannan

Mannan oder p-Glucan O Mannan

‘/ . )
Dectin-1 l . Dectin-2 MR TLR2 B I TLR1/6 I I TLR4
\l MyD88

SYK-

@
@
5

8
T
?

unabhangiger l
Nk Ve
kanonischer
Aktivierungsweg \
NF-xB AP-1 NF-«B

Zytoplasma
N O O O O [ | O [ D N O [ N [ | D D [ D [ [ | D N N D D D N

Zytokine und Chemokine
(Humorale Immunantwort)

Abbildung 2 - Ausgewéhlte PRRs, fungale Liganden und Signalkaskaden.

Vereinfachte Darstellung, Dectin-1 und TLR2 exemplarisch detaillierter abgebildet. Dectin-1: Nach
Bindung von B-Glucanen durch Dectin-1 wird die hemITAM (immunoreceptor-tyrosine-based activation mo-
tif)-Doméane im zytoplasmatischen Schwanz des Rezeptors phosphoryliert. Dies fihrt zur Rekrutierung von
SYK (spleen tyrosine kinase) und damit Mediation zellularer Antworten. Uber einen kanonischen NF-kB-
(Nuclear Factor kB) Aktivierungsweg oder einen nicht-kanonischen Weg mittels NF-kB-induzierender Kinase
(NIK) kommt es zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB. Es gibt auBerdem SYK-unabhé&ngige
Wege, welche zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors Aktivatorprotein-1 (AP-1) fithren. Uber Aktivierung
verschiedener Signalwege kommt es zur gesteigerten Produktion von einer Vielzahl an Interleukinen. Dec-

tin-2: Die Bindung hyphaler Mannane |6st Giber eine ITAM-Doméne und SYK-Rekrutierung den kanonischen
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NF-kB- Aktivierungsweg aus. TLRs: Durch Ligandenbindung wird ein MyD88- abhangiger oder, bei endoso-
malen Rezeptoren, TRIF-abhéngiger Signalweg aktiviert. Dieser fuhrt zu gesteigerter NF-kB-Produktion und

damit zu vermehrter Transkription proinflammatorischer Zytokine (69, 79).

1.2.3. Humorale Immunantwort

Bei der humoralen Immunantwort handelt es sich um im Blut zirkulierende Pro-
teine zur direkten Abwehr von Erregern und Einleitung der spezifischen Immun-
abwehr. Teil des angeborenen humoralen Systems sind kleine Proteine, die als
Botenstoffe zwischen Zellen fungieren, die Zytokine. Sie werden hauptsachlich
von T-Helferzellen und Makrophagen produziert, aber auch von anderen Zellen
wie Fibroblasten und Endothelzellen.

Zytokine kdnnen nach ihrer Funktion unterschieden werden in pro- und antiin-
flammatorisch.

Proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-8 (IL-8), Interleukin-6 (IL-6), Inter-
leukin-113 (IL-13) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) fihren zu einer Hochregu-
lation inflammatorischer Reaktionen (81).

In bronchoalveolarer Lavage von CF-Patienten finden sich erhéhte Konzentrati-
onen proinflammatorischer Zytokine und gesteigerte Zahlen neutrophiler Gra-
nulozyten (82-84). Zu diesen proinflammatorischen Zytokinen z&hlt auch das IL-
8, das unter anderem von Epithelzellen der Lunge produziert wird. Es induziert
vor allem Chemotaxis, also eine Anlockung und Rekrutierung von Leukozyten
und gehort damit zur Gruppe der Chemokine (85). Zur gesteigerten Ausschut-
tung von IL-8 kommt es durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB tber
unterschiedliche Signalwege. Diese werden ausgeldst durch Erkennung von
Pathogenen tber PRRs (siehe Abbildung 2) oder durch weitere Zytokine wie IL-
113 und TNF-a. Es konnte mehrfach gezeigt werden, dass das CFTR-Protein
den NF-kB-mediierten Zytokinanstieg negativ reguliert. Daher lasst sich durch
die mangelnde Funktion von CFTR bei der Mukoviszidose eine exzessive Zyto-
kinausschuttung erklaren (86). Die gesteigerte Rekrutierung von Neutrophilen
und das dadurch entstehende inflammatorische Milieu fihren in der CF-Lunge
zum progredienten Untergang von Lungengewebe und zur Entstehung von
Bronchiektasien (86).
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IL-6 spielt eine zentrale Rolle in der Orchestrierung einer Entziindungsreaktion,
da es je nach Situation pro- oder antiinflammatorische Funktionen austiben
kann. Diese funktionelle Vielfalt entsteht wahrscheinlich dadurch, dass es
membrangebundene und IGsliche IL-6-Rezeptoren gibt. Letztere sind induzier-
bare Agonisten fur die IL-6-Aktivitdt und kdnnen durch Bildung eines Protein-
komplexes unabhéngig von membrangebundenen IL-6-Rezeptoren interagieren
(87).

Antiinflammatorische Zytokine halten als Gegenspieler die proinflammatorische
Antwort unter Kontrolle. Ein wichtiger Vertreter dieser Gruppe ist das Interleu-
kin-10 (IL-10), welches die Produktion inflammatorischer Zytokine wie IL-6 und
IL-8 unterdriicken kann. Dies geschieht durch Hochregulation von Anti-Zytoki-
nen und Hemmung der Produktion proinflammatorischer Zytokinrezeptoren
(81).

Ein Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss einer Pilzinfektion auf die Produktion
der Zytokine IL-8, IL-6, IL-1R3, IL-10 und Thymusaktivitatsreguliertem Chemokin
(TARC) zu untersuchen.

1.3. Verwendete Zelllinien und Zymosan A

Wir verwendeten in den Versuchen die Zelllinien CFBE410- und 16HBE140-.
CFBE41o0- ist homozygot fur F508del, die haufigste bei CF bekannte Mutation im
Gen fur CFTR-Kanale. Sie wurde in den 1990er Jahren generiert, indem bronchi-
ale Epithelzellen eines CF-Patienten mithilfe des Simian-Virus 40 (SV40) Anti-
gens transformiert wurden. Die auf diese Weise immortalisierten CFBE410- - Zel-
len finden breite Verwendung in der in vitro Erforschung von CF (8). Bei der Zell-
linie 16HBE140- handelt es sich um normale bronchiale Epithelzellen, die eben-
falls durch SV40 transformiert wurden (88).

Zur Simulation einer Pilzinfektion verwendeten wir unter anderem Zymosan A,
einen Bestandteil der Zellwande von Hefepilzen der Gattung Saccharomyces ce-
revisiae. Es ruft eine sterile Entzindung hervor und findet Anwendung in der Un-

tersuchung der angeborenen Immunantwort des menschlichen Organismus auf
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Pilzpartikel. Zymosan A ist vor allem aus 3-1,3-Glucan aufgebaut und enthalt
weitere Bestandteile wie Mannan und Chitin (89). Seine GroRRe von 3um gleicht
in etwa der von Aspergillus Konidien (90). Zymosan ist bekannt als Ligand fur
verschiedene PRRs, darunter TLR2 (im Rezeptorenkomplex mit TLR6) und Dec-
tin-1 (89, 91).

1.4. Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob sich die Erkennung von fungalen
Liganden und die daraufhin eingeleitete Immunantwort zwischen CF- und Kon-
trollatemwegszellen unterscheiden. Dazu wurde die Expression verschiedener
Rezeptoren nach Infektion mit Zymosan und A. fumigatus Bestandteilen mittels
Durchflusszytometrie nach 24h und 48h erfasst.

AulBerdem wurde die Zytokinproduktion der Zellen durch ELISA untersucht.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Gerate und Materialien

Tabelle 1 - Gerate und Materialien

Gerat/Produkt, Beschreibung

Hersteller (Standort)

Absauggerat

KNF  Neuberger GmbH

Deutschland)

(Freiburg,

Cell Culture Inserts, PET Membran,
6-Well, 0,4um Porengrol3e

Falcon® (Corning, USA)

Inkubator, HERAcell CO2

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Inkubator

Heraeus instruments (Hanau, Deutsch-
land)

Durchflusszytometer, FACSCalibur

Becton Dickinson (Franklin Lakes, USA)

ELISA-Lesegerat,
ELx800™ Absorbance microplate

reader

BioTek® (Winooski, USA)

ELISA-Platte,
platte,
High Binding, Rundboden

96-Well Mikrotest-

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Erlemeyerkolben

Kavalier (Prag, Tschechische Republik)

Flockeneisbereiter AF80

Scotsman® (Vernon Hills, USA)

Gefrierschrank, -20°C

Liebherr (Kirchberg, Deutschland)

Gefrierschrank, -80°C

Sanyo (Osaka, Japan)

Gefrierlagerrohrchen, Cryo.s™

Greiner bio-one (Gremsmiinster, Oster-

reich)

Heizblock, Thermo-Shaker

Universal Labortechnik

Deutschland)

(Leipzig,
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Kihlschrank, 4°C

Siemens (Mlnchen, Deutschland)

Membranfilter,  MF-Millipore™ |

0,45pum

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Mikro Testrohrchen, Titertube®

Bio-Rad (Hercules, USA)

Mikroreaktionsgefalie,
Safe-Lock Tubes; 1,5ml und 2ml

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Mikroskop

Helmut Hund GmbH (Wetzlar, Deutsch-
land)

Mikrotiterplatten,
96-Well, U-Boden, Tissue culture

Orange scientific (Braine-I'Alleud, Bel-
gien)

Multiwell-Platten, 6-Well-Platten

Falcon® (Corning, USA)

Pasteurpipetten, aus Glas, 230 mm

lang

neoLab® (Heidelberg, Deutschland)

Petrischalen, 94mm g

Greiner bio-one (Gremsmiunster, Oster-

reich)

Pipetten manuell, Eppendorf Re-
search® plus

0,5-10pl, 10-100pl, 30-300pl, 100-
1000pl

Mehrkanalpipette 30-300ul

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Pipettenspitzen 10pl

Biozym Scientific GmbH
Oldendorf, Deutschland)

(Hessisch

Pipettenspitzen 200ul,300ul

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Pipettenspitzen 1000pl

Greiner bio-one (Gremsmiunster, Oster-

reich)

Pipettierhilfe halbautomatisch,

SWIFTPET+

HTL (Warschau, Polen)

Rohre, 5ml, 75x12mm, aus Polysty-

rol

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Serologische Pipette,
Corning® Costar® Stripette® aus
Glas, 50ml,25ml,10ml,5ml,2ml

Corning, Inc. (Corning, USA)
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Sicherheitswerkbank

BDK® (Sonnenblhl-Genkingen,
Deutschland)

Schittelinkubator, Orbital ES-20

Grant Instruments (Shepreth, GroR3britan-

nien)

Vortexmischer PV-1

Grant Instruments(Shepreth, GroRRbritan-

nien)

Wasserbad

Memmert GmbH (Schwabach, Deutsch-
land)

Zellkultur Flaschen, CELLSTAR®

25cm?

Greiner bio-one (Gremsmiunster, Oster-

reich)

Zell-Schaber, 25cm Griff/ 1,8cm Blatt

Falcon® (Corning, USA)

Zentrifuge, HERAEUS MEGAFUGE
16R

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Zentrifugenrdhrchen,
CELLSTAR® Tubes; 15ml, 50ml

Greiner bio-one (Gremsmiunster, Oster-

reich)

2.1.2. Reagenzien, Chemikalien und Antikdrper

Tabelle 2 - Reagenzien und Chemikalien, Antikdrper

0,25% Trypsin-EDTA (1x):Dissozia-

tionsreagenz

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

Ethanol absolute

VWR Chemicals (Radnor, USA)

Tween® 20 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

2 N H2S04 Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Farbung der Zellen fir die Durchflusszytometrie:

Antikorper: | APC anti-hDectin-2/ R&D Systems (Minneapolis, USA)
CLEC6A
FITC Anti-TLR4 Novus Biologicals (Centennial, USA)
(HTA125)
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FITC anti-human
CD206 (MMR)

PE anti-human
CD369 (Dectin-
1/CLEC7A)

Alexa Fluor® 647
anti-human CD282
(TLR2)

BioLegend (San Diego, USA)

Puffer:

FOXP3 Fix/Perm
Buffer (4x)

FOXP3 Perm Buffer
(10x)

BioLegend (San Diego, USA)

FACS-
Puffer:

DPBS mit 1 % BSA
und 0.2%NaN3

Gibco®, Sigma-Aldrich (St. Louis,
USA)

ELISA:

ELISA Set:

Human CXCLS8/IL-8
DuoSet ELISA Kit

Human IL-1 beta/IL-
1F2 DuoSet ELISA
Kit

Human IL-1 beta/IL-
1F2 Quantikine
ELISA Kit

Human IL-10 Quanti-
kine ELISA Kit

Human CCL17/TARC
Quantikine ELISA Kit

R&D Systems (Minneapolis, USA)

Human IL-6 ELISA
MAX™ Deluxe Set

BioLegend (San Diego, USA)

Erganzend:

DuoSet ELISA Ancil-
lary Reagent Kit 2

R&D Systems (Minneapolis, USA)
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2.1.3. Medien und andere verwendete Losungen

Tabelle 3 - Medien und andere verwendete Lésungen

Medium:
450ml Minimal Essential Medium w/Earle’s | Thermo Fisher Scientific
salt (Waltham, USA)
Mit 0,292g/L L-Glutamin, 1g/L D-
Glucose, 2,2g/L NaHCOs3 (Sodium
Bicarbonat)
50ml Fetal bovine serum Thermo Fisher Scien-
tific(Waltham, USA)
5ml L-Glutamin 200mM Biochrom GmbH (Berlin,
Deutschland)
5mi Penicillin/Streptomycin (100x) Biochrom GmbH (Berlin,

Deutschland)

Fibronectin Coating Solution:

88ml LHC Basal Medium Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)
10mi Bovine serum albumin (1mg/ml, Sigma-Aldrich (St.
0,1% LOsung), l6sen in LHC Basal, Louis, USA)
dann Filtersterilisation
1mi Vitrogen 100 (3mg/ml Collagen I, bo- | BD (Franklin Lakes,
vine) USA)
Iml Human fibronectin (Img/ml) BD (Franklin Lakes,
USA)
In Nuklase-freiem Wasser Qiagen (Hilden,
Deutschland)
Freezing Solution:
25ml Fetal bovine serum Thermo Fisher Scientific

(Waltham, USA)
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20ml Minimal essential medium complete | UCSF (San Francisco,
USA)
5mi DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma-Aldrich (St.
Louis, USA)
DPBS: Dulbecco’s Phosphate buffered sa- | Thermo Fisher Scientific
line (Waltham, USA)
(ohne CaClz, ohne MgCly)
SAB-Agar Sabouraud 4% Glukose Agar Sigma-Aldrich (St.
Medium: Enthalt pro Liter: 15g Agar, 40g D(+) | Louis, USA)
Glukose, 10g Peptone
RPMI 1640: | RPMI 1640 Flussigmedium Biochrom GmbH (Berlin,
mit 2g/l NaHCO3 Deutschland)

2.1.4. Zellkulturen und fungale Bestandteile

Tabelle 4 - Zellkulturen und fungale Bestandteile

CFBE41o0-: Generiert von Kunzelmann et
16HBE140-: al.(92)
Zymosan A: Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

A. fumigatus Stamm ATCC46645 zur Gewin- | ATCC (Manassas, USA)
nung der Konidien und Hyphen:
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2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur
Herstellung der Fibronectin Coating Solution:

Humanes Fibronectin wurde 15min bei Raumtemperatur stehen gelassen, dann
1ml LAL-Wasser darauf gegeben. Nach 30min konnte die Losung mit LHC Basal
Medium, Bovinem Serum Albumin (5min im Wasserbad aufgewarmt) und Colla-
gen | gemischt werden.

1ml der Fibronectin coating solution wurde in jede zu beschichtende Flasche ge-
geben und die Lésung auf dem Boden der Flasche verteilt. Nach zwei Stunden
Inkubation bei 37°C wurde die restliche Flussigkeit abgesaugt und die Flasche

bis zur Benutzung aufrecht gelagert.

Kultivieren der Epithelzellen:

Von den eingefrorenen 16HBE140™- und CFBE410 - Zellen wurde je ein Flasch-
chen im 37°C warmen Wasserbad fiir zwei Minuten aufgetaut. Nach dem Mi-
schen mit 4ml Medium wurde fir vier Minuten bei 1200rpm und Raumtemperatur
(RT) zentrifugiert und anschlieRend der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden
dann mit 2ml Medium resuspendiert und je 1ml der Suspension wurde in belif-
tete T-25 Flaschen tUberfuhrt. Die mit Fibronectin Coating Solution beschichteten

T-25 Flaschen waren zuvor mit jeweils 4ml MEM-Medium beftllt worden.

Subkultivierung:

Die Subkultivierung der Zelllinien konnte alle zwei Tage durchgefiihrt werden,
wenn 90 Prozent der Platte sich mikroskopisch bewachsen zeigten.

Unter sterilen Bedingungen wurde das Medium abgesaugt und die Zellen wurden
mit 5ml DPBS gewaschen.

Nach dem Absaugen des DPBS wurde 1ml Trypsin auf der Oberflache verteilt
und die Flasche wurde fur funf Minuten im COz2-Inkubator gelagert. Danach wurde

handisch seitlich an die Flasche geklopft und die Ablésung der Zellen unter dem
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Mikroskop kontrolliert. Falls >5% der Zellen noch am Flaschenboden anhafteten,
wurde die Zellkultur erneut fir wenige Minuten bei 37°C inkubiert.

Die Trypsinierung wurde mit 4ml Medium gestoppt, was durch sorgfaltiges Mi-
schen gewahrleistet wurde. Die Zellsuspension wurde in einem 15ml Zentrifu-
genrohrchen fur vier Minuten bei 1200rpm und RT zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Zellpellet mit 2ml MEM-Medium resuspendiert. Je 1ml der
Zellldsung wurde in eine zuvor mit 4ml Medium befullte 25-T Flasche gegeben.
Die Passage wurde zweimal durchgefiihrt, sodass acht Flaschen pro Zelllinie zur
Verfligung standen, bevor die Zellen in Air-Liquid Interface (ALI)-Platten Uberfuhrt

werden konnten.

Air-Liquid Interface (ALI)-Platten:

ALI-Kulturen finden breite Verwendung in der Erforschung von Atemwegsepithel.
Die Zellen werden hierbei auf einen permeablen Filter gegeben, unter dem sich
Medium befindet; die andere Seite wird direkt der Raumluft exponiert. Dies fuhrt
zur Bildung polarisierter Zellschichten mit Mikrovilli und Zilien an der apikalen
Membran und basolateralen Zell-Zell-Verbindungen an dem Medium zugewand-
ten Membran. Die Differenzierung und elektrischen Eigenschaften werden so
verbessert, wodurch die Zellen vermehrt ihrem Ursprungsgewebe entsprechen
(93). Nach Ehrhardt et al. (2002) wurden modifizierte ALI- Kulturen eingesetzt,
indem auch auf die apikale Seite der CFBE410- und 16HBE140- Zellen 0,5ml
Medium gegeben wurde, um konfluierende Zellschichten und Tight Junctions zu
bilden (8, 88) (siehe Abbildung 3).

Nach dem letzten Schritt der Subkultivierung (vgl S.21) wurde das Zellpellet mit
1,5 ml MEM-Medium resuspendiert und 0,5 ml auf einen pordsen Membranein-
satz gegeben, unter dem sich 2 ml MEM-Medium befand. Die Platten wurden bei
37°C im COz2-Inkubator gelagert und das Medium alle zwei bis drei Tage ausge-

wechselt. Nach 14 Tagen konnten die Zellen zum FACS verwendet werden.
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Differenzierte Atemwegsepithelzellen

Apikale Seite

Basolaterale Kammer

Abbildung 3 - Modifizierte Air-Liquid Interface-Platte

Lagerung im flissigen Stickstoff:

Nach dem letzten Zentrifugieren bei der Subkultivierung der Zellen (vgl S.18)
wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet mit 3ml Freezing Solution re-
suspendiert und je 1,5ml in ein Gefrierlagerréhrchen gefillt. Dieses wurde bei -

80°C aufbewahrt und schnellstmdglich in flissigen Stickstoff Gberfuhrt.

2.2.2. Aspergillus fumigatus Kulturen

Die A. fumigatus Kulturen vom Stamm ATCC46645 wurden bei -80°C in Glycerin
gelagert. Die Anzucht erfolgte auf Sabouraud-Agar Platten.

Hyphen und Konidien wurden freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Anu-
rag Singh. Die Gewinnung wurde folgendermal3en durchgefuhrt:
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Gewinnung der Konidien:

10ul der Konidien-Lésung wurden in die Mitte einer Platte pipettiert. Nach vier
Tagen Inkubation bei 37°C war die Platte vollstandig mit Konidien bedeckt, wel-
che dann geerntet wurden. Dazu wurden mittels einer PBS/0,1% Tween 20 - Lo-
sung die Konidien resuspendiert und fur 5min bei 300g und RT zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und anschlieRend mit PBS fir 5min bei 300g und RT
gewaschen. Die gezahlten Konidien wurden bis zur Herstellung der Infektionsl6-
sungen bei 4°C gelagert. Die Hitzeinaktivierung erfolgte im Heizblock fur 30min
bei 90°C.

Gewinnung der Hyphen:

Hierzu wurden Konidien in einem Erlenmeyerkolben mit RPMI1640 + 10%FCS
inkubiert bei einer Konzentration von 108 Konidien/ml. Die Inkubation erfolgte im
Schittelinkubator fur 16h bei 150 rpm und 37°C und anschlieRend wurde das
Wachstum mit dem Mikroskop Uberprift. Nach 5-minttigem Zentrifugieren bei

300g wurde mit PBS gewaschen und 30min lang bei 90°C hitzeinaktiviert.

2.2.3. Infektionsversuche

Um die Infektionen mit unterschiedlichen Pilzbestandteilen zu imitieren, wurden
hitzeinaktivierte A.fumigatus Konidien oder A.fumigatus Hyphen oder der kom-
merziell erhaltliche fungale Ligand Zymosan auf die kultivierten HBE- und CFBE-
Zellen gegeben. Nach 24h oder 48h wurden anschliel3end die Zellen gesammelt
und zur Durchflusszytometrie gefarbt. Der Uberstand wurde fur spatere ELISAs

(Enzyme-linked Immunosorbent Assays) verwendet (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4 - Vereinfachte Darstellung des Versuchsablaufes

2.2.3.1. Infektion

Vor der Infektion wurde das apikale und basale Medium durch FBS-freies Me-
dium ersetzt und fir zwei Stunden im COz2-Inkubator gelagert, um die Zytokinpro-
duktion der Zellen nicht zusatzlich durch die Serumbestandteile zu stimulieren
(94).

Wir wahlten A. fumigatus Konidien, A. fumigatus Hyphen und Zymosan fir die
Infektion aus. Es gab neben der Vergleichsreihe mit Medium 1:4, 1:20 und 1:100
Verdinnungen (auf eine Million CFBE- bzw. HBE- Zellen kamen also zum Bei-
spiel 4Mio/20Mio/100Mio Konidien). Nach dem Absaugen des FBS-freien Medi-
ums wurden je 500ul der Verdiinnungen fur die Inokulation auf ein Well gegeben.
Jeweils die Hélfte der infizierten Zellen wurde nach 24h und 48h fur die Durch-

flusszytometrie geerntet.
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Tabelle 5 - Herstellung der Verdiinnungen
(gerechnet fir die Inokulation eines Wells mit 500pl):

Verdiinnung Konidien-Stammlésung (800Mio Zel- FBS-freies Medium
len/ml) bzw.
Zymosan-Stammldsung (1mg/ml)

1:4 5,0ul 495l

1:20 25,0l 475yl
1:100 125,0ul 375ul

Hyphen-Stammlésung (200Mio Zellen/ml)

1:4 28,50l 471,54l

1:20 142,8ul 357,2ul
1:100 500,0pl

2.2.3.2. Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie (oder auch FACS; engl. fur Fluorescence Activated Cell
Sorting oder Fluorescence Activated Cell Scanning) ist ein Verfahren zur quanti-
tativen Bestimmung von Oberflachenmolekilen und intrazellular exprimierten
Proteinen. Es erfolgt dabei eine Analyse und Aufbereitung von Einzelzellen in
einer Suspension auf Grundlage von Streulicht und Fluoreszenzeigenschaften
mit zeitgleicher Sortierung der zu analysierenden Zellen. Eine Zellsuspension
wird dazu in eine Kapillare gesaugt und die einzelnen Zellen anschliel3end in ei-
ner Messkammer durch Laserlicht angeregt.

Durch die hervorgerufene Lichtstreuung in der Messprobe kénnen Zellpopulatio-
nen voneinander unterschieden werden. Das Vorwartsstreulicht (Forward Scatter
= FSC) definiert dabei die GroRe der Zelle, wohingegen das Seitwéartsstreulicht
(Side Scatter =SSC) die Granularitat anzeigt.

Neben der Lichtstreuung kann auRerdem das emittierte Fluoreszenzlicht von An-
tikbrper-gekoppelten Fluorochromen gemessen werden. Die Antikérper binden
an Oberflachenproteine oder intrazellulare Proteine. Durch den Laser werden die
Antikorper-gekoppelten Fluorochrome angeregt und emittieren Fluoreszenzlicht

einer spezifischen Wellenlange, wodurch ein quantitativer Ruckschluss auf das
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Vorkommen der gesuchten Zielmolekiile gezogen werden kann. Eine Suspen-
sion kann mit verschiedenen Antikdrpern versetzt werden, wenn die genutzten
Fluorochrome verschiedene Emissionsspektren aufweisen.

In den durchgefuhrten Versuchen wurden folgende Antikdrper-gekoppelten-Flu-
orochrome verwendet: Phycoerythrin (PE), Alexa Fluor® 647, APC und Fluores-
zeinisothiozyanat (FITC). Dies diente zum Nachweis von Dectin-1-, TLR2- und
MMR-, sowie TLR4- und Dectin-2-Rezeptoren (siehe Tabelle 2).

24h/48h nach der Infektion (siehe Seite 25) wurde das apikale Medium fir spa-
tere ELISA-Versuche abgenommen und in MikroreaktionsgefafRen bei -20°C ein-
gefroren.

Auf jeden Membraneinsatz wurde 1ml DPBS gegeben und die Zellen mittels ei-
nes Einweg-Zell-Schabers vom Boden geldst. Die Zellsuspension wurde in einem
Zentrifugenréhrchen gesammelt und auf 5ml mit DPBS aufgefullt. AnschlieBend
wurde die Losung fir finf Minuten bei 400g und RT zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und die Zellen mit 150pl kaltem FACS-Puffer (DPBS mit 1 % BSA und
0.2%NaN3) resuspendiert.

Je 1x108 Zellen wurden in ein Well einer 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert. Abbil-

dung 5 zeigt das verwendete Schema fur die Farbungen.
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Abbildung 5 - Farbung fir die Durchflusszytometrie

Extrazellulare Farbung:

Fur eine extrazellulare Farbung der Oberflachenproteine wurden jeweils 5ul An-
tikorper-gekoppelte Fluorochrome zur Zellsuspension hinzugeftigt und gut durch-
mischt. Fur die Farbung mit APC anti-hDectin-2/CLEC6A- Antikdrper wurden 10
ul pro 1x108 Zellen und fir die Farbung mit FITC anti-TLR4 1pul pro 1x10°8 Zellen
verwendet. AnschlieBend wurde die Platte fir 35min bei 4°C inkubiert. Danach
wurden 150l FACS-Puffer hinzugegeben, die Platte fur sieben Minuten bei 3509
und RT zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Fir die Messung der extrazel-
lularen Farbung wurde das Zellpellet in 100ul FACS-Puffer resuspendiert und in
kleine FACS-ROhrchen (Titertubes®) transferiert.

Intrazelluléare Farbung:

Fir die folgenden Schritte der intrazellularen Farbung wurden die Zellen in 200l
Fix/Perm — Puffer (BioLegend, USA) resuspendiert und fir 20min im Dunkeln bei
RT inkubiert. Daraufhin wurde die Platte flr sieben Minuten bei 350g und RT
zentrifugiert und das Zellpellet mit 200ul Perm/Wash (BioLegend, USA) resus-
pendiert. Fix/Perm- (Zellfixierung) und Perm- (Permeabilisierung) Puffer wurden
frisch mit FACS-Puffer nach Seite 17 verdinnt.
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Nach dem Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet mit 50ul Perm- Puffer
resuspendiert, erneut gefarbt (5ul fur Dectin-1- oder TLR2-Farbung und 10ul far
Dectin-2) und fir 45min bei RT im Dunkeln inkubiert. Anschlie3end wurden 100ul
FACS-Puffer hinzugegeben, bei 350g und RT fir sieben Minuten zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Die Proben wurden mit 100ul FACS-Puffer resus-
pendiert und in kleine FACS-R6hrchen (Titertubes®) umgefiillt. Es folgte die
Durchflusszytometrie aller Proben mit BD FACSCalibur.

Auswertung der Daten:

Die Analyse der Daten erfolgte mit FlowJO v10 und GraphPad Prism 7.03. Zur
statistischen Auswertung wurde der Mann-Whitney-Test flr ungepaarte Proben
mit nichtparametrischer Verteilung verwendet, bei gepaarten Proben der Wil-

coxon-Vorzeichen-Rang-Test.
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2.2.3.3. ELISA

ELISA (= Enzyme-linked Immunosorbent Assay) ist ein halbquantitatives Verfah-
ren zum Nachweis spezifischer Antigene uber eine enzymatische Farbreaktion.
Bei den verwendeten Kits handelte es sich um Sandwich-ELISAs, bei denen zwei
Antikdrper an verschiedene Epitope desselben Antigens binden.

Alle Versuche wurden nach Herstellerprotokoll durchgeftihrt. Die optische Extink-
tion der Proben wurde in allen Versuchen bei 450nm Wellenlange abgelesen.

IL-8 DuoSet ELISA und IL-113 Duo Set ELISA (R&D Systems):

Eine 96-Well-Mikrotestplatte wurde mit 100ul verdinntem Capture Antibody
(4pug/ml PBS) pro Well beschichtet und tber Nacht bei RT inkubiert. Die Platte
wurde anschliel3end dreimal mit 400ul Wash Buffer (0,05% Tween®20 in PBS)
gewaschen, wobei zwischen den einzelnen Durchgangen alle Flussigkeit durch
Klopfen auf saubere Papierhandtiicher entfernt wurde. Nach Zugabe von 300pl
Block Buffer (1%BSA in PBS) wurde fur eine Stunde bei RT inkubiert und erneut
dreimal gewaschen.

Je 100pul Proben bzw. Standards flr die Kalibriergerade (sieheTabelle 6) wurden
auf die Platte gegeben, wobei ein Doppelansatz bestimmt wurde. Nach zwei
Stunden Inkubation bei RT und einem Waschschritt (wie oben beschrieben),
wurde 100ul Detection-Antikdrper Losung (20ng in 1ml Reagent Diluent) in jedes
Well pipettiert. Die Platte wurde anschlie3end flr zwei Stunden bei RT inkubiert.
Nach wiederholtem Waschvorgang wurden 100ul Streptavidin-HRP (Meerrettich-
peroxidase)-Losung (40-fach verdiinnt in Reagent Diluent) in jedes Well gegeben
und anschlieRend im Dunkeln fir 20min inkubiert. Nach erneutem Waschvorgang
wurde die Substratlosung auf die Platte gegeben (100ul/ Well; bestehend aus
Color Reagent A und B 1:1). Nach 20min Inkubation bei RT wurde der Farbum-
schlag durch 50ul Stop Solution (2 N H2SO4) pro Well beendet.
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IL-1 beta/IL-1F2 Quantikine ELISA und IL-10 Quantikine ELISA (R&D Sys-
tems):

Auf die bereits mit Capture-Antibody beschichtete Platte wurde 200ul Probenma-
terial oder Standards firs die Kalibriergerade (siehe Tabelle 6) gegeben. Nach
zwei Stunden Inkubationszeit bei RT und folgendem dreifachen Waschdurch-
gang wurden 200ul IL-13- bzw.IL-10- Konjugat in jedes Well pipettiert. Die Platte
wurde anschlieend fur eine Stunde bei RT inkubiert. Nach erneutem Waschen
wurde 200ul Substrat-Lésung in jedes Well gegeben und fir 20min im Dunkeln
bei RT inkubiert. Der Farbumschlag wurde durch 50pul Stop Solution (2 N H2SO4)
pro Well beendet.

CCL17/TARC Quantikine ELISA (R&D Systems):

Auf die bereits mit Capture-Antibody beschichtete Platte wurde 100ul Assay Di-
luent RD1W und 50ul Probe bzw. Standards fur die Kalibriergerade (siehe Ta-
belle 6) gegeben. Nach zwei Stunden Inkubationszeit bei RT und wurde die Platte
dreimal gewaschen und 200yl Human-TARC-Konjugat in jedes Well pipettiert.
Die Platte wurde eine Stunde bei RT inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Wa-
schen wurde 200pul Substrat-Losung in jedes Well gegeben, und 30min im Dun-
keln bei RT inkubiert. Die Farbreaktion wurde durch 50ul Stop Solution (2 N
H2S04) pro Well beendet.

IL-6 ELISA MAX™ Deluxe Set (BioLegend):

Eine 96-Well-Mikrotestplatte wurde mit 100ul verdinntem Capture Antibody
(5mikroliter pro ml Coating Buffer) pro Well beschichtet, tber Nacht im Kuhl-
schrank inkubiert und anschlie3end in vier Durchgangen gewaschen. Nach der
Zugabe von 200pl Assay Diluent A-Lésung (1ml Assay Diluent A in 4ml PBS)

wurde fur eine Stunde bei RT inkubiert und viermal gewaschen.
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Je 100pul Probe bzw. Standards fur die Kalibriergerade (siehe Tabelle 6) wurde
als Doppelbestimmung auf die Platte gegeben. Nach zwei Stunden Inkubations-
zeit bei RT wurde die Platte viermal gewaschen und anschlie3end wurde 100ul
Detection-Antikorper (5ul in 1ml Assay Diluent A-L6sung) in jedes Well pipettiert.
Die Platte wurde fur eine Stunde bei RT inkubiert. Nach dem Waschen wurde
100pl Avidin-HRP Lésung (1pl/ml Assay Diluent A-Lésung) in jedes Well gege-
ben und anschlie3end im Dunkeln fir 30min inkubiert. Nach erneutem Wasch-
vorgang wurde frische TMB Substrat Losung auf die Platte hinzu gegegeben
(100ul/ Well; bestehend aus Substrat-Losung A und B 1:1). Nach 15min Inkuba-
tion bei RT im Dunkeln wurde die Farbreaktion durch 100ul Stop Solution (2 N
H2S04) pro Well beendet.

Tabelle 6 - Verdiinnung der Standardreihe
(in pg/ml geldst in Millipore Wasser bzw. Assay Diluent A (5X) bei IL-6 ELISA)

Verdinnungen der Standards:

ELISA: 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.
IL-8 2000 | 1000  500,0 250,0| 125,0 62,5 31,3
IL-6 500 250 | 1250 62,5 31,25 15,625 | 7,8125
IL-18 250 125 62,5 31,3 156 7,8 3,9

IL-1B quantikine 125 | 62,5 31,3 15,6 7,8 3,9 1,95

IL-10 quantikine 500 250 | 1250 62,5 31,25| 15,625 | 7,8125

TARC quantikine = 2000 | 1000 | 500,0 | 250,0 125,0 62,5 31,3

o Ol Ol O o o

Auswertung der Daten:

Zur Bestimmung der unbekannten Probenkonzentrationen wurde eine Kalibrie-
rungskurve erstellt, indem zuné&chst die Extinktionen bekannter Standard-Ver-

dinnungen (siehe Tabelle 6) gemessen wurden. Anschlie3end wurde eine Re-
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gressionsanalyse durchgefihrt, also eine Ausgleichskurve definiert, die mog-
lichst nahe an den gemessenen Werten lag. Anhand dieser konnten nun die Zy-
tokin- und Interleukin-Konzentrationen der Proben errechnet werden.
Die weitere Analyse der Daten erfolgte mittels GraphPad Prism 7.03.
Zur statistischen Auswertung wurde fur ungepaarte Proben ein Mann-Whitney-
Test mit nichtparametrischer Verteilung verwendet, flr gepaarte Proben der Wil-

coxon-Vorzeichen-Rang-Test.
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3. Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob sich die Erkennung von fungalen
Liganden und die daraufhin eingeleitete Immunantwort zwischen CF- und Kon-
trollatemwegszellen unterscheiden. Dazu wurde die Expression von verschiede-
nen Rezeptoren nach Infektion mit Zymosan und Aspergillus fumigatus Bestand-
teilen mittels Durchflusszytometrie erfasst.

Aulerdem wurde die Zytokinproduktion der Zellen durch ELISA untersucht.

3.1. Durchflusszytometrie (FACS)

Mit der Durchflusszytometrie wurde die Immunfluoreszenz der untersuchten Zell-
populationen gemessen. Mittels Auswertung durch FlowJo v10 wurde die mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) berechnet. Diese ist ein Mal3 daftir, wieviel Fluores-
zenzfarbstoff pro Partikel gebunden wurde. Aus den Werten der gefarbten und
ungefarbten Zellen wurde im Anschluss die Differenz berechnet, um die zellulare
Autofluoreszenz aus der Auswertung auszuschliel3en und nur die tatsachlich an-
gefarbten Rezeptoren dazustellen (siehe Formel (1)). In diesem Kapitel darge-
stellte Abbildungen zeigen die berechnete mittlere Fluoreszenzintensitat AMFI.

(1) AMFI = MF|geférbt - MF|ungefarbt
(2) AMFlintrazeliutar = AMFltotat = AMF loberfiache

Zur Feststellung der intrazellularen Rezeptorendichte wurde anhand von Formel
(2) die Differenz der AMFI der sowohl oberflachlich als auch intrazellular gefarb-
ten Zellen (AMFltota) und der oberflachlich gefarbten Zellen (AMFloberfiache) her-
angezogen.

Vorversuche zur Dosisabhéangigkeit:

Als Vorversuch wurden 16HBE140- und CFBE4lo -Zellen mit Zymosan, A. fu-

migatus Konidien und A. fumigatus Hyphen in Losungen verschiedener Konzent-
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rationen infiziert, um eine eventuelle Dosisabhangigkeit bei der zunachst unter-
suchten Expression von Dectin-1- und TLR2-Rezeptoren festzustellen. Zwischen
den Verdunnungen mit 1:4-, 1:20- und 1:100- Konzentrationen waren in der an-
schlielBenden Auswertung keine Unterschiede zu erkennen. Alle weiteren Versu-
che wurden mit der Verdinnung 1:20 (auf eine Million Zellen kommen zum Bei-

spiel 20 Millionen Konidien) durchgefihrt.

3.1.1. Dectin-1
Dectin-1 an der Zelloberflache:

Bei beiden untersuchten Zellreihnen HBE und CFBE schien die gemessene An-
zahl an oberflachlichen Dectin-1-Rezeptoren nach 48h niedriger als nach 24h.
Dieses Ergebnis war jedoch nicht signifikant.

Die Dectin-1 Expression unterschied sich auch nicht signifikant zwischen CFBE-
und HBE-Zellen, tendenziell war sie bei CFBE-Zellen etwas hoher als bei HBE-
Zellen.

Die Infektion mit Zymosan, Aspergillus Konidien und Aspergillus Hyphen zeigte
bei beiden Zellreihen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle keinen Einfluss

auf die Expression von Dectin-1 (siehe Abbildung 6 - A).

Dectin-1 intrazellular:

HBE-Zellen und CFBE-Zellen zeigten einen nicht signifikanten Anstieg der intra-
zellularen Dectin-1- Expression im zeitlichen Verlauf bei den unbehandelten Kon-
trollproben und nach Infektion mit Pilzbestandteilen.

Bei den CFBE-Zellen schienen die Dectin-1 Werte nach 24h und 48h jeweils ho-
her als bei HBE-Zellen zum selben Zeitpunkt, es gab jedoch keinen signifikanten
Unterschied zwischen beiden Zellreihen.

Wahrend nach Infektion mit Zymosan und Aspergillus Konidien keine Anderung
der Dectin-1-Expression im Vergleich zur Kontrolle zu beobachten war, zeigten
sich nach Infektion mit Aspergillus Hyphen tendenziell niedrigere intrazellulare
Dectin-1-Werte. Diese nicht signifikante Veranderung trat bei beiden Zellreihen
nach 24h und 48h auf (siehe Abbildung 6 — B).
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Abbildung 6 - A, B: Durchflusszytometrische Ergebnisse von Dectin-1

an der Zelloberflache (A) und intrazellulér (B) von/in 16HBE140™- und CFBE410 -Zellen, 24 und 48 Stunden
nach Stimulation mit Zymosan, Aspergillus Konidien oder Aspergillus Hyphen. Kontroll-Proben: Nur FBS-
freies Medium. Dargestellte Daten stammen aus (A) n=11 und (B) n=10 und Experimenten. 100% entspre-
chen Delta MFI der HBE Kontrolle nach 24h. Durchgefiihrte Signifikanztests: s.S. 29.
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Abbildung 7: PE Dectin-1 Haufigkeitsverteilung in der Durchflusszytometrie

ungeféarbter, oberflachengefarbter und intrazellular gefarbter 16HBE140—(links) und CFBE410 (rechts) -
Zellen der Kontrollgruppe nach 24h. Beispielhafte Daten eines Versuches.

3.1.2. Dectin-2
Dectin-2 an der Zelloberflache:

In HBE- und CFBE-Zellen blieb die Expression von oberflachlichem Dectin-2 im
zeitlichen Verlauf konstant.

Zymosan, Aspergillus Konidien und Aspergillus Hyphen fihrten bei beiden Zell-
reihen zu keiner Veranderung in der Dectin-2-Expression im Vergleich zur unbe-
handelten Kontrolle.

Die oberflachliche Expression von Dectin-2 unterschied sich sowohl nach 24h als
auch nach 48h nicht signifikant zwischen HBE- und CFBE-Zellen (siehe Abbil-
dung 8- A).
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Dectin-2 intrazelluléar:

Die Stimulation mit Zymosan, Aspergillus Konidien oder Aspergillus Hyphen
fuhrte bei beiden Zelllinien zu keiner signifikanten Veranderung der intrazellula-
ren Dectin-1- Expression.

Die intrazellulare Expression von Dectin-2 unterschied sich nicht signifikant zwi-
schen HBE- und CFBE-Zellen (siehe Abbildung 8 - B).
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Abbildung 8 - A, B: Durchflusszytometrische Ergebnisse von Dectin-2

an der Zelloberflache (A) und intrazellular (B) von/in 16HBE140- und CFBE410 -Zellen, 24 und 48 Stunden
nach Stimulation mit Zymosan, Aspergillus Konidien oder Aspergillus Hyphen. Kontroll-Proben: Nur FBS-
freies Medium. Dargestellte Daten stammen aus n=3 Experimenten. 100% entsprechen HBE Kontrolle nach
24h. Durchgefihrte Signifikanztests: s.S.29.
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Abbildung 9: APC Dectin-2 Haufigkeitsverteilung in der Durchflusszytometrie

ungefarbter, oberflaichengefarbter und intrazellular gefarbter 16HBE140—(links) und CFBE410 (rechts) -
Zellen der Kontrollarunne nach 24h. Beisnielhafte Daten eines Versuches.

3.1.3. TLR2
TLR2 an der Zelloberflache:

Ein Unterschied der Expressionsdichte des TLR2-Rezeptors an der Oberflache
der HBE- und CFBE-Zellen war 24h bzw. 48h nach Infektion mit Zymosan, As-
pergillus Konidien oder Aspergillus Hyphen nicht zu erkennen gegentiber der un-
behandelten Kontrolle.

Zwischen den Zelllinien HBE und CFBE zeigte die AMFI TLR2 keine signifikanten
Unterschiede (Abbildung 10 — A).

TLR2 intrazellular:

Auch die Anzahl intrazellularer TLR2-Rezeptoren veranderte sich nicht signifikant
nach Infektion mit Zymosan, Aspergillus Konidien oder Aspergillus Hyphen im
Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 10 —-B).
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Die intrazellulare TLR2-Expression unterschied sich nicht signifikant zwischen
HBE- und CFBE-Zellen.
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Abbildung 10 - A, B: Durchflusszytometrische Ergebnisse von TLR2

an der Oberflache (A) und intrazellular (B) von/in 16HBE140- und CFBE41l0" -Zellen, 24 und 48 Stunden
nach Stimulation mit Zymosan, Aspergillus Konidien oder Aspergillus Hyphen. Kontroll-Proben: Nur FBS-
freies Medium. Dargestellte Daten stammen aus (A)n=8 und (B)n=3 Experimenten. 100% entsprechen HBE
Kontrolle nach 24h. Durchgefuhrte Signifikanztests: s.S.29.
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Abbildung 11: Alexa flour 637 TLR2 Haufigkeitsverteilung in der Durchflusszytometrie

ungeféarbter, oberflachengefarbter und intrazellulér gefarbter 1L6HBE140—(links) und CFBE410" (rechts) -Zel-
len der Kontrollgruppe nach 24h. Beispielhafte Daten eines Versuches.

3.1.4. MMR und TLR4

Die MMR- und TLR4- Rezeptoren waren in den durchgefuhrten Versuchen nicht
detektierbar.
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3.2. ELISA

3.2.1. IL-8 ELISA

Zur Bestimmung der IL-8-Konzentration im Uberstand der ALI-Platten wurde das
Human CXCL8/IL-8 DuoSet ELISA Kit der Firma R&D Systems (Minneapolis,
USA) verwendet.

Bei HBE- und CFBE- Zellen kam es im zeitlichen Verlauf zu einer Zunahme der
IL-8-Konzentration im Uberstand im Sinne einer kontinuierlichen Produktion, bei
den HBE-Kontrollproben war dieses Ergebnis signifikant (p=0,008). Aul3erdem
war die basale Produktion von IL-8 bei CFBE-Zellen mehr als doppelt so hoch

wie bei den HBE-Zellen (p=0,008; siehe Abbildung 12).

Die Infektion mit Zymosan, Aspergillus Konidien und Aspergillus Hyphen nahm
sowohl bei HBE- Zellen als auch bei CFBE-Zellen keinen signifikanten Einfluss
auf die Zytokinproduktion. Einzig die Infektion mit Aspergillus Hyphen fuhrte bei
HBE-Zellen nach 48h zu einer signifikant niedrigeren IL-8-Konzentration als bei

der Kontrolle (siehe Abbildung 13, rechts oben).
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Abbildung 12: IL-8-Konzentration im Uberstand der Kontrollproben (FBS-freies Medium) in pg/ml.

bei 16HBE140- und CFBE410 -Zellen nach 24h und 48h. Dargestellte Daten stammen aus n=5 Experi-
menten.
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Abbildung 13: IL-8-Konzentration in pg/ml
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im Uberstand von 16HBE140—Zellen 24h (links oben) und 48h (rechts oben) nach Stimulation mit Zymosan,
Aspergillus Konidien oder Aspergillus Hyphen und CFBE410 -Zellen 24h (links unten) und 48h (rechts un-
ten) nach Stimulation. Kontrollproben: nur FBS-freies Medium. Dargestellte Daten stammen aus n=5 Expe-
rimenten. Durchgefihrte Signifikanztests: s.S. 32.
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3.2.2. IL-6 ELISA

Zur Bestimmung der IL-6-Konzentration im Uberstand der Zellkulturen wurde das
Human IL-6 ELISA MAX™ Deluxe Set der Firma BioLegend (San Diego, USA)
verwendet.

Bei beiden Zellreihen nahmen die IL-6-Konzentrationen im zeitlichen Verlauf bei
allen Proben zu, jedoch nicht signifikant.

Die basale Produktion von IL-6 war bei CFBE-Zellen etwa dreimal so hoch wie
bei den HBE-Zellen (nicht signifikant, siehe Abbildung 14).

Die Infektion mit Zymosan und Aspergillus Konidien fuhrte bei beiden Zellreihen
zu keiner Veranderung der IL-6-Produktion. Lediglich nach Infektion mit Asper-
gillus Hyphen liel3 sich bei HBE- und CFBE-Zellen nach 24h und 48h eine - nicht
signifikante - reduzierte IL-6-Produktion im Vergleich zu den Kontrollproben be-

obachten (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 14: IL-6- Konzentration im Uberstand der Kontrollproben (FBS-freies Medium) in pg/ml.

bei 16HBE140™- und CFBE410 -Zellen nach 24h und 48h. Dargestellte Daten stammen aus n=3 Experi-
menten.
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Abbildung 15: IL-6-Konzentration in pg/ml
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im Uberstand von 16HBE140—Zellen 24h (links oben) und 48h (rechts oben) nach Stimulation mit Zymosan,
Aspergillus Konidien oder Aspergillus Hyphen und CFBE410 -Zellen 24h (links unten) und 48h (rechts un-
ten) nach Stimulation. Kontrollproben: nur FBS-freies Medium. Dargestellte Daten stammen aus n=3 Expe-
rimenten. Durchgefiihrte Signifikanztests: s.S. 32.

3.2.3. IL-1B-, IL-10- und TARC-ELISA

In weiteren durchgefiihrten ELISAs zum Nachweis von IL-13, IL-10 und TARC

konnte bei korrekten Standardkurven keine messbare Konzentration der gesuch-

ten Zytokine festgestellt werden.
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die Immunreaktion auf Pilzerreger durch HBE- und
CFBE-Zellen zu untersuchen und mogliche Unterschiede auszumachen. Dazu
wurden die Zellen mit Pilzbestandteilen infiziert und die anschlieende Immun-
antwort nach 24h und 48h analysiert.

Um die Erkennung der fungalen Liganden zu untersuchen, flhrten wir Durch-
flusszytometrische Analysen auf verschiedene PRRs durch. Hierbei zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Zellreihen. Auch die In-
fektion mit Pilzbestandteilen flhrte zu keiner signifikanten Veranderung.

Zur Untersuchung der humoralen Immunantwort der beiden Zellreihen wurden
ELISAs zur Bestimmung verschiedener Zytokine im Uberstand durchgefiihrt. Da-
bei war eine Zunahme der IL-6- und IL-8-Konzentrationen im zeitlichen Verlauf
im Sinne einer kontinuierlichen Produktion zu beobachten. Auffallig war, dass die
basale Produktion von IL-6 und IL-8 bei CFBE-Zellen deutlich héher lag als bei
HBE-Zellen. Die Infektion mit Pilzbestandteilen hatte keinen signifikanten Ein-
fluss auf die Zytokinproduktion.

4.1. Erkennung der Pilzbestandteile durch PRRs

In den durchflusszytometrischen Untersuchungen zeigten sich keine signifikan-
ten Unterschiede in der Expression von Dectin-1, Dectin-2 und TLR2 zwischen
den beiden Zellreihen. Diese Beobachtung traf sowohl fir intra- als auch extra-
zellulare Rezeptoren zu.

Auch die Infektion mit Pilzbestandteilen fiihrte zu keiner Veranderung in der Re-
zeptorendichte. Einzige Ausnahme hierbei war eine nicht signifikante Abnahme
der intrazellularen Dectin-1-Rezeptoren nach Infektion mit Aspergillus fumigatus

Hyphen.
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4.1.1. Dectin-1

Die Expression von Dectin-1 unterschied sich in unseren Versuchen nicht signi-
fikant zwischen CFBE- und HBE-Zellen. Zum Unterschied der Expression von
Dectin-1 auf CFBE- und HBE-Zellen wurden bisher keine vergleichbaren Studien
vergffentlicht.

In unseren Versuchen zeigte die Infektion mit Zymosan und Aspergillus Konidien
und Hyphen keinen Einfluss auf die Expression oberflachlicher Dectin-1-Rezep-
toren. Ahnliche Experimente anderer Forschungsgruppen brachten jedoch ab-
weichende Ergebnisse hervor. So untersuchten zum Beispiel Sun et al. die Ex-
pression und Regulierung von Dectin-1 nach Infektion von HBE-Zellen mit A. fu-
migatus und fanden eine TLR2-abhangige Expression von Dectin-1-mRNA und -
Protein, die durch A. fumigatus induziert wurde.

Bei experimenteller Simulation einer Aspergillus-Infektion mit Konidien ist zu un-
terscheiden, ob die inaktivierten Konidien sich in der Ruhephase oder der Phase
der Schwellung befinden, da der Wegfall der hydrophoben &ufReren Schicht der
Zellwand die Erkennung durch PRRs erleichtert (s.S.9) (95). So konnten zum
Beispiel Steele et al. zeigen, dass die Entziindungsantwort gegen A. fumigatus
durch Dectin-1 auf Alveolarmakrophagen am starksten durch auskeimende und
geschwollene, Konidien ausgeldst wurde (96). Fur unsere Arbeit wurden ru-
hende, hitzeinaktivierte Konidien verwendet. Dies kdnnte folglich eine Ursache
daflrr sein, dass die Expression der Dectin-1-Rezeptoren nach Infektion mit As-
pergillus Konidien weitgehend unverandert blieb. Weitere Untersuchungen mit
auskeimenden oder geschwollenen Konidien sind hier notwendig, um die Dectin-
1-vermittelte Immunantwort auf A. fumigatus genauer zu erforschen.

Im zeitlichen Verlauf nach Infektion war kein signifikanter Unterschied in der Dec-
tin-1-Expression zu beobachten. Tendentiell nahm die Anzahl transmembranéarer
Dectin-1 Rezeptoren im Verlauf jedoch ab, wahrend gleichzeitig ein Anstieg der
intrazellularen Rezeptorenzahl zu verzeichnen war. Dies kdnnte dafiir sprechen,
dass die Dectin-1 Rezeptoren nach Ligandenbindung internalisiert wurden. Dec-
tin-1 reguliert nicht nur die Genexpression verschiedener Zytokine Uber einen
NF-kB-abh&ngigen Weg (siehe Kapitel 1.2.2.), sondern kann auch als phagozy-
tischer Rezeptor agieren. Hernanz-Falcon et al. untersuchten die Folgen einer
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Internalisierung des Rezeptors. Sie schlossen aus ihren Versuchen, dass die Ein-
leitung einer proinflammatorischen Genexpression durch Dectin-1 hauptséchlich
von der Zelloberflache aus gesteuert wird und diese Signalwege nach Internali-
sierung des Rezeptors in abgeschwéchter Form ablaufen (97). Dies konnte durch
die Messung der Zytokinkonzentrationen mittels ELISA in unseren Versuchen
nicht bestatigt werden. Die Infektion mit Aspergillus Hyphen fuhrte zur niedrigsten
intrazellularen Expression von Dectin-1 (nicht signifikant); nach Hernanz-Falcon
et al. waren aufgrund des Verbleibs von Rezeptoren an der Oberflache hoéhere
Zytokinwerte zu erwarten gewesen als bei den Kontrollzellen und nach Infektion
mit Zymosan oder Konidien. Stattdessen nahm die IL-8 und IL-6 Produktion nach
Infektion mit Hyphen sogar ab, dieses Ergebnis war allerdings nur signifikant bei
HBE-Zellen nach 48h.

Eine Infektion mit Aspergillus Hyphen flhrte in unseren Versuchen bei beiden
untersuchten Zellreihen tendentiell zu geringeren intrazellularen Werten an Dec-
tin-1. Hier schienen die Rezeptoren nach Erkennung der hyphalen Strukturen
also weniger internalisiert zu werden. Soweit feststellbar wurden bisher keine ver-
gleichbaren Versuche in anderen Forschungsgruppen durchgefihrt. Infektionen
mit Aspergillus Hyphen waren vor allem an menschlichem Kornealepithel simu-
liert worden, dabei zeigte sich als Reaktion eine gesteigerte Dectin-1 Expression
(98, 99). Die intrazellulare Konzentration von Dectin-1 in Atemwegsepithel nach
Infektion mit A. fumigatus war zuvor nicht untersucht worden. Da Aspergillus Hy-
phen deutlich gré3er sind als Konidien (100), kénnte eine ausbleibende Interna-
lisierung in diesem Fall durch mechanisch gesetzte Grenzen des Dectin-1 Re-

zeptors verursacht worden sein.

4.1.2. Dectin-2

Die Dectin-2-Expression unterschied sich sowohl oberflachlich als auch intrazel-
lular nicht signifikant zwischen CFBE- und HBE-Zellen. Auch nach Infektion mit
Pilzbestandteilen war keine Veranderung in der Dectin-2-Expression zu be-

obachten.
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Bisher wurden keine vergleichbaren Studien zur Dectin-2-Expression auf Atem-
wegsepithelzellen durchgefihrt.

Nach Sun et al. ist die Dectin-2 Expression in der Lunge generell niedrig, wird
aber durch A. fumigatus-Invasion hochreguliert und scheint somit eine Rolle in
der Abwehr gegen Aspergillus zu spielen. AulRerdem wird Dectin-2 in der Lunge
laut Sun et al. nur von Alveolarmakrophagen exprimiert (101). Die Expression
von Dectin-2 auf Atemwegsepithelzellen konnte durch unsere Versuche jedoch
nachgewiesen werden.

Die Erkennung von Aspergillus Hyphen durch Dectin-1 und Dectin-2 auf plasma-
zytoiden dendritischen Zellen wurde von Loures et al. untersucht. Es konnte ge-
zeigt werden, dass Hyphen als Liganden fur Dectin-2 fungieren und zur vermehr-
ten Produktion der Zytokine TNF-a und IFN-a fuhren. Weitere Zytokine wurden
in diesem Zusammenhang nicht untersucht. Au3erdem fihrte die Erkennung von
Aspergillus Hyphen durch Dectin-2 zur Bildung sogenannter extrazellularer Fal-
len, die DNA und antimikrobielle Proteine zum Abbau der Hyphen enthalten. Es
wurde in diesen Experimenten keine Dectin-1-vermittelte Immunreaktion beo-
bachtet, was vor allem darauf schlieRen lie3, dass dieser Rezeptor auf plasma-

zytoiden dendritischen Zellen nicht exprimiert wird (102).

4.1.3. TLR2

Auch nach Infektion mit Zymosan, Aspergillus Konidien oder Hyphen blieben so-
wohl transmembranére als auch intrazellulare TLR2-Werte in den durchgefiihrten
Versuchen konstant. Vergleichbare Studien zur Quantifizierung von TLR2 als Re-
aktion auf Pilzpartikel wurden bisher nicht verdéffentlicht. Jedoch gaben ahnliche
Versuche Hinweise darauf, dass TLR2 eine Rolle in der Einleitung einer Immun-
antwort gegen A. fumigatus spielt.

So untersuchten Mambula et al. die TLR2- und TLR4- abhangige TNF-a Produk-
tion von Peritonealmakrophagen als Reaktion auf A. fumigatus Konidien und Hy-
phen. Dabei zeigte sich, dass TLR2 fir die Einleitung dieser proinflammatori-

schen Zytokinproduktion notwendig war und vor allem die Reaktion auf Hyphen
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vornehmlich durch TLR2 getragen wurde (77). Auch Braedel et al. konnten zei-
gen, dass dendritische Zellen und Granulozyten als Reaktion auf A. fumigatus-
Antigene tber TLR2 und TLR4 aktiviert wurden (103).

In weiteren Versuchen durch Netea et al. war bei TLR2-Knockout-M&usen eine
verminderte proinflammatorische Zytokinantwort auf A. fumigatus Konidien und
Hyphen durch Makrophagen zu beobachten. AuRerdem wurde die IL-10-Produk-
tion Uber TLR2 durch Hyphen, nicht aber durch Konidien stimuliert. In derselben
Studie zeigte sich, dass proinflammatorische Signale Uber TLR4 bei der Auskei-
mung von Konidien zu Hyphen verloren gingen, antiinflammatorische TLR2-me-
diierte Signale wie die Produktion von IL-10 jedoch erhalten blieben (104).

In unseren Versuchen konnte kein Unterschied in der TLR2-Expression zwischen
CFBE- und HBE-Zellen ausgemacht werden. Im Gegensatz dazu waren bei
Shuto et al. die basale TLR2-Expression und Immunantwort auf Peptidoglykane
bei CFBE41lo- -Zellen im Vergleich zu 16HBE140- -Zellen gesteigert. Sie erklar-
ten dies Uber eine Hypomethylierung des TLR2-Promoters in kausalem Zusam-
menhang mit der Dysfunktion von CFTR (105).

Auffallig war, dass die intrazellularen TLR2-Werte bei den CFBE-Zellen ohne
Pilzinfektion am hoéchsten waren. Da unsere Versuchsanzahl gering war (n=3) ist

ein arbitrarer Fehler in den Ergebnissen allerdings nicht auszuschliel3en.

4.1.4. MMR und TLR4

In der Durchflusszytometrie konnten MMR- und TLR4-Rezeptoren in beiden un-
tersuchten Zellreihen nicht nachgewiesen werden.

Es ist bekannt, dass der Mannose-Rezeptor vor allem auf Makrophagen und
dendritischen Zellen exprimiert wird (69). Er kann sowohl in membrangebunde-
ner als auch léslicher Form vorkommen. Gazi et al. zeigten, dass die Erkennung
fungaler B-Glukane durch Dectin-1 zur gesteigerten Freisetzung von MR-Rezep-
toren von Makrophagen fiihrt (106). Die Rolle des Mannose-Rezeptors auf Kor-
nealepithel bei Infektion mit Aspergillus wurde durch Wang et al. untersucht. Die

Expression von MR war hierbei nach Kontakt mit Aspergillus hochreguliert (107).
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Zur Expression von MMR an der Zelloberflache von Atemwegsepithel gibt es ak-
tuell keine Daten. Die von uns durchgefuhrten Versuche sprechen dafirr, dass

dieser Rezeptor auf CFBE- und HBE-Zellen nicht exprimiert wird.

Im Gegensatz dazu konnte der TLR4-Rezeptor schon durch andere Forschungs-
gruppen auf Atemwegsepithel nachgewiesen werden. John et al. zeigten sogar,
dass die TLR4-mediierte angeborene Immunitat in CF Atemwegszellen reduziert
ist. Sie fanden eine deutlich reduzierte Anzahl an oberflachlichen TLR4-Rezep-
toren bei CFBE410- -Zellen, und reduzierte IL-8 und IL-6-Ausschittung als Re-
aktion auf LPS gramnegativer Bakterien (108, 109). In Versuchen durch Muir et
al. wurden eine basolaterale Verteilung von TLR4-Rezeptoren auf Atemweg-
sepithel und eine untergeordnete Rolle in der epithelialen Immunantwort beo-
bachtet (110). Andere Arbeiten lie3en darauf schlie3en, dass TLR4 einen Beitrag
zur Entziindungsantwort gegen A. fumigatus Konidien, nicht aber gegen Hyphen
leistet (77, 104). In vivo Versuche zeigten bei TLR4-/- Mausen eine verstarkte
Anfalligkeit gegentuber A. fumigatus im Vergleich zu Kontrollmé&usen und lassen

so eine klinische Bedeutung von TLR4 in der Pilzabwehr vermuten (111).

4.2. Humorale Immunantwort auf Pilzbestandteile

Die durchgefiihrten ELISAs zum Nachweis von IL-8 und IL-6 im Uberstand der
Atemwegsepithelzellen ergaben, dass CFBE-Zellen eine héhere basale Produk-
tion proinflammatorischer Zytokine aufweisen als HBE-Zellen.

Die Ausschuttung von IL-8 und IL-6 stieg im zeitlichen Verlauf an, was im Sinne
einer kontinuierlichen Zytokinproduktion gesehen werden kann.

Die Infektion mit Pilzbestandteilen hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Zy-
tokinproduktion.

Davon unterscheiden sich die Ergebnisse von Reihill et al. zur Erforschung der
proinflammatorischen Zytokinantwort bei Atemwegsepithel: Nach Inkubation von
CFBE- und HBE-Zellen mit A. fumigatus Konidien fur 24h wurden IL-8- und IL-6-

Konzentrationen mittels ELISA bestimmt. Es zeigten sich ein 1,65-facher Anstieg
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der IL-8-Konzentration und eine 1,45-fach gesteigerte IL-6-Konzentration bei
CFBE-Zellen im Vergleich zu den Basalwerten. Bei den IL-6-Bestimmungen fan-
den sich ebenfalls gesteigerte basale Konzentrationen bei CFBE-Zellen. Daraus
wurde geschlossen, dass Aspergillus Konidien in CF-Atemwegen eine ausge-
pragte proinflammatorische Zytokinantwort stimulieren. Bei HBE-Zellen wurde

insgesamt eine schwachere Zytokinantwort ausgelost (112).

42.1.1L-8

Durch Infektion mit Zymosan und Aspergillus Konidien wurde die IL-8-Ausschiit-
tung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle in unseren Versuchen nicht be-
einflusst.

Im Gegensatz dazu konnten Sun et al. zeigen, dass eine Infektion von HBE-Zel-
len mit A. fumigatus Konidien die Expression von IL-8 induzierte. Knockdown von
Dectin-1 fuhrte zu verminderter IL-8 Expression, was dafiir sprach, dass die
Hochregulation proinflammatorischer Zytokine bei A. fumigatus Dectin-1 vermit-
telt ablauft (95).

Eine Infektion mit Aspergillus Hyphen fiihrte bei HBE-Zellen zu einer signifikanten
Abnahme der IL-8-Produktion nach 48h. Bei CFBE-Zellen wurde dadurch keine
signifikante Veranderung hervorgefihrt.

In anderen Studien zu Aspergillus Infektionen wurden hauptsachlich Konidien
verwendet. Peng et al. infizierten humane korneale Epithelzellen mit A. fumigatus
Hyphen und konnten zeigen, dass dadurch eine Dectin-1-vermittelte Steigerung
der IL-8-Ausschittung induziert wurde (113). Weitere ahnliche Versuche mit As-
pergillus Hyphen an Atemwegsepithel missten durchgefuhrt werden, um die in-
flammatorische Reaktion der Zellen genauer zu erforschen.

Unsere Versuche zeigten, dass die IL-8-Produktion in CFBE-Zellen generell ge-

steigert ist.
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4.2.2.1L-6

Auch die IL-6-Level nahmen im zeitlichen Verlauf deutlich zu.

AulRerdem waren hier auch die absoluten Konzentrationen fast zehnmal hoher
als bei HBE-Zellen. Im Vergleich: HBE 24h Kontrolle bei IL-8 = 145,26pg/ml und
bei 1I-6 = 1027,29pg/ml. Sowohl gesunde, als auch CF-Atemwegszellen produ-
zierten damit mehr IL-6 als IL-8.

Die IL-6-Konzentrationen wurden durch Infektion mit Pilzbestandteilen nicht sig-
nifikant beeinflusst. Auch bei Sun et al. blieben die IL-6-Konzentrationen nach
Infektion von HBE-Zellen mit Aspergillus Konidien weitgehend unverandert. In
ihren Versuchen lag die IL-8-Produktion jedoch deutlich Gber der von IL-6 (95).
In Untersuchungen von bronchoalveolarer Lavage (BAL) fanden McGreal et al.
stark erhéhte IL-8-Konzentrationen und erniedrigte IL-6-Konzentrationen bei CF-
Patienten im Vergleich zu den Kontrollen (87). Tiringer et al. stellten dagegen in
BAL von CF-Patienten signifikant erhdhte IL-6- und IL-1B3-Konzentrationen fest
(115). Untersuchungen der BAL sind jedoch in diesem Zusammenhang kritisch
zu betrachten, da die hier nachgewiesenen Zytokine durch verschiedene Immun-
zellen und nicht ausschlieR3lich von Atemwegsepithel produziert werden und die
Zytokinproduktion auf3erdem durch Infektionen mit weiteren Erregern wie etwa
Ps. aeruginosa gesteigert sein kann.

Nach Infektion mit Aspergillus Hyphen nahmen die IL-6-Konzentrationen im Ver-
gleich zur unbehandelten Kontrolle bei beiden Zellreihen ab und verhielt sich da-
mit vergleichbar mit der IL-8-Produktion bei HBE-Zellen. Jedoch war dieses Er-
gebnis bei den durchgefuhrten IL-6-ELISAs nicht signifikant. Vergleichbare Un-
tersuchungen der IL-6-Produktion nach Infektion mit Aspergillus Hyphen wurden

bisher nicht an Atemwegsepithel durchgefihrt.

4.2.3.1L-1B, IL-10 und TARC

Das proinflammatorische Zytokin IL-1 wurde in unseren ELISAs nicht detektiert.
Zur Produktion von IL-1B im Zusammenhang mit Pilzinfektionen und CF gibt es

aktuell unterschiedliche Daten. Beim Vergleich von Monozyten von CF-Patienten
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und gesunden Patienten durch Zaman et al. konnte beispielsweise kein Unter-
schied in der IL-1B-Konzentration im Uberstand festgestellt werden (82). Coyne
et al. fanden hingegen eine erhohte IL-1B3-Produktion bei CF-Atemwegsepithel
(114). Liu et al. fuhrten eine Transfektion von Dectin-1 bei Dectinl-/- Mausen
durch. Es wurde eine gesteigerte Produktion von IL-1[3, eine niedrigere Pilzbe-
lastung bei Infektion mit A. fumigatus und eine gesteigerte Uberlebensrate beo-
bachtet. Damit konnte nicht nur eine wichtige Rolle von Dectin-1 in der Abwehr
fungaler Erreger demonstriert, sondern auch ein Zusammenhang zwischen Dec-
tin-1 und der Produktion von IL-B aufgezeigt werden (116).

Bei IL-10 handelt es sich um ein antiinflammatorisches Zytokin, welches aufgrund
gesteigerter Inflammation auch bei CF-Patienten im Sputum tblicherweise nicht
messbar ist (83, 84). Insofern ist es nicht Giberraschend, dass IL-10 auch in den
hier durchgefuhrten ELISAs nicht detektiert wurde.

TARC/CCL17 war in unseren Versuchen nicht detektierbar. Im Gegensatz dazu
konnten Sekiya et al. die Produktion von TARC durch die bronchialen Epithelzell-
linie A549 nachweisen (117). Dieser Unterschied kénnte zum Beispiel dadurch
bedingt sein, dass die in unseren Versuchen verwendeten HBE140- - und
CFBE41o0- -Zellen eine dazu abweichende TARC-Produktion aufweisen.

Bisher wurde TARC vorrangig im Zusammenhang mit Asthma (118) und anderen
allergischen Erkrankungen untersucht (119). Adib-conquy et al. konnten zeigen,
dass im Uberstand von Neutrophilen bei CF-Patienten erhéhte Level von
TARC/CCL17 nachweisbar waren. AuRerdem war die Genexpression fur TARC
hochreguliert (120). Bei Tiringer et al. war die TARC-Konzentration im Sputum
von Patienten gesteigert, die in den nachsten 24 Monaten eine Infektion mit Ps.

aeruginosa entwickelten (115).

4.3. Einordnung der Ergebnisse und Ausblick

In unseren Versuchen konnte kein signifikanter Unterschied in der Expression
von PRRs und der Zytokinproduktion zwischen CFBE- und HBE-Zellen festge-
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stellt werden. Es liel3 sich auRerdem kein signifikanter Unterschied in der Immun-
reaktion auf Pilzbestandteile zwischen den beiden Zellreihen beobachten. Ledig-
lich die Infektion mit Aspergillus Hyphen schien zu niedrigeren IL-6- und IL-8-
Konzentrationen sowie geringeren intrazellularen Werten von Dectin-1 zu fuhren.
Um die fehlende Zytokinproduktion nach Pilzinfektion bei beiden Zellreihen ge-
nauer untersuchen und einordnen zu kénnen, ware eine Wiederholung der Ver-
suche mit einem weiteren Stimulus sinnvoll. Hier wirde sich zum Beispiel TNF-a
anbieten, von dem bekannt ist, Uber eine Aktivierung von NFkB die IL-8-Produk-
tion zu steigern (s.S.12).

Auffallig war, dass die basale Produktion der proinflammatorischen Zytokine IL-
6 und IL-8 bei CFBE-Zellen deutlich hoher lag als bei HBE-Zellen.

Unsere Untersuchungen passen damit teilweise zu den bisherigen Forschungs-
ergebnisse zur angeborenen Immunreaktion bei Mukoviszidose, welche das Bild
einer Hyperinflammation bei CF zeichnen.

Jedoch lassen sich unsere in vitro Untersuchungen nur schwer auf die angebo-
rene Immunreaktion in vivo Ubertragen. Zu viele andere Faktoren, wie zum Bei-
spiel zirkulierende Immunzellen, weitere lokale Zelltypen oder Coinfektionen bei
CF-Patienten, kdnnen das Entziindungsgeschehen in der CF-Lunge beeinflus-
sen.

Warum eine gesteigerte Inflammation bei CF beobachtet werden kann und ob
dies direkt mit der CFTR-Mutation zusammenhangt, wird kontrovers diskutiert.
So wollten zum Beispiel Hampton et al. herausfinden, ob eine haufig beobachtete
gesteigerte Inflammation in Lungen von CF-Patienten im Zusammenhang mit der
CFTR-Mutation stehen kdnnte. CFBE410- -Zellen wurden hierzu mit Wildtyp-
CFTR vervollstandigt und daraufhin die Zytokinproduktion nach Infektion mit Ps.
aeruginosa untersucht. Die Zellen mit Wildtyp-CFTR produzierten dabei mehr Zy-
tokine als solche mit F508del-Mutation. Hampton et al. gingen deshalb davon
aus, dass Hyperinflammation in CF-Lungen in vivo vor allem durch zirkulierende
Immunzellen erklart werden kann und nicht durch direkten Einfluss der CFTR-
Mutation in den Epithelzellen (121). Das Einfugen von Wildtyp-CFTR in
CFBEA410- -Zellen ware auch bei unseren Versuchen sinnvoll, um die gesteigerte

Zytokinproduktion tUberprifen und verstehen zu kénnen.
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Im Gegensatz dazu sahen Chaudhary et al. im CFTR-Protein eine wichtige Rolle
in der Reinigung der Atemwegsepithelzellen von A. fumigatus Sporen und den
Ausfall des CFTR-Proteins als ursachlich fir eine aberrante Entziindungsantwort
durch Aspergillus. Sie verglichen fir ihre Studie IB3 Atemwegsepithelzellen mit
F508del-Mutation und die CFTR-korrigierte Wildtyp-Zelllinie S9 nach Infektion mit
Aspergillus Konidien und Aspergillus Hyphen auf die daraufhin eingeleitete Im-
munreaktion (122).

Auffallig war bei unseren Versuchen, dass sich die Immunantwort auf Aspergillus
Hyphen unterschiedlich zeigte je nach untersuchtem PRR oder Zytokin. Zur Im-
munantwort von Atemwegsepithel auf Infektion mit Aspergillus Hyphen mussten
weitere Studien durchgefihrt werden, um diese interessanten Veranderungen
genauer zu erforschen.

AuRRerdem fiel auf, dass sich auch bei den unbehandelten Kontrollzellen die Ex-
pression von PRRs im zeitlichen Verlauf veranderte oder teilweise die Kontroll-
zellen die hochsten Zytokinkonzentrationen aufwiesen. Dies konnte dadurch be-
dingt sein, dass vor Beginn der Infektionsversuche das bisherige Medium durch
FBS-freies Medium ersetzt wurde. Eine solche Veranderung kdnnte durch zu-
satzlichen zellularen Stress das Entziindungsverhalten der Zellen beeinflussen.
Um dies zu bestatigen mussten die durchgefiihrten Versuche um dieselben Mes-

sungen direkt vor oder nach der Infektion ergénzt werden.

In Zusammenschau unserer Ergebnisse scheint sich die Erkennung der fungalen
Liganden sich also nicht signifikant zwischen HBE- und CFBE-Zellen zu unter-
scheiden. Die Préadisposition fur eine Kolonisierung mit Aspergillus fumigatus,
welche bei CF-Patienten beobachtet wurde, kénnte also durch nachgeschaltete
Prozesse in der Immunabwehr bedingt sein oder eher durch Umgebungsfaktoren
bei chronischer Infektion und Inflammation begunstigt werden.

Auch unsere Untersuchungen zeigten eine gesteigerte basale Produktion proin-
flammatorischer Zytokine bei CFBE-Zellen. Ob dies jedoch mit der CFTR-Muta-

tion an sich oder eher durch weitere Unterschiede in den beiden Zellreihen erklart
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werden kann, lasst sich momentan nicht sagen. Dazu missten weitere Untersu-
chungen an CFBO41o0- -Zellen nach Vervollstandigung mit Wildtyp-CFTR durch-
gefuhrt werden.

Zum besseren Verstandnis und Ausbau der bisherigen Versuchsergebnisse ist
auch der Einsatz weiterer Methoden in Betracht zu ziehen. Dazu gehort etwa der
MRNA-Nachweis der proinflammatorischen Zytokine. Auch die Untersuchung der
zugrundeliegenden Transkriptionswege, zum Beispiel mittels NF-kB-PCR,
konnte weitere Unterschiede zwischen den Zelllinien aufzeigen.

Weitere Forschungen sind nétig, um Unterschiede in der Immunabwehr zwischen
gesunden und CF-Atemwegszellen besser beleuchten und interpretieren zu kon-
nen.

57



5. Zusammenfassung

Die Lungenerkrankung bei Zystischer Fibrose ist gekennzeichnet durch chroni-
sche Infektion und Inflammation. Morbiditat und Mortalitat werden hierbei vor al-
lem durch bakterielle Erreger bestimmt, doch auch eine pulmonale Kolonisierung
mit Pilzerregern wird immer haufiger nachgewiesen. Wahrend die klinische Be-
deutung dieses Umstandes noch nicht vollstéandig geklart wurde, lag in dieser
Arbeit der Fokus auf dem Ablauf der Infektion mit Pilzen. Dazu wurden immorta-
lisierte bronchiale Epithelzellen von Gesunden (HBE) und CF-Patienten (CFBE)
mit Pilzbestandteilen infiziert, um anschlieBend Unterschiede in der Erkennung
der Pathogene und der daraufhin eingeleiteten Immunantwort zu untersuchen.
Mittels Durchflusszytometrie wurde die Expression verschiedener Rezeptoren
zur Pilzerkennung auf den Zellen untersucht. Hierbei zeigte sich kein signifikanter
Unterschied in der Expression von Dectin-1, Dectin-2 und TLR2-Rezeptoren zwi-
schen CFBE- und HBE-Zellen. Aul3erdem konnte kein signifikanter Einfluss der
Infektion mit Pilzbestandteilen beobachtet werden. Die PRRs TLR4 und MMR
waren in unseren Versuchen nicht detektierbar.

Unterschiede in der eingeleiteten Zytokinantwort wurden durch ELISAs aus den
Zellkulturtiberstanden ermittelt. Auffallig war, dass die basale Produktion von IL-
6 und IL-8 bei CFBE-Zellen deutlich héher lag als bei HBE-Zellen. Vergleichbar
mit den Ergebnissen der Durchflusszytometrie fihrte auch hier die Infektion mit
Pilzbestandteilen zu keiner signifikanten Verdnderung. Die Zytokine IL-13, IL-10
und TARC waren in unseren Versuchen nicht detektierbar.

Zusammenfassend liel3 sich also in der Expression von PRRs kein Unterschied
zwischen den beiden Zellreihen beobachten. Die basale Produktion von IL-6 und
IL-8 war bei CFBE-Zellen jedoch hoher als bei HBE-Zellen. Die Infektion mit Pilz-
bestandteilen fuhrte zu keinen signifikanten Veranderungen.

Unsere Ergebnisse stimmen damit nur teilweise mit bisherigen Forschungser-
gebnissen zur angeborenen Immunreaktion und Pilzinfektionen bei Mukoviszi-
dose Uberein. Zur genaueren Beleuchtung und Interpretation der Ergebnisse sind
weitere Untersuchungen zur Immunreaktion auf Pilzerreger bei Mukoviszidose

notig.
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