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Einleitung

1. Einleitung

Schimmelpilze sind ein natirlicher Teil unserer belebten Umwelt. Sie sind
eukaryontische Lebewesen und zeichnen sich, anders als beispielsweise Bakterien,
durch das Vorhandensein eines echten Zellkerns aus, die DNA wird also von einer
Membran umgeben. Den benétigten Energiebedarf decken die Pilze durch den Abbau
organischer Substanzen, ein Vorgang der als Heterotrophie bezeichnet wird.

Es gibt ungefahr 100.000 bis 250.000 verschiedene Arten von Pilzen, doch nur etwa 50
Arten rufen beim Menschen Erkrankungen hervor. Ein saprophytisch lebender Vertreter
ist der Pilz der Gattung Aspergillus. Dieser ist in der Lage, in verschiedenen Organen
des menschlichen Korpers zu gedeihen und dort parasitar gefahrliche Mykosen zu

verursachen (Ainsworth, 1966).

1.1. Aspergillus fumigatus

1.1.1. Morphologie und Taxonomie

Die Spezies Aspergillus fumigatus wurde das erste Mal 1863 von Johann Baptist Georg
Wolfgang Fresenius beschrieben. A. fumigatus ist ein ubiquitar vorkommender
Schimmelpilz. Seine natlrliche Nische ist der Boden, wo er sich von organischem
Material ernahrt (Mullins et al., 1976). A. fumigatus siedelt sich auch haufig au3erhalb
dieses Lebensraumes an, wie z.B. in Nassbereichen, feuchten Wanden und Kellern,
defekten Bellftungssystemen oder Topfpflanzen. Charakteristisch fir seine Morphologie
sind seine grinen echinulaten Sporen, auch Konidien genannt, die es dem Pilz
ermoglichen, auch in schlechten Umweltbedingungen zu Uberleben. Sie haben einen
Durchmesser von 2-3 uym und entstehen als lange Sporenketten an den Konidiophoren
(Latge, 1999). Die Konidiophoren werden aus einer Fullzelle gebildet, die dem
Nahrmyzel entspringt und dienen der Fortpflanzung des Pilzes. Bei A. fumigatus sind
diese etwa 500 pm lang und erzeugen am Ende ein birnenformiges Blaschen
(Konidiophorenvesikel). Diesem Vesikel sitzen nach allen Seiten hin Konidien-bildende
Phialiden auf (siehe Abbildung 1).

Den Namen A. fumigatus (,rauchender Aspergillus®) verdankt dieser Schimmelpilz wohl
der starken ,Rauchentwicklung“ beim Ablésen der Sporen von den Konidiophoren. Jede
Konidiophore ist in der Lage, Tausende von Sporen zu bilden, die durch leichte
Luftbewegungen abgeldst werden und so in die Umwelt gelangen, wo sie Uber grolRe

Entfernungen hinweg transportiert werden konnen (Reif3, 2006).
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Aspergillus-Arten sind allgemein Warme liebend, so kann A. fumigatus noch bei
Temperaturen von bis zu 55 °C wachsen und bis zu Temperaturen von 70 °C Uberleben
(Raper und Fenell, 1965).

Schimmelpilze werden den Klassen der Zygomycetes, der Ascomycetes und
Deuteromycetes (Fungi Imperfecti) zugeordnet. Da bis heute flr A. fumigatus keine
sexuellen Fortpflanzungsstadien gefunden wurden, wird er zur kinstlichen Gruppe der

Deuteromycota (Fungi Imperfecti) gezahlt (Samson, 1999).

Konidien

Phialiden
Konidiophore<

FuBzelle

Nihrmyzel <
:[10—20le

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Morphologie von A. fumigatus
(Schwienbacher, 2005).

1.1.2 Lebenszyklus

Der Lebenszyklus beginnt mit der Auskeimung ruhender Sporen (siehe Abbildung 2).
Sporen bilden bei Aspergillus-Infektionen das infektiose Agens.

Fur die Auskeimung der ruhenden Sporen ist die Anwesenheit von Zuckern,
Aminosauren und anorganischen Salzen notwendig (Carlie, 2006). Bei der Auskeimung
kommt es zu einer Reihe von metabolischen Aktivitdten im Inneren der Zelle, wie z.B.
dem Zellwandumbau, der Proteinbiosynthese und dem Abbau des Reservezuckers
Trehalose (Schmit und Brody, 1976, d'Enfert und Fontaine, 1997).

Ist die Auskeimung ausgeldst, beginnt das Anschwellen der Sporen (isotropes

Wachstum) und es kommt zu einer Umorganisation der Zellwand (Griffin, 1994). Wenige
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Stunden spater erscheinen die ersten Keimschlduche, die durch ein polarisiertes
Wachstum gekennzeichnet sind. Dieses Wachstum fihrt zur Hyphenbildung und
letztendlich zur Myzelbildung. Bei direktem Kontakt zur Luft wachsen manche

Verzweigungen zu einer Konidiophore heran, die dann wiederum Konidien abschnuren.

angeschwollene
Konidien

ruhende 5
Konidie

auskeimende Konidie

R T mit Keimschlauch
. 4]
; I s 4

Konidiophore mit Phialiden
und Konidien

Abbildung 2: Lebenszyklus von A. fumigatus (schematische Darstellung). Die von den
Phialiden gebildeten Konidien kénnen durch die Luft in die Umwelt gelangen. Mit dem
Vorhandensein von geeigneten Nahrstoffen und anderen Faktoren, wie z.B. Wasser,
schwellen die Konidien an und bilden schlieBlich Keimschlauche, die zu einer Hyphe
heranwachsen. Viele Hyphen bilden das Myzel. Es kommt nun schlieBlich zur Myzel- und
Konidiophorenbildung, deren Phialiden bilden dann wiederum die nachste Generation von
Konidien.

1.1.3. Sporenhiille und Zellwand

A. fumigatus-Sporen besitzen eine aulere proteinreiche Schicht, die als ,Rodlet-
Struktur® bezeichnet wird (Paris et al., 2003). Diese ,Rodlet-Struktur” findet sich auch bei
anderen Pilzen, sie ist stark hydrophob (Wosten und de Vocht, 2000) und besteht
hauptsachlich aus Hydrophobin A und Hydrophobin B (Paris et al., 2003). Die
Hydrophobinschicht stellt einen Schutz des Pilzes gegen schadigende Umwelteinfliisse
und auch gegen die Zellen des Immunsystems dar. Die Hydrophobinschicht besteht nur
bei ruhenden Sporen, welche einen Durchmesser von 2-3 um besitzen. Die

baumrindenahnliche ,Rodlet-Struktur® wird aber im Zuge des Auskeimungsprozesses
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abgeworfen (Rohde et al., 2002). Mutante Konidien mit einer Deletion des rodA-Gens,
das eine essentielle Komponente der ,Rodlet-Struktur® kodiert, erwiesen sich als
weniger resistent gegenlber Alveolarmakrophagen (Paris et al., 2003). A. fumigatus-
Sporen besitzen unter ihrer ,Rodlet-Struktur® eine Zellwandstruktur, die wahrend des
Anschwellvorgangs zum Vorschein kommt (Tronchin et al., 1995). Dieser Vorgang ist
ein wesentlicher Schritt im Germinationsprozess und kann auch innerhalb von
Makrophagen passieren (Philippe et al., 2003). Angeschwollene Sporen besitzen einen
Durchmesser von ungefahr 5 ym und verfligen Uber eine glatte Oberflache (Rohde et
al., 2002). Die Oberflachenstruktur ahnelt denen der Hydrophobin A-Mutante und der
pksP-Mutante (Jahn et al., 2000; Paris et al., 2003), die im Verlauf dieses Abschnittes
noch naher erlautert wird.

Die Zellwand von A. fumigatus ist eine komplexe Struktur, die aus Polysacchariden
besteht (Latge et al., 1993). Das haufigste Polysaccharid in der Zellwand ist 3 1-3
Glucan, das sozusagen als Anker anderer Polysaccharide wie Galactomannan und
Chitin dient (Yuen et al., 2001). Die komplexe Zusammensetzung der Sporenzellwand
ist bis jetzt noch nicht vollstandig geklart (Bernard und Latge, 2001).
Elektronenmikroskopische Studien haben aber gezeigt, dass sich gewisse
Oberflachenmolekile in den ersten 10-20 ym der Keimlinge zu finden sind, aber nicht
auf Hyphen. Dies bedeutet, dass A. fumigatus seine Oberflache wahrend des
Auskeimungsvorgangs verandert.

Die Sporen schitzen A. fumigatus vor schadlichen Umwelteinflissen. Es ist bereits seit
langerem bekannt, dass A. fumigatus-Sporen Pigmente, sogenannte Melanine,
besitzen, die zu diesem Schutz beitragen (Langfelder et al., 2003). Die genaue
Lokalisation dieses Pigments ist noch nicht genau bestimmt. Man weiss jedoch, dass es
Bestandteil der Zellwand ist, welches oft als distinkte und genau abgegrenzte
AuBlenschicht erkannt wird. Einige Melanine werden sogar in Assoziation mit der
fibrillaren Matrix gefunden, die aus den Zellen einiger Pilze austreten (Langfelder et al.,
2003). In der Vergangenheit nahm man an, dass Melanine lediglich als Schutz vor
heilen Sauren und Basen, UV-Strahlung und auch extremen Temperaturen dienen
(Casadevall et al., 2000). Heute weil® man, dass die Melanin-Synthese auch als einer
von mehreren Virulenzfaktoren von A. fumigatus angesehen werden kann (Kwon-Chung
et al., 1982; Wheeler und Bell, 1988; Jacobson, 2000; Hamilton und Gomez, 2002;
Langfelder et al., 2003). A. fumigatus-Sporen produzieren ein blau-griines Pigment,
welches flir seine Produktion den Dihydroxynaphtalene (DHN-) Pathway verwendet.
Zwei Gene, die an der Biosynthese von Dihydroxynaphtalen-Melanin beteiligt sind, alb1
(kodiert fur eine Polyketid-Synthase) und arp1 (kodiert fur eine Scytalone-Dehydratase),
sind kloniert worden (Tsai et al., 1997; Tsai et al., 1998, Tsai et al., 1999; Watanabe et
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al., 2000). Einige Studien belegen, dass Sporen, die dieses Pigment aufgrund eines
Defekts des Polyketide Synthase Gens pksP nicht besitzen, eine reduzierte Virulenz im
Mausmodell zeigen (Jahn et al., 1997; Tsai et al., 1997, Tsai et al., 1998, Langfelder et
al., 2003).

1.1.4. Medizinische Relevanz

Insgesamt kennt man etwa 180 in der Umwelt vorkommende Aspergillus-Arten
(Samson, 1999). Davon ist die Art Aspergillus fumigatus fir ungefahr 90 % aller
Aspergillus-Infektionen verantwortlich (Denning, 1998; Latge, 1999).

A. fumigatus ist in der Lage, sowohl Allergien als auch schwere Infektionen auszul6sen.
Zu den allergischen Erkrankungen, von denen auch immunkompetente Menschen
betroffen sein kdnnen, gehdren Asthma, allergische Sinusitis und die allergische
Alveolitis. In diesen Fallen kommt es allerdings nicht zu einer Kolonisierung des Wirtes,
und als Therapie reicht oft die Vermeidung des Kontakts mit A. fumigatus.

Als wesentlich dramatischer anzusehen sind dagegen die allergische bronchopulmonale
Aspergillose (ABPA), das Aspergillom (Pilzball) und die invasive Aspergillose (I1A). ABPA
ist die schwerwiegendste allergische Lungenkomplikation, die durch A. fumigatus
verursacht werden kann. Sie tritt meist bei Personen auf, die an atopischem Asthma und
cystischer Fibrose leiden (Basich et al., 1981; Krasnick et al., 1995; Kataoka et al.,
2002). Das Aspergillom wird aufgrund seiner Erscheinungsform haufig auch als
"Pilzball" bezeichnet.

Nach akuten Krankheiten, wie z.B. Tuberkulose, kann es zu einer Infektion und
Wucherung von Schimmelpilzmyzel in den krankheitsbedingten Hohlungen des
Atemtraktes kommen sowie in den Nasennebenhohlen, Stirnhohlen oder anderen
Erweiterungen des Atemtraktes. Das Schimmelpilzgeflecht wachst zu einer kugeligen
Struktur, hallt sich in eine Eiwei3schicht ein und bildet Sporen an der Oberflache aus,
welche sich weiter verteilen kénnen.

Die ABPA und das Aspergillom treten meist in immunkompetenten Personen auf,
wohingegen die IA hauptsachlich bei immunsupprimierten Patienten zu beobachten ist
(Denning, 1998).

Das Auftreten invasiver Mykosen hat in den letzten beiden Jahrzehnten erheblich
zugenommen (Beck-Sague und Jarvis, 1993; Latge, 1999; Edmond et al., 1999). In
Europa sind die klinisch wichtigsten opportunistischen Mykosen Aspergillus- und
Candida-Infektionen. Die Anzahl invasiver-Aspergillose-Patienten vervierfachte sich
zwischen 1987 und 1999 (Latge, 1999). Zurickzufihren ist dies auf die steigende Zahl

von Patienten mit Immundefizienz, verursacht durch Chemotherapie oder
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Infektionskrankheiten wie HIV. Die invasive Aspergillose ist die vorherrschende und
schwerste Form der Aspergillosen in immunsupprimierten Patienten (Denning, 1998;
Latge, 1999).

Bei der invasiven Aspergillose kommt es — wie auch bei anderen Mykosen — anfangs
lediglich zu einem Wachstum des Pilzes innerhalb der Atemwege. Anschliel3end nimmt
die Erkrankung einen invasiven Verlauf, welcher zur Infiltrierung von Parenchymen, der
Penetration von anatomischen Barrieren sowie zur Invasion von BlutgefalRen mit

nachfolgender hamatogener Streuung des Erregers flhrt (Reichard et al., 1995).

1.1.5. Diagnostik und Therapie

Oberstes Gebot einer erfolgreichen Therapie aller Aspergillus-assoziierten
Erkrankungen ist die frihzeitige Erkennung. Die spate Diagnose einer invasiven
Aspergillose ist verbunden mit einer Sterblichkeitsrate von 80 %. Dagegen fihrt die
frihe Diagnose und die rechtzeitige Initilerung einer aktiven Therapie zur Senkung der
Sterblickeitsrate auf 29 % (Herbrecht et al., 2002).

Ein groRes Problem ist die Tatsache, dass die meisten Patienten nicht alle
Krankheitssymptome aufweisen bzw. sie nicht alle zur selben Zeit erfiillen (Greenberger
und Patterson, 1987; Greenberger et al.,, 1993). Hinzu kommt, dass zuverlassige
Nachweisverfahren, gerade fiir eine invasive Aspergillose, derzeit noch nicht auf dem
Markt sind bzw. noch nicht etabliert worden sind. Es existieren zwar einige Tests, wie
z.B ein ELISA-Test zur Bestimmung von Antikérpern gegen Galactomannan der
Pilzzellwand sowie ein weiterer Test zum Nachweis von 3 1-3 Glucan. Die Anwesenheit
von 3 1-3 Glucan in der Zellwand von anderen klinisch relevanten Pilzen wie z.B.
Candida albicans, Pneumocystis jiroveci und Fusarium sowie das Vorhandensein in
anderen Organismen limitiert die Bedeutung des letztgenannten Assays in der
spezifischen Diagnose einer Aspergillose (Roilides, 2006).

Ein weiteres Problem bei der Behandlung einer invasiven Aspergillose ist die Tatsache,
dass Aspergillus zu den Eukaryonten gehért und somit einige Ahnlichkeiten mit den
biologischen Prozessen in menschlichen Zellen bestehen. Deshalb sind die meisten
Medikamente schadlich, wenn sie fir eine langerfristige Therapie eingesetzt werden
(Odds et al., 2003). Zurzeit stehen fur die Behandlung einer invasiven Aspergillose die
zwei Antimykotika Amphotericin B und Itraconazol zur Verfigung.

Das Polyenmakrolid Amphotericin B greift Ergosterol, einem Bestandteil der
Pilzzellmembran, an und flhrt so zu Stérungen der Membranfunktion. Bleibt diese
Therapie ohne Erfolg, wird haufig auf Itraconazol zuriickgegriffen. Die Wirksamkeit ist

ahnlich gut wie bei Amphotericin B (Denning et al., 1989).
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Itraconazol, ein Triazol mit breiten antifungalen Wirkspektren, hemmt Cytochrom P-450-
abhangige Enzyme, verhindert so die Ergosterolsynthese und fihrt zu
Membranfunktionsstérungen der Pilzzelle (Denning et al., 1989). In vitro wurden mit
Amphotericin B und Itraconazol gute Ergebnisse erzielt, in vivo ist jedoch der Erfolg nur
sehr gering, was auch die hohe Sterblichkeitsrate von Patienten mit invasiver
Aspergillose erklart (Latge, 1999). Neben den altbekannten Wirkstoffen Amphotericin B
oder ltraconazol sind vor kurzem Voriconazol (Azole) und Caspofungin (Kandine) fur
eine Therapie eingesetzt worden (Jeu et al., 2003). Kandine hemmen die 3 1-3 Glucan-
Synthase, wodurch die Pilzzellwand nicht vollstandig gebildet werden kann.

In den letzten Jahren lag auch der Focus immer mehr auf der Immuntherapie. Erst
kirzlich ist es Torosantucci im Tiermodell gelungen, mit Hilfe von Immunisierung mit 3-1
3 Glucan der pilzlichen Zellwand, Mause vor einer Aspergillus-Infektion zu schitzen
(Torosantucci et al., 2005). Diese Versuche stehen jedoch erst am Anfang und es muss
sich zeigen, ob sie sich auf eine erfolgreiche Therapie beim Menschen Ubertragen

lassen.

1.2. Das Immunsystem

Die Aufgabe des menschlichen Immunsystems ist es, eindringende Mikroorganismen zu
bekdmpfen. Das Immunsystem hoéherer Vertebraten gliedert sich in zwei Hauptsysteme,
die angeborene Immunitat (,Innate immunity“) und die erworbene Immunitat (,adaptive
immunity“) (Medzhitov und Janeway, Jr., 1997).

Das angeborene Immunsystem ist phylogenetisch verwandt und es existiert
wahrscheinlich in allen multizelluldren Organismen, wohingegen das erworbene
Immunsystem wahrscheinlich 500 Millionen Jahre alt ist und nur in Vertebraten
gefunden wird. Diese zwei verschiedenen Arme benutzen zwei sehr unterschiedliche
Systeme, um einen Erreger zu bekdmpfen. Die angeborene Immunitat beruht auf einem
Satz von keimbahnkodierten Rezeptoren, die in einer Vielzahl von Zellen exprimiert
werden — insbesondere Effektorzellen wie Makrophagen und Neutrophile — so wie auch
Oberflachenepithelzellen, die sich an den physikalischen Barrieren zur Umwelt befinden.
Im Gegensatz hierzu verwendet die adaptive Immunantwort ein gro3es Repertoire von
Rezeptoren, die von rekombinierenden Genen codiert werden.

Obwohl die Erforschung der angeborenen Immunitat bis ins 19 Jahrhundert
zurlickreicht, als Elie Metchnikoff seine ersten Beobachtungen an der Phagozytose
einer Seesternlarve im Jahre 1884 machte, wissen wir heute noch nicht alles Uber die
molekularen Mechanismen der angeborenen Immunitat und Uber die daran beteiligten

Rezeptoren (Medzhitov und Janeway, Jr., 2000b).
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1.2.1. Die Phagozytose

Zellen haben eine Reihe an Strategien entwickelt, um Partikel und Flissigkeiten
aufzunehmen. Zu nennen sind die Pinozytose, die Rezeptor-abhangige Endozytose und
die Phagozytose (Aderem und Underhill, 1999). Die Phagozytose ist ein wichtiger
Bestandteil der angeborenen Immunitdt und nimmt eine zentrale Rolle bei der
Bekampfung eines Mikroorganismus ein. Makrophagen und neutrophile Granulozyten
sind als professionelle Phagozyten bekannt und sind sehr effizient in der Aufnahme von
Partikeln (Aderem und Underhill, 1999). Um zwischen fremd und eigen unterscheiden
zu koénnen, haben Makrophagen eine Reihe an Rezeptoren entwickelt, die die
konservierten Strukturen eines Erregers erkennen (siehe 2.2) (Aderem und Underhill,
1999). Professionelle Phagozyten haben als Aufgabe, den eingedrungenen
Mikroorganismus in einem Membran-gebundenen Kompartiment einzuschlielen, das
als Phagosom bezeichnet wird. Diese phagozytische Aktivitat bendtigt die
Zusammenlagerung von Aktinmonomeren zu Aktinflamenten. Diese befinden sich unter
der Plasmamebran und sind an der Kontaktstelle mit dem phagozytierten Partikel
lokalisiert (Greenberg et al., 1990; Aderem und Underhill, 1999). Neben der Eigenschaft
Partikel zu internalisieren, haben Makrophagen und neutrophile Granulozyten
bestimmte Granula, die sogenannten Lysosomen. Sie enthalten Enzyme, Proteine und
Peptide. Durch das Verschmelzen von Phagosom mit einem oder mehreren Lysosomen
entsteht das Phagolysosom. Hier wird der Inhalt des Lysosoms ausgeschittet und der
Erreger kann zerstort werden (Frank und Fries, 1991). Bei der Phagozytose erzeugen
professionelle Phagozyten eine Menge an weiteren toxischen Produkten. Zu ihnen
gehoren Wasserstoffperoxid (H.O,), Superoxidanionen (O2-) und Stickstoffoxid (NO).
Erzeugt werden diese toxischen Produkte u.a. von lysosomalen NADPH-Oxidasen
wahrend eines Prozesses, den man als respiratorische Entladung (,respiratory burst®)
bezeichnet (Cooper, 1985).

1.2.2. Einteilung der ,,Pathogen Recognition Receptors (PRRs)“

Gelingt es einem Krankheitserreger in den Wirtsorganismus einzudringen, wird dieser
durch die unmittelbare angeborene Immunreaktion mit Hilfe von Makrophagen,
neutrophilen Granulozyten, antimikrobiellen Peptiden und dem Komplementsystem
bekadmpft (Aderem und Underhill, 1999). Hierzu muss jedoch der Erreger vom
Immunsystem erkannt werden. Die angeborene Immunitat verfiigt aber nur Uber eine
begrenzte Anzahl an genetisch festgelegten Rezeptoren. Dem steht die sehr

heterogene und zahlenmaRig auflerst umfangreiche Gruppe der Krankheitserreger
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gegenuber, die zudem meist noch eine hohe Mutationsrate aufweisen. Daher ist ein
wichtiges Prinzip der angeborenen Immunitat, nicht jedes mdgliche Antigen, sondern
nur wenige, hoch konservierte Antigenstrukturen zu erkennen (Medzhitov und Janeway,
Jr., 2000a). Diese durch den kirzlich gepragten Terminus ,pathogenassoziierte
molekulare Muster” (,pathogen associated molecular patterns®, PAMPSs) bezeichneten
Molekiile sind beispielsweise das Lipopolysaccharid (LPS), Peptidoglykane (PG),
Lipoteichonsauren (LTA), Mannane, Glykane, bakterielle DNA und doppelstrangige RNA
(Aderem und Ulevitch, 2000, Medzhitov und Janeway, Jr., 2000a) und R-Glucan
(Schroder et al., 2000). Diese Strukturen sind chemisch sehr unterschiedlich, weisen
aber bestimmte Gemeinsamkeiten auf: Sie werden nur von Mikroorganismen und nicht
vom Wirt gebildet, sie sind essentiell fir die Pathogenitat oder das Uberleben des
Mikroorganismus und sie kommen bei einer groRen Anzahl der Pathogene vor
(Hoffmann et al., 1999, Medzhitov et al., 2000a). Die Rezeptoren des angeborenen
Immunsystems, die PAMPs erkennen, werden als mustererkennende Rezeptoren
(,pattern recognition receptors®, PRRs) bezeichnet und werden u.a. auf verschiedenen
antigenprasentierenden Effektorzellen wie Makrophagen, dendritischen Zellen und B-
Zellen exprimiert (Janeway, Jr., 1989; Medzhitov und Janeway, Jr., 1997). Zu den
derzeit bekanntesten Rezeptoren gehdéren die Toll like Rezeptoren, die die
unterschiedlichsten PAMPs wie z.B. LPS gram negativer Bakterien, Flagellin, Zymosan
und virale Erreger erkennen (siehe Abbildung 3). Gordon Brown unterscheidet einmal
die ,TLR-PRR* (siehe Tabelle 1) und die ,non TLR-PRR* (Brown, 2006). Die ,non TLR*-
Rezeptoren, zu denen z.B. die Komplementrezeptoren, Pentraxin und noch viele weitere
zahlen (siehe Tabelle 1), unterteilt er in drei weitere Kategorien: abhangig von ihrer
Lokalisierung in der Zelle, ob sie in Gewebs- oder Serumflussigkeit vorkommen oder ob
sie sich in der Membran oder im Zytoplasma befinden. Diese unterteilt er wiederum
abhangig von Struktur und Funktion. In Tabelle 1 sind einige PRR-Rezeptoren
aufgefuhrt. Leukozyten nutzen zellgebundene Rezeptoren, um den Pathogen direkt zu
erkennen (nicht opsonisierte Erkennung), und losliche Rezeptoren flir eine indirekt
»opsonisierte“ Erkennung. Nach der Erkennung steuern einige PRRs die Aufnahme des
Mikroorganismus durch den Aktin-abhangigen Prozess, der Phagozytose (Brown,
2006). Der Mechanismus, den sich solche Rezeptoren wie z.B. die TLR (Doyle et al.,
2004; Blander und Medzhitov, 2004), die Mannoserezeptoren (Ezekowitz et al., 1990),
die Komplementrezeptoren (Brown, 1991), Scavanger Rezeptoren (Elomaa et al., 1995;
Peiser et al., 2000) und Dectin-1 (Herre et al., 2004b) zu eigen machen, scheint sehr
speziell zu sein und wurde noch nicht genau charakterisiert (Brown, 2006). Im
Folgenden werden einige PRRs, die fur die Erkennung von A. fumigatus relevant sind,

naher beschrieben.
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Tabelle 1: Einteilung der ,,non-TLR Pattern Recognition Receptors“ (modifiziert nach
Brown et al., 2006)

Familie Mitglieder Einige Mikroorganismen
oder
Serum oder Gewebsfliissigkeit
Komplementrezeptoren C3, C1q
, Listeria

monocytogenes, Legionella
pneumophilia, Escherischia
Coli, HIV

Kollektine SP-A, SP-D, MBL Aspergillus fumigatus
Cryptococcus neoformans,
Candida albicans, Influenza
A Virus, Herpes simplex

virus, HIV,

Pentraxin PTX3, SAP, CRP , C. albicans,

Membran

Klassische C-Typ-Lektine Mannose Rezeptor, DC- C. albicans, HIV

SIGN, L-SIGN

Nicht-klassische C-Typ Dectin-1 A. fumigatus, C. albicans,

Lektine Coccidioides posadasii,
Saccharomyces cerevisiae,
C. albicans,

Cytoplasma

NLR NOD1, NOD 2 , Shigella
flexneri

Abkiurzungen: MBL= Mannose-bindendes Lektin; PTX3= Pentraxin, SAP= Serum Amyloid
Protein; CRP= C-reaktives Protein

1.2.3. Die Toll-like Rezeptoren (TLR)

1.2.3.1. Entdeckung von Toll

Zu den bekanntesten PRRs, welche mit Hilfe von Signaltransduktionskaskaden die
angeborene Immunitat aktivieren, zahlt die Familie der Toll-like Rezeptoren. Entdeckt
wurde der Rezeptor Toll 1984 in der Fruchtfliege Drosophila melongaster. Drosophila
Toll wurde als Genprodukt identifiziert, welches die Kontrolle der dorso-ventralen Achse
wahrend der Embryogenese steuert (Anderson und Nusslein-Volhard, 1984). Dass es
einen Zusammenhang zwischen Toll und der Immunabwehr gibt, erkannte man erst viel
spater. Durch die Entdeckung von Homologien zwischen dem Drosophila-Signalweg
und dem IL-1 Signalweg in Sdugetieren konnte der Zusammenhang zwischen Toll und
dem Immunsystem dieser Fliegen hergestellt werden. Toll und IL1-Rezeptor besitzen
eine homologe Domane, die sogenannte TIR Domane (,Toll IL1-Rezeptor Domane). Die

Bedeutung von Toll flir das Immunsystem der Fruchtfliege wurde mit einer Toll-
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mutanten Fruchtfliege bewiesen. Diese starb viel schneller an einer Infektion mit A.

fumigatus als der Wildtyp (Lemaitre et al., 1996).

1.2.3.2. Toll-like Rezeptoren der Wirbeltiere

Erst dreizehn Jahre spater hat man in Wirbeltieren Homologe zu den Toll Proteinen aus
Drosophila gefunden, die Toll-like Rezeptoren genannt wurden (Medzhitov und
Janeway, Jr., 1997). Medzhitov und seine Mitarbeiter fanden im Jahre 1997 das erste
humane Toll-Homolog, welches spater als TLR4 benannt wurde. Er und seine Kollegen
zeigten, dass konstitutiv aktive TLR4-Mutanten NFkappaB-abhangige Gene flr
verschiedene Zytokine und kostimulierende Moleklle aktivieren, und bewiesen so deren
Bedeutung flr die angeborene Immunitat (Medzhitov et al., 1997). Es dauerte aber nicht
lange, bis weitere humane Toll-like Rezeptoren identifiziert und deren Homologie zu
Drosophila Toll und der IL-1 Rezeptor Familie aufgezeigt wurden. Diese TLRs sind
transmembrane Proteine mit Leucin-reichen extrazellularen Domanen (,leucin-rich
repeats”), die wahrscheinlich die Ligandenerkennung vermitteln (Chaudhary et al., 1998;
Rock et al., 1998).

Inzwischen wurden 11 Mitglieder der TLR-Rezeptoren in Saugern identifiziert, wobei
TLR10 bisher nur im humanen System nachgewiesen werden konnte und TLR11 nur im
murinen (Zhang et al., 2004). Jeder dieser Toll-like Rezeptoren bindet spezifisch
konservierte Strukturen verschiedener Pathogene (Medzhitov et al., 2000b; Takeda et
al., 2003a). Abbildung 3 gibt einen Uberblick Uber einige der bisher identifizierten

spezifischen Liganden einiger Toll like Rezeptoren.
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Abbildung 3: Toll-like Rezeptoren 1-11 und ihre Liganden
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Eine Vielzahl der durch TLR2 erkannten Strukturen wird unter anderem durch Bildung
von Heterodimeren mit anderen Rezeptoren erreicht: So interagiert TLR2 mit TLR6 zur
Erkennung von PGN und Zymosan (Ozinsky et al., 2000), wahrend TLR1/TLR2-

Heterodimere z.B. I6slichen Faktoren aus N.meningitidis erkennen (Wyllie et al., 2000)

1.2.3.3. Die MyD88-abhangige Signaltransduktionskaskade

Der Signalweg der Toll-like Rezeptoren wurde zuerst im Zusammenhang mit der
Zellstimulation durch IL-1 charakterisiert. Die ,klassische“ Signaltransduktionskaskade
wurde anhand von TLR4 aufgedeckt und zeigt Ahnlichkeiten mit der Toll-Signalkaskade
in Drosophila (Medzhitov et al., 1998). In Abbildung 4 ist dieser Weg dargestellt und wird
auch im weiteren Textverlauf erlautert. Bei der intrazellularen
Signaltransduktionskaskade flihren unterschiedliche Protein-Protein-Interaktionen,
Konformationsanderungen und Phosphorylierungen von und durch Proteinkinasen zur
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und damit zur Transkription der fir eine
immunologische Antwort wichtigen Gene. Das zentrale Adaptorprotein der meisten TLR
ist der ,myeloid differentiation factor® (kurz: MyD88). Dieses losliche Protein besitzt
ebenfalls eine TIR Domane, die mit der intrazellularen TIR Doméane des TLR assoziiert.
Mithilfe der Todesdomane interagiert das gebundene Adaptorprotein mit einer anderen
Todesdomane in einer Serin/Threonin Kinase, der sogenannten ,lL-IR-associated
kinase® (kurz: IRAK) (Muzio et al., 1997, Muzio et al., 1998). Diese 16st eine Kinase-
Aktivierungskaskade aus, wodurch die beiden Kinasen IkkA und Ikk3 aktiviert werden
und ein Dimer bilden (Ikk), welches das inhibitorische Protein IkB phosphoryliert. Dieses
Protein ist im Zytosol in einem Komplex mit dem Transkriptionsfaktor NFkB gebunden
und hemmt dessen Wirkung, indem es ihn dort festhalt. Wird IkB phosphoryliert,
diassoziiert es von diesem Komplex und wird rasch von Proteasomen abgebaut.
Nachdem IkB beseitig ist, dringt NFKB in den Zellkern ein und bindet an verschiedene
Promotoren. Durch diesen Prozess werden Gene aktiviert, die an der erworbenen
Immunantwort und der Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen beteiligt sind.
Dartber hinaus wird auch das Gen fir IkB aktiviert, sodass das Protein schnell
synthetisiert wird und das NFkB inaktiviert wird (Muzio et al., 2000, Medzhitov et al.,
2000b).
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Abbildung 4: MyD88-abhédngige Signaltransduktionskaskaden der Toll like Rezeptoren.

1.2.3.4. Die MyD88-unabhangige Signaltransduktionskaskade

Wie schon weiter oben beschrieben, ist der MyD88-abhangige Signalweg essentiell flir
die Produktion von proinflammatorischen Cytokinen. In MyD88-defizienten Zellen ist
nach der Stimulation der Toll like Rezeptoren keine oder eine nur sehr schwache
Aktivierung vorhanden. Es konnte aber gezeigt werden, dass bei einer TLR4-
vermittelten Stimulation durch LPS eine zeitverzégerte Aktivierung von NFkB in MyD88-
defizienten Zellen moglich ist (Kawai et al., 2001). Dieses macht deutlich, dass es —
obwonhl die LPS induzierte Produktion von proinflammatorischen Molekulen von MyD88
abhangig ist — noch einen Signalweg geben muss, der im Falle von TLR4 unabhangig
von MyD88 eine proinflammatorische Antwort induziert. Der MyD88-unabhangige
Signalweg wurde bisher nur fur TLR4 und TLR3 beschrieben (Takeda und Akira,
2003b).
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1.3. Dectin-1, ein ,,non-TLR pattern recognition receptor*

Dectin-1 ist ein ,non-TLR pattern recognition receptor® der angeborenen Immunitat und
wurde 2001 entdeckt (Brown und Gordon, 2001). Dectin-1 erkennt I6sliches und
partikulares 3 1-3 und/oder 3 1-6 Glucan (Brown, G. D. und Gordon, 2001). Diese sind
Kohlenhydratpolymere mit immunmodulatorischer Aktivitdt, die hauptsachlich in der
Zellwand von Pilzen, aber auch einiger Pflanzen zu finden sind. Eine kurzlich publizierte
Studie belegt, dass Dectin-1 auch bei der Erkennung von Mykobakterien eine Rolle
spielt. Die Struktur, die aber in diesem Fall von Dectin-1 erkannt wird, ist noch nicht
bekannt (Yadav und Schorey, 2006). Dectin-1 ist ein Typ Il Transmembranrezeptor und
besitzt die typische Aminosduresequenz eines C-Typ Lektins (Ariizumi et al., 2000;
Willment et al., 2001; Sobanov et al., 2001). Urspriinglich nahm man an, dass Dectin-1
spezifisch auf dendritischen Zellen zu finden sei, woher der Name ,dendritic-cell-
associated C-type lectin-1“ auch stammt (Ariizumi et al., 2000). Heute weil3 man jedoch,
dass der Rezeptor auf vielen anderen Zelltypen, wie z.B. Makrophagen, Monozyten,
Neutrophilen und eine Reihe von T-Zellen, zu finden ist (Taylor et al., 2002). Der Aufbau
des Dectin-Rezeptors ist in Abbildung 5 zu sehen. Dectin-1 besitzt eine
Kohlenhydraterkennungsdomane (CRD), welche B-Glucan erkennt. Wie die Erkennung
Uber die CRD stattfindet, ist bis heute noch nicht aufgeklart (Brown, 2006). Die CRD
wird durch eine Stangelregion von der Transmembranregion getrennt, die in zwei
Splicevarianten in der Maus und im Menschen vorkommt (Brown, 2006).

Dectin-1 besitzt eine dem ,Tyrosine-based Activation Motif* ITAM-ahnliche Region, die
die Aminosauresequenz YXXL enthalt (Aderem et al., 1999). Dieses ITAM Motiv kann
phosphoryliert werden und eine eigene intrazellulare Signalkaskade ausldsen (Brown et
al., 2003; Gantner et al., 2003, Rogers et al., 2005). Der Dectin-1-Rezeptor ist das erste
Beispiel eines ,non-TLR", der seine eigene intrazellulare Signaltransduktionskaskade
auslésen kann. Nach der Bindung von 3 1-3 Glucan, wie z.B. Zymosan, ist Dectin-1 in
der Lage, die Produktion verschiedenster Zytokine und Chemokine freizusetzten,
eingeschlossen Tumornekrosefaktor (TNF), ,macrophage inflammatory protein 2°
(MIP2), Interleukin 2 (IL-2), Interleukin 10 (IL-10) und Interleukin 12 (IL-12) (Ariizumi et
al., 2000, Brown et al., 2002; Gantner et al., 2003; Steele et al., 2003; Rogers et al.,
2005). Er kann ebenfalls die respiratorische Entladung (,respiratory burst®) auslésen
(Gantner et al., 2003; Underhill et al., 2005) und die Aufnahme von Partikeln durch
Phagozytose vermitteln (Herre et al., 2004b; Underhill et al., 2005)
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Abbildung 5: Struktur des Dectin-1 Rezeptors. Dectin-1 ist ein Typ Il Transmembran-NK-
Zell-Rezeptor mit einer einzigen extrazelluliren C-Typ Lektin-dhnlichen Domane
(Kohlenhydraterkennungsdomane). Diese CRD wird durch eine Sténgelregion von der
Transmembranregion getrennt, welche in zwei funktionellen Isofomen im Menschen und
wahrscheinlich auch in der Maus vorkommt. Der cytoplasmatische Teil des Dectin-1
enthélt ein ,Immunoreceptor tyrosine based”“ ITAM-dhnliches Motiv, welches den
intrazelluldren Signalweg steuert (Brown, 2006).

1.3.1. Syk-abhangiger Signalweg von Dectin-1

Der Signalweg von Dectin-1 ist, wie bereits erwahnt, abhangig von dem ITAM-ahnlichen
Motiv, welches auch in anderen Rezeptoren, wie z.B. DAP12 (Lanier et al., 1998), FC
Rezeptoren (Van den Herik-Oudijk IE et al., 1995) und Lymphozyten Antigen-Rezeptor
Komplexen (Pitcher und van Oers, 2003) zu finden ist. Die traditionellen ITAM-
Sequenzen bestehen aus Tandem-Wiederholungen von YXXI/L Sequenzen (wobei X
eine beliebige Aminosaure darstellt; Y= Tyrosin, | = Isoleucin und L= Leucin) welche —
wenn es zur Ligandenbindung und zur Rezeptorzusammenlagerung kommt — durch Scr-
Kinasen Tyrosin-phosphoryliert werden. Dies fuhrt zur Aktivierung der ,Spleen
Tyrosinkinase“ (SYK) und zur Initierung einer Signaltransduktionskaskade, die die
Aktivierung von Zellen einleitet (u.a. Phagozytose) (Turner et al., 1995). Die
Abhangigkeit von Syk fir die Funktion von Dectin-1 ist limitiert und Zelltyp-spezifisch. In
Makrophagen ist gezeigt worden, dass Syk fur die respiratorische Entladung
(,respiratory burst®) bendtigt wird (Underhill et al., 2005). In dendritischen Zellen
hingegen hat Syk einen Einfluss auf die Phagozytose und ist essentiell fur die
Produktion von IL-2 und IL10 (Rogers et al., 2005).

Obwohl der cytoplasmatische Teil von Dectin-1 im Zuge der Ligandenbindung Tyrosin-

phosphoryliert wird, variiert die Sequenz der ersten distal gelegenen amino-terminalen
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Membran-Wiederholung von dem traditionellen ITAM-Motiv (YXXXI in der Maus ;
YXXXL im Menschen). Normalerweise werden zwei Phosphotyrosinreste bendtigt, um
eine Interaktion mit SYK zu ermdéglichen. Unerwarteterweise reicht die Phosphorylierung
des einen ITAM-Motivs aus, um eine Interaktion mit SYK zu ermdglichen (Underhill et
al., 2005; Rogers et al., 2005). Dies deutet darauf hin, dass es einen neuen und noch
unbekannten Signalweg der angeborenen Immunitat geben muss, der méglicherweise
auch von anderen PRR genutzt wird, die &hnliche einfache cytoplasmatische
Wiederholungssequenzen besitzen wie sie auch bei vielen Mitgliedern der C-Typ

Lektine gefunden werden (Cambi und Figdor, 2003).

1.3.2. Syk- unabhangiger (MyD88-abhangiger) Signalweg von Dectin-1

Es gibt einige Hinweise darauf, dass es, ausgehend von Dectin-1, einen Syk-
unabhangigen Signalweg geben muss (Brown, 2006). Es wird angenommen, dass
hierfir eine Zusammenarbeit mit TLR2 erforderlich ist. Mit Hilfe von Syk -/-
Makrophagen konnte gezeigt werden, dass die von Dectin-1 gesteuerte Produktion von
TNFa und IL12, Syk- unabhangig ist. Dies wurde auch fur dendritische Zellen erkannt
(Rogers et al., 2006). Wie allerdings der Detcin-1- und der TLR2-Signalweg miteinander
zusammenarbeiten, ist bisher noch ungeklart. Es wird jedoch angenommen, dass
Dectin-1 mit einer Kinaserekrutierung und einer daraus resultierenden TLR2

Phosphorylierung und Aktivierung beteiligt ist (Arbibe et al., 2000).

1.4. Eliminierung von A. fumigatus mit Hilfe der angeborenen Immunitat

Jeder Mensch atmet pro Tag mindestens einige hundert Aspergillus-Sporen ein
(Hospenthal et al., 1998). Die nicht-spezifische oder angeborene Immunitat spielt bei
der Abwehr des Wirtes gegen eine Infektion mit A. fumigatus die gréfte Rolle. Die
naturliche Immunitat besitzt drei Abwehrlinien gegen A. fumigatus. Die anatomischen
Barrieren bilden die erste Linie. Bleibt diese Abwehr erfolglos, kommen die humoralen
Faktoren und die phagozytierenden Zellen zum Einsatz (Schaffner et al., 1982).

Bei der anatomischen Barriere werden A. fumigatus-Sporen, die eingeatmet werden, mit
Hilfe der Zilien des mucosalen Epitheliums (Flimmerepithel) aus den Atemwegen
entfernt (siehe Abbildung 6). A. fumigatus hat jedoch einen Mechanismus entwickelt, mit
dem er diese Barriere Uberwinden kann. Er ist in der Lage, toxische Molekile zu
produzieren, wie z.B das Gliotoxin oder Proteasen, die das Epithel angreifen (Robinson

et al., 1990; Amitani et al.,1995). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass Sporen von
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Epithel- und Endothelzellen aufgenommen werden und diese selbst einen
Infektionsherd darstellen kénnen (DeHart et al., 1997; Thurston et al., 1979).

Gelangen die Sporen jedoch in die Lunge, so bilden Alveolarmakrophagen und
neutrophile Granulozyten nach den anatomischen Barrieren zwei unabhangige
Verteidigungslinien gegen eine A. fumigatus-Infektion (Schneemann und Schaffner,
1999). Mit Hilfe der Alveolarzelllinie MH-S konnte gezeigt werden, dass A. fumigatus-
Sporen phagozytiert und abgetdtet werden kénnen, aber einige Sporen auch in der
Lage sind, intrazellular auszukeimen (lbrahim-Granet et al., 2003). Neutrophile
Granulozyten sind ebenfalls in der Lage, Sporen aufzunehmen und abzutéten, falls
diese dem Makrophagenangriff entgangen sind (Sturtevant und Latge, 1992). lhre
Hauptaufgabe besteht allerdings in der Bekampfung von Pilzhyphen, welche flir eine
Phagozytose zu grol3 sind. Dabei fiihrt ein Angriff aus ROS kombiniert mit der
Entleerung von Granulaeinheiten zur Schadigung der Pilzhyphen (Levitz et al., 1986).
Die Erkennung von A. fumigatus in murinen Makrophagen erfolgt durch die Toll-like
Rezeptoren (TLR) 2 und 4 (Meier et al., 2003). Die Signaltransduktionskaskade, die
ausgeldst wird, resultiert unter anderem in einer Zytokin-Produktion, die der
Verteidigung gegen den eingedrungenen Organismus dient. Einige erst kurzlich
verdffentlichte Studien haben bewiesen, dass die TLRs nicht die einzigen PRRs sind,
die bei der Erkennung und Phagozytose von A. fumigatus und anderen Pilzen eine Rolle
spielen. Es wurde auch gezeigt, dass der dendritische-Zell-spezifische intrazellulare
.=adhesion molecule- 3-grabbing nonintegrin“-Rezeptor (DC-SIGN) die Bindung und
Internalisierung von A. fumigatus-Sporen durch dendritische Zellen steuert. DC-SIGN ist
ein Typll C-Typ Lektin und die Bindung von A. fumigatus-Sporen kann durch A.
fumigatus Galactomannan- und Mannanpraparationen aus anderen Pilzen blockiert
werden (Serrano-Gomez et al., 2004). Einige Studien belegen jedoch, dass Dectin-1
eine ganz entscheidende, wenn nicht sogar die wichtigste Rolle bei der Bindung,
Erkennung und Internalisierung von Pilzen (Brown, 2006) und méglicherweise auch von
A. fumigatus spielt. Dabei erkennt der Rezeptor 3 1-3 Glucan der pilzlichen Zellwand
(Herre et al., 2004a):

Die Veranderung der Oberflache (siehe 1.3), die zwangslaufig mit der Auskeimung einer
Spore verbunden ist, stellt ein Problem bei der Erkennung durch die angeborene
Immunitat dar. Es wird auch vermutet, dass A. fumigatus durch seine hydrophobe Hiille
eine Strategie entwickelt hat, dem Immunsystem zu ,entkommen*“ (Brown, 2006).

Neben diesen ,direkten Erkennungs- und Eliminierungsmechanismen gibt es noch eine
Reihe ,indirekter. Eine indirekte Erkennung korperfremder Bestandteile funktioniert in
der Regel Uber Opsonisierung. So wurde z.B. gezeigt, dass Surfactant Proteine eine
Rolle in der Abwehr von Pilzinfektionen spielen (Reid, 1998). So bindet SP-D und SP-A
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an A. fumigatus-Sporen (Allen et al., 1999) und steigert damit deren Phagozytose sowie
die Abtdtung durch Leukozyten und alveolare Makrophagen (Mason et al., 1998).
Pentraxin-3 (PTX3) ist ein I6slicher PRR, der an Galaktomannan auf der Oberflache von
A. fumigatus-Sporen bindet. PTX-Bindung resultiert in einer verstarkten
Phagozytoserate durch Alveolarmakrophagen und es zeigte sich, dass PTX-defiziente
Méause sehr anfallig fur eine A. fumigatus-Infektion sind (Garlanda et al., 2002).

In weiteren Studien wurden die humoralen Komponenten, also die Wechselwirkung von
Komponenten aus dem Serum mit A. fumigatus, untersucht. Es konnte gezeigt werden,
dass bei einer invasiven Aspergillose die Konzentration an Fibrinogen im Serum, das
A. fumigatus binden kann, ansteigt. Die genaue Rolle dieses Molekiils bei der Invasion
ist allerdings noch nicht geklart (Tronchin et al., 1995; Caillot et al., 1997). Das C-
reaktive Protein, ein Akute-Phase-Protein, das die Komplementkaskade auszulésen
vermag, kann A. fumigatus binden. Wahrscheinlich besitzen die verschiedenen
A. fumigatus-Germinationsstadien unterschiedliche Mechanismen, um die
Komplementkaskade auszulésen. Dies ist allerdings bisher nicht im Detail untersucht

worden.

Spore (2 - 3 pm)
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Abbildung 6: Infektionsweg von A. fumigatus-Sporen (Schwienbacher 2004).
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1.5. Zielsetzung der Arbeit

Die angeborene Immunitat spielt bei der schnellen Erkennung und Eliminierung von A.
fumigatus eine zentrale Rolle. Wie bereits erwahnt, ist die Phagozytose ein initialer
Schritt bei der Bekampfung von A. fumigatus durch Makrophagen und neutrophile
Granulozyten. Aus diesem Grund war das wichtigste Ziel dieser Arbeit, die Interaktionen
von murinen und humanen Makrophagen mit A. fumigatus genauer zu untersuchen.

Um die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen zu analysieren, musste eine Methode
etabliert werden, die die Quantifizierung der Phagozytose ermoglicht. Des Weiteren
sollte die Oberflache der A. fumigatus-Sporen analysiert werden und es sollte gezeigt
werden, welche Molekile (seitens des Erregers) und welche Rezeptoren (seitens des

Wirtes) fur eine erfolgreiche Phagozytose bendtigt werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben, wurden Chemikalien im Reinheitsgrad zur Analyse

.p.a.“ bzw. ,reinst* der Firmen Biomol, BioRad, Calbiochem, Difco, Fluka, Gibco, ICN,

Biomedicals, Merck, Roth, Serva und Sigma verwendet.

2.2. Geratenachweis

CO,-Brutschrank

Drehrad

Densitometer GS 800

Digitalkamera

Elektroporationsgerat

ELISA Reader

French-Press

Gelkammer

Klhlgerat

Luminometer

Magnetruhrer

Mikrobiologische Brutschranke

Mikroskope
Lichtmikroskop
Fluoreszenzmikroskop
Konfokales Lasermikroskop
Live Cell Mikroskop

Mikrowelle

Massenspektrometer

PCR Gerate

pH-Melgerat
Photometer
Schittler
Schuttelinkubator
Spannungsquelle
Sterilbank

Nunc

Bachofer

BioRad

Kodak

BioRad, Gene Pulser I
Tecan, Tecan Sunrise Reader
SLM-Aminco

BioRad, Mini Protean2
Thermo Haake
(Berthold Technologies)
Heidolph, MR 3001 K

Heraeus, function line

Zeiss, Axiovert 25

Leica, DM LB

Leica, TCS NT

Nicon Eclipse TE300 Lichtmikroskop
Privileg

Applied Biosystems, QStarXL

Biometra, T Gradient

Biometra, Personal Cycler

Mettler, Toledo 320

Pharmacia Biotech, Ultraspec 3000
GFL, 3014

B.Braun Biotech, Certomat HK
BioRad, Power pac 1000

Heraeus, Hera safe
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SpeedVac
Thermomixer
Ultraschall
Ultraschallbad

Ultrazentrifuge

Vortexer
Wasserbad

Zentrifugen

2.3.

Savant, Speed Vac Concentrator
Eppendorf

Labsonic M, Braun

Sonorex RK 100H, Bandelin

Du Pont Instruments, Sorvall
Optima LE-80, Beckman Coulter
Optima TL, Beckman Coulter

Scientific Instruments
GFL

Sigma 1-13, 1K15, 6K15

Heraeus, Megafuge 1.0R

Roth, Micro Centrifuge

2.3.1 Aspergillus-Stamme

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendeten Aspergillus- Stamme.

Verwendete Aspergillus-Stamme, Mausstamme und Zelllinien

Wildtyp-Stamm American Typ  Culture | Bezugsquelle

Collection
Aspergillus fumigatus ATCC 46645 Stdmme wurden von DSMZ
Aspergillus niger DSM 737 (Deutsche Sammlung von
Aspergillus terreus DSM 826 Mikroorganismen und
Aspergillus giganteus DSM 1146 Zellkulturen GmbH) bezogen.
Aspergillus nidluans DSM 820
Aspergillus oryzae DSM 1862

Aspergillus flavus

Stammsammlung des MvP

pksP-Mutante

fumigatus

Aspergillus

Axel Brakhage, Hannover

Rod A-Mutante

Sophie Paris, Institut

Pasteur, Paris
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2.3.2. Mausstamme

Tabelle 3: Mausstamme, die in dieser Arbeit verwendet wurden.

Zelllinien Alter Bezugsquelle

C3H/HeN 10 Wochen Charles River (Sulzfeld,
Deutschland)

C3H/HedJ 10-12 Wochen Carsten Kirschning, TU Minchen

C3H/HeN/TLR2-/- 10-12 Wochen Carsten Kirschning, TU Minchen

C3H/HeJ/TLR2-/- 10-12 Wochen Carsten Kirschning, TU Mudnchen

C57BL6 10-12 Wochen Charles River (Sulzfeld,
Deutschland)

C57BL6/TLR2-/- 10-12 Wochen Carsten Kirschning, TU Mlanchen

C57BL6/MyD88- 10-12 Wochen Carsten Kirschning, TU Munchen

C57BL6 Syk+ 10-12 Wochen Barbara Walzog, LMU Minchen

C57BL6 Syk- 10-12 Wochen Barbara Walzog, LMU Minchen

2.3.3. Primare Zellkulturen

In dieser Arbeit wurden humane und murine Primarzellen verwendet. Zum einen
humane Makrophagen, die aus peripheren Blutlymphozyten (PBLC) ausdifferenziert
wurden. Das Blut stammte von gesunden freiwilligen Spendern. Zum anderen wurden
murine Peritonealmakrophagen, die aus Peritoneallavage gewonnen wurden (siehe

2.10.1), und Alveolarmakrophagen (siehe 2.10.4) benutzt.

2.3.4. Zelllinien

Tabelle 4: Murine und humanen Zelllinien, die in dieser Arbeit verwendet wurden.

Zelllinien Stammnummer Bezugsquelle

P3-X63-Ag8.653 (,Ag8") ATCC TIB-132 DSMZ, Braunschweig

Murine Myelomzelllinie

J774.A1 (,J 774%) ATCC TIB-67 DSMZ, Braunschweig

Murine Makrophagen

MH-S ATCC CRL-2019 DSMZ, Braunschweig

Murine Alveolarmakrohagen

HEK293 ATCC CRL-1573 Carsten Kirschning, TU Minchen
A 549 ATTC CCL-185 Dr. Sven Hammerschmidt,
Humane Lungenepithelzellen Braunschweig
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24. Oligonukleotide

Tabelle 5: In der vorliegenden Arbeit verwendeten Oligonukleotide. Die Oligonukleotide
wurden von der Firma Metabion (Miinchen) bezogen.

Name Sequenz (5°- 37)

Hydrophobin B 5 | ATG AAG TTC CTC GCT GTT GT
(Rod B)

Hydrophobin B 3° | TTA GAT GAT AGA GTC GAG AG
(Rod B)

Hydrophobin B 5 | TTT GTC GAC ATG AAG TTC CTC GCT GTT GT
(Rod B) mit Sal-
Schnittstelle  (mit

Introns)

Hydrophobin B 3" | TTT TGC GGC CGC TTA GAT GAT AGA GTC GAG AG
(Rod B) mit Nod-
Schnittstelle

(mit Introns)

Hydrophobin B 5 | TTT GTC GAC GGT GTC GTC CAC CCT ACCTTC
(Rod B) mit Sal-
Schnittstelle

Hydrophobin B 3" | TTT TGC GGC CGC CGG TGA CGG AGA TCT TCT GGC
(Rod B) mit Nod-
Schnittstelle
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2.5. Expressionsvektoren

Tabelle 6: Verwendete Expressionsvektoren.

Name Insert, Eigenschaften Bezugsquelle

pQE30 Expressionsvektor, N- Qiagen, Hilden, Deutschland
terminaler (His)s, Amp®

pTLR2 TLR2 Gen im Carsten Kirschning, TU Minchen
Expressionsvektor pFlag
CMV-1 Amp®

pDectin-1 Dectin-1-V5-(His) David Underhill, Universitat of

Washington, USA
pEGFP 1 Klonierungsvektor mit EGFP Clontech, BD Bioscience,

Heidelberg, Deutschland

2.6. Beads

Tabelle 7: Beads, die in dieser Arbeit verwendet wurden.

Name Eingesetzte Menge Bezugsquelle

BSA-Beads (4um) | 1 x 10’ Molecular Probes, Karlsruhe
Polystrene 1x10’ Polysciences, Eppelheim
Microspheres

2.7. Antikorper
2.7.1. Primare Antikorper

Tabelle 8: Primére Antikérper, die in dieser Arbeit verwendet wurden.

Name Verdiinnung Bezugsquelle

0—RGS-His 1:1000 Qiagen, Hilden

Maus a Human Py99 1:100 Dr. Stefan Linder, Miinchen
(anti-Phosphotyrosin)

V5-Antikorper 1:200 Invitrogen, Karlsruhe
Myosin-X 1:100 Santa Cruz, Sarstedt
Lamp-1 1:100 BD Pharmingen, Heidelberg
o—Aspergillus (Kaninch.) |1:100 Dr. Bouchara, Paris
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Name Verdiinnung Bezugsquelle

Dectin-1 Klon 2A1111:100 HyCult Biotechnology, Niederlande
(Ratte)

Dectin-1 (Ziege) 1:100 R&D Systems, Wiesbaden

o—TLR2 T2.5 25-50 pg/ml Dr. Stefan Linder, Minchen

2G8 (a B3 1-3 Glucan( 1:100 Torosantucci, Italien

(Maus)

Isotyp Kontrolle Ratte|1:10 Becton Dickinson, Heidelberg

19G2s

Isotyp Kontrolle Maus|1:10 Becton Dickinson, Heidelberg

|gG1

CD11c 1:100 Dr. Reinhard Hoffmann, Minchen
a-Phospho-Syk 1:100 Cell Signalling Technologies, Waldbronn
(Kaninchen)

a-Phospho-Src 1:100 Cell Signalling Technologies, Waldbronn
(Kaninchen)

a —mouse F4/80 PE/TR |1:100 Caltag, Hamburg

a — mouse Ly-6G (1A8) 1:100 BD Pharmingen, Heidelberg

(FITC-gelabelt)

2.7.2. Sekundare Antikorper

Tabelle 9: Sekundare Antikorper, die in dieser Arbeit verwendet wurden.

Name Verdiinnung | Bezugsquelle

Ziege a Maus Cy3 1:100 Dianova, Hamburg
Ziege a Kaninchen Cy3 1:100 Dianova, Hamburg
Ziege a Kaninchen Cy5 1:100 Dianova, Hamburg

Ziege o Maus Alkalische|1:100

Phosphatase

Dianova, Hamburg

Rat a Maus Cy 3

1:100

Dr. Reinhard Hoffmann, Miinchen
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2.7.3. Fluoreszenzmarkierte Molekiile

Tabelle 10: Fluoreszenzmarkierte Molekiile, die in dieser Arbeit verwendet wurden.

Name Verdiinnung/Endkonzentration | Bezugsquelle

Phalloidin Rhodamin 1:100 Dianova

Phalloidin FITC 1:100 Dianova

Calcofluor 1:80 Sigma

Avidin-Cy3 1:100 Dianova

Avidin-FITC 1:100 Dianova

Concanavalin A 1:100 Molecular Probes

Phycoerythrin (PE) 1:100 Dr. Reinhard
Hoffmann, Max von
Pettenkofer-Institut,
Munchen

Zymosan 1x10° Molecular Probes

Lysotracker 1:100 Molecular Probes

2.8. Inhibitoren

Tabelle 11: Inhibitoren, die in dieser Arbeit eingesetzt wurden.

Name Bezugsquelle

Cytochalasin D Sigma

Wortmannin Sigma

Genistein Sigma

Nocodazol Sigma

Amiloride Sigma

Laminarin Sigma

PP2 Calbiochem

C3-ahnliches Exoenzym EDIN | Dr. Reinhard Hoffmann, Max von

(S.aureus) Pettenkofer-Institut, Minchen
Glucanase Sigma
Orthovanadate Sigma
Piceatannol Sigma
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2.9. Mikrobiologische Methoden

2.9.1. Kultivierung und Ernte der Aspergillus-Stamme

Kultivierung der Aspergillus-Stamme:

Die Kultivierung der Aspergillus-Stamme erfolgte auf Potato-Dextrose-Agar (Difco) bzw.

auf Sabourau-Dextrose-Agar (Difco) mit folgender Zusammensetzung:

Potato-Dextrose-Agar: 200 g Kartoffelmehl

20 g Bacto Dextrose
15 g Bacto Agar
ad 1 | dest. H,O

Sabouraud-Dextrose-Agar: 20 g Neopepton

40 g Dextrose
15 g Agar
ad 1 | dest. H,O

Die Medien wurden bei 121 °C, 3 bar, 20 min autoklaviert und jeweils 100 ml in
Zellkulturflaschen (Nunc Brand Products) mit 175 cm® Kulturfliche gefillt. Fiir die
Kultivierung des A. fumigatus GFP-Stammes wurde dem Medium noch 100 pg/ml
Hygromycin B zugefligt, um eine stabile GFP-Expression zu gewahrleisten. Die
Nahrmedien wurden durch die Verdinnung einer Sporen-Stammsuspension im
Verhaltnis 1:100 in H,O beimpft. Von dieser Impflésung wurden 100 ul auf den Agar
pipettiert und mit Hilfe von sterilen Glasperlen (Sigma, @ 4 mm) unter intensivem
Schwenken gleichmalliig verteilt. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C fir 5-7 Tage.
Nachdem sich auf dem Agar ein dichtes, stark sporulierendes Myzel gebildet hatte (die
sich als eine samtige Oberflache mit griiner bis schwarzer Farbung zeigt), wurden die
Sporen entweder sofort geerntet (siehe 2.9.1.2.) oder die Flaschen bis zur

Weiterverarbeitung bei 4 °C gelagert.
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2.9.2. Kultivierung in Flussigmedien

Fir die Anzucht von auskeimenden Sporen wurden folgende Medien verwendet:

Aspergillus Minimal Medium (AMM): 20 ml Salzlésung (nach Cove66)
1 % Glukose
20 mM Ammonium-D-Tartrat

ad 1 I dest. H,O, pH 6,5

Salzlésung (50x): 26 g KClI
76 g KH2P04

50 ml Spurenelementlésung

ad 1 | dest. dest. H,O + 1,5 ml

Chloroform

Spurenelementldésung (Cove 1966): 40 mg NayB407 -10 H,O
400 mg CuSO, - 5 H,O
800 mg FePO, - H,O
800 mg MnSQ, - 4 H,O
800 mg Na;Mo, - 2 H,O
8000 mgZnSOQ,- 7 H,O

ad 1 | dest. dest. H,O

Hefe-Glukose-Medium (Y Ggial): 5 g Hefeextrakt
20 g Glukose

ad 1000 ml dest. H,O (Dialyse
erfolgte UN mit einer Ausschluss-
porengréfle von 6000-8000 Da;
Dialyseschlauch: Spectrum;

Spectra/ Por Membrane)
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2.9.3. Ernte der Sporen

Zur Ernte wurden pro Flasche 10 ml 0,1 % Tween20 in H,O auf die Sporen pipettiert.
Durch intensives Hin- und Herschwenken und Zugabe steriler Glasperlen wurden die
Sporen vom Myzel geldst. Je nach Bedarf wurde der Vorgang 2-3 mal wiederholt, bis
das weilde Myzel sichtbar wurde.

Plastik-Trichter wurden mit einer Lage Miracloth- Filterpapier (Calbiochem) ausgekleidet
und autoklaviert. Die Sporensuspension wurde durch das Filterpapier filtriert, um
etwaige Myzel- und Agarsticke zu entfernen. Durch Zentrifugation der
Sporensuspension fur 10min bei 9000xg wurden die Sporen sedimentiert und in 15 ml
PBS resuspendiert. Nach einer weiteren Zentrifugation bei 9000 xg fir 5min wurden die
Sporen in sterilem Wasser aufgenommen. Die Lagerung der Sporen-Stammsuspension

erfolgte in ,Falcon“-Réhrchen (Becton Dickinson) bei 4 °C im Kihlschrank.

2.9.4. Bestimmung der Sporenzahl

Nach der Ernte wurde die Sporenzahl mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
Dazu wurde aus der Sporen-Stammsuspension eine 1:1000 Verdinnung in sterilem
Wasser hergestellt und eine kleine Menge davon in die Zahlkammer eingebracht. Es
wurden jeweils 5 Gruppenquadrate ausgezahlt.

Die Zahl der Sporen pro Milliliter errechnet sich nach folgender Formel:

Sporen/ml: (Mittelwert aus 4x GroRquadrate) x 10* x 10°

2.9.5. Analyse der Sporenauskeimung

Um die Auskeimung von A. fumigatus WT-Sporen und biotinylierten A. fumigatus-
Sporen zu vergleichen, wurden 500 ul des AMM Mediums (siehe 2.9.1.1) mit 2 x 10" der
jeweiligen A. fumigatus-Sporen beimpft und bei 180 rpm bei 37 °C geschiittelt. Uber
einen Zeitraum von 24 h wurden jeweils 20 pl der Proben herausgenommen, auf einen
Objekttrager pipettiert und mit einem Deckglas versehen. Es wurden die Zeitpunkte
nach 3, 6, 9 und 24 h betrachtet, indem jeweils 120 Sporenmorphotypen mittels eines

Mikroskops ausgezahlt wurden.
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2.9.6. Biotinylierung von Sporen

PBS: 8 g NaCl
0,2 g KCI
1,15 g Na,HPO,4 x 7 H,O
0,2 g KH,PO,
Ad 11 dest. H,O

Biotinylierungspuffer: 50 mM NaHCO; pH 8.5

Solfo-NHS-LC-Biotin 25 mg/ml geldst in Methanol

Fur die Biotinylierung der Sporen wurden diese zunachst 3 x mit PBS gewaschen.
AnschlieRend wurden die Sporen (ungefahr 1 x 10°) fiir 2 h bei 4 °C mit 1 mg ml™* Sulfo-
NHS-LC-Biotin (Molecular Probes) im Biotinylierungspuffer (500 pl) inkubiert. Um das
Uberschissige Sulfo-NHS-LC-Biotin zu blockieren, wurde 1 ml 100 mM Tris-HCL pH 8.0

hinzugegeben und anschlieend fur weitere 40 min bei 4 °C inkubiert.

2.10. Zellbiologische Methoden

2.10.1. Isolierung von Peritonealmakrophagen

Die Mause wurden durch Begasung mit CO, getdtet. Im Anschluss erfolgte die Fixation
der Maus mit Kanulen auf einem Styroporbrett. Das Fell Uber der Bauchdecke wurde
vorsichtig abprapariert. Mit einer feinen Kanule (0,45 ym) wurden 4 ml eiskaltes PBS in
die Bauchhdhle injiziert und diese anschliellend vorsichtig massiert. Die Bauchdecke
wurde mit einer Pinzette angehoben, und mit einer feinen Praparierschere wurde ein
kleines Loch geschnitten, durch das mit einer sterilen Pasteurpipette die Zellsuspension
aus der Bauchhdhle abgezogen werden konnte. Anschlielend wurde die Bauchhdéhle 3
x mit 4 ml PBS gespllt. Die Makrophagen einer Maus wurden mit einer Dichte von 5 x
10° Zellen auf sterile Glasplattchen ausplattiert und in RPMI-Medium {iber Nacht im

Brutschrank inkubiert.
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2.10.2. Herstellung von M-CSF-haltigem Zellkulturuberstand

Fur die Ausdifferenzierung von Knochenmarksmakrophagen wurden die Zellen mit M-
CSF stimuliert. Dafir wurden LC 292 Zellen in Kultur genommen und auf finf
Zellkulturflaschen verteilt. Nachdem die Zellen zu ca. 50 % konfluent waren, wurde alle
zwei Tage der Uberstand gesammelt und frisches Medium auf die Zellen gegeben, bis
sich die Zellen vom Boden ablésten. Der gesammelte Uberstand wurde zuerst durch
einen Faltenfilter, danach durch eine 0,2 yM Sterilfitermembran filtriert und Aliquots zu
50 ml bei -20 °C eingefroren. Zur Ausdifferenzierung der Makrophagen wurde D-MEM

mit 10 % Uberstand frisch angesetzt.

2.10.3. Isolierung und Kultivierung von Knochenmarksmakrophagen

Eine 6-10 Wochen alte Maus wurde mittels CO, getdtet. Im Anschluss erfolgte die
Fixation der Maus mit Kanulen auf einem Styroporbrett. Das Fell wurde entlang der
Hinterlaufe mit einer Pinzette angehoben, aufgeschnitten und entfernt. Der
Muskelmantel des Oberschenkels wurde an den Ansatzen ober- und unterhalb des
Femur sorgfaltig mit dem Skalpell abgetrennt. Nachdem der Femur vollstandig vom
Muskelmantel befreit war, wurde der Knochen kurz vor dem Ansatz des Hiftgelenks und
des Kniegelenks mit einer Schere durchtrennt und in eine Petrischale gelegt. Nun wurde
das Knochenmark mit einer Spritze mit Kanilen mit PBS aus den Femura in eine zweite
Petrischale herausgespult. Die Zellen wurden anschlieBend abzentrifugiert und kultiviert.
Die Knochenmarkszellen aus einer Maus wurden in 10 ml D-MEM aufgenommen, das
zuvor mit dem Kulturiberstand von L929-Zellen angereichert wurde. Bei der Inkubation
uber Nacht bei 37 °C und 5 % CO, in einer 10 cm Petrischale adhéarierte ein Teil der
Zellen. Am néachsten Tag wurden die nichtadhdrenten Zellen durch mehrfaches
pipettieren abgesplilt und gezahlt. Die Zellen wurden mit frischem angereicherten D-
MEM verdiinnt und mit 1 x 10° Zellen pro well (6-well-Platte) oder 2,5 x 10° Zellen pro
well (24-well-Platte) ausgesat. Fiinf Tage nach der Knochenmarksentnahme wurde ein
Volumen frisches angereichertes Medium zu den Zellen gegeben. Acht Tage nach der

Knochenmarksentnahme sind die Makrophagen ausdifferenziert.

2.104. Isolierung und Kultivierung von Alveolarmakrophagen

Eine 6-10 Wochen alte Maus wurde mittels CO, getdtet. Im Anschluss erfolgte die

Fixation der Maus mit Kandlen auf einem Styroporbrett. Die Bauchhaut wurde
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aufgeschnitten und das Fell bis zum Rippenbogen entfernt. Anschlie®end wurde das
Brustbein ventral angehoben und vorsichtig das Zwerchfell mit einer Schere
durchstochen, sodass Luft einstromen konnte. Nach 1 min Wartezeit kollabierte die
Lunge in Richtung Ricken. Nun konnte der Brustkorb aufgeschnitten werden ohne
dabei Gefahr zu laufen, die Lunge zu beschadigen. Die ventrale Seite der Lunge war
jetzt frei zuganglich. Im nachsten Schritt wurden der Thymus und das Uberschiissige
Gewebe oberhalb der Trachea entfernt.

Anschlieend wurde ein Faden unterhalb der Trachea eingefadelt und ein loser Knoten
gemacht. Mit einer Schere wurde in die Trachea vorsichtig eingeschnitten.

Ein Katheter wurde ungefahr 1 cm von der Spitze aus markiert. Die Trachea wurde mit
einer Pinzette fixiert, der Katheter wurde bis zur Markierung durch die Schlinge
eingefiihrt und durch den Knoten fest fixiert. Nun wurde die Vena Cava durchtrennt und
es wurden 5-10 ml PBS ins Herz injiziert, um das Blut zu entfernen. Die Flissigkeit
sollte im Peritonealraum erscheinen und die Lunge durch die Spulung moglichst
vollstandig weil® verfarben. Die restliche Flussigkeit wurde im Mediastinalraum mit Hilfe
eines Tupfers entfernt, um ein eventuell wahrend der Lavage auftretendes Leck des
Zwerchfells zu erkennen. Jetzt konnte die eigentliche bronchoalveolare Lavage mit 0.6
ml PBS durchgefuhrt werden. Dieses Volumen wurde durch den Katheter injiziert. Nach
einer Wartezeit von 1 min wurde die FlUissigkeit wieder abgezogen und in ein steriles
Roéhrchen uberfuhrt. Dieser Warteschritt wurde 19 x wiederhohlt. Anschlieend wurden

die Zellen abzentrifugiert, gezahlt und kultiviert (siehe 2.10.8).

2.10.5. Isolierung und Kultivierung der humanen Primarmakrophagen

Die Isolierung der humanen Primarmakrophagen erfolgte in der Arbeitsgruppe von Dr.
Stefan Linder am ,Institut fur Epidemiologie und Prophylaxe der Kreislaufkrankheiten®
der LMU in Mdnchen. Periphere humane Blutleukozyten wurden aus heparinisiertem
Vollblut mittels Zentrifugation im Ficoll (Biochrom) Dichtegradienten gewonnen. Aus
dieser Zellpopulation wurden Monozyten mit Hilfe magnetischer a-CD14 Beads und
einer MS+ Saule (Miltenyi Biotec) nach Herstellerangaben isoliert und auf Cellocate
Deckglaschen (Eppendorf) ausgesat.

Die Differenzierung der Monozyten zu humanen Primarmakrophagen erfolgte in RPMI

1640 Medium (Gibco), das mit 20 % autologem Serum supplementiert war.
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2.10.6. Isolierung muriner neutrophiler Granulozyten

Casein-Ldsung: 9 g Casein
100 ml heif3es 1x PBS

zum kochen bringen

1 h autoklavieren bei 125 °C
(Lagerung hochstens 1-2 Wochen
bei 4 °C)

Die Casein-Losung erhalt nach dem Autoklavieren eine tribe hellrosa Farbe. Die
Lésung sollte auch nur solange verwendet werden, wie diese charakteristische Farbe
erhalten ist. Fir die Isolierung von neutrophilen Granylozyten wird einer Maus 16 h und
4 h vor der Isolation je 1 ml Casein-Lésung ins Peritoneum gespritzt. Dies bewirkt ein
Einwandern der Neutrophilen. Anschlieliend erfolgt die Isolierung der Peritonealzellen

wie unter 2.10.1 beschrieben.

2.10.7. Isolierung humaner neutrophiler Granulozyten

Lysepuffer: 1 mM CacCl,,
0,5 mM MgCl,
0,2 % BSA
0,1 % NP40

Zur Isolierung von frischen humanen Granulozyten wurden einem freiwilligem Spender
15 ml peripheres vendses Blut enthommen und in Li-Heparin Monovetten (Sarstedt)
abgeflllt. Das frische Blut wurde anschlielsend 1/1 mit PBS verdinnt und mit Hilfe einer
50 ml Polypropylene-Pipette auf 15 ml vorgelegte Ficoll-Lésung (INC Biomedicals) in
einem 50 ml Falcon aufgeschichtet. AnschlieRend wurde das Gemisch 20 min bei 1500
rom und Raumtemperatur zentrifugiert. Dabei entstanden drei Schichten: eine diffuse
Bande unterhalb des Plasmas, eine scharfe Bande ungefahr in der Mitte und ein Pellet
aus Erythro- und Granulozyten. Durch das Absaugen der oberen drei Banden konnte
die Erythro- und Granulozyten Suspension gewonnen werden. Die Erythrocyten, welche
noch im Granulozytensediment enthalten waren, wurden durch kurzes Resuspendieren
in kaltem 40 ml Lysepuffer lysiert. Alle weiteren Schritte wurden nun auf Eis
durchgefthrt. Die Granulozyten wurden 30 min auf Eis inkubiert und anschlieRend bei
1000 rpm 10 min bei 4 °C abzentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen in 10 ml

RPMI-Medium aufgenommen.
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2.10.8. Kultivierung der murinen Primarmakrophagen und Zellinien

Die murinen Peritonelmakrophagen sowie die Zellinien A549 und J774 A.1 wurden in
RPMI 1640 Medium kultiviert, das mit 5 % fotalem Kalberserum (FKS, Gibco), 2 mM L-
Glutamin (Gibco) und (10.000 units/ml) Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep, Gibco)
versetzt war.

Die MHS- Zellen wurden in RPMI 1640 mit 10 % FKS sowie 2 mM L-Glutamin und 0.05
mM 2-Mercaptoethanol (Sigma) gehalten. Alle Zellen wurden im Inkubator bei 37 °C und
einem CO,-Gehalt von 5 % kultiviert.

Die HEK 293 Zellen wurden in DMEM gehalten, welches mit 2 % FCS und 1 %Penicillin
10.000 U/ml und Streptomycin 10.000 ug/ml angereichert wurde.

2.10.9. Umsetzen der Zelllinien

Fir das Umsetzten der adhdrenten Zellen wurde zunachst das alte Medium
abgenommen und die Zellen wurden einmal mit sterilem PBS (Gibco) gewaschen.
Anschlieend wurden 3-4 ml Trypsin-EDTA L&sung pro Petrischale zugegeben, um die
Zellen vom Boden der Schale abzulésen. Nach ca. 5 min hatten sich die Zellen
weitgehend geldst und wurden mit einem Zellschaber (Falcon) vollstandig abgekratzt.
Die proteolytische Wirkung des Trypsins wurde durch Zugabe von 5 ml Medium
abgestoppt und die Zellen wurden anschlieend bei 300 g 5 min abzentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 1 ml frischem Medium aufgenommen, in der Regel wurden 100-200
pl der Zellsuspension in eine neue Zellkulturschale mit 10 ml vorgelegtem frischem
Medium Uberfuhrt.

2.10.10. Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde das Zellpellet nach der Zentrifugation in 1 ml
sterilem PBS aufgenommen. Ein kleiner Teil der Zellen wurde im Verhaltnis 1:2 mit
Trypanblau (Fluka) verdinnt und anschlielend in eine Neubauer-Zahlkammer
eingebracht. Die Membran toter Zellen ist flir diesen Farbstoff durchlassig, was zu einer
tiefblauen Farbung flhrt. Lebende Zellen dagegen erscheinen im Mikroskop hell und
ungefarbt. Es wurden immer mindestens 2 Grof3quadrate ausgezahlt. Die Zellzahl pro

Milliliter errechnet sich nach folgender Formel:

Zellen/ml = (Zellzahl/ Zahl der GroRquadrate) x 2 x 10* x ml '
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2.10.11. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fur eine langerfristige Lagerung wurden die Zellen in flissigem Stickstoff eingefroren.
Von konfluent bewachsenen Kulturschalen wurden die Zellen abtrypsiniert (siehe
2.10.9) und das Zellpellet je nach GréRRe in 1-2 ml Einfriermedium (92 % FKS + 8 %
Dimethyl Sulfoxid (DMSO) aufgenommen. Aliquots dieser Zellsuspension mit einem
Volumen von 0.5 ml wurden in Kryorohrchen (TPP) pipettiert und diese in mit
Isopropanol gefillten Einfrierdosen (Nalgene) zunachst bei -80 °C gelagert. Nach einem
Tag konnten die Kryoréhrchen dann in einen Stickstofflagertank tGberfihrt werden.

Das Auftauen der Zellen sollte wegen der Toxizitat von DMSO mdglichst rasch erfolgen.
Die Zellen wurden noch halbgefroren in das entsprechende, auf 37°C erwarmte Medium
Uberfiihrt und anschlieRend fir 10 min bei 1000 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen, das Pellet resuspendiert und mit frischem Kulturmedium in eine neue

Kulturflasche Uberfihrt. Die Kultivierung erfolgte dann wie bereits oben beschrieben.

2.10.12. Infektion von Zellen mit A. fumigatus-Sporen

Um fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen durchfiihren zu kdénnen, wurden die
Zellen auf sterilen Deckglasern (Langenbrinck) kultiviert, an die sie adharieren konnten.
Dazu wurden die Deckglaschen in die Vertiefungen einer 24-well Platte (TPP) gelegt,
mit Medium bedeckt und Zellen mit einer Dichte von 5 x 10° ausgesét.

Die Infektion der Zellen mit biotinylierten und auch nicht biotinylierten Pilzssporen
erfolgte in diesen 24-well Platten. Fiir die Infektionen wurden 2 x 10" Sporen zu den
Zellen gegeben und durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren wurde alles gut
durchmischt. Danach folgte die Inkubation im CO,- Brutschrank und am Ende des
Versuches die Fixierung mit 3,7 % Formaldehyd in PBS.

In Kontrollversuchen erfolgte die Infektion der Zellen mit BSA-Beads, Laminarin-Beads
und Zymosan, wie gearde beschrieben. Es wurden ebenfalls eine Menge von 2 x 10’

Beads bzw. Zymosan-Partikel pro Well eingesetzt.

2.10.13. Herstellung von Laminarin-gekoppelten Beads

Hierzu wurden 2 x 10® (10mg/ml) Polystyrene Beads der Firma Microsphere verwendet.
Die Beads wurden 2 x mit einem Carbonatebicarbonat-Puffer (Sigma), pH 9,6
gewaschen und anschlieftend mit 50 ug/ml Laminarin (Sigma) fir 1 h bei 37 °C inkubiert

(Reaktionsvolumen 1 ml). Anschlie®end wurden die Beads 2 x mit 5 % BSA in

35



Material und Methoden

Carbonatbicarbonat-Puffer und 1 % in 0,5 % BSA in Carbonatbicarbonat-Puffer
gewaschen. Die Beads wurden in 1 ml 0,5 % BSA in Carbonatbicarbonat-Puffer

aufgenommen und standen fur Infektionsversuche zur Verfugung.

2.10.14. Messung des ,,Oxidativen Burst*

Der ,Oxidative Burst* von neutophilen Granulozyten wurde als Chemilumineszenz in
einem Luminometer gemessen. Das chemiluminogene Substrat Luminol (5-amino-2,3-
dihydro-1,4-phtalazinion, Sigma) wurde genutzt, um die Produktion von ROS wahrend

des ,Oxidative Burst” zu messen.

Luminol + H,0, + OH~ —  5-Aminophtalat + N, + H,O + Licht

Die Zellen wurden, wie unter 2.10.6 beschrieben, aus C3H/HeN-Mausen isloliert. 100 pl
frisch isolierte Granulozyten (10° Zellen/ml) wurden mit 10 pl Luminol (1,5 mM) versetzt
und in einer Proben-Platte (Costar) bei 37 °C mit 5 % CO, fir eine halbe Stunde
inkubiert. AnschlieRend wurden Sporen mit einer MOl von 10 zugegeben und
unmittelbar danach die Lumineszenz mittels eines Luminometers (Berthold
Technologies) in Intervallen von 10 Minuten, fur je 10 Sekunden gemessen. Die

gemessenen Werte wurden in RLU (Relative Light Units) pro Minute dokumentiert.

2.10.15. Transfektion von Zellen

Die Transfektion erfolgte mit Hilfe eines Transfektionskits (Effectgene, Qiagen). Am
Abend vor der Tranfektion wurden 2-5 x 10° Zellen auf Objektglaschen, die sich in 24-
well Kulturschalen befanden, ausplattiert. Am nachsten Morgen wurden die Vektor-DNA
(0,1 pg-0,2 pg) in 20 pl EC Puffer gelést und mit Enhancer versetzt, wobei dieser in
einem Verhaltnis von 1 (DNA in pg) zu 8 (Enhancer in yl) benutzt wurde. Nach dem
Vortexen wurde das Gemisch fir 5 min bei Raumtemperatur belassen. In einem
nachsten Schritt wurde Effectene (1 pl-5 pl) zugegeben, erneut gevortext und bei
Raumtemperatur 5 min inkubiert. Zuletzt wurden 500 pl Medium hinzupipettiert und das
Gemisch wurde langsam zu den am Vortag ausplattierten Zellen pipettiert. Die
Zellkulturschalen mussten erneut Uber Nacht bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert werden,

bevor sie am nachsten Tag fur weitere Versuche zur Verfligung standen.
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211. Molekulargenetische Methoden

2111, Expression und Reinigung von rekombinanten Proteinen

211.1.1. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Ketten Reaktion (PCR) dient der Vermehrung beliebiger DNA-
Abschnitte. Hierzu wurden kurze Oligonukleotidsequenzen (Primer) synthetisch
hergestellt (Metabion, Minchen), die komplementar zu den Randbereichen des zu
amplifizierenden Gens waren und sich an diese anlagern konnten. Ausgehend von den
Primern konnte die Tag-DNA Polymerase (Roche) eine Strangverlangerung
durchfiihren. Ein Zyklus der PCR-Reaktion besteht aus der Abfolge von Denaturierung,
Primer-Anlagerung und Strangverlangerung. Als Template wurde jeweils chromosomale
DNA oder cDNA von A. fumigatus eingesetzt (diese wurden freundlicherweise von Dr.

Monika Schwienbacher zur Verfligung gestellt).

Ein PCR-Reaktionsansatz mit dem Gesamtvolumen von 20 pl bzw. 50 pl setzte sich aus

folgenden Komponenten zusammen:

Master-Mix: Fir die Reaktionen: 50 pl 20 pl
Puffer PE 5yl 2 ul
dNTPs (je 2 mM) 5ul 2 ul
Taq PE 0,5 ul 0,2 ul
dest. H,O 28,5 pl 11,3 pl

Der Master-Mix wurde jeweils flir n +1 Reaktionen angesetzt.

Reaktions-Mix:  Primer A 5ul 2 ul
Primer B 5ul 2 ul
Master-Mix 39 ul 15,5 ul
Template 1l 0,5 ul
Gesamtvolumen 50 ul 20 ul
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Die PCR-Reaktionen wurden in Geraten der Firma Biometra folgendermalen
durchgeflhrt:

Anfangsdenaturierung 95°C, 10 min
Denaturierung 95 °C, 30 sec
Primer-Anlagerung 55°C, 45 sec
Strangverlangerung 72°C, 3 min
Finale Elongation 72 °C, 6 min

Heizdeckeltemperatur: 105 °C Zahl der Zyklen: 35, danach 4 °C

211.1.2. Agarosegelelektrophorese

TAE-Puffer: 4,84 g Tris
2ml0,5MEDTA
1,14 ml Eisessig

ad 1000 ml dest. H,O

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in einem 1 %igen Agarosegel. Hierzu
wurde eine 1 %ige Agaroseldsung in TAE-Puffer in der Mikrowelle vollstandig gel6st.
Nach kurzer Abkuhlung wurde die Losung luftblasenfrei in eine Flachbettgelkammer
(Eigenbau Werkstatt) gegossen, anschlielend wurde ein Kamm mit Zahnen
eingebracht. Nach dem Erharten des Gels und der Entfernung des Kamms konnten die
Proben in die entstandenen Taschen pipettiert werden. Zum Beladen des Gels wurde
dieses in eine, mit TAE-Puffer beflillte Elektrophoresekammer (Eigenbau Werkstatt)
gelegt. Je 5 yl PCR-Produkt wurden mit 1 pl ,6x Loading Dye“ (MBI Fermentas)
versetzt. Als Grolenstandard diente ,GeneRuler 1kb DNA Ladder* (MBI Fermentas),
von dem 10 pl aufgetragen wurden.

Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 90 V und dauerte ca. 30 min.
Anschlieend wurde das Gel 10 min in einem Ethidiumbromidbad (1 ug/ml) gefarbt.
Durch ultraviolettes Licht (UV-Licht) wurden die DNA-Banden sichtbar gemacht und im

Geldokumentationsgerat (BioRad) fotografiert.
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211.1.3. Klonierung der amplifizierten Gene in einen Expressionsvektor

Nach der Amplifikation und Reinigung der entsprechenden Gene konnten diese in einen
Expressionsvektor kloniert werden. Es wurde das ,QlAexpress UA Cloning Kit“ (Qiagen)
verwendet, was eine direkte Klonierung von PCR-Produkten ermdglichte. Dieses
System macht sich die Tatsache zu Nutze, dass die Tag-Polymerase sowie auch
andere Polymerasen ohne ,Proofreading“-Aktivitat einen A-Uberhang an das 3'-Ende
der PCR-Produkte anfligen. Die Vektoren lagen bereits linearisiert vor und hatten an
jedem 3'-Ende einen U-Uberhang. Dies erméglichte eine schnelle und effiziente Ligation
ohne vorherigen Restriktionsverdau. Allerdings konnte mit diesem System keine
gerichtete Klonierung durchgefiihrt werden, d.h. die Orientierung des Inserts im Vektor
konnte nach Ligation sowohl richtig als auch falsch sein. Dies konnte jedoch z.B. durch
Expression des entsprechenden Gens nach Transformation oder mit Hilfe einer PCR

(siehe 2.11.1.4) kontrolliert werden.

Ligationsansatz: 1 ul pQE-30
4 ul PCR Produkt
5 yl 2x Ligationspuffer

Der Ligationsansatz wurde UN bei 16 °C inkubiert. Um die Transformationseffizienz zu

erhohen, musste anschlieRend die Ligase bei 72 °C fiir 10 min inaktiviert werden.

2.11.1.4. ,Colony“- Screening mit Hilfe der PCR

TTE- Puffer: 24,15 ml H,O
1 ml Triton x-100 1 %
0,5 ml 1 M Tris- HCI pH, 8,5
0,17ml 0,5M EDTA pH, 8,0

Fur das ,Colony“- Screening wurden zuerst Kolonien gepickt und in 50 pyl TTE-Puffer
resuspendiert. Anschlielend wurden die Proben bei 95 °C fur 10 min aufgekocht. Nach
dem Aufkochen wurden die Proben 5min bei 5000 rpm abzentrifugiert und der

Uberstand konnte nun als Template fiir die PCR verwendet werden.
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2.11.1.5. Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Zuerst wurde eine 2,5 ml E. coli- Vorkultur in 250 ml LB- Medium Uberimpft und bei 37
°C bis zu einer ODgyp von 0,5 - 0,7 im Schittelschrank inkubiert. Wurde die
entsprechende OD erreicht, wurden die Zellen 15 min in Eiswasser abkiihlt. Von hier an
wurden alle weiteren Schritte bei 0 °C ausfihrt; die Lésungen und die Zentrifuge sollten
bereits vorher gekihlt werden.

Die Probe wurde 15 min bei 6000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand wurde
abgegossen. Nach der Zentrifugation wurde das Pellet zweimal mit 20 ml Aqua dest.
gewaschen. Nun wurde das Pellet vorsichtig in 5 ml Aqua dest. gel6st, anschlielend
250 ml bidest. Wasser zugeben und 15 min bei 5000 rpm abzentrifugiert. Nach der
Zentrifugation wurde der Uberstand erneut abgossen und das Zellpellet wurde in dem
zurtckgebliebenen Wasser resuspendiert. Diese Suspension wurde dann in zwei 50 ml
Falcons verteilt und diese wurden jeweils mit 25 ml 15 % Glycerin/H,O (dest.) aufgefullt
und erneut 15 min bei 5000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet in 0,5 - 1 ml 15 % Glycerin aufgenommen und in Kryoréhrchen (TPP) verteilt.
Die Zellen wurden dann portionsweise (30 ul) bei -70 °C eingefroren und bei -70 °C

gelagert.

2.11.1.6. Elektroporation

Luria Bertani (LB) Medium: 10 g Trypton
5 g NaCL
5 g Hefeextrakt

ad 1000 ml dest. H,O

LB-Agar: 15 g Agar auf 1000 ml LB Medium
pro Petrischale ca. 20 ml LB-Agar

Bei der Elektroporation wird eine Suspension von elektrokompetenten Zellen und
Plasmid-DNA elektrischen Pulsen ausgesetzt, welche die Membran voriibergehend fir
grofle Molekile durchlassig machen und so das Eindringen von Plasmid-DNA in die
Bakterienzelle ermdglichen.

Fur die Transformationen wurden die elektrokompetenten Bakterien zunachst auf Eis
aufgetaut. Fur die Elektroporation wurden dann 15 ul der Bakteriensuspension mit 5 pl
Ligationsansatz in einer geklhlten Elektroporationskivette (Eurogentec) gemischt.

Diese wurde anschlieBend 10 min auf Eis inkubiert. Die Transformation erfolgte bei 200
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Q, 25 yF und 1.8 kV mit dem ,Gene Pulser II“ (BioRad). Um den transformierten
Bakterien Erholung und Wachstum zu erleichtern, wurde sofort 300 yl vorgewarmtes
Luria Bertani (LB) Medium zugegeben. Danach wurde der Transformationsansatz
mindestens 30 min bei 37 °C und 200 U/min geschittelt. Es folgte die Ausplattierung
von jeweils 50 pl und 250 ul auf LB-Agar-Platten, die als Selektionsmarker die
Antibiotika Carbpenicillin (50 pug/ml) und Kanamycin (50 pg/ml) enthielten. Die LB-Agar-
Platten wurden UN bei 37 °C inkubiert. Bei erfolgreicher Transformation waren nach
dieser Zeit Bakterienkolonien gewachsen.

Die transformierten Bakterien erhielten die Carbpenicillin Resistenz durch Aufnahme
des pQE-30 Vektors, der das B-Lactamase Gen enthalt. Die Kanamycin Resistenz
wurde durch das low-copy Plasmid [pRep4] vermittelt, das der verwendete M15 E. coli-
Stamm bereits enthielt. Aulerdem wird von diesem Plasmid konstitutiv der lac-
Repressor exprimiert (Farabaugh et al., 1978). Die klonierten Gene standen im pQE-30
Vektor unter der Kontrolle eines T5-Promotor/lac-Operator Systems. Mit Hilfe des
gebildeten lac-Repressors konnte die Transkriptionsrate am T5-Promotor reguliert

werden.

2111.7. Isolierung von Plasmiden und DNA-Sequenzierung

Aus einer 50 ml UN Kultur wurde das pQE-30 Plasmid mit Insert mit Hilfe des ,QlAprep
Spin Midi Kit* aufgereinigt. 60 pl der Plasmidlésung wurden an die Firma GATC-Biotech

(www.gatc-biotech.de) geschickt, die die Sequenzierung der Plasmid-DNA durchflihrte.

2.11.1.8. Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentrationen

Zur Konzentrationsbestimmung wurde die Plasmid-DNA 1:50 verdinnt und in einem
Quarzglas Prazisionskivette die OD bei einer Wellendnge von 260 nm gemessen.
Dabei entspricht eine Absoption von 1 der Konzentration von 50 ug/ml DNA. Fur die
Reinheitsbestimmung der DNA wurde zusatzlich noch die OD bei 280 nm gemessen.
Der Quotient Azso/Azgo Verringert sich mit zunehmend Protein-Verunreinigung und sollte

Uber 1,6 liegen.
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2.11.1.9. Induktionskulturen

Um die rekombinanten Hisg-Proteine in E. coli zu exprimieren, konnte der
Regulationsmechanismus des lac-Repressors tUberwunden werden, indem Isopropyl-f3-
D-Thiogalaktosidase (IPTG) zugegeben wurde. Der Induktor IPTG bindet das lac-
Repressor-Protein und inaktiviert es, wodurch die Transkription des klonierten Gens
madglich wird.

Zur Induktion wurden von einigen Einzelkolonien zunachst 3 ml-Kulturen in LB-Medium
mit Carbpenicillin und Kanamycin (je 100 ug/ml) angesetzt und GN 3 h bei 37 °C und
200 U/min im Schdttelinkubator inkubiert. Am nachsten Tag wurde mit einer
Endkonzentration von 1 mM IPTG die Expression des rekombinanten Proteins in 200 ml
frischem LB-Medium induziert. Nach 4 h bei 37 °C und 250 U/min wurden die Kulturen
bei 2000 xg far 10 min abzentrifugiert. Ein Teil des Pellets wurde in 60 pl 2x

Probenpuffer aufgenommen und in der SDS-PAGE aufgetrennt.

2.11.1.10. Bakterienanzucht

Fur die Aufreinigung von rekombinanten Proteinen wurde jeweils 20 ml LB-Medium, das
zuvor mit 100 pg/ml Carbpenicillin versetzt worden war, mit den entsprechend
transformierten E. coli-Stammen angesetzt. Die Inkubation dieser Vorkultur geschah UN
bei 37 °C und 200 U/min. Am nachsten Tag erfolgten die Zugabe von 200 ml frisches
LB-Mediums (mit Carbpenicillin 100 pyg/ml). Nach einer halben Stunde wurde 1 mM
IPTG (Endkonzentration) hinzugefiigt. Die Kultur wurde 5 h bei 37 °C und 250 U/min
geschittelt und anschlieRend bei 2000 xg fir 20 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde
zur Erleichterung des Aufschlusses eingefroren. AnschlieRend wurde das Pellet in 5 ml
Extraktionspuffer (siehe 2.11.1.12) resuspendiert und konnte in der French-Press

aufgeschlossen werden.

2.11.1.11. Aufschluss der Bakterien mit Hilfe der French-Press

Die Proben wurden zweimal hintereinander mit einem Druck von 275 MPa
aufgeschlossen und anschlie®end bei 3000 xg fur 20 min abzentrifugiert. Die beiden
Fraktionen (Pellet und Uberstand) wurden in der SDS-PAGE analysiert. AnschlieRend
wurden die Fraktionen, die das rekombinante Protein enthielten, entweder sofort fiir die

Aufreinigung verwendet oder bei -20 °C bis zur Weiterverarbeitung gelagert.
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211.1.12. Reinigung der rekombinanten Proteine tiber die TALON-Matrix

Extraktions-/Waschpuffer: 50 mM Natriumphosphat
300 mM NaCl
pH 7,0

Elutionspuffer: 50 mM Natriumphosphat
300 mM NaCl
150 mM Imidazol
pH 7,0

Die verwendete TALON-Matrix (Clontech) besteht aus Sepharosepolymeren, an die
positiv geladene Metallionen gekoppelt sind. Die rekombinanten Proteine konnten tber
eine N-terminale 6xHistidin-Sequenz gereinigt werden, die aus der pQE-30 Vektor-
Sequenz stammte.

Unter physiologischem pH binden die Histidine an diese immobilisierten Metallionen,
was eine spezifische Aufreinigung von Proteinen unter nativen und denaturierenden
Bedingungen ermdglicht. Fir die Aufreinigung unter nativen Bedingungen wurde
zunachst 1 ml der TALON-Matrix zweimal mit 5 ml Extraktions-/Waschpuffer
gewaschen, durch Resuspension der Matrix und anschlieRende Zentrifugation bei 4000
xg fir 5 min bei 4 °C. Danach wurde der Uberstand des French-Press Lysates mit der
TALON-Matrix vermischt und diese, zur Bindung des Proteins, 3 h bei 4 °C im Kidhlraum
auf einem Drehrad gedreht. AnschlieBend wurde ungebundenes Protein durch
dreimaliges Waschen mit Extraktions-/Waschpuffer entfernt.

Es folgte die kompetitive Elution mit Imidazol. Dafir wurde die TALON-Matrix zunachst
in 3 ml Elutionspuffer resuspendiert und dann fir 2 h bei 4 °C im Kihlraum auf einem
Drehrad gedreht. Um das Protein mdglichst vollstandig zu eluieren, wurde auf3erdem
eine UN-Elution mit weiteren 2 ml Elutionspuffer durchgefiihrt. Die Analyse der Probe

erfolgte Uber SDS-PAGE und Coomassiefarbung bzw. Western Blot.

2.11.1.13. Reinigung unloslicher Proteine

Denaturierender _ Extraktions- 50 mM Natriumphosphat

[Waschpuffer: 300 mM NacCl
6M Guanidin-Hydrochlorid

pH 7,0
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Denaturierender Elutionspuffer: 45 mM Natriumphosphat
270 mM NacCl
5,4 M Guandidin-Hydrochlorid
150 mM Imidazol

pH 7,0

Die Aufreinigung unter denaturierenden Bedingungen ist flr schwer l6sliche bzw.
unlésliche Proteine, die durch Zentrifugation sedimentiert werden, gebrauchlich. Die
Durchfiihrung erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie in Punkt 2.11.1.12 beschrieben,
die Puffer waren jedoch unterschiedlich. In Anwesenheit von Guanidin-Hydrochlorid
konnen Proteine nicht in einer SDS-PAGE aufgetrennt werden. Deshalb muss Guanidin-
Hydrochlorid nach der Elution durch Dialyse entfernt werden. Die Dialyse erfolgte UN
bei 4 °C gegen das 5-fache Probenvolumen Extraktions-/Waschpuffer. Es wurde ein
Spectra/Por Dialyseschlauch (Spectrum) mit einer Ausschlussporengrofle von 6-
8000 Da verwendet, der vor der Dialyse 30 min in destilliertem Wasser aquilibriert

wurde.

2.11.1.14. Herstellung von Melanin- ,,Ghosts“ (Youngchim et al., 2004)

Proteinase K- 10 mM Tris,
Reaktionspuffer: 1 mM CacCl,
5% SDS
pH 7,8

Fur die Herstellung von Melanin-,Ghosts“ wurden 2,5 x 10° Sporen wie unter 2.9.1.2
beschrieben isoliert. Diese wurden in 4 ml PBS Uberfluhrt und anschlieRend 3 x mit PBS
und 1 x mit Sobitol und 1 M Natrium Citrat gewaschen (pH 5.5). Im néachsten Schritt
wurden die Sporen mit zellwandlysierenden Enzymen (Novozym, Sigma) in einer
Konzentration von 10 mg/ml Gber Nacht bei 30 °C auf einem Drehrad inkubiert. Die
ubrig-gebliebenen Partikel wurden dann am folgenden Tag 10 min zentrifugiert und
erneut 3 x mit PBS gewaschen. Die Protoplasten wurden Uber Nacht mit 4M Guanidin
thiocyanat (Sigma) bei Raumtemperatur inkubiert. Die am darrauffolgenden Tag Ubrig-
gebliebenen dunklen (bei A. fumigatus) bzw. hellen (bei pksP- Mutante) Partikel wurden
bei 5000 rpm abzentifugiert und mit 1 mg/ml Proteinase K in Reaktionspuffer bei 37 °C
fur 2 h inkubiert. Anschlief’end wurden diese mit 3 x PBS gewaschen und mit 6 M HCL
1,5 h 100 °C gekocht. Die Melanin-Partikel wurden durch ein Whatmanpapier filtriert und
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3 x mit PBS gewaschen. Um das HCI aus den Proben herauszufiltrieren, wurden diese
10 Tage gegen PBS dialysiert. Die Melanin-Partikel wurden anschliefend zur

Immuniserung von Balb/c Mausen (siehe 2.11.2.2) verwendet.

2.11.2. Herstellung monoklonaler Antikorper

211.2.1. Verwendete Antigene

Fur die Herstellung von Antikbrpern wurden Mause mit Sporenproteinen von

A. fumigatus mit den sogenannten Melanin-,Ghosts” ( siehe 2.11.2.2) immunisiert.

2.11.2.2. Immunisierung der Mause

HEPES-Medium: Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Gibco) mit 25 mM
HEPES-Puffer (Biochrom)

Zwei Balb/c Mause wurden mit dem vorbereiteten Antigen nach folgendem Schema

intraperitoneal immunisiert:

Tag 1: Injektion von 250 pl des jeweiligen Antigens emulgiert mit 250 pl
Freund'schem Adjuvans (Sigma).

Tag 14 :  Injektion wie Tag 1.

Tag 28 : Injektion von 250 pl des jeweiligen Antigens ohne Adjuvans.

Tag 32 : Entnahme der Milz und Herstellung einer Einzelzellsuspension durch
Anschneiden des Organs und anschliefendes Durchspllen mit einer

Spritze.

Vorab wurde die murine Myelomzelllinie P3-X63-Ag8 in RPMI 1640-Medium (Gibco)
expandiert, so dass zum Zeitpunkt der Fusion 10-12 dicht bewachsene Petrischalen mit
Zellen in der logarithmischen Wachstumsphase zur Verfigung standen. Diese hatten
eine Dichte von etwa 4 x 10® Zellen. Die Zellen wurden durch kraftiges Resuspendieren
von den Schalen abgeldst, in 50 ml-,Falcon®- Réhrchen Uberflhrt und zentrifugiert.
AnschlieBend wurden die Zellen einmal in HEPES-Medium gewaschen und nochmal
abzentrifugiert. Die Isolierung von Peritonealmakrophagen erfolgte nun im Anschluss
(siehe 2.10.1).
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2.11.2.3. Fusion

PEG- Ldsunag: 5 g Polyethylen-Glycol (PEG) 4000 (Merck) wurden bei
60°C (Wasserbad) in 5 ml HEPES-Medium gel6st, der pH
auf 7,4 gebracht und die Lésung anschlielend durch einen
0,2 um-Filter (Sartorius) sterilfiltriert.

HA- Selektionsmedium: OPTIMEM-Medium (Gibco) wurde mit 5 % FKS (Gibco), 2
mM L-Glutamin (Gibco) und 10000 units/ml Penicillin/

Streptomycin  (Gibco) versetzt. Zur Selektion wurden

aullerdem 20 mg/l Hypoxanthin und 1,5 mg/l Azaserin
(Sigma) zugegeben.

Die Myelomzellen wurden in HEPES-Medium aufgenommen und auf das
Lymphozytensediment gegeben, beide Zelltypen wurden durch Resuspendieren
gemischt und zusammen bei 950 U/min (5 min, Heraeus Megafuge 1.0R)
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellsediment durch leichtes
Schitteln des Roéhrchens aufgelockert und im Wasserbad auf 37 °C gebracht. Um die
Temperatur wahrend des Fusionsvorganges auf 37 °C zu halten, wurde bei den
nachfolgenden Schritten das Roéhrchen in das Wasserbad gehalten. Innerhalb einer
Minute wurde tropfenweise 1 ml PEG 4000 (Polyethylenglycol) auf das Zellsediment
gegeben. Bei diesem Vorgang wurde das Réhrchen leicht geschuttelt. Nach einer
weiteren Minute wurde das PEG langsam durch Zugabe von HEPES-Medium
ausverdunnt: 1 mlin 30 Sekunden, 3 ml in 30 Sekunden und schlieRlich 16 ml innerhalb
einer Minute. AnschlieRend wurden die Zellen 5 min bei 37°C inkubiert, anschlielfend
bei 1000 g 5 min abzentrifugiert, in HA (Hypoxanthin/Azaserin)-Selektionsmedium
aufgenommen und auf vorbereiteten 24-Well-Platten ausplattiert. Um die
Wachstumsbedingungen flir die fusionierten Zellen zu verbessern, enthielten die
Kulturen auch murine Peritonealmakrophagen (Isolierung siehe 2.10.1).

Das Selektionsverfahren zwischen Myelom- und Hybridomzellen basiert auf einem
Enzymdefekt der Myelomzellen. Durch die Zugabe von Azaserin wird der
Hauptsyntheseweg der Purinbasen, die fir die Synthese von Nukleinsauren
bereitgestellt werden missen, blockiert. Normale Zellen verfigen Uber einen
Reserveweg und konnen deshalb bei Zugabe von Hypoxanthin (berleben. Die
Myelomzellen kdnnen dagegen diesen Reserveweg nicht nutzen, da sie nicht Uber das
Enzym Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase verfiigen, so dass sie nach

wenigen Tagen absterben. Die Lymphozyten, die nicht fusioniert sind, sind in Kultur
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ohne weitere Stimulation nicht lange lebensfahig, so dass nur Zellen Uberleben, die aus
der Fusion einer Myelomzelle (Immortalisierung) und eines Lymphozyten
(Kompensation des Stoffwechseldefektes) hervorgegangen sind.

Nach 3-4 Tagen wurden die Zellen durch Zugabe von frischem Selektionsmedium
versorgt, und nachdem sich nach 8-10 Tagen deutlich sichtbare Zellklone entwickelt
hatten, wurden die Uberstande getestet (siehe 2.12.1). Positive Kulturen wurden auf 6-
Loch-Platten expandiert. Sobald sie dort eine ausreichende Dichte erreicht hatten,
wurden die fusionierten Zellen eingefroren und die Uberstdnde auf spezifische

Antikérper untersucht.

2.12. Proteinchemische Methoden

2121. Durchmusterung der Hybridom-Uberstinde in der SDS-PAGE

Die Durchmusterung der Hybridomiberstande erfolgte mit Hilfe der SDS-Page (siehe
2.12.4). Dafir wurden SDS-Gele mit speziellen Kammen verwendet. Die Form der
Kamme war so gestaltet, dass sich im Sammelgel nur zwei Taschen ergaben. Eine
kleine diente zum Auftragen des Markers, die grofl3e verlief Uiber die restliche Breite des
Gels. Nach dem Blotten auf eine Nitrozellulosemembran wurde der Blot in einer
speziellen Testkammer (Miniblotter, Biometra) eingespannt. Vorteil dieser Testkammer
ist, dass bis zu 16 Antikdrper-Uberstande gleichzeitig getestet werden kdnnen. In jeden
Schlitz der Kammer wurden 200 pl des jeweiligen Antikérper-Uberstandes aufgebracht
und nach 1 h Inkubation bei 37 °C wurde die Membran enthommen und 3 x mit TBS-T

gewaschen. Die weiteren Schritte wurden wie unter 2.12.5.2 beschrieben durchgefuhrt.

2.12.2. ELISA

Natriumactetatpuffer: 10 mM pH 5.5

Entwicklungslosung:

1 Tablette Phosphatasesubstrat
in 5 ELISA-Entwicklungspuffer
Entwicklungspuffer: 9,7 ml Diethanolamin

100 pl 1 M MgCl,

ad 1000 ml dest. H,0, pH 9,8
+ Sigma 104 Substrat Tablette
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Hierfir wurden spezielle ELISA-Platten (,Costar ‘s Carbohydrate binding plates®)
verwendet, an deren Oberflache Zucker binden kdnnen. Zuerst wurde Laminarin in einer
Konzentration von 0.5 pg/10ml in 10 mM Natriumactetatpuffer pH 5.5 geldst.
Anschlieend wurden 3,2 mg/ml NaJO, hinzugegeben und 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert; pro ELISA-Well wurden 100 pl der zuvor angesetzten Lésung hinzugegeben
und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Uberstande wurden abgenommen
und die ELISA-Platten 3 x mit TBS/T gewaschen. Die noch freiliegenden
Proteinbindungsstellen wurden mit 2 % BSA in 0,5 M Tris Puffer pH 8,2 fiir 30 Minuten
geblockt. Nachdem der Blockpuffer entnommen wurde, wurden 100 ul der zu testenden
Uberstande in die ELISA-Platten pipettiert und 1 h bei RT inkubiert. AnschlieRend
erfolgte die Inkubation mit den ersten Antikérpern (100 ul Kulturiiberstand aus der A.
fumigatus Antikérperbank) und mit dem Alkalisch Phosphatase konjugierten a-Maus
Sekundarantikorper. Die ELISA-Platten wurden erneut 3 x mit TBS/T gewaschen und
200 I Entwicklungslésung (,ein Phosphatase Substrate Tablet in 5 ml
Entwicklungspuffer, Sigma) fur ca. 10 min entwickelt. Nach der Entwicklungszeit erfolgte
die Quantifizierung durch Messung der OD bei 405 nm (Referenz ODgy) auf einem

Tecan Sunrise Reader (Tecan).

212.3. Isolierung von Hiullproteinen von A. fumigatus mit Hilfe des

Ultraschalls

Fir die Isolierung von Oberflachenproteinen wurden 2 x 10° Sporen isoliert und fiir 5
min bei 10000 g =zentrifugiert. Anschlieliend wurde das Pellet in 500 pyl PBS
aufgenommen und erneut fir 5 min bei 10000 g abzentrifugiert. Nun wurden die Sporen
wie unter 2.9.2.5 beschrieben biotinyliert. AnschlieBend wurde die Probe auf Eis gestellt
und 1 % Proteaseinhibitor-Coctail hinzugegeben. Die Ultraschallbehandlung erfolgte 2 x
10 min bei 110 Watt. Zwischen den beiden Ultraschallbehandlungen erfolgte eine 5-
minatige Pause. Nach dem Ultraschall wurden die Sporen erneut 5 min bei 10000 g
abzentrifugiert und der Uberstand wurde tber Nacht in 10 % TCA bei 4 °C geféallt. Am
nachsten Tag wurde die Probe noch mal abzentrifugiert, das getrocknete Pellet wurde in

40 ul Tris pH 8,8 aufgenommen und auf ein SDS- Gel aufgetragen.
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212.4. SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Trenngel (fir 2 Gele mit 1 mm Spacern):

(=Gehalt an Acrylamid und |5 % 6 % 7.5 % 10 % 12 % 15 %
Bisacrylamid im fertigen Gel)
H,O 86ml |81ml |7,35ml |6,1ml |51ml |3,6ml
1,5 M Tris, pH 8,8 38ml |38ml |38ml |38ml |3,8ml |3,8ml
30 % Acrylamid 25ml |3,0ml |3,75ml [50ml [{6,0ml |7,5ml
10 % (w/v) SDS 150 pl (150 pl | 150 pl 150 yl {150 pl | 150 pl
TEMED 20l (20 pl |20 pl 20l (20l |20 pl
25 % Ammoniumpersulfat (APS) |20yl |20 pl {20 pl 20 pl 20 pl 20 pl
Sammelgel (fur 2 Gele mit 1 mm Spacern):
H.O 2,9 ml
0,5 M Tris, pH 6,8 1,25 pl
30 % Acrylamid 850 ul
10 % (w/v)SDS 50 pl
TEMED 10 pl
25 % APS 10 pl
2x Probenauftragspuffer: 25 % Glycerin 25 ml
8 % SDS 8¢
100 mM Tris 1,29
4 B-Mercaptoethanol 4 mi
0,02 % Bromphenolblau  ca. 20 mg

10x Elektrophoresepuffer: 0,1 % SDS
0,025 M Tris
0,192 M Glycin

ad 100 ml dest. H,0, pH 6,8

109

30,3 g

144 g

Wasser-gesattigtes 2-Butanol:

ad 1000 ml dest. H,O

100 ml dest. H,O mit 300 ml 2-Butanol schutteln, nach

der Phasentrennung das uberschussige 2-Butanol

abdekantieren.
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Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-Elektrophorese  (SDS-PAGE) ist ein
Verfahren zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht. Das anionische
Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) bindet optimal an durch Hitze denaturierte
Proteine. Da sich die SDS-Molekiile proportional zum Molekulargewicht der Polypeptide
anlagern, ist eine Auftrennung der Proteine im elektrischen Feld nach ihrem
Molekulargewicht durch das netzartige Polyacrylamidgel moglich. Die verwendeten
Molekulargewichtsstandards waren ,Precision Plus Protein Standard All Blue® bzw.
,2Unstained“ der Firma BioRad.

Fur die Elektrophorese wurde ein Elektrophoresesystem mit dem Puffersystem nach
Laemmli (Laemmli, 1970) verwendet. Zwischen zwei fixierten Gelplatten wurde zuerst
das Trenngel gegossen und mit wassergesattigtem 2-Butanol Gberschichtet. Nach dem
Auspolymerisieren des Gels wurde das 2-Butanol sorgfaltig mit dest. Wasser abgesplilt.
Um eine scharfere Bandentrennung zu erreichen, wurde Uber das Trenngel ein
Sammelgel gegossen. Die Matrix im Sammelgel besitzt groRere Poren und einen
anderen pH-Wert als das Trenngel. Die Proteine wandern darin schnell und ohne
Auftrennung als scharfe Bande. Erst durch den Eintritt in das Trenngel erfolgt die
Auftrennung nach dem Molekulargewicht. In das Sammelgel wurde ein Kamm
eingesteckt, wodurch sich Taschen ausbilden. Das fertige Gel wurde in eine Gelkammer
(Biometra) Uberfuhrt, die mit SDS-Elektrophoresepuffer befullt war.

Die Proben wurden vor dem Auftragen 2 x in Probenauftragspuffer verdinnt und 10 min
bei 95 °C aufgekocht. Danach wurden sie auf Eis gekihlt und fir 15 min bei 15000 xg 4
°C abzentrifugiert. Nach dem Entfernen des Kammes aus dem Sammelgel wurde der
Uberstand in die Taschen des Sammelgels pipettiert.

Die Elektrophorese wurde bis zum Eintritt in das Trenngel bei 120 V (ca. 15 min), nach

dem Eintritt in das Sammelgel bei 200 V (ca. 45 min) durchgefihrt.

212.4A1. Farbung mit Coomassie Brillant Blau G250

Kolloidale Coomassie- Farbelésung : 0,08 % (w/v) Coomassie G250 in 1,6 % (v/v)

Phosphorsaure
8 % (w/v) Ammoniumsulfat
20 % (v/v) Methanol (erst kurz vor Gebrauch

zugeben und kraftig rihren).

Die Gele wurden nach der Elektrophorese aus den Gelplatten entnommen und direkt in
die kolloidale Coomassie-Farbeldsung uberfuhrt. Die Farbung erfolgte unter langsamem

Schwenken auf einem Schittler fur mindestens 6 h. Intensivere Farbungen wurden

50



Material und Methoden

durch langere Inkubationszeiten erreicht. Die Entfarbung der Gele erfolgte durch Spllen
der Gele in dest. Wasser, optimale Kontraste wurden durch die komplette Entfarbung

des Hintergrunds erreicht.

2.12.5. Nachweis von Proteinen durch Antikorper

2.12.5.1. Western Blot

Transferpuffer: 50 mM Tris 3,03 g Tris
39 mM Glycin 14,4 g Glycin
20 % (v/v) Methanol 200 ml Methanol

ad 1000 ml dest. H,O

10x Ponceau-S Rot Lésung: 2,5 g Ponceau-S Rot
400 ml Methanol
150 ml Eisessig

450 ml dest. H,O

Beim Western Blot werden in der SDS-PAGE aufgetrennte Proteingemische aus der
Polyacrylamid-Matrix Uber ein senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld eluiert
und auf eine Membran — (z.B. Polyvinyldendifluorid (PVDF)- (Immobilon P, Millipore)
oder Nitrocellulosemembran) — transferiert. Dabei bleibt das Muster der
elektrophoretischen Auftrennung erhalten. Durch hydrophobe Wechselwirkung werden
die Proteine an die PVDF-Membran gebunden. Fir den elektrophoretischen Transfer
sind zwei unterschiedliche Verfahren im Einsatz, das ,Tankblotsystem“ und das
~Semidryblotsystem®. In dieser Arbeit erfolgte der Proteintransfer vom SDS-Gel auf eine
Membran in einem ,Semidryblot System*” (BioRad).

Die Blotmembran und die zurechtgeschnittenen Blotpapiere wurden vor dem Transfer in
Transferpuffer fir 5 min &quilibriert. Der Transfer erfolgte bei 100 mA fir 2 h.
AnschlieBend wurde durch eine Ponceau-Farbung kontrolliert, ob der Transfer

erfolgreich war.

51



Material und Methoden

2.12.5.2. Immunfarbung von Western Blots

Entwicklungspuffer pH 100 mM Glycin

74 1 mM ZnCl,
1 mM MgCl,
Entwicklungslésung: 0,5-1 mg/ml BCIP (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat) frisch

angesetzt in Entwicklungspuffer.

Blockierlésung: 3,0 g BSA (Rinderserumalbumin)
100 ml TBS- Tween Puffer

20x TBS-Tween 96,8 g Tris
(TBS-T): 318,9 g NaCl
20 ml Tween

ad 2000 ml dest. H,O, pH 7,6

Nach dem elektrophoretischen Transfer des Proteins auf eine PVDF-Membran miissen
zunachst die freien Bindungsstellen der Membran blockiert werden. Da Antikoérper
Proteine sind, wirden sie sich ohne diese MalRnahme an jeder freien Bindungsstelle der
Membran anheften und einen spezifischen Nachweis von Antigenen unmdéglich machen.
Das Blockieren freier Bindungsstellen wird mit einem nicht flr die Antikorper
erkennbaren Protein durchgefiihrt. In dieser Arbeit erfolgte die Blockierung der
Membran durch Inkubation in 3 % BSA-TBS-Tween (Rinderserumalbumin in TBS-T) fur
mindestens 1 h. Anschlielend wurde der abgesattigte Blot mit dem primaren Antikdrper
(z.B. a-RGS-His-Antikdrper) in 10 ml Blockierldsung oder in unverdiinntem Hybridom-
Uberstand 1 h bei Raumtemperatur auf einem Schuttler inkubiert. Alternativ wurde die
Membran in ein 50 ml ,Falcon“-Réhrchen Uberfihrt und mit 2 ml Antikdrperlésung
uberschichtet. Diese Methode wurde angewendet, wenn nur ein geringes Volumen
Antikorperlésung zur Verfigung stand. Das ,Falcon“-Réhrchen wurde auf einem Roll-
Inkubator (Stuart-Scientific) fir 1 h bewegt, danach wurde der Blot dreimal 5 min mit
TBS-T gewaschen. Es folgte die Inkubation mit dem Sekundarantikorper (z.B. Ziege o-
Maus Immunglobulin, gekoppelt mit alkalischer Phosphatase) in 10 ml TBS-T fir 1 h bei
Raumtemperatur. AnschlieRend wurde dreimal 5 min mit TBS-T und einmal 5 min mit
Entwicklungspuffer gewaschen und der Blot mit 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat
Toluidin Salz (BCIP) entwickelt. Die Reaktion konnte durch Zugabe von Wasser oder 2

% Essigsaure abgestoppt werden.
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2.13. Zytologische Methoden

213.1. Durchmusterung der  Hybridom-Uberstinde in der

Immunfluoreszenz

Hierzu wurden ,Multiwell“- Objekttrager verwendet. Bevor die Melanin-,Ghosts" und die
Sporen auf die Objekttrager pipettiert werden konnten, wurden 15 ul Poly-L-Lysine 5 min
auf jedes Well der Objekkttrager pipettiert. AnschlieRend wurden diese 3x mit aqua dest
gewaschen und getrocknet. Jetzt konnten 15 pl der Melanin-,Ghosts* bzw. der
Sporensuspension auf die Wells pipettiert werden. Die Suspensionen wurden nach einer
10minatigen Inkubation wieder abgenommen. Anschlielend wurden die Objekttrager in
-20 °C kaltem Methanol fur 30 sec fixiert. Nachdem die Objekttrager vollstandig
getrocknet waren, wurden sie mit dem Primarantikérper 30 min bei 37 °C in einer
feuchten Kammer inkubiert. AnschlieBend wurden die Deckglaschen 3 x in PBS
gewaschen und danach mit den fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérpern weitere 30
min bei 37 °C inkubiert. Durch erneutes Waschen mit PBS konnten die tberschissigen
Antikérper entfernt und die Deckglaschen anschlieflend eingebettet werden. Als
Einbettmedium diente FluoroGuard ™ Antifade Reagent (BioRad). Nach wenigen
Minuten wurden die Deckglaschen am Rande mit Nagellack versiegelt, um ein

Austrocknen der Praparate zu verhindern.

2.13.2. Assay zur Quantifizierung der Phagozytose

Um die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen in Makrophagen quantifizieren zu
kénnen, muss man zwischen intra- und extrazellularen Sporen unterscheiden. Hierfiir
wurde eine Methode entwickelt, die nicht auf die Anwesenheit von Antikérpern
angewiesen ist.

Hierzu wurden Zellen kultiviert und auf Deckglaschen mit einer Dichte von 5 x 10° ein
Tag vor der Infektion ausgesat. Die Infektion erfolgt in 24-well Platten und mit 1 x 10’
biotinylierten A. fumigatus-Sporen pro well. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden
Deckglaschen mit den infizierten Zellen entnommen,10 min mit 3,7 % Formaldehyd
fixiert und anschliefsend 3 x mit PBS gewaschen.

Alle Farbungen erfolgten bei 37 °C in einer feuchten Kammer. Extrazellulare biotinylierte
Sporen wurden mit Cy3-Avidin (Cy3-Av) (Dianova, Hamburg) angefarbt (1:100 in PBS).
Die Farbung von intra- und extrazellularen Sporen erfolgte mit Calcofluor weifd fir 15
min (1:80 in PBS). Die Makrophagen wurden mit Hilfe von Concanavalin A-FITC gefarbt
(1:100 in PBS). Die Deckglaschen wurden anschlieBend auf Objekttrager gebracht und
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um ein Ausbleichen zu verhindern wurden sie in 10 pl FluoroGuard ™ Antifade Reagent
(BioRad) eingebettet. Um ein Austrocknen zu vermeiden, wurden die Ré&nder mit
Nagellack versehen. Die Analyse erfolgte mit Hilfe eines Leitz RBE
Fluoreszenzmikroskops (Leica, Bensheim, Germany) welches mit der MetaMorph

software (Visitron Systems, Puchheim) ausgestattet ist.

conidia ~

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Methode zur Quantifizierung der Phagozytose
von A. fumigatus-Sporen.

2.13.3. Farbung mit Antikérpern

Die zu untersuchenden Zellen wurden (wie unter 2.10.8 beschrieben), kultiviert und
infiziert (siehe 2.10.12). Nach der Infektion wurden sie zum gewahlten Zeitpunkt mit 3,7
% Formaldehyd 10 min bei Raumtemperatur fixiert. AnschlieRend wurde das
Formaldehyd entfernt und die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen. Die folgende
einminutige Permeabilisierung der Zellen mit 0,2 % (v/v) Triton X-100 machte die
Membran durchlassig fur die folgende Antikorperfarbung.

Die Zellen wurden mit dem Primarantikérper 30 min bei 37 °C in einer feuchten Kammer

inkubiert. AnschlieRend wurden die Deckglaschen 3 x in PBS gewaschen und danach
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mit den fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérpern weitere 30 min bei 37 °C inkubiert.
Durch erneutes Waschen mit PBS konnten die Uberschissigen Antikérper entfernt und
die Deckglaschen anschlieRend auf Objekttragern (Langenbrinck) eingebettet werden.
Als Einbettmedium diente FluoroGuard ™ Antifade Reagent (BioRad). Nach wenigen
Minuten wurde mit Nagellack versiegelt, um ein Austrocknen der Praparate zu
verhindern.

Die Auswertung erfolgte entweder an einem Leitz RBE Fluoreszenzmikroskop (Leica,
Bensheim, Germany) oder an einem Fluoreszenzmikroskop (Leica dm LB). Die

Prapatate wurden bei 4 °C gelagert.

2.13.3.1. Farbung mit V5-Antikorper

Der a-V-5 Antikorper kann eingesetzt werden um Fusionsproteine zu erkennen, die das
V5-Epitop besitzen. Zuerst wurden die zu farbenden Zellen in 1-3 % frisch angesetztem
Paraformaldehyd 15 min fixiert. AnschlieRend wurden die fixierten Zellen 3 x mit PBS
gewaschen und mit 0,2 % Triton X-100 in PBS 5 min permeabilisiert. Nachdem die
Praparate erneut 3 x in PBS gewaschen worden waren, wurden sie in 1 % BSA in PBS
fur 30 min inkubiert.

Nach dem Blocken wurde der V5-Antikérper (Invitrogen, 1:200 in Blockingpuffer) auf die
Zellen gegeben und fur 1 h in einer feuchten Kammer inkubiert. AnschlielRend erfolgte
ein dreimaliges Waschen in PBS. Als Zweitantikérper diente ein anti-Maus Cy3-
Antikérper, welcher in 1 % BSA PBS verdinnt worden war. Nachdem der
Zweitantikérper mit PBS heruntergewaschen worden war, wurden die Praparate

eingedeckelt und mit Nagellack luftdicht versiegelt.

213.4. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein optisches MeRsytem fur einzelne in einem
Flassigkeitsstrom fokussierte Partikel (Zellen). Grundlage ist die Antigen- Antikorper-
Reaktion, welche mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern durchgefihrt wird. Zur Analyse
werden die Zellen einer Einzelzellsuspension durch hydrodynamische Fokussierung
aneinandergereiht und an einem gebilndelten Laserstrahl geeigneter Wellenlange
vorbeigeleitet, der den Fluoreszenzfarbstoff anregt. Die Emission, die sich proportional
zur Menge an gebundenem Antikérper verhalt, wird durch einen Photodetektor

registriert. Somit kann eine Aussage Uber die Expression z.B. von
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Oberflachenmolekilen gemacht werden. Durch Lichtbeugung und -streuung erhalt man
zusatzlich Informationen tber KerngréRe und Granularitat der Zellen.

Mit Hilfe des FACS- Gerates wurde die Menge an Zuckern gemessen, welche sich auf
der Oberflache von neu isolierten, alten Sporen und angeschwollenen Sporen befindet.
Hierzu wurden die Zellen mit Concanavalin A in einer Konzentration von 1:200 in PBS
30 min gefarbt und anschlieBend 1 x in PBS gewaschen und im entsprechenden

Durchflusszytometer-Kanal gemesssen.

2.14. Mikroskopische Untersuchungen

2.141. Elektronenmikroskopie

Cacodylatpuffer: 0,1 M Cacodylat
0,09 M Saccharose
0,01 M CacCl,
0,01 M MgCl,

ad 1000 ml dest. H,O pH, 7,4

Fixierpuffer: Cacodylatpuffer pH 7,4 mit
5 % (v/v) Formaldehyd
2 % (v/v) Glutaraldehyd

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden von Dr. Manfred Rhode an der
Gesellschaft fur Biotechnologische Forschung in Braunschweig mit Hilfe eines ,Zeiss
DSM 962 Gemini field-emission scanning microscope“ durchgefihrt.

Die zu untersuchenden Zellen wurden in einer Dichte von 2 x 10° auf Deckglaschen
ausgesat. Die Infektion erfolgte in 24-well Platten mit den jeweiligen Aspergillus-Sporen.
Die MOI betrug 50:1.

Nach Infektion wurden die infizierten Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten auf Eis
fixiert. Nach 1 h wurden die Deckglaschen mit Cacodylatpuffer gewaschen und bis zur

weiteren Verwendung im Kihlschrank aufbewahrt.

2.14.2. Aufnahmen am Epifluoreszenzmikroskop (2D)

Hier wurden mit Hilfe einer CCD-Kamera (Micro-Max), gesteuert durch die Software

Metamorph (Universal Imaging, Version 4.5), Bilder der Praparate aufgenommen. Es
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wurde ein Plan-Apochromat 100x / N.A.1,40 Oil Objektiv verwendet. Die weitere
Bildbearbeitung und Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software Adobe Photoshop 6.0.

2.14.3. Aufnahmen am konfokalen Laserscanningmikroskop (3D)

Das Gerat besitzt einen Argon-Krypton-Laser mit den Wellenlangen 488, 568 und 647
nm, die flr die Anregung von FITC, Propidiumjodid und Cy5 verwendet wurden. Mit
einem 63x Olimmersionsobjektiv (Plan-Apochromat 63x/1,4 Oil) wurden Serien von 8
Bit-TIFF-Bildern mit 256 x 256 Pixeln aufgenommen. Die Pixelgréfte betrug 100x100

nm, der Abstand zwischen den einzelnen Schnittebenen 250 nm.

214 4. »Live-Cell“ Mikroskopie

Beim Live Cell Imaging arbeitet man mit einem Nicon Eclipse TE300 Lichtmikroskop,
das mit der UltraView Software ausgestattet ist. Die Praparate wurden wahrend der
Beobachtungsphase, die sich Gber mehrere Stunden bis zu einem Tag hinziehen kann,
mit 5 % CO, und begast und bei 37 °C temperiert. Wahrend des Versuchs konnten pro
Minute beliebig viele Bilder aufgenommen werden. AnschlieRend wurden diese Bilder
zusammengefligt, sodass sich ein Zeitrafferfilm ergab, in dem die Zellbewegungen

sichtbar wurden.
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3. Ergebnisse

3.1. Etablierung einer geeigneten Methode fiur die Quantifizierung der

Phagozytose von Aspergillus fumigatus-Sporen

A. fumigatus ist ein humanpathogener Pilz, der in immunsupprimierten Menschen
schwere systemische Infektionen verursachen kann. Sporen bilden das infektidse Agens
und sind ubiquitar in der Umwelt verbreitet. Alveolar Makrophagen bilden die erste
Abwehrlinie in der Lunge, indem sie die Sporen phagozytieren (Latge, 1999). Somit
stellen die Erkennung und die sich anschlieRende Phagozytose von A. fumigatus-
Sporen durch Makrophagen einen zentralen Schritt bei der Bekampfung von
Aspergillus-Infektionen dar und das Verstehen dieses Prozesses ist daher von grofier
Bedeutung. Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollten die Interaktionen von murinen und
humanen Makrophagen mit A. fumigatus-Sporen untersucht werden. Die Fragestellung
umfasste zwei Perspektiven. Zum einen sollte die Oberflache der A. fumigatus-Sporen
analysiert und gezeigt werden, welche Strukturen fur die Interaktion mit Makrophagen
wichtig sind. Zum anderen wurden die Prozesse der Phagozytose aus der Perspektive
der Makrophagen naher untersucht. Hierfir musste zunachst ein effizienter
Phagozytoseassay etabliert werden.

In  Anlehnung an die Doppelimmunfluoreszenz-Methode, die schon 1985 von
Heesemann und Laufs zur Differenzierung zwischen intrazellularen und extrazellularen
Bakterien in einer Zellkultur etabliert wurde (Heesemann und Laufs, 1985), sollte eine
ahnliche Methode fur A. fumigatus etabliert werden. Bei dieser Methode wird eine
sukzessive Doppelimmunfluoreszenz mit spezifischen Antikdrpern eingesetzt, um
Bakterien vor und nach der Permeabilisierung der Wirtszellmembran zu farben. Ahnliche
Protokolle wurden auch bei A. fumigatus-Infektionsversuchen verwendet, jedoch ist man
hier auf das Vorhandensein geeigneter Antikdrper angewiesen (Wasylnka und Moore,
2002; Lopes Bezerra und Filler, 2004).

3.1.1. Herstellung monoklonaler Antikorper gegen A. fumigatus-Sporen

Um die Methode zur Quantifizierung extrazellularer und intrazelluldrer Sporen in
Phagozyten zu etablieren, wurde in einem ersten Experiment versucht, monoklonale
Antikérper gegen die Hullschicht von A. fumigatus-Sporen zu generieren.

In frlheren Versuchen waren bereits drei Balb/C-Mause parallel dreimal in einem

Abstand von 14 Tagen mit abgetdteten Sporen immunisiert worden, und das Serum
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wurde auf vorhandene Antikdrper getestet (Katrin Sturm, 2003). Diese Versuche
ergaben polyklonale Seren, die aber mit ruhenden Sporen kaum reagierten. Daher
wurde nach einer weiteren Moglichkeit gesucht, um geeignete Antikdrper zu generieren.
Hierzu wurden zunachst in Anlehnung an Paris et al., 2003 die Hullproteine von
A. fumigatus-Sporen mittels Ultraschall isoliert, um so eventuell Proteine zu finden, die

fur weitere Immunisierungen geeignet sind (Paris et al., 2003).

3.1.1.1. Isolierung von Hiullproteinen von A. fumigatus-Sporen

Fir die Isolierung von Hiullproteinen von A. fumigatus-Sporen wurden die
Oberflachenproteine von frisch isolierten Sporen zunachst mit Sulfo-NHS-LC-Biotin
markiert. Nach dem Markieren wurden die Zellen 2 x 10 min beschallt. Die nach
Zentrifugation in Uberstéanden vorhandenen Oberflachenproteine wurden anschlieRend
mit TCA gefallt und auf zwei SDS-Gele aufgetragen. Ein Gel wurde mit Hilfe von
Coomassie Blau angefarbt, in einem weiteren Gel wurden die biotinylierten Proteine im
Western-Blot mittels Streptavidin  detektiert. Abbildung 8 zeigt die SDS-
gelelektrophoretische Auftrennung der durch Ultraschall gewonnenen
Oberflachenproteine. Die zwei am starksten gefarbten Banden, die sich im Blot
ebenfalls mit Streptavidin nachweisen lieBen, wurden herausgeschnitten und mittels
MALDI-TOF analysiert. Bei den beiden Proteinen handelt es sich um das 14 kDa groRRe
Hydrophobin A (ROD A) und das 15 kDa grof3e Hydrophobin B (ROD B). Beide Proteine
sind bereits in der Literatur beschrieben worden (Paris et al., 2003). Hydrophobin A und
Hydrophobin B sind charakteristisch fir ruhende A. fumigatus-Sporen und bilden

gemeinsam die hydrophobe Hullschicht (Paris et al., 2003).
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Abbildung 8: SDS-gelelektrophoretische Auftrennung der ultraschallbehandelten
Oberflachenproteinen, die durch Coomassiefarbung detektiert wurden.
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3.1.1.2. Klonierung und Expression von Hydrophobin B

Da die Immunisierung mit ganzen Sporen nicht die erwarteten Ergebnisse lieferte,
wurde alternativ versucht, das Hydrophobin B rekombinant herzustellen, um so weitere
Immunisierungen zu ermdglichen und oberflachenspezifische Antikdrper generieren zu
kénnen. Das Hydrophobin B-Gen wurde mittels der PCR amplifiziert. Als Template
diente cDNA aus A. fumigatus-Sporen (die freundlicherweise von Frau Dr.
Schwienbacher zu Verfugung gestellt wurde). Der 5 -Primer wurde so ausgewahlt, dass
es auch zu einer Amplifikation der am 5°-Ende lokalisierten Signalsequenz kam. Das
Molekulargewicht des Hydrophobin B-Gens hat eine GréRe von 430 Basenpaaren. In
Abbildung 9 ist das PCR-Produkt passender GroRe dargestellt.

—»1 kb

—» 2500 bp
—» 2000 bp

—1000 bp
—» 500 bp

—» 250 bp

Abbildung 9: Elektrophoretische Auftrennung des Hydrophobin B PCR-Produkts.

AnschlieBend wurde das amplifizierte Hydrophobin B-Gen in den Expressionsvektor
pQE-30 kloniert. Dieser Vektor liegt bereits linearisiert vor und besitzt an den 3’-Enden
poly U-Uberhange. Eine gerichtete Klonierung ist mit diesem Vektor nicht méglich. Die
PCR-Produkte kdnnen sowohl in richtiger als auch in falscher Orientierung in den Vektor
integriert werden. Die Ligation erfolgte Uber Nacht bei 16 °C. Am nachsten Tag konnte
der elektrokompetente E. coli Stamm M15 [pRep] mit den ligierten Plasmiden
transformiert werden. Die transformierten Bakterien wurden nach 30-mindtiger
Inkubation in LB-Medium auf LB-Agar ausplattiert und bei 37 °C uber Nacht inkubiert.
Die Selektion der positiven Klone erfolgte mit Hilfe der Antibiotika Carbpenicillin und
Kanamycin. Der elektrokompetente Stamm M15 [pRep] tragt auf dem pRep-Plasmid
eine Kanamycinresistenz. Der pQE-30 Vektor hingegen vermittelt eine Carbpenicillin-

Resistenz.
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Von den erhaltenen Klonen wurden dber Nacht Flussigkulturen in LB-Medium
angesetzt. Das Hydrophobin B-Gen stand in diesem Vektorsystem unter der Kontrolle
eines lac-Operator Systems und konnte am folgenden Tag durch die Zugabe von IPTG
induziert werden. Mit Hilfe eines SDS-Gels wurde die Expression der verschiedenen
Klone Uberprift. Zusatzlich wurde von den Klonen ein Colonyscreening durchgefihrt.
Abbildung 10 zeigt ein Coomassie gefarbtes Polyacrylamidgel mit den induzierten

Klonen 1-8. Im Gel konnte keine differentiell exprimierte Bande gefunden werden.
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Abbildung 10: SDS-gelelektrophoretische Auftrennung der Zelllysate von positiven Klonen
nach IPTG-Induktion.

Von den Proteinen, die sich in der Kontroll-PCR als positiv erwiesen hatten, wurde
willktrlich ein Klon ausgewahlt und das pQE-30 Plasmid dieses Klones im Bereich der
Insertionsstelle sequenziert. Die Sequenzierung ergab, dass das Hydrophobin B Gen in
richtiger Orientierung im Vektor vorlag und dass die Sequenz keine Mutationen aufwies.
Als nachstes wurden unterschiedliche Temperaturen, unterschiedliche Fragmentgréen
des Gens (z.B. mit und ohne Signalsequenz), verschiedene Konzentrationen von IPTG
und unterschiedlich lange Induktionszeiten erprobt. Leider war es auch nach Variationen
dieser unterschiedlichen Bedingungen nicht mdglich, das Hydrophobin B

Uberzuexprimieren.

3.1.1.3. Herstellung von Melanin-,,Ghosts*

Viele Pilzarten produzieren Pigmente, welche griin-blau, schwarz-braun, schwarz oder
weild sein kdnnen. Die Melanin-Synthese wurde bei vielen humanpathogenen Pilzen wie
z.B. bei Aspergillus fumigatus (Jahn et al., 1997; Tsai et al., 1998; Langfelder et al.,

1998), Cryptococcus neoformans (Nosanchuk et al., 2000) und Sporothrox schenkii
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(Romero-Martinez et al., 2000; Moris-Jones et al., 1993) als Virulenzfaktor beschrieben.
Melanine haben z.B. bei C. neoformans die Fahigkeit, die Pilze gegen das
Antimykotikum Amphotericin B, gegen die Phagozytose durch Makrophagen und gegen
mikrobiologische Peptide und ultraviolettes Licht zu schitzen.

A. fumigatus produziert ein blau-griines Pigment, das so genannte Dihydroxynaphtalen-
Melanin. Die Produktion verlauft iber den Dihydroxynaphtalen (DHN-) Signalweg. Zwei
Gene, die an der Biosynthese des DHN-Melanins beteiligt sind, alb7 und arp1, welche
fur eine Polyketid-Synthase bzw. flr eine Scytalon-Dehydratase codiert, sind kloniert
worden (Tsai et al., 1997, 1998, 1999; Langfelder et al., 1998, Watanabe et al., 2000).
Einige Studien belegen, dass Sporen, die dieses Pigment aufgrund eines Defekts des
Polyketide Synthase Gens pksP nicht besitzen, eine reduzierte Virulenz im Mausmodell
zeigen (Jahn et al., 1997; Langfelder et al., 1998, Tsai et al., 1998, 1999). Sie binden
deutlich besser an das Komplement und weisen eine erhéhte Empfindlichkeit gegenliber
Antimykotika auf. Melanin hemmt offenbar die oxidative Antwort der humanen
Phagozyten, was die intrazelluldre Uberlebensrate der Sporen in den Phagozyten
erhoht (Jahn et al., 2002).

Wang et al. ist es 1996 gelungen, die leere Pigmenthille von C. neoformans zu
isolieren, die sie Melanin-,Ghosts“ genannt haben (Wang et al., 1996). Die Herstellung
beruhte auf der Beobachtung, dass das Melanin auf den Zellen nach Behandlung mit
Guanidin Thiocyanat und HCL noch erhalten blieb. Youngchim et al. stellten 2004
Melanin-,Ghosts“ von Aspergillus fumigatus her, immunisierten Balb/C- Mause damit
und generierten Antikdrper gegen die Melanin-Partikel. Diese Antikérper reagieren mit
der Oberflache der Sporen (Youngchim et al., 2004).

Da es ein Ziel dieser Arbeit war, Antikdrper zu generieren, die gegen die Hullschicht von
A. fumigatus-Sporen gerichtet sind, wurden so genannte Melanin-,Ghosts" hergestellt,
mit welchen anschlieliend zwei Balb/C-Mause immunisiert wurden. Hierzu wurden WT-
Sporen sowie Sporen der pksP-Mutante isoliert, mit Zellwand-lysierenden Enzymen
(Novozyme) behandelt und mit Guanidin Thiocyanat Uber Nacht bei RT inkubiert. Am
folgenden Tag wurden sie mit Proteinase K bei 37 °C inkubiert und zum Schluss mit6 M
HCL 1,5 Stunden bei 100 °C gekocht (siehe auch 2.11.1.14). In Abbildung 11 sind vier
Eppendorf-Gefalle dargestellt, die zum einen die Sporen des WT (in A) und der pksP-
Mutante vor der Behandlung darstellt (in B) und zum anderen die jeweiligen -,Ghosts"”
(in A’ und B’). Suspension aus A" wurde zur Immunisierung verwendet. Die Abbildung
zeigt, dass die Menge der ,Ghost“-Suspensionen im Vergleich zur Ausgangssuspension

abnimmt (A", B’), dass aber die Pigmentierung erhalten bleibt (A", B").
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Abbildung 11: WT-Sporen (A) und der pksP Mutante-Sporen vor (B) und nach der
Behandlung mit Enzymen und denaturierender heiRer Saure (A’ und B’).

3.1.1.3.1. Immunfluoreszenz mit Antikorpern gegen Melanin-,,Ghosts*

Mit den in Abbildung 11 dargestellten WT Melanin-,Ghosts* wurden Balb/C-Mausen am
Tag 1, Tag 14 und Tag 28 immunisiert, die Lymphknoten wurden am 32. Tag
entnommen und zerkleinert und eine Einzelzellsuspension wurde hergestellt. Die B-
Zellen wurden mit Myelomzellen fusioniert und die so entstandenen Hybridomzellen auf
positive Antikdrpersekretion in der Immunfluoreszenz getestet (siehe Material und
Methoden 2.13.1). Es wurden insgesamt 240 Uberstdnde in der Immunfluoreszenz mit
WT-Ghosts auf positive Antikérper getestet. Insgesamt zeigten 7 Antikdrper eine
Reaktion. Einer der Antikérper ist in Abbildungen 12 dargestellt. Abbildung 12 zeigt die
Bindung des Antikorpers auf WT-,Ghosts“ und WT-Sporen. Als Sekundarantikdrper
diente ein anti-Maus Cy3-konjugierter Antikérper. Wie aus der Abbildung ersichtlich, ist
der anti-Melanin Antikérper in der Lage A. fumigatus-Sporen (Abb. 12 G-H) und auch
Ghosts (C-D) zu erkennen. Die Farbung ist jedoch nicht sehr homogen, denn einige
Sporen wurden sehr stark (Abb.12 H), andere wiederum sehr schwach oder gar nicht
angefarbt (Abb.12 F). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der anti-Melanin
Antikérper ebenfalls die Sporen der Negativkontrolle, also die pksP-Sporen, anfarbt
(siehe Abbildung 13 C-D).

In weiteren Versuchen wurde auf’erdem untersucht, ob der anti-Melanin Antikdrper auch
andere Aspergillus-Arten erkennt: Getestet wurde der Antikdrper auf A. fumigatus WT-
(A-B), pksP-Mutante- (C-D), pigmentlose, weille UV-Mutante- (E-F), A. terreus- (G-H) A.
flavus- (I-J) A. giganteus- (K-L), A. niger- (M-N) und A. nidulans- (O-P) Sporen.

In Abbildung 13 sind die Ergebnisse dargestellt. Es stellte sich heraus, dass der

Antikérper nicht fir die Erkennung von A. fumigatus-Sporen geeignet ist. Ein weiterer
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Nachteil ist die Tatsache, dass er auch nicht flr die Erkennung von unterschiedlichen
Aspergillus-Stammen geeignet ist.

A

-
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W

Abbildung 12: Hellfeld-/ und Immunfluoreszenzbilder von A. fumigatus-Melaninpartikeln
(C-D) und A. fumigatus-Sporen (G-H), die mit Hilfe des anti-Melanin Antikorpers gefarbt

wurden. In A-B und E-F sind die jeweiligen Kontrollfairbungen mit dem anti-Maus Cy3-
konjugierter Sekundarantikoérper dargestelit.
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Abbildung 13: Hellfeld-/ und Immunfluoreszenzbilder von unterschiedlichen Aspergillus-
Arten, die mit Hilfe des anti-Melanin Antikorpers gefarbt wurden. (A-B A. fumigatus; C-D
pksP-Mutante; E-F UV-Mutante, A. terreus.; G-H Laccase Mutante, I-J A. flavus; K-L A.
giganteus; M-N A. niger; O-P A. nidulans)
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3.1.2. Der ,,Biotin-Calcofluor-Staining (BCS)”-Assay

Die Herstellung von spezifischen Anti-Aspergillus Antikbrpern erwies sich, wie oben
beschrieben, als recht schwierig. Aufierdem ist ein Nachteil von Anti-Aspergillus
Antikérpern, dass ihre Anwendung begrenzt ist und sich haufig nicht auf andere
Aspergillus-Arten und Pilzarten Ubertragen lasst. Deshalb wurde in dieser Arbeit der
schnelle und einfache BCS-Assay etabliert, bei dem man zwischen phagozytierten und
nicht phagozytierten Sporen unterscheiden kann, ohne auf die Anwesenheit von
Antikérpern angewiesen zu sein (siehe Material und Methoden 2.13.2).

Um diese Methode durchfiihren zu kénnen, wurden Zellen einen Tag vor der Infektion
auf Deckglaschen kultiviert und mit biotinylierten A. fumigatus-Sporen infiziert (siehe
Material und Methoden 2.10.12). AnschlieRend wurden die infizierten Zellen fixiert und
gefarbt. Extrazellulare biotinylierte Sporen wurden mit Cy3-Streptavidin angefarbt, ein
Farbstoff, der membranundurchlassig ist und damit nur an das Biotin der extrazellularen
Sporen binden kann. AnschlieBend erfolgte die Farbung von intra- und extrazellularen
Sporen mit Calcofluor. Dieser Farbstoff kann auch die Zellmembran nicht
permeabilisierter Zellen durchdringen. Die Zellmembran der Wirtszelle lasst sich mit
Hilfe von Concanavalin A-FITC anfarben. Die Zellen wurden mit Hilfe eines
Epifluoreszenzmikroskop mikroskopiert, und mit Hilfe der Metamorph-Software lielRen
sich die einzelnen Fluoreszenzen Ubereinander lagern und anschlieend auswerten. Bei
der Auswertung der Praparate mit dem Mikroskop kann sofort zwischen extra- (blau-rot
gefarbt) und intrazellularen (nur blau gefarbt) Sporen unterschieden werden, so dass die
Praparate differenziert ausgezahlt werden kdénnen. In Abbildung 14 A-C sind beispielhaft
die einzelnen Farbungen dargestellt. In Abbildung 14 A sind alle extrazellularen Sporen
dargestellt, die Streptavidin-Cy3 gefarbt wurden. Die Gesamtheit der Calcofluor
gefarbten Sporen ist in 14 B wiedergegeben. Abbildung C zeigt die Concanavalin A
gefarbten Zellen in grin. Abbildung D zeigt die Uberlagerung der einzelnen
Fluoreszenzbilder aus 14 A-C.

Mit Hilfe des BCS-Assays ist es madglich, die Phagozytoseeffizienz von
unterschiedlichen Zelltypen zu ermitteln. In Abbildung 15 ist eine Zeitreihe der Infektion
von A. fumigatus-Sporen in J774-Zellen und MHS-Zellen nach 1, 3 und 6 h dargestellt.
Aus der Abbildung geht hervor, dass mit der Dauer der Infektionszeit eine Zunahme in
der Aufnahme von A. fumigatus-Sporen zu beobachten ist. Nach 1 h sind 22,4 % (+/-
4,2) Sporen in den MHS-Zellen phagozytiert worden, nach 6 h sind es 34,4 % (+/- 3,3)
Sporen. J774-Zellen zeigten eine geringere Phagozytosebereitschaft, hier waren nach 1
h 14,8 % (+/- 5,9) Sporen intrazellular, nach 6 h waren es 26,7 % (+/- 13,1) Sporen.

Insgesamt wurden zwischen 150 und 300 Sporen ausgezahlt. Aufgetragen wurde der
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Anteil der intrazelluldren Sporen in der Gesamtheit aller zellassoziierten Sporen in

Prozent.
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Abbildung 14: Phagozytose von biotinylierten A. fumigatus-Sporen durch J774-Zellen
nach 1 h Infektion. In A) sind alle extrazelluliren Sporen dargestellt (detektiert mit
Streptavidin-Cy3 [rot], siehe weilRe Pfeile). In B) sind alle intra- und extrazelluldren Sporen
mit Calcofluor angefarbt [blau]. C) J774-Zellen wurden mit Concanavalin A visualisiert
[griin]. In D) ist die Uberlagerung von allen Fluoreszenzen gezeigt.
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Abbildung 15: Phagozytoseraten von A. fumigatus-Sporen durch MH-S Zellen und J774-
Zellen 1, 3 und 6 h Postinfektion. Die Phagozytoseraten wurden mit Hilfe des BCS-Assays
ermittelt. Ingesamt wurden zwischen 150 und 300 Sporen ausgewertet.
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3.1.3. Einfluss der ,,Biotinylierung“ auf das Verhalten von Sporen

3.1.3.1. Einfluss auf die Auskeimung

Um zu Uberprifen, ob die Biotinylierung einen Einfluss auf Sporen hat, wurde zunachst
die Auskeimung untersucht. Hierzu wurden biotinylierte- und nicht-biotinylierte Sporen
24 h in AMM-Medium inkubiert, ihr Auskeimungsverhalten wurde beobachtet, und
verglichen. AnschlieRend wurden zu den Zeitpunkten 3 h, 6 h, 9 h und 24 h Sporen aus
der Kultur entnommen und unter dem Mikroskop wurde das Entwicklungsstadium
analysiert. In Abbildung 16 ist der Anteil ausgekeimter Sporen dargestellt. Der Graph
zeigt, dass sowohl die mit Biotin-markierten als auch die unmarkierten Sporen ein
ahnliches Auskeimungsverhalten besitzen. Biotinylierte sowie nicht-biotinylierte Sporen
keimten in den ersten 9 h nur mit einem sehr geringen Prozentsatz aus. Das
Auskeimungsmaximum lag bei den biotinylierten Sporen nach 9h bei 9,2 % und bei den
nicht-biotinylierten Sporen bei 9,1 %. In den folgenden Stunden stieg die
Auskeimungsrate dann allerdings rapide an und erreichte bei den biotinylierten Sporen
nach 24 h 66,7 % und bei den nicht-biotinylierten Sporen 59,2 %. Ingesamt wurden

zwischen 150 und 300 Sporen ausgewertet.
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Abbildung 16: Quantifizierung der Germination von biotinylierten und nicht biotinylierten
A. fumigatus-Sporen wahrend eines Wachstums in Minimal Medium (AMM) und einer
Zeitspanne von 24 h.

3.1.3.2. Einfluss auf die Zelladhasion

Des Weiteren wurde untersucht, ob die Biotinylierung von Sporen einen Einfluss auf die
Bindung an Zellen hat. Hierzu wurden in zwei Experimenten biotinylierte und nicht-

biotinylierte Sporen mit A549-Zellen, die am Vorabend auf Deckglaschen kultiviert
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worden waren, fur 1 h inkubiert, fixiert und anschlieRend gefarbt. Die A549-Zellen
wurden mittels Concanavalin A, die Sporen mit Calcofluor in blau angefarbt.
Anschlieend wurde aus beiden Experimenten die Menge an gebundenen Sporen pro
Zelle ausgezahlt. In Abbildung 17 A ist die Quantifizierung der Bindung von biotinylierten
und nicht biotinylierten Sporen an die A549-Zellen graphisch dargestellt. Insgesamt
wurden 100 Zellen pro Experiment gezahit.

Die Auszahlung ergab keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl gebundener
Sporen. Die entsprechenden Immunfluoreszenzaufnahmen sind in Abbildung 17 B
gezeigt. Auch hier erkennt man keinen Unterschied an der Anzahl von nicht
biotinylierten (B.a) und biotinylierten (B.b) A. fumigatus-Sporen, die an den A549-Zellen

adharieren.
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B

Abbildung 17: A) Quantifizierung der Bindung von biotinylierten und nicht biotinylierten
A. fumigatus-Sporen. B) Fluoreszenzaufnahme der Bindung von biotinylierten (a) und
nicht biotinylierten (b) A. fumigatus-Sporen an A549-Zellen. Die Sporen wurden mit
Calcofluor blau angefarbt, die Zellen wurden mit Concanavalin A in griin angefarbt.

3.1.3.3. Vergleich zwischen der Phagozytose biotinylierter und

Antikorper-gefarbter Sporen

Um sicher zu gehen, dass durch die Biotinylierung die Oberflache der A. fumigatus-
Sporen nicht verandert wird und somit vielleicht die Phagozytose beeinflusst, wurde die
Phagozytose von biotinylierten Sporen und unbehandelten Sporen, die anschlieRend mit
einem anti-Aspergillus Antikorper (der freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Bouchara
aus Paris zur Verfigung gestellt wurde) gefarbt wurden, gegenilbergestellt. Fir die
Darstellung der biotinylierten Sporen in rot diente Streptavidin-Cy3, die WT-Sporen
konnten mit Hilfe von einem anti-Kaninchen Sekundarantikérper, der Cy3 markiert war,
angefarbt werden. Biotinylierte WT-Sporen wurden mit einer Effizienz von 18,3 % (+/-1,3
%) aufgenommen. Die Sporen, die mit dem Antikérper gefarbt wurden, zeigten eine
Phagozytoserate von 21,03 % (+/-1,0 %). Aus dem Vergleich geht hervor (siehe
Abbildung 18), dass die biotinylierten Sporen genauso effizient phagozytiert werden wie
die nicht biotinylierten Sporen. Es wurden insgesamt zwischen 150 und 300 Sporen

ausgezahilt.
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Abbildung 18: Vergleich der Phagozytoseraten von biotinylierten Sporen und Sporen, die
mit einem anti-Aspergillus Antikérper gefarbt wurden. Es wurden insgesamt zwischen 150
und 300 Sporen ausgezahit.

3.1.3.4. Biotinylierung und Farbung von unterschiedlichen

Aspergillus-Stammen

Ein groRRer Vorteil des BCS-Assays ist die Tatsache, dass die Phagozytose von
unterschiedlichen Aspergillus-Stammen und sogar von anderen Pilzarten untersucht
werden kann, ohne passende Antikdrper generieren zu missen. Um dies zu
verdeutlichen, wurden Sporen von flinf Aspergillus-Stammen isoliert und biotinyliert. Bei
den Stammen handelte es sich um A. fumigatus, A. nidulans, A. terreus, A. flavus und
A. giganteus. In Abbildung 19 sind die Sporen der flinf biotinylierten Aspergillus-Stamme
dargestellt, die mit Hilfe des Streptavidin-Cy3 gefarbt wurden. Zusatzlich zeigt die
Abbildung elektronenmikroskopische Aufnahmen der jeweiligen Aspergillus-Sporen. Die
elektronenmikroskopischen Aufnahmen belegen, dass sich alle Aspergillus-Stamme
trotz unterschiedlicher Morphologien in gleicher Weise anfarben lassen.

Zusatzlich wurden J774-Makrophagen auf Deckglaschen kultiviert und mit den funf
biotinylierten Aspergillus-Stammen fur 1 h infiziert, anschlieRend Formaldehyd fixiert
und gefarbt. Abbildung 20 zeigt die Phagozytoseraten fiir die finf unterschiedlichen
Aspergillus-Stamme in J774-Makrophagen. Aus Abbildung 20 geht hervor, dass
A. fumigatus mit 33,7 % (+/- 0,4 %) am effizientesten phagozytiert wurde. A. nidulans
erzielte Phagozytoseraten von 22,8 % (+/- 1,6 %), A. flavus 18,8 % (+/- 0,0 %) und A.

terreus 13,0 (+/- 1,4 %) zeigten dazwischenliegende Phagozytoseraten wahrend A.
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giganteus mit 4,2 % (+/- 2,4 %) am schlechtesten phagozytiert worden ist. Es wurden

insgesamt zwischen 150 und 300 Sporen ausgezahilt.

. 2.5um

Abbildung 19: Elektronenmikroskopische Aufnahmen (A-E) und Anfarbung biotinylierter
Sporen (A'-E’). Sporen der folgenden fiinf Aspergillus-Stimme wurden isoliert, biotinyliert
und mit Streptavidin Cy3 angefarbt: A. fumigatus (A und A’), A. terreus (B und B’), A.
flavus (C und C°), A. nidulans (D und D’) und A. giganteus (E und E’). MaBstab (2,5 ym gilt
fiir A-E).

Anteil phagozytierter Sporen

Abbildung 20: Phagozytoserate finf unterschiedlicher Aspergillus-Arten 1 h nach
Infektion in J774-Makrophagen (1 h). Die Phagozytoseeffizienz wurde mit Hilfe des BCS-
Assays bestimmt. Es wurden insgesamt zwischen 150 und 300 Sporen ausgezihit.

72



Ergebnisse

3.1.3.5. Biotinylierung und Farbung von Candida albicans

Um die breitere Einsetzbarkeit der Biotinylierungs-Methode zu zeigen, wurden C.
albicans Hefen biotinyliert und der BCS-Assay durchgefiihrt. C. albicans ist eine
humanpathogene Hefe, die neben A. fumigatus den haufigsten Erreger systemischer
Pilzinfektionen darstellt.

Abbildung 21 zeigt die Infektion von J774-Zellen mit biotinylierten C. albicans Hefen
nach 1 h Infektion. In A sind alle extrazellularen C. albicans-Sporen zu sehen, die
Streptavidin-Cy3 gefarbt wurden. Alle Hefen wurden mit Hilfe von Calcofluor blau
angefarbt (siehe B). Die infizierten Makrophagen wurden mit Concanavalin A gefarbt
(siehe C); in D sind alle Farbungen ubereinandergelagert. Der Abbildung ist zu
entnehmen, dass die Methode, wie bereits flr A. fumigatus, prinzipiell auch zur

Quantifizierung der Phagozytose von anderen Pilzspezies eingesetzt werden kann.

A~

Abbildung 21: Phagozytose von biotinylierten C. albicans-Sporen in J774-Zellen nach 1 h
Infektion. In A) sind alle extrazelluldren Sporen dargestellt (detektiert mit Streptavidin-Cy3
[rot],). In B) sind alle intra- und extrazellularen Sporen mit Calcofluor angefarbt [blau].
J774-Zellen wurden mit Concanavalin A visualisiert [griin]. In C) ist die Uberlagerung aller
Fluoreszenzen gezeigt.
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3.1.3.6. Phagozytose von Sporen unterschiedlicher klinischer

A. fumigatus-lsolate

Mit Hilfe des BCS-Assays wurden die Phagozytoseraten von Sporen analysiert, die von
Patienten isoliert worden waren, die an einer cystischen Fibrose litten. Als Kontrolle
wurde der A. fumigatus-Stamm ATCC 46645 verwendet, der auch in den Ubrigen
Experimenten untersucht worden war und als etablierter Laborstamm verwendet wird.
Der Stamm ATCC 46645 wurde aus der Lunge eines Patienten isoliert, der 1955 an
einer invasiven Aspergillose litt (Hearn und Mackenzie, 1980). Der Wert fiir diesen
Referenzstamm wurde auf 100 % gesetzt; die Werte der Phagozytoseraten der Isolate
sind im Verhaltnis zu diesem Wert in Prozent angegeben (siehe Abbildung 22).

Wenn man die vier lIsolate untereinander betrachtet, gibt es keinen deutlichen
Unterschied im Bezug auf die Phagozytoserate. Wenn man jedoch die vier Isolate mit
dem Referenzstamm vergleicht, kann man erkennen, dass diese mit einer deutlich

geringeren Effizienz phagozytiert wurden.
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Abbildung 22: J774-Makrophagen wurden mit Sporen infiziert, die aus der Lunge von
Patienten isoliert worden waren, die an Cystischer Fibrose litten. Als Kontrolle wurde der
ATCC 46645 Aspergillus-Stamm eingesetzt. Der Prozentsatz der intrazellularen Sporen
nach 1 h wurde mit Hilfe des BCS-Assays bestimmt. Die Effizienz der Phagozytose wurde
in Relation zum Referenzstamm gemessen. Die Daten stammen aus 3 parallelen Ansatzen.
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3.2. Untersuchungen der Phagozytose von Aspergillus fumigatus-Sporen

3.2.1. Charakterisierung der Phagozytose von A. fumigatus-Sporen

Um die Abhangigkeit der Sporen-Phagozytose von Aktin und Mikrotubuli sowie von
Effektorproteinen (u.a. Kinasen) zu untersuchen, wurden drei Zelltypen, d.h. humane
Makrophagen, die aus peripheren Blutlymphozyten ausdifferenziert wurden, verwendet
sowie die murinen Makrophagen Zelllinie J774 und MH-S, wobei letztere Eigenschaften
von Alveolarmakrophagen besitzen sollen (Mbawuike und Herscowitz, 1989). Diese
verschiedenen Makrophagentypen wurden jeweils mit acht verschiedenen Inhibitoren
behandelt und anschlieend mit A. fumigatus-Sporen fiir 1 h infiziert. Bei den Inhibitoren
handelte es sich um Cytochalasin D, Nocodazol, 2.3 Butanedion Monoxim, Genistein,
PP2, Tyrphostin (AG18), Wortmannin und Amilorid. Die Wirkungsweisen und die
eingesetzten Konzentrationen der verschiedenen Inhibitoren sind in Tabelle 12
aufgelistet.

Cytochalasin D ist ein Inhibitor, der an G-Aktin bindet und die Polymerisation der
Aktinmonomeren verhindert (Sampath und Pollard, 1991).

Um die Mikrotubuli-Abhangigkeit der Phagozytose zu untersuchen, wurde Nocodazol
eingesetzt. Nocodazol bewirkt eine Depolymerisation der Mikrotubuli (Cheung und
Terry, 1980).

Neben Nocodazol wurde 2,3 Butanedion Monoxim eingesetzt. 2,3 Butanedion Monoxim
ist ein Inhibitor der Myosin/Aktin Interaktionen (Swanson et al., 1999).

Wortmannin ist ein spezifischer Inhibitor der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI-3 Kinase)
und der Mitogen-aktivierten Protein Kinase (MAPK) (Ibrahim-Granet et al., 2003). Um
Partikel internalisieren zu kénnen, kommt dort, wo der Partikel phagozytiert werden soll,
zur Aktinpolymerisation sowie zur Aktivitdt der Phosphatidylinositol-3-Kinase (Pi-3
Kinase) (Rupper et al., 2001).

Da Tyrosin-Phosphorylierungen von Effektorproteinen wichtige Bestandteile vieler
Signaltransduktionskaskaden u.a. fir den Phagozytoseprozess sind, wurden drei
Tyrosin-Kinase Inhibitoren eingesetzt. Die Inhibitoren Genistein und AG 18 inhibieren
Tyrosin-Kinasen im Allgemeinen (Akiyama et al., 1987), und PP2 ist ein spezifischer
Inhibitor der Scr-Kinasen (Gutwein et al., 2000).

Aulerdem kam der Inhibitor Amilorid zum Einsatz. Amilorid inhibiert Makropinozytose
(Sarkar et al., 2005). Dieser Prozess bezeichnet die Aufnahme groRerer
Flussigkeitsmengen. Dies geschieht durch Ausstulpungen der Zellmembran, die durch

das Aktinzytoskeletts gebildet werden.
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Die Makrophagen wurden 30 min (bzw. 4 h fir AG 18) vor der Infektion mit den
jeweiligen Inhibitoren vorinkubiert, und anschliefiend erfolgte die Infektion mit den
Sporen, wobei eine MOI von 10 eingesetzt wurde. Das Medium mit den zugesetzten
Inhibitoren wurde wahrend der gesamten Versuchsdauer nicht gewechselt. Nach 1 h
erfolgte die Fixierung der Zellen mit Formaldehyd. AnschlieRend wurde der BCS-Assay
durchgefuhrt und die Zellen wurden mikroskopisch untersucht und ausgewertet. Als
Positivkontrolle diente jeweils ein Praparat ohne zugesetzten Inhibitor. Ingesamt wurden

zwischen 150 und 400 Sporen ausgezahlt.

Tabelle 12: Eingesetzte Konzentration und Wirkungsweisen der verwendeten Inhibitoren.

Inhibitoren Wirkungsweise Eingesetzte

Konzentrationen

Cytochalasin D bindet an +-Enden und verhindert damit die |2 uM
Polymerisation von Aktinmonomeren

Nocodazol bewirkt Depolymerisation der Mikrotubuli 5 uM
2,3 Butanedion Inhibitor der Myosin/Aktin Interaktionen 10 mM
Monoxim

Genistein Tyrosin-Kinase Inhibitor 250 yM
AG 18 (Tyrphostin) | Tyrosin-Kinase Inhibitor (Tyrphostin) 0,2 uM
Wortmannin Spezifischer Inhibitor der 1 uM

Phosphatidylinositol 3-Kinasen (PI3) und der
Mitogen-aktivierten Protein Kinasen (MAPK)

PP2 spezifischer Inhibitor der Scr-Kinasen 25 uM

Amilorid Inhibitor der Makropinocytose 200 uM

3.21.1. Effekte der Inhibitoren auf die Phagozytose von A. fumigatus-
Sporen

Abbildung 23 zeigt die Phagozytoseraten von A. fumigatus-Sporen in unbehandelten
Zellen (Kontrollen) und mit Inhibitoren behandelten Zellen. Es wurden jeweils drei
Auszahlungen vorgenommen. Die Auswahl der infizierten Zellen erfolgte nach dem
Zufallsprinzip. Die Werte der Kontrollen (ohne Inhibitor) wurden auf 100 % gesetzt, die
inhibitorischen Effekte sind im Verhaltnis zu dem Wert der Kontrolle angegeben.

Den geringsten Effekt auf die Phagozytose zeigte Nocodazol. Hier wurde mit einer
Endkonzentration von 5 pM eine Phagozytoserate von 75,8 % (+/- 3,4) in humanen
Zellen, 71,1 % (+/- 0,4) in MHS-Zellen und 72,8 % (+/- 6,3) in J774-Zellen erzielt. Dieses
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Ergebnis lasst die Vermutung zu, dass das Mikrotubuli-System eine untergeordnete
Rolle spielt.

Einen starkeren Einfluss hingegen zeigt Cytochalasin D. Mit einer Konzentration von 2
UM wurde die Phagozytose um 65,9 % in humanen Zellen, 69,7 % in MHS-Zellen und
51,7 % in J774-Zellen blockiert. Somit scheint Aktin bei der Phagozytose von
A. fumigatus-Sporen eine wichtige Rolle einzunehmen.

Einen ahnlichen inhibitorischen Effekt zeigt Butanedion Monoxim. Nach 1 h Infektion
und 10 mM Butanedion Monoxime-Einsatz liegen die Phagozytoseraten bei 42,2 % (+/-
0,5) in humanen Zellen, 22,2 % (+/- 2,7) in MHS-Zellen und 8,0 % (+/- 4,4) in J774-
Zellen.

Den starksten inhibitiorischen Effekt verursachen die Inhibitoren Wortmannin und
Genistein. Unter dem Einfluss des Inhibitors Wortmannin sind nach 1 h in den humanen
Zellen lediglich 2,4 % (+/- 0) der Sporen intrazellular. In J774-Makrophagen sind 4 %
(+/- 2,9) und in den MHS-Zellen sind 3,0 % (+/- 0,5) der Sporen phagozytiert worden.
Auch durch Behandlung mit dem Inhibitor Genistein lasst sich die Phagozytose um 81,1
% in humanen Zellen, 87,3 % in MHS-Zellen und 87,2 % in den J774-Zellen, hemmen.
Die Kinase-Inhibitoren PP2 und AG 18 sind in der Lage, die Phagozytose von
A. fumigatus-Sporen in allen drei Zelltypen ebenfalls sehr effizient zu inhibieren. Im
Hinblick auf die Behandlung mit PP2 Iasst sich bei einer Endkonzentration von 25 yM
die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen auf 35,2 % (+/- 10,8) in humanen Zellen, 25,9
% (+/- 3,9) in MHS-Zellen und 31,3 % (+/- 0,4) in J774-Zellen inhibieren. Unter dem
Einfluss von AG 18 und bei einer Konzentration von 0,2 yM, sind insgesamt 14,9 % der
Sporen (+/- 2,2) in humanen Zellen, 34,9 % (+/- 0,6) der Sporen in MHS-Zellen und 30,9
% (+/- 3,6) der Sporen in J774-Zellen intrazellular. Diese Effekte unterstreichen die
wichtige Rolle Tyrosin-phosphorylierter Proteine flr das Zustandekommen einer
effizienten Phagozytose

Amilorid kann die Phagozytose in MHS-Zellen um 67,56 % reduzieren. In den humanen
Zellen und J774-Zellen wurde die Phagozytose durch Amilorid kaum beeintrachtigt. Dort
zeigen sich Phagozytoseraten von 78,5 % (+/- 1,5) fir humane und 87,2 % (+/- 3,2) fur
J774-Makrophagen. Amilorid wurde in allen Versuchen mit einer Konzentration von 200

MM eingesetzt.
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Abbildung 23: Quantifizierung der Aufnahme von biotinylierten A. fumigatus WT-Sporen in
verschiedenen Zelltypen nach 1 h Infektion. Die Zellen wurden mit unterschiedlichen
Inhibitoren 30 min (AG 18 fiir 4 h) vorbehandelt und anschlieBend mit A. fumigatus-Sporen
infiziert. Die Zellen wurden dann fixiert und der BCS-Assay wurde durchgefiihrt. Als
Kontrolle dienten unbehandelte Makrophagen. Die Kontrolle wurde auf 100 % gesetzt; die
inhibitorischen Effekte sind im Verhaltnis zu der Kontrolle angegeben.

3.21.1.1. Konzentrationsabhangige Inhibierung der Phagozytose von

A. fumigatus-Sporen in J774-Zellen mit Hilfe von Cytochalasin D

Wie Abbildung 23 zeigt, hemmt das Aktin-Mikrofilament depolymerisierende
Cytochalasin D (Cyt D) die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen. Dieser Effekt wurde
mit einer Konzentration von 2 yM Cyt D erzielt. In einem nachsten Experiment wurde
untersucht, ob sich die Aufnahme von A. fumigatus-Sporen mit einer hoheren
Konzentration von Cytochalasin D noch weiter blockieren |&sst. Hierzu wurden J774-
Zellen mit A. fumigatus- Sporen fir 3 h in der Anwesenheit von 2 yM, 4 uM oder 6 uM
Cyt D infiziert, die Phagozytoserate wurde mittels BCS-Assay ermittelt. Die
verschiedenen Konzentrationen von Cyt D wurden 30 min vor der Infektion
hinzugegeben und wahrend der gesamten Versuchsdauer nicht entfernt. Als

Positivkontrolle diente erneut ein Praparat ohne zugesetzten Inhibitor. Es wurden
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insgesamt 150-300 Sporen ausgewertet. Wie aus Abbildung 24 ersichtlich, 1asst sich die
Phagozytoserate abhangig von der eingesetzten Konzentration des Inhibitors
Cytochalasin D reduzieren. Der grofdte inhibitorische Effekt wurde bei der eingesetzten
Hoéchstkonzentration von 6 uM Cyt D erzielt. Bei dieser Konzentration waren nur 3,87 %
+/- 2,9 % der Sporen intrazellular, die Phagozytose konnte bei dieser Konzentration fast

vollstandig blockiert werden. Die Abbildung zeigt die absoluten Phagozytosewerte.
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Abbildung 24: Einfluss von unterschiedlichen Konzentrationen des Aktin-Mikrofilament
depolymerisierenden Toxins Cytochalasin D (CytD) auf die Phagozytose von A. fumigatus-
Sporen. Die Phagozytose wurde mit Hilfe des BCS-Assays ermittelt; es wurden zwischen
150 und 300 Sporen ausgewertet.

3.2.2. Charakterisierung der Aufnahme von Sporen in der

Immunfluoreszenz

Um einige der Ergebnisse aus Abbildung 23 zu bestatigen, wurden diverse
Immunfluoreszenzfarbungen mit spezifischen Antikdrpern durchgefiihrt. Hierzu wurden
Makrophagen mit A. fumigatus-Sporen infiziert und die infizierten Zellen mit
Formaldehyd fixiert. Nach der Permeabilisierung der Zellmembran und dem Absattigen
der Fc-Rezeptoren konnten die infizierten Zellen mit Rhodamin/Phalloidin inkubiert

werden. Anschliel3end folgte die Inkubation mit dem Sekundarantikdrper.
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3.2.21. Die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen zeigt aktinreiche

Aufnahmestrukturen

Wie aus den Abbildungen 23 und 24 ersichtlich, liel sich die Phagozytose mit
Cytochalasin D inhibieren. Dies zeigt, dass die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen
ein aktinabhangiger Prozess ist. Um die Beteiligung von Aktin bei der Phagozytose von
A. fumigatus-Sporen zu bestatigen, wurden J774-Makrophagen mit GFP-Sporen des
Stammes ATCC 46645 infiziert, und das Aktinzytoskelett wurde mit Rhodamin/Phalloidin
angefarbt. Wie in Abbildung 25 dargestellt, zeigen sich rote Aufnahmestrukturen um die
grinen GFP-Sporen. Diese stellen sich als intensiv rote Aktinbereiche dar, die die

Sporen vollstandig umgeben (siehe weilker Pfeil).

Abbildung 25: Beteiligung von Aktin an der Aufnahme der Sporen. Die Farbung des
Aktinzytoskeletts erfolgte mit Phalloidin-Rhodamin. Die Sporen sind durch GFP-
Expression griin. Der Pfeil weist auf eine Aufnahmestruktur hin; gelbe Strukturen zeigen
die Uberlagerung des rot angefirbten Aktins und der griinen Sporen.

3.2.2.2. Tyrosin-phosphorylierte Proteine befinden sich in den

Aufnahmestrukturen

Tyrosin-Phosphorylierungen von Effektorproteinen spielen in der Phagozytose und den
daraus resultierenden Signaltransduktionsketten eine wichtige Rolle. Die Versuche mit
den Kinase-Inhibitoren haben die wichtige Rolle der Tyrosin-Kinasen fir die
Phagozytose von A. fumigatus-Sporen verdeutlicht (siehe Abbildung 23). Mit Hilfe des
Phosphotyrosin-spezifischen Antikdrpers PT66 lassen sich fokale Adhasionskontakte

anfarben.
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Wie in Abbildung 26 dargestellt, konnten Aufnahmestrukturen mit Sporen in MDHM-
Zellen beobachtet werden, die deutlich mit Phosphotyrosin (B und C) angereichert
waren (rot). Das Aktinzytoskelett ist griin, die Uberlagerung von rot und griin ist gelb

dargestellt. Die Infektion mit A. fumigatus-Sporen erfolgte fir 15 min.

Abbildung 26: Konfokale Aufnahmen der Phagozytose von A. fumigatus-Sporen in MDHM
nach einer Infektionszeit von 15 min. Rot: Phosphotyrosin; Griin: Aktinfilamente; gelb:
Uberlagerung von Griin und Rot. A-C xy- Ansicht. A) basale Ansicht, griiner Pfeil: F-Aktin
angereicherte Struktur, roter Pfeil: focal contact, b) und <c) rote Pfeile:
Sporenaufnahmestrukturen, in denen Tyrosin-phosphorylierte Proteine nachweisbar sind.
D-F) xz-Ansicht

3.2.2.3. Untersuchungen der Aufnahmestrukturen durch

Elektronenmikroskopie

3.2.2.3.1. EM-Aufnahmen zeigen sog. ,,Ruffles”, die darauf deuten, dass
A. fumigatus-Sporen durch einen ,Trigger“-Mechanismus aufgenommen

werden

Zwei Modelle namens ,Trigger und ,Zipper® sind bereits beschrieben worden, um die

Phagozytose von Mikroorganismen zu beschreiben (Griffin, Jr. und Silverstein, 1974;
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Griffin, Jr. et al., 1975; Griffin, Jr. et al, 1976). Beim , Zipper‘-Mechanismus
(,ReilBverschlussmechanismus®) besteht ein enger Kontakt zwischen dem
Mikroorganismus und der Wirtszelle. Durch kontinuierliche rdumliche Ausbreitung der
Rezeptor-Liganden Interaktionen wird die Wirtszellmembran um den Mikroorganismus
gestllpt, bis dieser véllig eingeschlossen und invaginiert wird.

Bei dem ,Trigger‘-Mechanismus (,Auslése-Mechansimus®) ist kein enger Kontakt
zwischen Mikroorganismus und Wirtszelle nétig. Als klassisches Beispiel ist hier
Salmonella zu erwahnen. Denn man nimmt an, dass von dem Mikroorganismus
Invasine ins Medium sezerniert werden und durch Bindung an Wirtszellrezeptoren die
Bildung von faltenférmigen Ausstllpungen der Plasmamembran induzieren, welche
zellnahe Pathogene einschlieRen und vakuolisieren. Beim ,Trigger‘-Mechanismus
kommt es zu einer starken Umordnung des Aktinzytoskeletts, die zur Internalisierung
des Mikroorganismus Uber Makropinozytose fiihren (Francis et al. 1993, Ménard et al.,
1996).

Abbildung 27 zeigt elektronenmikroskopische Aufnahmen der Phagozytose von
A. fumigatus-Sporen in J774- und MH-S Makrophagen. Die auf Deckglaschen
kultivierten Zellen wurden mit A. fumigatus-Sporen fir 1 h infiziert und mit
Cacodylatpuffer  fixiert  (Siehe  Material und Methoden  2.14.1). Die
elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden von Dr. Manfred Rohde an der GBF-
Braunschweig durchgefuhrt.

Die Aufnahmen zeigen, dass sowohl J774- (siehe A und B) als auch MH-S Zellen (siehe
C und D) blitenblattartige Strukturen um die Sporen bilden. Diese Strukturen sind auch
unter dem Namen ,Ruffles bekannt und charakteristisch fir den so genannten

»1rigger‘- Mechanismus.
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Abbildung 27: Elektronenmikroskopische Darstellung der Phagozytose von A. fumigatus-
Sporen in J774-Zellen (A,B) und MHS-Zellen (C,D). Die Pfeile zeigen die A. fumigatus-
Sporen.

3.2.2.3.2. EM-Aufnahmen deuten darauf hin, dass A. giganteus-Sporen

durch einen , Zipper“-Mechanismus aufgenommen werden

Im Gegensatz zu den Aufnahmen von A. fumigatus, zeigen elektronenmikroskopische
Aufnahmen von der Phagozytose von A. giganteus einen Mechanismus der dem Zipper-
Mechanismus ahnelt. Wie Abbildung 28 zeigt, besteht ein Kontakt zwischen den
Makrophagen und den Sporen. Hierbei stilpt sich die Plasmamembran der Zellen um

die Sporen, bis diese vollstandig umschlossen sind.

Abbildung 28: Elektronenmikroskopische Darstellung der Phagozytose von A. giganteus
Sporen in J774-Zellen. Die Pfeile zeigen die A. giganteus-Sporen.
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3.2.24. Die Aufnahme von A. fumigatus-Sporen gleicht
Makropinozytose und fuhrt zur Bildung groBer Vakuolen

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen deuten darauf hin, dass A. fumigatus-
Sporen Uber einen Makropinozytose-ahnlichen Mechanismus aufgenommen werden.
Zudem war es moglich, die Phagozytose von A. fumigatus mit Hilfe des Inhibitors
Amilorid in humanen und murinen Zellen zumindest teilweise zu blockieren (siehe
Abbildung 23). Um weitere Belege zu erhalten, wurden J774-Zellen mit GFP-
A. fumigatus-Sporen in Gegenwart von Cy3-Dextran infiziert. Die infizierten Zellen
wurden anschlieBend mit Formaldehyd fixiert und einem konfokalen Mikroskop
analysiert. In Abbildung 29 ist der Versuchsverlauf schematisch dargestellt. Die GFP-
leuchtenden Sporen liegen in groBen Vakuolen, die sich durch die gleichzeitige

Anwesenheit des Cy3-Dextran im Medium rot darstellen lieRen (Abbildung 30).
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Abbildung 29: Schematische Darstellung der Bildung groBer Vakuolen um die Sporen.
A. fumigatus-Sporen werden von dem Makrophagen erkannt (A-B). Es erfolgt eine
Rezeptor-Ligand Interaktion: die Zelle erhalt das Signal, die Spore zu phagozytieren (C-D).
Die Membran stiilpt sich um die Sporen und es bilden sich groRe Vakuolen um die Sporen,
die mit Hilfe des Dextran-Cy3 rot leuchten (siehe auch Abbildung 30).
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Abbildung 30: Die Phagozytose von A. fumigatus GFP-Sporen in J774-Makrophagen
gleicht einer Aufnahme durch Makropinozytose und fiihrt zur Bildung groBer Vakuolen. A)
griin: GFP-Sporen; B) rot: Cy3-markiertes Dextran; C) gelb: Uberlagerung von griin und
rot (XY-Ansicht); D) XZ-Ansicht zeigt, dass sich Cy3-markiertes Dextran in groRen
Vakuolen um die GFP-Sporen anreichert (rot).

3.2.3. Einfluss von GTP-bindenden Rho-Proteinen auf die

Phagozytose von A. fumigatus-Sporen

Rho, Rac und CDC42 sind Mitglieder der Ras-Superfamilie monomerer, kleiner GTP-
bindender Proteine (Takai et al., 2001). Initial wurden sie als zentrale Regulatoren des
Mikrofilamentsystems beschrieben (Hall, 1998). Weitergehende Untersuchungen
zeigten, dass sie als molekulare Schalter auch andere bedeutende Zellfunktionen
steuern (Kjoller und Hall, 1999; Takai et al., 2001), so auch die Phagozytose von

Mikroorganismen (Hackam et al., 1997).

3.2.3.1. Einfluss des Rho-spezifischen Inhibitors Edin B

Um zu untersuchen, ob Rho einen Einfluss auf die Phagozytose von A. fumigatus-
Sporen hat, wurden J774-Makrophagen in der An- bzw. Abwesenheit des Rho-

spezifischen Inhibitors Edin B flr 3 h infiziert. Bei Edin B handelt es sich um ein
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Exotoxin aus Staphylococcus aureus (Czech et al., 2001). Der Inhibitor wurde 30 min
vor der Infektion hinzugegeben und wurde wahrend der gesamten Versuchdauer nicht
heruntergewaschen. Die Phagozytose wurde mit Hilfe des BCS-Assays ermittelt; es
wurden zwischen 150 und 300 Sporen ausgewertet.

Abbildung 31 zeigt, dass Edin B die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen auf 3,9 %
blockiert. Dies ist ein Hinweis darauf, dass Rho moglicherweise bei der Phagozytose

von A. fumigatus-Sporen beteiligt ist.
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Abbildung 31: Einfluss des Rho-spezifischen Inhibitors Edin B auf die Phagozytose von
A. fumigatus-Sporen durch J774-Makrophagen nach 3 h Infektion. Die Phagozytose wurde
mit Hilfe des BCS-Assays ermittelt; es wurden zwischen 150 und 300 Sporen ausgewertet.

3.24. Rolle des Komplementsystems bei der Phagozytose von

A. fumigatus-Sporen

Um zu untersuchen, ob A. fumigatus-Sporen Uber Fcy-vermittelte Phagozytose oder
Komplement-vermittelte Phagozytose aufgenommen werden, wurde die Infektion von
A. fumigatus-Sporen in J774-Zellen in der Anwesenheit von nicht hitzeinaktiviertem
Serum und hitzeinaktiviertem Serum durchgefihrt (3 h). Durch die Warmebehandlung
des Serums auf 55 °C fir 30 min wird das Komplementsystem inaktiviert, so dass eine
Phagozytose Uber Komplementrezeptoren ausgeschlossen werden kann. In Abbildung
32 sind die Ergebnisse dargestellt. Die Infektion der Sporen erfolgte in J774-Zellen fiir 1
h (schwarze Balken) und fiir 3 h (weilRe Balken). Die Phagozytoseeffizienz wurde mit
Hilfe des BCS-Assays bestimmt. Fir die Infektion wurden 150-300 Sporen ausgewertet.
Wie Abbildung 32 zeigt, liegt die Phagozytoserate bei den Zellen, die in Anwesenheit
des hitzeinaktivierten Serums mit A. fumigatus-Sporen infiziert wurden, nach 1 h bei
16,3 % (+/- 1,1) und nach 3 h bei 20,9 % (+/-1,2). Die Zellen, die in Anwesenheit des
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nicht hitzeinaktivierten Serums mit A. fumigatus-Sporen infiziert wurden, besitzen nach 1
h eine Phagozytoseeffizienz von 9,42 % (+/-4,16) und nach 3 h von 15,99 % (+/-4,80).
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Abbildung 32: Phagozytose von A. fumigatus in J774-Makrophagen in der Anwesenheit
des hitzeinaktivierten Serums und nicht hitzeinaktivierten Serums nach 1 h (schwarze
Balken) und nach 3 h (weiBe Balken). Die Ermittlung der Phagozytoseeffizienz erfolgte mit
Hilfe des BCS-Assays. Es wurden zwischen 150 und 300 Sporen ausgezihilt.
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3.3. Rezeptoren der Phagozytose von Aspergillus fumigatus-Sporen

Betrachtet man den Infektionsweg von A. fumigatus-Sporen, so gelangen diese durch
die Atmung bis in die Alveolen der Lunge, wenn sie nicht vorher von physikalischen
Barrieren wie z.B. dem Flimmerepithel wieder hinaustransportiert wurden. In den
Alveolen bilden Makrophagen die erste Verteidigungslinie indem sie die Sporen
phagozytieren. Fur die Erkennung und Phagozytose steht der angeborenen
Immunantwort nur eine begrenzte Anzahl an Rezeptoren zur Verfigung. Die
Rezeptoren des angeborenen Immunsystems, die mikrobielle Strukturen erkennen
konnen, werden als mustererkennende Rezeptoren (,Pattern Recognition Receptors®
(PRRs)) bezeichnet und auf verschiedenen antigenprasentierenden Effektorzellen wie
Makrophagen, dentritischen Zellen und B-Zellen exprimiert (Janeway, Jr., 1989).
Dectin-1, ein PRR, der bei der Erkennung von Pilzen ein Rolle spielt, wurde kirzlich von
Brown und Gordon (2000) entdeckt.

Die im Moment bekanntesten PRR sind wahrscheinlich die Rezeptoren der Toll-like
Familie, die so genannten Toll-like Rezeptoren. Es konnte bereits gezeigt werden, dass
TLR2 und TLR4 fur die Erkennung von A. fumigatus eine Rolle spielen (Meier et al.,
2001).

Betrachtet man die Zellwand von A. fumigatus, so befinden sich unter der hydrophoben
Hullschicht, die vermutlich auch die Melanine enthalt, Galactomanan, 3 1-3 Glucan und
3 1-6 Glucan. Glucane sind fibrillare Elemente von Glucose-Polymeren in 1-3- oder 1-
6-3-Bindung (Bernhardt und Knoke, 2004).

In dem folgenden Abschnitt der Ergebnisse wurde untersucht, welche Rezeptoren an
der Phagozytose von A. fumigatus-Sporen durch Makrophagen beteilig sind, und es

wurde nach den Liganden gesucht, die eine effiziente Phagozytose ermoglichen.

3.3.1. Inhibierung der Phagozytose von A. fumigatus mit verschiedenen

Zuckern

Um zu sehen welche Rezeptoren und welche Bestandteile der pilzlichen Zellwand bei
der Phagozytose beteiligt sein konnten, wurden primadre humane Makrophagen und
Zellen der MH-S Zelllinie mit vier verschiedenen Zuckern fur 30 min vorinkubiert und
anschliefiend mit A. fumigatus-Sporen fir 3 h infiziert. Die Zucker wurden wahrend der
Versuchsdauer nicht entfernt. Bei den Zuckern handelte es sich um haufig
vorkommende Zucker wie Glucose, Mannose, Fructose und Galactose, welche selbst

Bestandteile der pilzlichen Sporenzellwand sind (Persat et al., 2003). Um die
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Phagozytoseeffizienz zu bestimmen, wurde der BCS-Assay durchgefuhrt, und es
wurden zwischen 150 und 300 Sporen ausgezahlt. In Abbildung 33 sind die
Phagozytoseraten von A. fumigatus-Sporen in humanen Makrophagen und MH-S-Zellen
dargestellt. Die Abbildung zeigt, dass Mannose bei einer Konzentration von 165 mM die
Phagozytose von A. fumigatus-Sporen in humanen Zellen um 17,99 %, Fructose bei
einer Konzentration von 165 mM um 17,09 % und Galactose bei einer Konzentration
von 125 mM um 10,86 % blockiert. In MH-S-Zellen zeigt nur Galactose einen Effekt auf
die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen (Konzentration von 125 mM). Hier wird eine

Phagozytoseeffizienz von 13,95 % +/- 1,95 % erreicht.
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Abbildung 33: Primdre humane Makrophagen und MH-S-Makrophagen wurden in der An-/
Abwesenheit von Glucose (165 mM), Mannose (165 mM), Fruktose (165 mM) und
Galaktose (125 mM) infiziert (3 h). Die Phagozytoseeffizienz wurde mit Hilfe des BCS-
Assays ermittelt. Es wurden insgesamt zwischen 150 und 300 Sporen ausgezahlt.

3.3.2. Phagozytose lasst sich durch Laminarin blockieren

Die Zucker des vorherigen Versuchs hatten keinen deutlichen Einfluss auf die
Phagozytose von A. fumigatus-Sporen. Da es sich bei den Zuckern um kleine Mono-
und Disaccharide handelt, wurde in einem nachsten Versuch getestet, ob Laminarin, ein

Polysaccharid, die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen beeinflusst. Bei Laminarin
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handelt es sich um eine R 1-3 Glucan Praparation aus der Braunalge Laminaria digitata
(Read et al., 1996).

Um die Rolle des B 1-3 Glucan wahrend der Phagozytose zu charakterisieren, wurden
Makrophagen in  der An- bzw. Abwesenheit von  unterschiedlichen
Laminarinkonzentrationen mit A. fumigatus-Sporen fur 3 h infiziert, anschlieBend wurde
die Phagozytoseeffizienz mit Hilfe des BCS-Assays ermittelt. Fur die Auswertung
wurden zwischen 150 und 300 Sporen ausgezahlt.

Wie in Abbildung 34 dargestellt ist, blockiert Laminarin die Phagozytose von J774-
Makrophagen. In Abbildung 34 A sind infizierte J774-Makrophagen in der (a) Ab- bzw.
(b) Anwesenheit von Laminarin in der Immunfluoreszenz dargestellt. Aus der Abbildung
wird ersichtlich, dass die Zellen, die vorher mit Laminarin inkubiert wurden (b),
A. fumigatus-Sporen weniger effizient phagozytieren als die Zellen ohne Laminarin (a).
Abbildung 34 B zeigt, dass Laminarin die Phagozytose in J774-Makrophagen abhangig
von der eingesetzten Konzentration blockiert. Die Phagozytose wird bei einer
Konzentration von 100 pyg/ml Laminarin um 34 % blockiert. Diese Konzentration wurde
auch in anderen Studien eingesetzt (Brown et al., 2002; Gantner et al., 2004). Da der
grofite inhibitorische Effekt mit dieser Konzentration erzielt werden konnte, wurde sie als
Standardkonzentration fur alle weiteren Versuche eingesetzt.

Anhnliche Ergebnisse wie mit den J774-Makrophagen wurden auch mit murinen
Peritonealmakrophagen erzielt (Abbildung 34 D). Hier wurde die Phagozytose um 38 %
gehemmt. Einen &hnlichen Einfluss hat Laminarin auch auf die Phagozytose von
A. fumigatus-Sporen in MH-S und primaren murinen Alveolarzellen (siehe Abbildung 34
E). Zur Kontrolle wurde dieser Infektionsversuch in Peritonealmakrophagen unter den
gleichen Bedingungen parallel mit Kontrollbeads durchgefiihrt. Laminarin hat hier keinen
Einfluss auf die Phagozytose (siehe Abbildung 34 C). Die Phagozytoseeffizienz lag bei
den unbehandelten Makrophagen bei 83,2 %, bei den mit Laminarin behandelten bei 83,
4 %. Die Opsonisierung durch Komplement kann diese Versuche nicht beeinflussen, da

alle Versuche mit hitzeinaktiviertem Serum durchgefihrt wurden.
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Abbildung 34: B 1-3 Glucan-abhangige Phagozytose von A. fumigatus-Sporen durch
Makrophagen. Makrophagen wurden mit biotinylierten A. fumigatus-Sporen fiir 3 h in der
An-/Abwesenheit von unterschiedlichen Laminarinkonzentrationen infiziert. AnschlieBend
wurde der BCS-Assay durchgefuhrt. Fiir jeden Versuch wurden zwischen 150 und 300
Sporen ausgezihlt. A) Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Phagozytose von
A. fumigatus durch J774-Makrophagen in der (a) Ab- und (b) Anwesenheit von Laminarin
(100 pg/ml). Makrophagen wurden mit Concanavalin A-FITC griin angefarbt, extra- und
intrazellulare Sporen sind mit Hilfe von Calcofluor in blau visualisiert, extrazelluldre
Sporen in rot (Streptavidin Cy3). B-E) Quantitative Analyse der Aufnahme von A.
fumigatus-Sporen und Beads durch verschiedene Makrophagen. B) J774-Makrophagen
wurden in der An-/ Abwesenheit von unterschiedlichen Laminarinkonzentrationen infiziert
(3 h). C) Peritonealmakrophagen wurden mit biotinylierten Kontrollbeads in der An-
/Abwesenheit von Laminarin infiziert (3 h) (100 pg/ml). D) Peritonealmakrophagen wurden
in der An-/Abwesenheit von Laminarin infiziert (3 h) (100 pg/ml). E) MH-S murine
Alveolarmakrophagen und primére Alveolarmakrophagen wurden in der An-/ Abwesenheit
von Laminarin infiziert (3 h) (100 ug/ml).
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3.3.3. Phagozytose lasst sich durch einen ,Limulus‘“-Extrakt blockieren

Um unabhangig von Laminarin die bedeutende Rolle des R 1-3 Glucan der pilzlichen
Zellwand fur die Phagozytose zu zeigen, wurden Makrophagen mit Sporen infiziert, die
zuvor mit einem speziellen Limulus-Extrakt vorinkubiert wurden. Bei dem Limulus
Extrakt handelt es sich um ein Produkt der Firma Fungitell, welches den 3 1-3 Glucan
spezifischen Faktor G enthalt, wahrend das LPS-bindende Protein entfernt wurde (Seki
et al., 1994). Durch eine Vorinkubation der Sporen mit dem Faktor G sollten die 3 1-3
Glucane auf der Sporenoberflache ,maskiert werden. Im Anschluss an diese
.Maskierung“ erfolgte die Infektion. Um die Phagozytoseeffizienz quantifizieren zu
konnen, wurde der BCS-Assay durchgefihrt. Wie man aus Abbildung 35 erkennt, lasst
sich die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen in J774-Makrophagen abhangig von der
eingesetzten Konzentration des Limulus Extraktes hemmen. Die gréfte Inhibierung
wurde mit einer 1:1 Verdinnung erzielt. Hier lie sich die Phagozytose um 62 %

hemmen, was etwa der Inhibition durch 100 ug/ul Laminarin entspricht.
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Abbildung 35: Beteiligung von B 1-3 Glucan an der Phagozytose von A. fumigatus-Sporen
durch Makrophagen. Ruhende Sporen wurden mit unterschiedlichen Verdiinnungen des
Fungitell-Reagenz in PBS fiir 30 min bei RT 30 min vorinkubiert, bevor die Infektion mit
A. fumigatus in J774-Makrophagen erfolgte (3 h). Die Phagozytoseeffizienz wurde mit Hilfe
des BCS-Assays ermittelt; es wurden zwischen 150 und 300 Sporen ausgezahit.
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3.3.4. Lokalisation des B 1-3 Glucan auf der Oberflache von Aspergillus-

Sporen

Mit Hilfe eines monoklonalen Antikorpers ist bereits gezeigt worden, dass 3 1-3 Glucan
auf der Oberflache von angeschwollenen, aber nicht auf ruhenden Sporen zu finden ist
(Hohl et al., 2005; Gersuk et al., 2006). Mit Hilfe eines ldslichen Dectin-1 Proteins
entdeckte man, dass die Menge an 3 1-3 Glucan wahrend der Auskeimung wesentlich
groler ist als die Menge an 3 1-3 Glucan auf ruhenden Sporen (Steele et al., 2005).

Mit Hilfe des monoklonalen Antikérpers mab 2G8-A (Torosantucci et al., 2005), welcher
spezifisch gegen B 1-3 Glucan gerichtet ist, wurde die Verteilung des 3 1-3 Glucans auf
der Oberflache der Sporen wahrend des Auskeimungsvorgangs analysiert. In unserem
Versuch wurde eine Zeitreihe gewahlt, die die Sporen von ihrem Ruhestadium bis zu
ihrem Anschwellstadium zeigen. Der Anschwellvorgang erfolgte in YG-Medium bei 37
°C und 150 RPM. Es wurden die Zeitpunkte 0 h, 4 h und 6 h gewahlt. Die Sporen
wurden gemafR Standardptotokoll (siehe 2.13.3) behandelt und mit dem mab 2G8-A und
dem entsprechenden anti-Maus Cy3-markierten Sekundarantikérper gefarbt. Wie aus
Abbildung 36 A (a und a’) zu erkennen ist, lassen sich ruhende Sporen nach 0 h nur
sehr schwach mit dem 2G8 Antikérper anfarben: In a sind ruhende Sporen im Hellfeld
dargestellt, in a sind die entsprechenden 2G8-gefarbten Sporen in der
Immunfluoreszenz zu erkennen.

Nach 4 h Inkubation in YG-Medium sind ungefahr 10 % der Sporen sehr stark angefarbt
(Abbildung 36 A (b und b)), was darauf hindeutet, dass die Konzentration an 3 1-3
Glucan auf der Oberflache zugenommen hat. Diese Sporen zeigen aber immer noch
einen kleinen Durchmesser von ungefahr 2 ym. Nach 6 h Inkubation sind die Sporen
bereits angeschwollen, ihr Durchmesser hat sich ungefahr auf das Doppelte vergrof3ert
(siehe Abbildung 36 A (c und c’)). Waren hier ebenfalls nicht angeschwollene Sporen
anwesend, wiesen diese eine starke homogene Anfarbung auf. Die meisten
angeschwollenen Sporen zeigten eine ,gepunktete” Farbung (siehe Abbildung 29 A (c
und c¢’) und Abbildung 36 B (a und a’). In Abbildung 36 B (a und a’) wurden die
Aufnahmen der angeschwollenen Sporen mit Hilfe des konfokalen Mikroskops genauer
untersucht. In a ist eine konfokale Schnittebene dargestellt, in a’ die Uberlagerung aller
Schnittebenen. Der Pfeil in B (a) zeigt auf eine sehr stark angefarbte, aber noch kleine
Spore. Bei einigen angeschwollenen Sporen, die bereits anfingen Keimschlauche zu
bilden, wurde eine sehr starke Immunfluoreszenz im Bereich der Keimschlauchbildung
sichtbar (siehe Abbildung 36 A (c und c’), 36 B (b) weilRe Pfeile).
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Abbildung 36 A: Lokalisation von B 1-3 Glucan auf der Oberfliche von A. fumigatus-
Sporen. Oberflachen-RB 1-3 Glucan wurde mit Hilfe des 2G8 Antikorpers detektiert. a-c
zeigen Sporen im Hellfeld, in a’-¢’ sind die entsprechenden Inmunfluoreszenzaufnahmen
dargestellt. Ruhende Wildtyp-Sporen sind in A (a und a’) dargestellt, Sporen die in YGf -
Medium 4 h inkubiert worden sind, werden in A (b und b’) gezeigt und Sporen, die 6 h in
YGf -Medium inkubiert wurden, sind in A (c und c¢’) dargestellt. Der Balken in A (a)
reprasentiert 5 um und ist giiltig fiir a-c.

In B (a und a’) werden entsprechende Aufnahmen, die am konfokalen Mikroskop
aufgenommen wurden, gezeigt. In a ist ein einziges Bild, in a’ ist die Uberlagerung aller
Bilder dargestellt. Der Pfeil in B (a) zeigt auf eine sehr stark angefarbte, aber kleine Spore.
Bei einigen angeschwollenen Sporen, die bereits anfingen Keimschlauche zu bilden,
wurde eine sehr starke Immunfluoreszenz im Bereich der Keimschlauchbildung sichtbar
(36 B (b) weiRe Pfeile). Balken in B reprasentieren 5 ym.
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3.3.5. Die Menge an B 1-3 Glucan ist entscheidend fiir die
Phagozytoseeffizienz

Da ruhende Sporen und angeschwollene Sporen unterschiedliche Mengen an 3 1-3
Glucan aufweisen, wurde getestet, ob sie entsprechend unterschiedliche
Phagozytoseeffizienzen besitzen. Hierzu wurden J774-Makrophagen fir 3 h mit
ruhenden und angeschwollenen Sporen infiziert, dann wurde der BCS-Assay
durchgefihrt. Es wurden zwischen 150 und 300 Sporen ausgewertet. Da isolierte
Sporen o6fters Gber mehrere Monate im Kihlschrank aufbewahrt werden, interessierte es
auch, ob diese Langzeitlagerung die Phagozytoseeffiziens beeinflusst, indem sie z.B.
auf die Intaktheit der hydrophoben Hullschicht einwirkt. Deshalb wurden neben den
ruhenden frisch isolierten Sporen auch 6 Monate alte Sporen flr den Infektionsversuch
verwendet. Die Ergebnisse dieses Versuchs werden in Abbildung 37 dargestellt. Man
kann erkennen, dass angeschwollene Sporen mit 48,0 % wesentlich besser
phagozytiert werden als ruhende Sporen (22,3 % und 20,9 %). Die Langzeitlagerung im
Kdhlschrank bei 4 °C hingegen hat keinen bedeutenden Einfluss auf die

Phagozytoseeffizienz.
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Abbildung 37: Infektion von J774-Makrophagen mit frisch isolierten Sporen, ruhenden 6
Monate gelagerten Sporen und frisch isolierten angeschwollenen Sporen. Die
Phagozytoseeffizienz wurde mit Hilfe des BCS-Assays ermittelt; es wurden zwischen 150
und 300 Sporen ausgewertet.
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3.3.6. Lokalisation von B 1-3 Glucan auf der Oberflache der pksP-Mutante

Um erneut zu Uberprifen, ob die Menge an R 1-3 Glucan entscheidend ist fir die
Phagozytoseeffizienz, wurde die Lokalisation des 3 1-3 Glucan auf einer A. fumigatus-
Mutante getestet. Es handelte sich hierbei um die pksP-Mutante (Jahn et al., 1997). Der
pksP-Mutante fehlt ein essentielles Gen, welches flir die Synthese des
Dihydroxynaphtalen (DHN)-Melanin verantwortlich ist. Der Verlust dieses Gens zeigt
sich in einer weilken Spore mit einer charakteristischen glatten Oberflache (Jahn et al.,
1997). In Abbildung 38 ist eine elektronenmikroskopische Aufnahme der pksP-Mutante
im Vergleich zur WT-Spore dargestellt.

Abbildung 38: Elektronenmikroskopische Aufnahme der ATCC 46645 A. fumigatus WT-
Sporen (A) im Vergleich zur pksP-Mutante dieses Stammes (B). Die pksP-Mutante besitzt
im Vergleich zum WT eine glatte Oberflache (aus Jahn et al., 2000).

Wie aus Abbildung 39 A (b und b’) zu erkennen ist, zeigen die
Immunfluoreszenzaufnahmen, dass die meisten Sporen der pksP-Mutante eine sehr
starke Anfarbung mit dem B 1-3 Glucan spezifischen monoklonalen Antikérper 2G8
zeigen, wohingegen die WT-Sporen nur eine geringe Farbung zeigen (Abbildung 39 A
(aund a?)).

Dieses Ergebnis wurde mit Hilfe der FACS Analyse bestatigt. Hier konnte ebenfalls eine
geringe Menge an 3 1-3 Glucan mit Hilfe des monoklonalen Antikérpers 2G8 auf
ruhenden A. fumigatus WT-Sporen gemessen werden (siehe Abbildung 39 (orange
Linie)) im Vergleich zu den Kontrollen, die nur mit dem anti-Maus Cy3-konjugierten
Sekundarantikorper inkubiert worden waren (siehe Abbildung 39 (rote Linie)). Eine
beachtlich gréllere Menge konnte hingegen auf der pksP-Mutante gemessen werden

(siehe Abbildung 39; blaue Linie im Vergleich zur Kontrolle (griine Linie)).
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Abbildung 39: A) Lokalisation von B 1-3 Glucan auf ruhenden WT-Sporen (a und a’) und
der pksP-Mutante (b und b’); a und b zeigen Hellfeldaufnahmen, a° und b’ die
entsprechenden Immunfluoreszenzaufnahmen. B) FACS-Analyse von ruhenden Sporen
und ruhenden Sporen der pksP-Mutante. Die orange Kurve zeigt Wildtyp-Sporen, die mit
dem monoklonalen Antikorper 2G8 angefarbt wurden die entsprechende Kontrolle mit
dem sekunddren Antikorper ist griin dargestellt; die blaue Kurve zeigt pksP-Sporen, die
mit dem mab2G8 angefarbt wurden; die entsprechende Kontrolle mit dem sekundaren
Antikorper ist rot dargestellit.
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3.3.7. Phagozytoseeffizienz der pksP-/ und der weiRen UV-Mutante

Des Weiteren wurde getestet, ob es einen Zusammenhang zwischen der Menge an 3 1-
3 Glucan auf der Oberflache der pksP-Sporen und der Phagozytoseeffizienz gibt. Es
wurde neben der pksP-Mutante noch eine UV-Mutante von A. fumigatus getestet. Bei
der UV-Mutante handelt es sich, wie bei der pksP-Mutante, um nichtpigmentierte weille
Sporen. Fur diese Mutante konnte durch Einbringen des pksP-Gens ein WT-Phanotyp
wiederhergestellt werden (Langfelder et al., 1998; Tsai et al., 1998). Es wurden J774-
Makrophagen mit WT-Sporen und Sporen beider Mutanten fir 3 h infiziert, der BCS-
Assay wurde durchgefiihrt und zwischen 150 und 300 Sporen wurden ausgewertet.

Wie aus Abbildung 40 zu sehen ist, werden die pksP- und die UV-Mutante nach 3 h mit
59,2 % und 54,1 % wesentlich effizienter phagozytiert als die WT-Sporen mit 26 %.
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Abbildung 40: Infektion von J774-Makrophagen mit ruhenden WT-Sporen, Sporen der UV-
Mutante und Sporen der pksP-Mutante. Die Phagozytoseeffizienz wurde mit Hilfe des BCS-
Assays ermittelt, indem zwischen 150 und 300 Sporen ausgewertet wurden.

3.3.8. Phagozytose der rodA-Mutante

Elektronenmikroskopische Untersuchungen haben gezeigt, das die aulierste Zellwand
von A. fumigatus-Sporen aus der so genannten ,Rodlet“-Struktur besteht (Rohde et al.,
2002). Diese setzt sich aus Hydrophobin A (Rod A) und Hydrophobin B (Rod B)

zusammen (Paris et al., 2003).
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A. fumigatus-Sporen der rodA-Mutante fehlt die dulere ,Rodlet*-Struktur. Die Sporen
besitzen wie die pksP-Mutante, eine glatte Oberflache (Thau et al., 1994). Die
Phagozytosebereitschaft der Sporen der rodA-Mutante in J774-Zellen nach 3 h sind in
Abbildung 41 dargestellt. Die Rod A-Sporen werden mit 91,7 % (+/- 0,4 %) wesentlich
effizienter phagozytiert als die WT-Sporen mit 55,8 % (+/-5,9 %).
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Abbildung 41: Infektion von J774-Makrophagen mit ruhenden WT-Sporen (A) und Sporen
der rodA-Mutante nach 3 h Infektion. Die Phagozytoseeffizienz wurde mit Hilfe des BCS-
Assays ermittelt, indem zwischen 150 und 300 Sporen ausgewertet wurden.

3.3.9. Lokalisation von R 1-3 Glucan-positiven A. fumigatus-Sporen

wahrend der Infektion von Makrophagen

Um zu sehen, ob R 1-3 Glucan positive Sporen bevorzugt phagozytiert werden, wurden
J774-Makrophagen mit A. fumigatus-Sporen infiziert, zu unterschiedlichen Zeitpunkten
fixiert und gefarbt. Die Farbung der extrazellularen Sporen erfolgte mit dem anti-
Aspergillus Antikorper (siehe Abbildung 42 B (d)), nach der Permeabilisierung lie® sich
3 1-3 Glucan mit dem mab2G Antikérper anfarben (a). Alle Sporen sind mit Calcofluor
(b), die Oberflache der Makrophagen ist mit Concanavalin A angefarbt (c).

Wahrend der Infektion von J774-Makrophagen mit ruhenden A. fumigatus-Sporen
konnten 3 1-3 Glucan positive Sporen mit dem monoklonalen Antikdrper 2G8 nach 30
min noch nicht detektiert werden. Die ersten 3 1-3 Glucan positiven Sporen traten nach
1 h auf. Wie in Abbildung 42 (A) dargestellt, wurden die 2G8-positiven Sporen nach 3 h

mit 86 % effizienter aufgenommen als die restlichen Sporen.
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Abbildung 42: A) Infektion von J774-Makrophagen mit ruhenden A. fumigatus- Sporen
nach 3 h. B) a: R-Glucan angefarbte Sporen mit mab2G8 und anti Maus Cy3-
Sekundarantikorper, b: alle Sporen gefarbt mit Calcofluor, c: Makrophagen gefarbt mit
Concanavalin A d: extrazellulare Sporen gefarbt mit einem anti-Aspergillus Antikérper und
einem Kaninchen-Cy5 Sekundirantikérper, e: Uberlagerung von a-d.
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3.3.10. Inhibierung der Phagozytose von A. fumigatus-Sporen durch

einen anti-Dectin-1 Antikorper

3.3.10.1. Dectin-1 wird fur eine effiziente Phagozytose von A. fumigatus-

Sporen benoétigt

Die Erkennung von B 1-3 Glucan erfolgt uber Dectin-1, einen auf dendritischen Zellen
und Makrophagen zu findenden Rezeptor (Brown et al., 2002). Es ist bereits gezeigt
worden, dass die Bindung von B 1-3 Glucan an Dectin-1 eine proinflammatorische
Antwort induziert (Brown et al., 2003; Gantner et al., 2003), und es stellte sich heraus,
dass Dectin-1 auch flir die Phagozytose von Zymosan wichtig ist (Herre et al., 2004a)
und fur Candida albicans (Gantner et al., 2005). Zymosan ist ein Zellwandbestandteil
von Saccharomyces cerevisae und gilt schon seit 50 Jahren als Modellorganismus flr
die Phagozytose und Inflammation in vivio und in vitro (Di Carlo und Fiore, 1958).
Aufgrund dieser Ergebnisse war es interessant herauszufinden, welche Bedeutung
Dectin-1 bei der Phagozytose von A. fumigatus-Sporen hat. Um dies zu untersuchen,
wurde ein spezifischer Antikorper verwendet, der die extrazellulare Domane von Dectin-
1 erkennt und somit auch seine Aktivitat blockiert (Brown et al., 2002). Hierzu wurden
J774-Makrophagen und primare Zellen mit A. fumigatus in der Gegenwart von
unterschiedlichen Konzentrationen des anti-Dectin-1-Antikérpers (2A11) fir 1 h oder 3 h
infiziert. Die Phagozytoseeffizienz wurde mit Hilfe des BCS-Assays gemessen, indem
zwischen 150 und 300 Sporen ausgewertet wurden. Der Antikérper war wahrend der
gesamten Versuchsdauer im Ansatz vorhanden.

Wie in Abbildung 43 dargestellt, blockierte der 2A11-Antikdrper die Phagozytose von
A. fumigatus-Sporen in J774-Makrophagen (A) und in Peritonealmakrophagen des
Mausstammes C3H7HeN (B) abhangig von der eingesetzten Konzentration. Der
Antikorper inhibierte die Phagozytose der A. fumigatus-Sporen auf 4,6 % in J774 und
auf 21 % in den primaren C3H/HeN Makrophagen, wahrend die entsprechenden
Isotypkontrollen keinen Einfluss gehabt hatten (D). Dagegen wurde bei der Infektion der
Peritonealmakophagen mit Kontrollbeads keine Reduktion der Phagozytose beobachtet
(C). Die grofite Hemmung erfolgte bei einer Antikdrper-Konzentration von 10 ug/ml

sowohl fur J774-Makrophagen als auch fur die primaren Zellen (A und B).
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Abbildung 43: J-774 Makrophagen (A) und Peritonealmakrophagen C3H/HeN Makrophagen
(B) wurden mit A. fumigatus-Sporen mit einer MOI von 10 in der An- und Abwesenheit von
unterschiedlichen Konzentrationen des monoklonalen anti-Dectin-1 Antikorper 2A11
infiziert (3 h). C) Kontrollinfektion mit BSA-Beads in der An- und Abwesenheit von
unterschiedlichen Konzentrationen des 2A11 (3 h), D) Isotypkontrolle Ratte IgG. Der
Prozentsatz der intrazelluliren Sporen wurde mit Hilfe der BCS Methode bestimmt. Alle
Ergebnisse dokumentieren Daten aus drei voneinander unabhédngigen Versuchen.

3.3.10.2. Einfluss auf die Zelladhasion

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob der monoklonale Dectin-1-
Antikdrper 2A11 einen Effekt auf die Adhasion von A. fumigatus-Sporen an
Makrophagen hat. Wie aus Abbildung 44 hervorgeht, konnte eine reduzierte
Adhasionsfahigkeit der Sporen an die Peritonealmakrophagen beobachtet werden, die
vorher mit dem Antikérper inkubiert worden waren (~7,8 Sporen im Vergleich zu ~4,3
Sporen bei nichtbehandelten Zellen). Dies deutet darauf hin, dass Dectin-1 schon bei

der initialen Interaktion zwischen Sporen und Makrophagenoberflache beteiligt ist.
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pro Zelle

Gebundene A.fumigatus Sporen

Abbildung 44: Quantifizierung der Adhasion von A. fumigatus-Sporen an Makrophagen in
der An- bzw. Abwesenheit des Dectin-1 mab 2A11.

3.3.10.3. Lokalisierung des Dectin-1 in der Inmunfluoreszenz

Dectin-1 ist funktionell mit der Erkennung und der Phagozytose von 3 1-3 Glucan
enthaltenen Partikeln in Verbindung zu bringen. Die Rekrutierung dieses Rezeptors in
Phagozytosevakuolen wurde bereits in transfizierten Zellen und primaren Makrophagen
gezeigt (Herre et al., 2004; Gantner et al., 2005; Hohl et al., 2005). Mit Hilfe des mab
2A11-und eines spezifischen polyklonalen anti-Dectin-1 Antikdrpers wurde in der
vorliegenden Arbeit die Lokalisation des Dectin-1 in J774 und in murinen
Peritonealmakrophagen vor und nach der Phagozytose von A. fumigatus-Sporen
untersucht. Nach der Permeabilisierung nicht infizierter Zellen wurde Dectin-1 in
bestimmten intrazellularen Strukturen sichtbar (siehe Abbildung 45 A), wohingegen vor
einer Permeabilisierung mit Hilfe des polyklonalen anti-Dectin-1 Antikérpers eine nur
sehr schwache Farbung zu sehen war (Daten nicht gezeigt).

In den Zellen, die mit A. fumigatus GFP-Sporen infiziert worden sind, ist die
Rekrutierung von Dectin-1 in Phagosomen in einigen Zellen zu sehen. Die Phagosomen
tauchen erst nach einer Infektionszeit von 1 h auf (siehe B und B"). Ein &hnliches Muster
wird allerdings auch nach 3 h gefunden (siehe C und C").

Es traten jedoch auch intrazellulare Sporen auf, bei denen keine Rekrutierung von

Dectin-1 sichtbar wurde (Daten nicht gezeigt).
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A

Abbildung 45: Lokalisation von Dectin-1 in infizierten und nicht infizierten Makrophagen:
A) Nach der Permeabilisierung nicht infizierter Zellen ist Dectin-1 in bestimmten
intrazelluldaren Strukturen sichtbar. J774 wurden mit GFP A. fumigatus-Sporen 1 h (B und
B’) und 3 h (C und C’) infiziert, fixiert, permeabilisiert und gefarbt. Dectin-1 wurde mit Hilfe
des 2A11-Antikérpers und mit Cy3-konjugiertem Zweitantikorper gefarbt (rot). Die Pfeile in
B’ und D’ zeigen die Rekrutierung des Dectin-1 um die Sporen.
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3.3.10.4. Rekrutierung von Dectin-1 in infizierten Makrophagen

In einem weiteren Experiment wurden J774-Makrophagen mit A. fumigatus-Sporen fir 3
h infiziert, und die fixierten Zellen wurden sowohl mit dem monoklonalen 3 1-3 Glucan
Antikérper 2G8 als auch mit dem anti-Dectin-1 Antikdrper angefarbt. Wie aus Abbildung
46 ersichtlich, zeigten sich in einigen Zellen um die 3 1-3 Glucan positiv angefarbten

Sporen (B) auch eine Rekrutierung des Dectin-1 (A, C).

Abbildung 46: J774-Makrophagen wurden mit A. fumigatus-Sporen fiir 3 h infiziert. A)
Immunfluoreszenz mit anti-Dectin-1. B) B 1-3 Glucan auf der Oberflache von Sporen wurde
mit Hilfe des mab 2G8 angefirbt. C) Uberlagerung aus A und B. Die Sporen wurden
zusatzlich mit Calcofluor angeférbt.

3.3.11. Syk-abhangige Phagozytose von A. fumigatus-Sporen

Im Gegensatz zu den TLR ist Uber die Signaltransduktionskaskade von Lektin-
Rezeptoren erst wenig bekannt. Fur dendritische Zellen ist gezeigt worden, dass es
einen Syk-abhangigen und einen Syk-unabhangigen Signalweg gibt (Rogers et al.,
2005).

Dectin-1 verfugt tber ein ITAM-ahnliches Motiv. Es wurde bereits gezeigt, dass Dectin-1
der erste ,non-TLR" ist, der seine eigene intrazellulare Signaltransduktionskaskade
auslosen kann (Brown, 2006). Beteiligt hierbei ist die ,spleen tyrosine kinase® Syk.

In den folgenden Versuchen sollte Uberpruft werden, ob Syk auch bei der Phagozytose

von A. fumigatus-Sporen involviert ist.

105



Ergebnisse

3.3.11.1. Effekte von Piceatannol und PP2

Um zu Uberprifen, ob die Syk-Kinase bei der Phagozytose von A. fumigatus-Sporen
beteiligt ist, wurden J774-Makrophagen 30 min in der An-/ und Abwesenheit von 50 uM
des Syk-spezifischen Tyrosin-Kinase Inhibitors Piceatannol vorinkubiert und
anschliefend mit A. fumigatus-Sporen fur 3 h infiziert. Der Inhibitor wurde wahrend der
gesamten Versuchsdauer nicht heruntergewaschen.

Da Syk-Kinasen typischerweise von Kinasen der Src Familien aktiviert werden
(Underhill et al., 2005), wurde zusatzlich untersucht, ob PP2 als spezifischer Inhibitor
der Scr-Familie einen Einfluss auf die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen hat. Hierzu
wurden die Zellen ebenfalls 30 min vor der Infektion mit A. fumigatus-Sporen ohne oder
mit 15 yM PP2 vorbehandelt. Als positive Kontrolle erfolgte die Infektion in An-/ und
Abwesenheit beider Inhibitoren zusatzlich mit Zymosan. Zur Bestimmung der
Phagozytoseeffizienz wurde der BCS-Assay durchgefiihrt; es wurden zwischen 150 und
300 Sporen ausgezahlt. In Abbildung 47 sind die Ergebnisse dargestellt. Es zeigt sich,
dass sich mit Hilfe von PP2 die Phagozytose von Zymosan auf 7,58 % reduzieren lasst
und mit Piceatannol auf 20,86 %. Ahnliche Ergebnisse wurden fir die Infektion der
J774-Zellen erzielt. Hier lieR sich die Phagozytose mit PP2 auf 6,79 % und mit

Piceatannol auf 4,73 % reduzieren.
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Abbildung 47: J774-Makrophagen wurden in der An-/ bzw. in der Abwesenheit von 15 pM
PP2 oder 50 uM Piceatannol mit Zymosan (A) oder A. fumigatus-Sporen (B) fiir 3 h infiziert
und die Phagozytoseeffizienz mit Hilfe des BCS-Assays ermittelt. Es wurden zwischen 150
und 300 Sporen ausgezihit.
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3.3.11.2. Phagozytose von A. fumigatus-Sporen in Syk-defizienten
Makrophagen

Mit Hilfe der Inhibitoren PP2 und Piceatannol lie} sich die Syk-abhangige Phagozytose
von A. fumigatus-Sporen blockieren. Um weitere Evidenz der Beteiligung der Syk-
Kinase bei der Phagozytose zu erhalten und um potentiell unspezifische Effekte auf die
Zellen auszuschlieBen, wurden aus Knochenmarkschimaren-Mausen die Syk-/-
monozytaren Zellen (Mocsai et al., 2002) isoliert und mit A. fumigatus-Sporen infiziert (3
h). Die Phagozytoseeffizienz wurde wie bei den vorherigen Versuchen mit Hilfe des
BCS-Assays bestimmt; es wurden zwischen 150 und 300 Sporen ausgezahlt. Als
positive Kontrolle wurde die Infektion mit Zymosan durchgeflihrt.

In Abbildung 48 sind die Ergebnisse dargestellt. Es zeigt sich, dass die Phagozytose
von Zymosan (A) in den Syk-defizienten Makrophagen um 14,67 % reduziert ist. Die

Phagozytose von A. fumigatus-Sporen wurde um 24,04 % gehemmt (B).
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Abbildung 48: Phagozytoseeffizienz von Zymosan (A) und A. fumigatus-Sporen (B) in Syk-
defizienten Makrophagen. Die Infektion erfolgte in Knochenmarksmakrophagen fiir 3 h
und die Phgozytoseeffiziens wurde mit Hilfe des BCS-Assays bestimmt und es wurden
zwischen 150 und 300 Sporen ausgezahlt.

3.3.12. Die Beteiligung von Toll-like Rezeptoren an der Phagozytose

von A. fumigatus- Sporen

Es wurde bereits berichtetet, dass es eine synergistische Interaktion zwischen Dectin-1
und TLR2 in Bezug auf die proinflammatorische Antwort von Makrophagen auf Zymosan
(Gantner et al., 2003) und die pathogenen Pilze A. fumigatus und Coccidioides gibt
(Gersuk et al., 2006; Hohl et al., 2005; Meier et al., 2003; Steele et al., 2003; Viriyakosol
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et al., 2005). Des Weiteren ist bekannt, dass A. fumigatus-Sporen und Hyphen von
TLRZ2 und TLR4 erkannt werden (Meier et al., 2003). Ferner zeigen die Versuche mit
Laminarin und in den Syk-/-Makrophagen eine verminderte, aber keine absolute
Inhibition der Phagozytose von A. fumigatus-Sporen. Dies deutet darauf hin, dass neben
Dectin-1 weitere Rezeptoren bei der Phagozytose von A. fumigatus-Sporen eine

wichtige Rolle spielen kdnnten.

3.3.12.1. TLR2, aber nicht TLR4 wird fiir eine effiziente Phagozytose
benotigt

Um zu untersuchen, ob TLR2 und TLR4 auch einen Einfluss auf die Phagozytose von
A. fumigatus haben, wurden Peritonealmakrophagen aus C3H/HeN Wildtypmausen
(TLR2+/+, TLR4+/+), C3H/HeJ-Mausen (TLR2+/+, TLR4d/d), C3H/HeN TLR2-/-Mausen
(TLR2-/-, TLR4+/+) und C3H/HeJ TLR2-/-Mausen (TLR2-/-, TLR4d/d) isoliert und mit
A. fumigatus-Sporen fur 1 h oder 3 h infiziert. AnschlieBend wurde der BCS-Assay
durchgefihrt, um die Phagozytoserate zu bestimmen.

Wie in Abbildung 49 gezeigt, hat das Fehlen von TLR2 einen deutlichen Einfluss auf die
Phagozytose nach 1 h und nach 3 h Infektion (A). Kein signifikanter Unterschied in
Bezug auf die Phagozytoseeffizienz wurde bei den TLR4-defizienten Mausen gesehen.
Die Doppeldefizienten Mause zeigten eine dhnliche Phagozytoserate mit 23,3 % (+/-0,1
%) wie die TLR2 defizienten Mause, was wiederum darauf hindeutet, dass TLR4 bei der
Phagozytose von A. fumigatus-Sporen nicht beteiligt ist.

Die Bedeutung des TLR2 fur die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen liel3 sich in
mehreren Versuchen bestatigen. Auch Mause, die einen anderen genetischen
Hintergrund aufwiesen, zeigten ahnliche Ergebnisse. In Abbildung 49 (B) wurde
derselbe Versuch mit C57/Bl6-Mausen durchgefiihrt. Allerdings waren hier die
maximalen Phagozytoseraten mit 12,5 % (+/-0,05 %) nach 1 h und 14,1 % (+/-3,1 %)
nach 3 h deutlich niedriger als bei den C3H/HeN-Mausen. Bei den TLR2-Makrophagen
lagen die Phagozytoseraten bei 3,38 % (+/-0,25 %) nach 1 h und 4,4 % (+/-1,5 %) nach
3 h Infektion.
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Abbildung 49: A) Peritonealmakrophagen aus C3H/HeN Wildtyp-Mausen (TLR2+/+,
TLR4+/+), C3H/HeJ Mausen (TLR2+/+, TLRA4d/d), C3H/HeN TLR2-/-Mausen (TLR2-/-,
TLR4+/+) und C3H/HeJ TLR2-/- Mdusen 1 h oder 3 h (weiBe Balken) infiziert. B)
Peritonealmakrophagen aus C57/BI6 2-/- Mausen wurden ebenfalls mit A. fumigatus-
Sporen fiir 1 h und 3 h infiziert. Der Anteil der intrazellularen Sporen wurde mit Hilfe der
BCS-Assays bestimmt; es wurden zwischen 150 und 300 Sporen ausgewertet. Die Daten
stammen aus drei unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten.

3.3.12.2. Adhasion von A. fumigatus-Sporen an TLR-defizienten

Makrophagen

Um zu sehen, ob TLR2 und TLR4 bei der initialen Bindung von A. fumigatus-Sporen an
Makropohagen eine Rolle spielt, wurden in weiteren Versuchen die Adhasion der
A. fumigatus-Sporen an TLR-defiziente Makrophagen untersucht. Hinsichtlich der
Adhasion von A. fumigatus-Sporen an Makrophagen war kein Unterschied in Bezug auf
das Fehlen von TLR2 und/oder TLR4 zu erkennen (siehe Abbildung 50). An allen Zellen
hatte ungefahr die gleiche Anzahl von A. fumigatus-Sporen gebunden. Dies deutet
darauf hin, dass beide Rezeptoren nicht an der initialen Interaktion zwischen Sporen

und den Rezeptoren der Makrophagenoberflache involviert sind.
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Anzahl gebundener A.fumigatus
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Abbildung 50: Anzahl der durchschnittlichen Menge an gebundenen Sporen pro C3H/HeN
Makrophage (TLR2+/+, TLR4+/+), C3H/HeJ Makrophage (TLR2+/+, TLR4d/d), C3H/HeN
TLR2-/- Makrophage (TLR2-/-, TLR4+/+) und C3H/HeJ TLR2-/- Makrophage (TLR2-/-,
TLR4d/d).

3.3.12.3. Phagozytose von biotinylierten BSA-Beads in
Peritonealmakrophagen (C3H HeN) nach 3 h

Um zu zeigen, das C3H/HeN TLR2-/- Makrophagen (TLR2-/-, TLR4+/+) nicht generell
schlechter phagozytieren als WT C3H/HeN Makrophagen (TLR2+/+, TLR4+/+), wurden
C3H/HeN TLR2-/- Makrophagen (TLR2-/-, TLR4+/+) und WT C3H/HeN
Peritonealmakrophagen (TLR2+/+, TLR4+/+) mit biotinylierten BSA-Kontrollbeads
inkubiert. AnschlieRend wurde der BCS-Assay durchgefihrt. In Abbildung 51 (A) ist zu
erkennen, dass zwischen den C3H/HeN TLR2-/- Makrophagen (TLR2-/-, TLR4+/+) und
den WT C3H/HeN Makrophagen (TLR2+/+, TLR4+/+) kein Unterschied in der
Phagozytoseeffizienz besteht: Dies zeigt, dass TLR2-/- Makrophagen nicht generell
schlechter phagozytieren als die WT-Makrophagen und dass es sich bei der TLR2-
abhangigen Phagozytose von A. fumigatus-Sporen um einen spezifischen Effekt
handelt. Exemplare Beispiele der Immunfluoreszenz-Daten, die als Basis fir die
graphische Darstellung des BCS-Assays dienten, sind in Abbildung 51 (B) dargestellt.
Die phagozytierten BSA-Beads sind in blau angefarbt, die extrazellularen in blau und

rot.
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Abbildung 51: A) Kontrollexperiment mit BSA-gekoppelten Beads. C3H/HeN Makrophagen
und C3H/HeN TLR2-/- Makrophagen wurden mit biotinylierten BSA-Beads fiir 3 h inkubiert;
die Phagozytoseeffizienz wurde gemessen. Der Anteil der intrazellularen Beads wurde mit
Hilfe des BCS-Assays bestimmt. B) Immunfluoreszenzaufnahmen der C3H/HeN
Makrophagen (A) und der C3H/HeN TLR2-/- Makrophagen (B); die Zellen wurden mit
Concanavalin A griin angefarbt, extrazellulare Beads mit Streptavidin Cy3 in rot, intra-/
und extrazellulire BSA-Beads mit Calcoflour (blau).
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3.3.12.4. Die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen durch
Peritonealmakrophagen lasst sich mit einem TLR2-spezifischen Antikorper

blockieren

Um weitere Belege flir die Relevanz von TLR2 bei der Phagozytose von A. fumigatus-
Sporen zu erhalten, wurden Zellen fir 30 min mit dem TLR2 spezifischen mab T2.5
Antikérper (Meng et al., 2004) geblockt. Anschlielend erfolgte die Infektion fiir 3 h, der
Antikorper wurde wahrend der gesamten Versuchsdauer nicht heruntergewaschen.

Zellen, die mit dem Antikdrper behandelt worden waren, zeigten eine reduzierte
Phagozytose (B), wohingegen die entsprechende Isotypkontrolle keinen Effekt zeigt (C).
Diese Ergebnisse sind in Abbildung 52 dargestellt. Diese Daten bestatigen wiederum
und unabhangig von den TLR2-defizienten Makrophagen, dass TLR2 bei der

Phagozytose von A. fumigatus-Sporen beteiligt ist.
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Abbildung 52: Inhibierung der Phagozytose von A. fumigatus-Sporen in
Peritonealmakrophagen (C3H/HeN) mit Hilfe eines TLR2-Antikorpers (T2.5.).
Peritonealmakrophagen wurden mit einer MOI von 10 in der (A) Ab-/ und (B) Anwesenheit
eines anti-TLR2 monoklonalen Antikorpers T2.5 (50 pyg/ml) und in der (C) Anwesenheit
einer Isotypkontrolle infiziert. Der Anteil der intrazelluldiren Sporen wurde mit Hilfe des
BCS-Assays bestimmt; es wurden zwischen 150 und 300 Sporen ausgewertet.
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3.3.13. Die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen ist abhangig von
MyD88

Des Weiteren wurde Uberprift, ob die Signalkaskade bei der TLR2-abhangigen
Phagozytose Uber MyD88 verlauft. MyD88 ist ein Adaptorprotein, welches bei einer
Ligandenerkennung von TLR2 rekrutiert wird (Medzhitov et al., 1998). Wie in Abbildung
53 zu erkennen ist, zeigten die MyD88-defizienten Mause mit 11,9 % (+/- 0,17 %) eine
reduzierte Phagozytoserate im Vergleich zum Wildtyp mit 22,3 % (+/- 2,9 %). Die
Aufnahme der MyD88-defizienten Makrophagen aus C57/Bl6-Mausen entsprach
ungefahr der Aufnahme der TLR2-defizienten Makrophagen mit 7,23 % (+/- 1,9 %).
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Abbildung 53: Peritonealmakrophagen (C57/BI6, schwarze Saule) und die entsprechende
MyD88-defizienten und TLR2-defizienten Makrophagen (graue bzw. weiBe Saule) wurden
mit A. fumigatus-Wildtypsporen mit einer MOI von 10 fiir 3 h infiziert. Der Prozentsatz der
phagozytierten Sporen wurde mit Hilfe des BCS-Assays bestimmt.

3.3.14. P3;CSK,-Stimulation zeigt keinen Effekt auf die Phagozytose

P3sCSK, ist ein synthetischer tri-palmitolysiertes bakterielles Lipopeptid (Ozinsky et al.,
2000). Die Aktivierung von TLR2 durch P3;CSK, steuert die Aktivierung von NFxb
abhangig von MyD88. Makrophagen wurden mit P;CSK,4 vorbehandelt um zu sehen, ob
eventuell auch eine Stimulation von TLR2 durch einen anderen Liganden die
Phagozytose von A. fumigatus-Sporen beeinflusst. Wie in Abbildung 54 zu erkennen ist,
verstarkt P3;CSK, nicht die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen. Die P3;CSK4
vorbehandelten Makrophagen erreichen nach 3 h Infektion eine Phagozytoserate von
22,3 % (+/- 5,1 %) im Vergleich zu den unbehandelten Makrophagen mit 24,9 % (+/- 2,1
%).
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Abbildung 54: J774-Makrophagen, die mit dem TLR2-spezifischen Liganden P;CSK,
vorstimuliert wurden, und nicht vorstimulierte J774-Zellen wurden A. fumigatus-Sporen
mit einer MOI von 10 fiir 3 h infiziert. Der Anteil der intrazellularen Sporen wurde iiber den
BCS-Assay bestimmt; es wurden zwischen 150 und 300 Sporen ausgezahit.

3.3.15. Adhasion von Sporen an transfizierten HEK293-Zellen

Um die Ergebnisse aus 3.3.10.2 und 3.3.12.2 noch einmal bezlglich des
Zusammenhangs zwischen der Adhé&sion der A. fumigatus-Sporen und TLR2 oder
Dectin-1 an Zellen zu bestatigen, wurden HEK293-Zellen mit einem Plasmid, das GFP
alleine codiert (Kontrolle), oder in Kombination mit einem Plasmid, welches entweder
Dectin-1 oder TLR2 codiert, cotransfiziert (siehe Material und Methoden 2.10.15).
HEK293-Zellen besitzen weder den Dectin-1- noch den TLR2- Rezeptor (Gantner et al.,
2003). In Abbildung 55 ist zu erkennen, dass HEK293-Zellen, die nur mit GFP
transfiziert wurden, eine geringe Bindung von Sporen aufweisen. Ungefahr ebenso viele
Sporen adharieren an den HEK293-Zellen, die mit GFP und TLR2 transfiziert wurden.
Lediglich die Zellen, die mit GFP und Dectin-1 transfiziert wurden, zeigen eine verstarkte

Zelladhasion.
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Anzahl gebundener A.fumigatus Sporen
pro Zelle

Abbildung 55: Zelladhasion von A. fumigatus-Sporen an transfizierte HEK293-Zellen.
HEK293-Zellen, die mit Dectin-1 und GFP cotransfiziert wurden, konnen die groRte Menge
an A. fumigatus-Sporen binden.

3.3.16. Der Einfluss von TLR2 auf die Phagosomen-Reifung

Bei der Phagozytose werden Partikel in einem Aktin-abhangigen Prozess
aufgenommen, und es bildet sich ein Phagosom. Das Phagosom verschmilzt mit dem
sauren Lysosom zu einem Phagolysosom. In diesem sauren Milieu sind proteolytische
Enzyme wie Hydrolasen aktiv und bewerkstelligen den Abbau des phagozytierten
Materials (Alberts et al., 1997).

Mit Hilfe des lysosomalen Markers Lamp-1, der als Marker fur frihe Phagolysosomen
dient, liel3 sich untersuchen, ob in Makrophagen, denen TLR2 fehlt (C3H/HeN TLR2-/-),
die phagozytierten Sporen einen ahnlichen Weg einschlagen wie in den WT-
Makrophagen (C3H/HeN). Hierzu wurden Immunfarbungen mit einem Antikérper gegen
das “Lysosomal membrane protein (Lamp-1)“ durchgefiihrt und die Anzahl der positiven
Lamp-1 Vakuolen nach 1 h und nach 3 h gezahlt. Es wurden insgesamt 100-200
Vakuolen ausgezahlt. In Abbildung 56 A ist der Anteil Lamp-1 positiver Vakuolen um
A. fumigatus-Sporen in C3H/HeN (schwarze Balken) und C3H/HeN TLR2-/- Zellen
(weil’e Balken) nach 1 und 3 h dargestellt. Man erkennt, das nach 1 h deutlich weniger
Lamp-1-Vakuolen in den TLR2-/- Zellen mit 1,89 % (+/- 2,13 %) im Vergleich zu den
C3H/HeN Zellen mit 29,93 % (+/- 4,56 %) zu sehen sind. Nach 3 h hingegen steigt die

Anzahl an Lamp-1 positiven Vakuolen in den TLR2-/- Zellen rapide an, und es sind im
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Vergleich zu den C3H HeN-Zellen mit 33,23 % (+/- 2,01), 39,23 % (+/- 3,4 %) an Lamp-
1 positiven Vakuolen erkennbar.

Die Immunfluoreszenz-Daten zu dem soeben beschriebenen Versuch zeigt Abbildung
56 B. Dabei ist Lamp-1, das sich um die Sporen rekrutiert, rot (Cy3) visualisiert. Die
Sporen leuchten mit Hilfe von Calcofluor blau, die Zellmembran ist mit Concanavalin A
grin dargestellt. Die Aufnahmen zeigen, dass nach 1 h wesentlich weniger Lamp-1
Vakuolen in den TLR2-Makrophagen (a) im Vergleich zu den WT-Makrophagen (b)
gefunden werden kdnnen. Nach 3 h nimmt die Anzahl an Lamp-1 positiven Vakuolen in
den TLR2-defizienten Makrophagen deutlich zu (d). Dieses Ergebnis deutet darauf hin,
dass TLR2 mdglicherweise bei der sehr friihen Phagolysosomenreifung eine Rolle
spielt, und dass dieser Einfluss auf die Phagolysosomenreifung aber nach 3 h nicht

mehr nachweisbar ist.
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Abbildung 56: A) Anteil Lamp-1 positiver Vakuolen um A. fumigatus-Sporen in C3H/HeN
(schwarze Balken) und C3H/HeN TLR2-/- Zellen (weiBe Balken) nach 1 h und 3 h. B)
Lokalisation von Sporen in Lamp-1 positiven Vakuolen. C3H/HeN-Makrophagen und
C3H/HeN TLR2-/- Makrophagen wurden mit A. fumigatus-Sporen fir 1 h und 3 h infiziert,
permeabilisiert und mit einem anti-Lamp-1 Antikorper gefarbt. Als Sekundarantikorper
diente ein anti-Kaninchen Cy3. Die Sporen sind mit Hilfe von Calcofluor (blau), die Zellen
mit Concanavalin A (griin) angefarbt.

3.3.17. Ein synergistischer Effekt zwischen Dectin-1 und TLR2?

Gantner und seine Kollegen (2003) haben herausgefunden, dass Dectin-1 und TLR2 in
Bezug auf eine proinflammatorische Antwort auf Zymosan zusammenwirken.

Um zu zeigen, dass Dectin-1 und TLR2 moglicherweise bei der Phagozytose von
A. fumigatus-Sporen zusammenarbeiten, wurden C3H/HeN Mausen und C3H/HeN
TLR2-/- Mausen die Peritonealmakrophagen isoliert und mit A. fumigatus-Sporen fiir 3 h
infiziert. Zeitgleich wurde ein Infektionsversuch durchgefuhrt, bei dem die TLR2-
Makrophagen in der Anwesenheit des anti-Dectin-1 Antikdrpers (2A11) infiziert wurden.
Die Phagozytoseraten wurden wie bereits in den friheren Versuchen, mit Hilfe des
BCS-Assays ermittelt. Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Abbildung 57 graphisch
dargestellt. Aus ihr geht hervor, dass die TLR2-Makrophagen, die zeitgleich mit dem
anti-Dectin-1 Antikérper infiziert wurden, eine reduzierte Phagozytoserate von 9,7 % im
Vergleich zu den WT-Makrophagen besaflien. Eine ahnliche Reduktion auf 10,3 %
zeigten die TLR2-Makrophagen, die ohne den Dectin-1 Antikorper infiziert wurden.

Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass es unter diesen experimentellen Bedingungen
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keinen synergistischen Effekt zwischen Dectin-1 und TLR2 bezlglich der Phagozytose

von A. fumigtus-Sporen gibt.
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Abbildung 57: Peritonealmakrophagen aus C3H/HeN Mausen (TLR2+/+, TLR4+/+) und
C3H/HeN TLR2-/- Mausen (TLR2-/-, TLR4+/+) wurden fiir 3 h mit A. fumigatus-Sporen
infiziert. C3H/HeN TLR2-/- Makrophagen wurden zusétzlich in Gegenwart des Dectin-1
spezifischen Antikoérpers (2A11) infiziert. Die Phagozytoseraten wurden mit Hilfe des BCS-
Assays ermittelt; es wurden zwischen 150 und 300 Sporen ausgezahlt.
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4. Diskussion

Durch die Atmung gelangen taglich eine Vielzahl von Partikeln aus der Umwelt in die
Lunge, wozu eine Reihe von Mikroorganismen, wie etwa Pilzsporen, gehdéren. Wahrend
die meisten Mikroorganismen harmlos sind, gibt es unter ihnen auch manche potentiell
gefahrliche, wie z.B. einige Pilzspezies. Nur sehr wenige Pilzarten sind fur den
Menschen gefahrlich. Die Gesamtzahl aller Pilzarten wird auf ca. 1,2 Millionen
geschatzt. Von bislang 150.000 benannten Pilzarten sind nur ca. 150-250
humanpathogene Arten bekannt.

Aspergillus fumigatus gehort zu den meist verbreiteten Pilzspezies auf der Erde und
findet sich durchweg von der Antarktis bis zur Sahara. A. fumigatus ist ein
opportunistischer Krankheitserreger, der in immunsupprimierten Personen schwere
systemische Mykosen verursachen kann (Latge, 1999). Es wird angenommen, dass
man pro Tag mehrere hundert A. fumigatus-Sporen einatmet (Hospenthal et al., 1998).
Aufgrund ihres pathogenen Potentials gilt es, A. fumigatus-Sporen schnell zu erkennen
und zu eliminieren.

Die Sporen von A. fumigatus gelangen bis in die Alveolen der Lunge, wenn sie nicht
bereits vorher von physikalischen Barrieren (wie z.B. dem Flimmerepithel) hinaus
transportiert wurden. Alveolare Makrophagen sind in erster Linie verantwortlich fir die
Eliminierung inhalierter Sporen, da sie die Sporen phagozytieren und téten. Somit ist die
Phagozytose von Sporen ein frihes und wichtiges Ereignis in der Abwehr einer A.
fumigatus-Infektion (Ibrahim-Granet et al., 2003). Bis jetzt scheiterte die Analyse des
Mechanismus der Phagozytose, die durch Makrophagen und andere Wirtszellen
durchgefuhrt wird, da geeignete und generell einsetzbare Methoden fehlten, um die
Sporenaufnahme quantifizieren zu kénnen. Ein Ziel dieser Arbeit war deshalb, eine
Methode zur Unterscheidung von phagozytierten und nicht-phagozytierten Sporen zu

etablieren.

4.1. Etablierung des BCS-Assays zur Quantifizierung der Phagozytose

von A. fumigatus-Sporen

Zu Beginn dieser Arbeit waren bereits einige Methoden zu Unterscheidung von intra-
und extrazellularen Mikroorganismen beschrieben worden. So wurde z.B. von
Heesemann und Laufs eine Doppelimmunfluoreszenzmethode zur Identifizierung
intrazellularer Yersinien entwickelt, bei der man allerdings auf das Vorhandensein von

Antikdrpern angewiesen ist (Heesemann und Laufs, 1985). Lopez Bezerra und Filler
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entwickelten 2004 eine ahnliche Methode fir A. fumigatus (Lopes Bezerra und Filler,
2004).

Da aber Anti-Aspergillus Antikérper kommerziell noch nicht erhaltlich sind, hatte diese
Arbeit zunachst die Aufgabe, geeignete Antikdrper zu generieren, die gegen die
hydrophobe Hille von A. fumigatus-Sporen gerichtet sind. In einer friiheren Arbeit
wurden bereits drei Balb/C-Mause parallel mit abgetdteten A. fumigatus-Sporen
immunisiert, wonach das Serum auf vorhandene Antikdrper getestet wurde (Sturm,
2003). Diese Versuche ergaben polyklonale Seren, die aber mit ruhenden Sporen kaum
reagierten. Somit wurde in der vorliegenden Arbeit in Anlehnung an die Methode von
Paris und seinen Mitarbeitern, mittels Ultraschall nach weiteren Oberflachenproteinen
gesucht, die fur eine Immunisierung in Frage kommen kénnten (Paris et al., 2003)
(siehe 3.1.1.1). Hierbei wurden Sporen biotinyliert, beschallt und mittels Streptavidin im
Western Blot detektiert. Bei der Isolation von Hdillproteinen waren zwei
Oberflachenproteine im Western Blot von ganz besonderem Interesse. Bei der
Charakterisierung dieser beiden Proteinbanden mittels MALDI-TOF stellte sich heraus,
dass es sich um die zwei Hydrophobine Hydrophobin A (Rod A) und Hydrophobin B
(Rod B) handelte, die bereits in der Literatur beschrieben worden sind (Paris et al.,
2003). Diese Hydrophobine sind kleine, etwa 100 Aminosaduren umfassende sekretierte
Proteine, die durch acht konservierte Cystein-Reste charakterisiert sind. Sie bilden in
vivo eine hydrophobe ,Rodlet‘-Struktur, wie sie auch flr das Sc3p Hydrophobin des
Basiodiomyceten Schizophyllum commune gezeigt werden konnte (Wosten et al., 1993;
Wosten und de Vocht, 2000). Sobald es zur Auskeimung der Aspergillus-Sporen kommt,
wird die ,Rodlet“-Hulle abgeworfen und ein Keimschlauch gebildet (Rohde et al., 2002;
Tronchin et al., 1995). Die Hydrophobinschicht schitzt Aspergillus vor schadigenden
Umwelteinfllissen und der angeborenen Immunitat (Brown, 2006).

In dieser Arbeit wurde versucht, Hydrophobin B rekombinant herzustellen, um geeignete
Antikérper zu gewinnen (siehe 3.1.1.2). Die durchgeflihrten Versuche ergaben aber,
dass sich das Hydrophobin B trotz richtiger Gensequenz in E. coli auch unter
verschiedenen Bedingungen nicht Uberexprimieren liels. Ein mdéglicher Grund daflr
kénnte sein, dass das gebildete Protein toxisch fur E. coli ist oder dass das
Expressionskonstrukt in der Zelle nicht stabil exprimiert wurde.

Alternativ. wurde nach einer weiteren  Moglichkeit gesucht, geeignete
Oberflachenantikérper zu erhalten. Neben den Hydrophobinen befindet sich das blau-
grine so genannte Dihydroxynaphtalen-Melanin auf den Sporen von A. fumigatus.
Wang und seinen Mitarbeitern ist es 1996 gelungen, die leere Pigmenthllle von
Cryptococcus neoformans zu isolieren, die sie als Melanin-,Ghosts* bezeichneten. Die

Herstellung beruhte auf der Beobachtung, dass das Melanin auf den Zellen nach
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Behandlung mit Guanidin Thiocyanat und HCL noch erhalten blieb (Wang et al., 1996).
Youngchim und Kollegen stellten 2004 Melanin-,Ghosts“ von A. fumigatus her,
immunisierten Balb/C-Mause damit und generierten Antikdrper gegen die Melanin-
Partikel. In Anlehnung an die genannten Ergebnisse wurden in dieser Arbeit so
genannte Melanin-,Ghosts* von A. fumigatus-Sporen hergestellt und damit zwei Balb/C-
Mause immunisiert (siehe 3.1.1.3). Das Durchmustern der Hybridomiberstande in der
Immunfluoreszenz ergab kein eindeutiges Ergebnis. Zum einen waren die anti-Melanin
Ghost-Antikérper in der Lage, die Sporen der pigmentlosen, weilten pksP-
Negativkontrolle anzufarben und zum anderen lielRen sich einige Sporen des Wildtyps
mit dem Antikdrper Uberhaupt nicht anfarben: Somit waren diese Antikorper flr den
Phagozytoseassay nicht geeignet. Deshalb wurde nach einer weiteren Moglichkeit
gesucht, A. fumigatus-Sporen in der Immunfluoreszenz zu detektieren, um
Phagozytoseraten quantifizieren zu konnen. So wurde in dieser Arbeit der so genannte
.Biotin-Calcofluor-Staining Assay (BCS)“ entwickelt (siehe 3.1.2). Ein groRer Vorteil
dieser Methode ist, dass man keine Antikorper bendétigt. Der BCS-Assay ist eine
einfache und verlassliche Methode zur Unterscheidung zwischen extrazellularen und
bereits phagozytierten Sporen. Die Methode benétigt keine sporenspezifischen
Antikérper, sondern basiert auf der Tatsache, dass sich die Sporen biotinylieren lassen
und anschliefend mit Streptavidin-Cy3 angefarbt und visualisiert werden kénnen. Da
Streptavidin-Cy3 die Wirtszellmembran ohne Permeabilisierung nicht durchdringen
kann, werden nur extrazellulare Sporen angefarbt. Im Gegensatz dazu kann Calcofluor
durch sein kleines Molekulargewicht die Wirtszellmembran ohne vorherige
Permeabilisierung durchqueren und so intra- und extrazellulare Sporen anfarben.

Diese Arbeit zeigt, dass die Biotinylierung der Sporen eine milde Methode ist, die die
Lebensfahigkeit der Sporen nicht beeintrachtigt (siehe 3.1.3.1). So waren biotinylierte
Sporen im Vergleich zu nicht biotinylierten Sporen ebenfalls in der Lage, in AMM-
Medium gleichermalien auszukeimen (siehe 3.1.3.1).

Des Weiteren wurde auch die Adhasionsfahigkeit nicht beeinflusst (siehe 3.1.3.2), d.h.
es wurde kein Unterschied in der Adhasion von biotinylierten und nichtbiotinylierten
Sporen an humanen A549 Epithelzellen festgestellt. Die Daten dieser Arbeit bestatigen,
dass die Phagozytoserate die mit dieser Methode erzielt worden sind, vergleichbar
waren mit denjenigen, die mit Hilfe eines anti-Aspergillus Antikorpers und der ,Inside out
staining“-Methode erzielt wurden (siehe 3.1.3.3) (Heesemann und Laufs 1985).

Um die breitere Anwendungsmaoglichkeit der BCS-Methode im Vergleich zur Antikorper-
basierenden Doppelimmunfluoreszenzmethode zu zeigen, wurden unterschiedliche
Aspergillus-lsolate, unterschiedliche Zelltypen, unterschiedliche Aspergillus-Stdmme

und unterschiedliche Pilze getestet. Der Stamm ATCC46645 wurde aus der Lunge
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eines Patienten isoliert, der 1955 an einer invasiven Aspergillose litt (Hearn und
Mackenzie, 1980). Dieser Stamm gilt als etablierter Laborstamm und wurde flur die
meisten Versuche in dieser Arbeit verwendet. Um die Phagozytose dieses Stammes mit
weiteren erst kurzlich isolierten Stdmmen zu vergleichen, wurden Isolate aus der Lunge
von Patienten, die an einer Mukoviszidose litten, untersucht und mit dem Stamm
ATCC46645 verglichen (siehe 3.1.3.6). Interessanterweise waren die Phagozytoseraten
der fUnf untersuchten Stamme unterschiedlich, wenn auch sehr &hnlich. Am besten
wurde der Stamm ATCC46645 phagozytiert. Warum unterschiedliche Phagozytoseraten
erzielt wurden, lasst sich nicht eindeutig klaren. Die Daten zeigen jedoch, dass es
deutliche Unterschiede zwischen A. fumigatus-Isolaten geben kann und dass mit dem
BCS-Assay die Phagozytoseeffizienz der unterschiedlichen Aspergillus-Isolate bestimmt
werden konnte.

Des Weiteren konnte mit der BCS-Methode die Phagozytosebereitschaft
unterschiedlicher Zelltypen bestimmt werden (siehe 3.1.2). Es zeigte sich, dass die
Phagozytoseraten in den einzelnen Zelltypen unterschiedlich gro} waren, dass sich
aber die Ergebnisse in denselben Makrophagentypen gut reproduzieren lieRen und
auch mit den Daten anderer Arbeitsgruppen verglichen werden konnten (lbrahim-Granet
et al., 2003). So lagen z.B. die Phagozytoseraten bei der Zelllinie J774-Zellen nach
Infektion von A. fumigatus nach 1 h bei 22,4 % und bei der gleichen Infektionszeit bei
der MH-S Makrophagen-Zelllinie bei 34,4 %. Auch die Versuche in den primaren
Peritonealmakrophagen und Knochenmarksmakrophagen zeigten (siehe 3.3.2), dass
bestimmte Zelltypen nach der selben Infektionszeit unterschiedlich grof3e
Phagozytoseraten aufwiesen. So wurden A. fumigatus-Sporen in
Knochenmarksmakrophagen effizienter aufgenommen als in Peritonealmakrophagen.
Diese Ergebnisse zeigen, dass der Zelltyp und der Mausstamm, aus denen die Zellen
isoliert worden sind, entscheidend sind fur die ermittelten Phagozytsoseraten von A.
fumigatus-Sporen.

Ein grolier Vorteil des BCS-Assays ist die Tatsache, dass er eine anpassungsfahige
Methode darstellt. So konnte gezeigt werden, dass sich auch andere Aspergillus-
Stdmme und auch andere Pilzarten problemlos markieren lassen, ohne auch hier die
jeweiligen Antikorper generieren zu mussen. Um dies zu verdeutlichen, wurden Sporen
aus funf verschiedenen Aspergillus-Stammen isoliert (siehe 3.1.3.4). Bei den Stammen
handelte es sich um A. fumigatus, A. flavus, A. nidulans, A. terreus und A. giganteus.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen die charakteristischen Unterschiede in
Hinblick auf Grolke und Oberflachenbeschaffenheit (siehe 3.1.3.4). Trotz dieser
Unterschiede war es mdglich, alle Stdmme zu biotinylieren und den BCS-Assay

durchzufuhren. Die Quantifizierung der Phagozytose durch J774-Makrophagen zeigte
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auch Unterschiede in der Aufnahme der funf verschiedenen Stamme. Die grofite
Phagozytoseeffizienz wurde mit dem A. fumigatus-Stamm ATCC46645 erzielt. Dagegen
wiesen A. flavus, A. terreus und A. nidulans lsolate, Stdmme mit einer reduzierten
Pathogenitat, geringere Phagozytoseraten auf. Die geringste Phagozytoserate wurde fuir
den nichtpathogenen Stamm A. giganteus erzielt. Dies konnte auf eine spezielle
Inhibierung der Phagozytose durch A. giganteus hindeuten. Es kdnnte jedoch auch ein
inverser Zusammenhang zwischen der Phagozytoseeffizienz und der Pathogenitat
bestehen. Allerdings ware hier eher zu erwarten gewesen, dass die pathogenen
Stamme- wie z.B. A. fumigatus und A. flvus- geringere Phagozytoseraten aufweisen, um
so besser einer frihen Immunantwort entkommen zu kénnen.

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen der verschiedenen Aspergillus-Stamme
zeigten unterschiedliche Morphologien fir die einzelnen Sporen (siehe 3.1.3.4). Eine
weitere Erklarung fir die unterschiedlichen Phagozytoseraten kdnnte sein, dass die
Oberflachen der verschiedenen A. fumigatus-Stamme auf unterschiedliche Weise
erkannt und phagozytiert werden.

Um die breite Einsetzbarkeit des BCS-Assays zu zeigen, wurden auch Sporen des
humanpathogenen Pilzes C. albicans biotinyliert und in J774-Zellen infiziert (siehe
3.1.3.5). Es konnte gezeigt werden, dass sich auch die Hefen von C. albicans anfarben
lassen und eine Unterscheidung von intra- und extrazelluldaren Hefen moglich war.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der BCS-Assay eine innovative, schnelle und
flexible Methode ist, um die Phagozytose von A. fumigatus, aber auch anderen
Aspergillus-lsolaten, Aspergillus-Stammen und Pilzspezies in verschiedenen Zelltypen
zu untersuchen. Hierbei ist man nicht auf das aufwendige und Kkostenspielige
Generieren von Antikdrpern angewiesen, die zunachst auch nur in begrenzten Mengen

verfligbar sind.

4.2. Die Aufklarung der Phagozytoseprozesse von Aspergillus fumigatus-

Sporen durch Makrophagen

4.2.1. Die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen lasst sich durch

verschiedene Inhibitoren blockieren

Die Mechanismen der Phagozytose sind komplex und fir jeden Organismus
unterschiedlich. In immunkompetenten Patienten sind Alveolarmakrophagen die
wichtigsten phagozytierenden Zellen in der Lunge. Diese sind in der Lage, Sporen von

A. fumigatus sowie anderer Eindringlinge zu bekdmpfen (Latge, 1999). In
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immunsupprimierten Menschen, speziell in Organtransplantierten, sind Sporen dagegen
oft in der Lage auszukeimen. Dabei durchdringt das sich bildende Myzel anschliellend
das Lungengewebe. Die daraus resultierende invasive Aspergillose verlauft in den
meisten Fallen tddlich.

Uber die Aufnahme und das Abtdten von A. fumigatus-Sporen durch Makrophagen in
immunkompetenten Menschen ist bisher wenig bekannt. Deshalb ist es wichtig, die
Prozesse der Phagozytose von A. fumigatus-Sporen besser zu verstehen, um so dem
Uberleben der Sporen bei immunsupprimierten Menschen therapeutisch
entgegenwirken zu kénnen.

Nachdem in dieser Arbeit eine geeignete Methode zur Quantifizierung der Phagozytose
etabliert worden war, sollten in einem nachsten Schritt die Mechanismen der
Phagozytose von A. fumigatus-Sporen mit Hilfe des BCS-Assays naher untersucht
werden. Hierbei wurden die J774-, MH-S Makrophagenzelllinien und primare humane
Makrophagen in der Anwesenheit von acht verschiedenen Inhibitoren mit A. fumigatus-
Sporen infiziert; die Phagozytoseeffizienz wurde mit Hilfe des BCS-Assays ermittelt
(siehe 3.2.1). Bei den Inhibitoren handelte es sich um Cytochalasin D, Genistein, PP2,
Tyrphostatin (AG18), Wortmannin, Nocodazol, 2,3 Butanedion Monoxim und Amilorid.
Cytochalasin D ist ein Inhibitor, der an G-Aktin bindet und die Polymerisation der
Aktinmonomeren verhindert (Sampath und Pollard, 1991). Ibrahim-Granet und ihre
Kollegen zeigten bereits, dass sich die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen mit Hilfe
von Cytochalasin D blockieren lasst (Ibrahim-Granet et al., 2003). Die wichtige Rolle des
F-Aktins bei der Phagozytose von A. fumigatus-Sporen konnte in dieser Arbeit bestatigt
werden. Mit einer Konzentration von 2 uM konnte die Phagozytose der A. fumigatus-
Sporen in humanen Zellen, in MHS-Zellen und in J774-Zellen bis zu 70 % blockiert
werden (siehe 3.2.1.1). Zudem konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt
konzentrationsabhangig ist (siehe 3.2.1.1.1). So wurde mit einer Konzentration von 6 uM
Cyt D die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen in J774-Makrophagen beinahe
vollstandig blockiert. Die Immunfluoreszenzaufnahmen bestatigen die Annahme, dass
die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen ein aktinabhangiger Prozess ist. Es zeigten
sich deutliche F-Aktin-reiche Aufnahmestrukturen nach 1 h Infektion mit A. fumigatus
GFP-Sporen in J774-Zellen (3.2.2.1).

Des Weiteren wurde in dieser Arbeit Wortmannin eingesetzt. Hierbei handelt es sich um
einen spezifischen Inhibitor der Phosphatidylinositol 3-Kinasen (P13-K) und der Mitogen-
aktivierten Protein Kinasen (MAPK) (Arcaro und Wymann, 1993). PI3-K sind die
Hauptregulatoren der Aktinorganisation wahrend unterschiedlichster zellularer
Prozesse. Bis heute ist die PI3-Kinase die wichtigste Phosphatidylinositol Kinase. Um

Partikel internalisieren zu konnen, kommt es an der Stelle, an der der Partikel
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phagozytiert werden soll, zur Aktinpolymerisation sowie zur Aktivitat der Pi-3 Kinase
(Rupper et al., 2001).

Wortmannin ist bekannt dafir, dass es die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen in
MH-S-Zellen blockieren kann, wie die Daten einer anderen Arbeitsgruppe bereits zeigen
konnten (lbrahim-Granet et al., 2003). Auch in unseren Versuchen war Wortmannin in
der Lage, die Phagozytose in humanen Makrophagen und in den Zelllinien MH-S- und
J774-Zellen nahezu vollstandig zu blockieren: Somit konnten diese Ergebnisse bestatigt
werden. Die funktionelle Rolle der PI3-Kinasen ist fiir die Fcy-gesteuerte Phagozytose
(Araki et al., 1996) und Komplement-vermittelte Phagozytose (Cox et al., 2001) in
Makrophagen bereits untersucht worden. PI3-Kinasen scheinen nicht fir die initiale
Aktinpolymerisation wahrend der Phagozytose verantwortlich zu sein, denn diese kann
normal ablaufen, wenn PI-3 Kinasen inhibiert sind. Vielmehr scheinen sie das SchlieRen
der Phagosomen zu bewirken (Araki et al., 1996; Cox et al., 1999).

Neben Aktin reprasentieren Mikrotubuli ein weiteres wichtiges Element im Zytoskelett
eukaryotischer Zellen. Mikrotubuli bestehen aus Tubulinuntereinheiten. Aul3er einer
strukturellen Funktion besitzen sie auch eine dynamische Rolle in der Zelle (Harrison
und Grinstein, 2002). Sie spielen z.B. in zelluldren Prozessen wie Pseudopodienbildung
oder Zellbewegungen eine Rolle (Nabi, 1999). Es ist auch bekannt, dass Mikrotubuli bei
der Phagozytose involviert sein kdnnen. So ergaben elektronenmikroskopische Studien,
dass sich die Mikrotubuli zusammen mit Aktin um phagozytierte Partikel anreichern
(Reaven und Axline, 1973). Die Rolle der Mikrotubuli wahrend der Phagozytose von
Mikroorganismen wird jedoch als nicht ausschlaggebend angesehen (Kuhn, 1998).

In dieser Arbeit wurde die Rolle der Mikrotubuli bei der Phagozytose von A. fumigatus-
Sporen mit Hilfe des Inhibitors Nocodazol untersucht (siehe 3.2.1.1). Es wurde eine
Konzentration gewahlt, die bereits in vielen anderen Studien eingesetzt wurde
(Yoshinobu et al., 2004). Nocodazol bewirkt eine Depolymerisation der Mikrotubuli
(Cheung und Terry, 1980). Von allen getesteten Inhibitoren zeigte Nocodazol den
geringsten Effekt auf die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen. Dieses Ergebnis lasst
die Vermutung zu, dass das Mikrotubuli-System eine nicht so wichtige Rolle bei der
Phagozytose von A. fumigatus in murinen und humanen Zellen spielt.

Die Literatur beschreibt, dass die Aktinpolymerisation nicht alleine ausreicht, um Partikel
zu internalisieren. Es werden zusatzlich so genannte Motormolekille bendtigt. Myosine
bilden eine grofle Familie von Motorproteinen, die durch die Hydrolyse von ATP in
Gegenwart von filamentosen Aktin gerichtete Bewegungen erzeugen konnen. Es konnte
gezeigt werden, dass sie u.a. bei der Phagozytose eine Rolle spielen kdnnen (Mermall
et al., 1998). So ist seit langerem bekannt, dass sich Myosin Il an den Aktinringen von

Makrophagen und Neutrophilen anlagert, die zuvor Pilze internalisiert haben. Dies
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kdénnte ein Hinweis darauf sein, dass Myosin Il als mechanischer Motor wahrend der
Aufnahme fungiert (Stendahl et al., 1980). Myosin |, Myosin V und Myosin IX lagern sich
ebenfalls an dem F-Aktin sich bildender Phagosomen an, was darauf hindeutet, dass sie
auch bei der Internalisation beteiligt sind (Allen und Aderem, 1995; Swanson et al.,
1999). Neben diesen Kolokalisationsstudien konnte gezeigt werden, dass der breit
wirkende Myosin-Inhibitor Butanedion-Monoxim (BDM) die Phagozytose von Pilzen
verhindert (Swanson et al., 1999). Diese Beobachtung deckt sich mit den in dieser
Arbeit erzielten Ergebnissen. Es konnte namlich gezeigt werden, dass die Phagozytose
von A. fumigatus-Sporen mit Hilfe von Butanedion Monoxim in humanen, in MH-S und in
J774-Makrophagen um 60-90 % inhibiert werden kann, d.h. dass Myosin bei der
Phagozytose von A. fumigatus-Sporen involviert ist.

Neben den Inhibitoren, die einzelne Komponenten des Zytoskeletts inhibieren, wurden
verschiedene Kinase-Inhibitoren eingesetzt, um ihre Rolle wahrend der Phagozytose
von A. fumigatus-Sporen zu untersuchen. Tyrosin-Phosphorylierungen von
Effektorproteinen spielen in der Phagozytose und den daraus resultierenden aktivierten
Signaltransduktionsketten eine wichtige Rolle. Zudem kénnen zahlreiche Proteine des
Aktinzytoskeletts Tyrosin-phosphoryliert vorliegen.

Um die Rolle der Kinasen fir den Phagozytoseprozess zu untersuchen, kamen die
Inhibitoren Genistein, AG 18 und PP2 zum Einsatz (siehe 3.2.1.1). Dabei sind Genistein
und AG18 (Tyrphostatin) breit wirkende Tyrosin-Kinase-Inhibitoren (Akiyama et al.,
1987) und PP2 ein spezifischer Inhibitor der scr-Kinasen (Gutwein et al., 2000). Die
meisten scr-Kinasen werden in fokalen Adhasionskontakten gefunden. Sie spielen eine
SchlUsselrolle in der Regulation von Integrin-vermittelten Signaltransduktionskaskaden
und kdnnen an Aktin und Integrine binden (Parson und Parson, 1987).

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Genistein und AG 18 die Phagozytose
abhangig vom untersuchten Zelltyp zwischen 70 % und 90 % inhibieren konnten. PP2
konnte die Sporen-Phagozytose ebenfalls um 70 % inhibieren. Diese Effekte
unterstreichen die wichtige Rolle Tyrosin-phosphorylierter Proteine flir das
Zustandekommen einer effizienten Phagozytose. Auch scr-Kinasen sind an diesem
Prozess beteiligt, wie der inhibitorische Effekt von PP2 zeigen konnte.

Weitere Belege fiir die Beteiligung von Tyrosin-Kinasen konnten mit Hilfe von
Immunfluoreszenzbildern gefunden werden. Mit Hilfe des Phosphotyrosin-spezifischen
Antikorpers PT66 lassen sich fokale Adhasionskontakte anfarben. In Einklang mit den
inhibitorischen Effekten von Genistein, AG18 und PP2 konnten in dieser Arbeit
Aufnahmestrukturen mit Sporen in primaren ,monocyte derived human macrophages”
(MDHM)-Zellen beobachtet werden, die deutlich mit Phosphotyrosin angereichert waren
(siehe 3.2.2.2).
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4.2.2. Elektronenmikroskopische Untersuchungen der Phagozytose von

A. fumigatus-Sporen

Es gibt zwei Modelle, namens ,Trigger* und ,Zipper‘, um die Phagozytose von
Mikroorganismen zu beschreiben (Griffin, Jr. und Silverstein, 1974; Griffin, Jr. et al.,
1975, Griffin, Jr. et al., 1976). In Abbildung 49 ist eine schematische Darstellung beider
Mechanismen zu sehen.

Beim ,Zipper‘-Mechanismus (,Reil3verschlussmechanismus®) besteht ein enger Kontakt
zwischen dem Mikroorganismus und der Wirtszelle. Durch kontinuierliche raumliche
Ausbreitung der Rezeptor-Liganden Interaktionen wird die Wirtszellmembran um den
Mikroorganismus gestulpt, bis dieser vollig eingeschlossen und invaginiert wird. Im
Gegensatz dazu besteht beim ,Trigger‘-Mechanismus (,Auslése-Mechansimus®) kein
enger Kontakt zwischen Mikroorganismus und der Wirtszelle. Dieser Mechanismus wird
von verschiedenen Bakterien, wie Salmonella oder Shigellenspezies, benutzt (Adam et
al., 1995; Alpuche-Aranda et al., 1994; Francis et al., 1993). Hier wird angenommen,
dass von dem Mikroorganismus Invasine sezerniert werden und durch Bindung an
Wirtszellrezeptoren die Bildung von faltenférmigen Ausstlilpungen der Plasmamembran

induzieren, welche zellnahe Pathogene einschlielRen und vakuolisieren.

Zipper-Mechanismus Trigger-Mechanismus

Abbildung 49: Schematische Darstellung des ,Zipper“- und des , Trigger“-Mechanismus
(Erlduterung siehe Text)

Beim ,Trigger‘-Mechanismus kommt es zu einer starken Umordnung des
Aktinzytoskeletts, die zur Internalisierung des Mikroorganismus ber Makropinozytose
fuhrt (Francis et al., 1993). Dieser Prozess bezeichnet die Aufnahme groRerer

Flissigkeitsmengen. Dies geschieht durch dynamische Ausstllpungen der
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Zellmembran, die durch das Aktinzytoskeletts gebildet werden. Bei dem ,Trigger*-
Mechanismus bilden sich blitenartige Strukturen, die auch als ,Ruffles” bezeichnet

werden.

In dieser Arbeit konnten solche Makropinozytose-Vakuolen mit Hilfe von
fluoreszenzmarkiertem Dextran, welches sich im Medium befand, detektiert werden
(siehe 3.2.2.6). Es zeigten sich Vakuolen um die Sporen, die neben den Sporen gré3ere
Mengen an fluoreszenzmarkiertem Dextran enthielten. Diese Darstellung bestatigt die
Annahme, dass A. fumigatus-Sporen Uber einem Makropinozytose-ahnlichen Prozess
aufgenommen werden.

Betrachtet man zudem die elektronenmikroskopischen Aufnahmen von A. fumigatus in
MH-S-Zellen und MDHM-Zellen (siehe 3.2.2.4), so gleicht der Aufnahmemechanismus
von A. fumigatus-Sporen dem so genannten ,Trigger‘-Mechanismus (Dramsi und
Cossart, 1998).

Die immunfluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen liefern weitere Belege und auch
Aufnahmen am Live-Cell Mikroskop zeigten diese dynamischen, blitenartigen ,Ruffle®-
Strukturen (Daten nicht gezeigt). Aulierdem konnte in dieser Arbeit belegt werden, dass
sich die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen mit Hilfe von Amilorid in einem Zelltyp
inhibieren lie® (siehe 3.2.1.1). Bei Amilorid handelt es sich um einen Inhibitor der
Makropinozytose (Sarkar et al., 2005). Dieser Effekt wurde allerdings nur in MH-S-
Makrophagen gefunden.

Die Beobachtung, dass A. fumigatus Uber den ,Trigger‘-Mechanismus aufgenommen
wird, deckt sich mit Ergebnissen von Ibrahim-Granet (Ibrahim-Granet et al., 2003). Dort
wurden beim Eintreten von A. fumigatus-Sporen in Alveolarmakrophagen Hinweise auf
einen ,Trigger‘-Mechanismus beobachtet. Eine ahnliche morphologische Aufnahme und
Aktinreorganisation wurde bereits fir den humanpathogenen Pilz C. albicans in
Peritonealmakrophagen (Kaposzta et al., 1999) und Epithelzellen (Tsarfaty et al., 2000)
beschrieben.

Ganz im Gegensatz zu der Phagozytose von A. fumigatus-Sporen, zeigte die
Phagozytose von A. giganteus-Sporen unter dem Elektronenmikroskop einen ,Zipper-
ahnlichen* Mechanismus (siehe 3.2.2.5): Somit kann es unterschiedliche

Aufnahmeprozesse innerhalb der Aspergillus-Stamme geben.
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4.2.3. Die GTPase Rho wird fiir eine effiziente Phagozytose von A.

fumigatus-Sporen benoétigt

Aus der Rho-Familie der kleinen GTPasen sind bisher ca. 22 Proteine bekannt. Zu
dieser Familie gehéren auch Rho A/B/C, Rac 1/2 und CDC42. Sie haben gezeigt, dass
sie das Aktinzytoskelett als Antwort auf eine Vielzahl extrazellularer Signale regulieren
(Hall, 1998). Dabei ist CDC42 bei der Bildung von Filopodien und bei der Aktivieung von
Rac beteiligt: Rac stimuliert das Membranruffling, und Rho stimuliert die Bildung der
fokalen Adhasionskontakte und der Stressfasern (Ridley et al., 1992). Es gibt einige
Belege, dass die Mitglieder der Rho Familie auch bei der Phagozytose beteiligt sind
(Hackam et al., 1997). Obwohl diese Proteine jedoch in Aufnahmestrukturen lokalisiert
werden konnten (Caron und Hall, 1998), ist ihre Bedeutung fiir die Phagozytose noch
nicht entguiltig geklart.

In dieser Arbeit konnte die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen in J774-Makrophagen
mit dem Rho-spezifischen Inhibitor EDIN B inhibiert werden. Bei EDIN B handelt es sich
um ein sezerniertes Toxin von Staphylococcus aureus, das Rho A, B und C durch ADP-
Ribosylierung eines spezifischen Asparaginrestes inaktiviert (Aktories et al., 2005). Die
Inhibierung der Phagozytose von A. fumigatus-Sporen mit Hilfe dieses Toxins lasst
vermuten, dass Rho bei der Phagozytose von A. fumigatus-Sporen beteiligt ist.

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen (siehe 3.2.2.4) zeigen, dass A. fumigatus-
Sporen Uber ,Ruffles* aufgenommen werden. Folgt man der klassischen Zuordnungen
der Funktionen der GTPasen, wurde dies eher fur eine Beteiligung von CDC42 und Rac
sprechen. In der Literatur finden sich aber auch Daten, die zeigen, dass durch die
Beteiligung von Rho eine Aufnahme Uber ,Ruffles” erfolgen kann. Dies wurde fur die
Aufnahme von Shigellen in Epithelzellen gezeigt (Adam et al., 1996).

Um aber eine genaue Aussage Uber die Beteiligung von Rho bei der Phagozytose von
A. fumigatus-Sporen machen zu kdnnen, werden weitere Versuche bendétigt. Dies
kdénnte z.B. durch Rho-Mutanten erfolgen. Punktmutationen kdnnen durch Ausschalten
der GTPase-Aktivitat entweder eine konstitutive Aktivierung bewirken oder eine
permanente Inaktivierung durch Verringerung der Nukleotid-Affinitat. Durch
Uberexpression solcher veranderter Proteine lassen sich GTPase-abhangige
Signalkaskaden spezifisch modulieren. Diese Mutanten kdnnten in weiteren Versuchen
eingesetzt werden, um die Rolle von Rho bei der Phagozytose von A. fumigatus-Sporen

naher zu beschreiben.
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4.3. Dectin-1 und TLR2 werden fiir eine effiziente Phagozytose von A.

fumigatus-Sporen benoétigt

Makrophagen, welche die erste Linie der Verteidigung gegen eine A. fumigatus-Infektion
darstellen, missen zwischen eigenen und fremden Strukturen unterscheiden kénnen. In
diesem Prozess spielen die sogenannten ,Pattern Recognition Receptors (PRRs)“ eine
wichtige Rolle, und speziell in den vergangenen Jahren standen die Mitglieder der Toll-
like Rezeptor Familie und ihr Mitwirken bei der Erkennung und Bekampfung
verschiedenster Mikroorganismen im Interesse der Wissenschaft. Es ist bereits gezeigt
worden, dass TLR2 und TLR4 bei der Erkennung einer A. fumigatus-Infektion in vivo
und in vitro beteiligt sind, was in der Aktivierung von Makrophagen, der Produktion und
Freisetzung von proinflammatorischen Molekilen und einer Rekrutierung von
Neutrophilen zum Ort der Infektion resultiert (Braedel et al., 2004; Mambula et al., 2002;
Meier et al., 2003; Wang et al., 2001). Weitere Studien belegten die Bedeutung von
TLR2 (Balloy et al, 2005) und TLR4 (Bellocchio et al., 2004) in murinen
Infektionsmodellen einer invasiven Aspergillose.

Einige erst kirzlich verdffentlichte Studien konnten zeigen, dass die TLRs nicht die
einzigen PRRs sind, die bei der Erkennung von A. fumigatus und anderen Pilzen eine
Rolle spielen. Pentraxin-3 (PTX3) ist ein l6slicher PRR, der an Galaktomannan auf der
Oberflache von A. fumigatus-Sporen bindet. Eine PTX-Bindung resultiert in einer
verstarkten Phagozytoserate durch Alveolarmakrophagen, und es stellte sich heraus,
dass PTX-defiziente Mause sehr anfallig fir eine A. fumigatus-Infektion sind (Garlanda
et al., 2002). Es wurde auch gezeigt, dass der dendritische-Zell-spezifische ,adhesion
molecule- 3-grabbing nonintegrin® (DC-SIGN) die Bindung und Internalisierung von A.
fumigatus-Sporen bei dendritischen Zellen steuert. DC-SIGN ist ein Typ Il C-Typ Lektin,
dessen Bindung an A. fumigatus-Sporen durch A. fumigatus Galactomannan und
Mannanpraparationen aus anderen Pilzen blockiert werden kann (Serrano-Gomez et al.,
2004).

Des weiteren ist bekannt, dass das surfactant Protein D, ein I6sliches C-Typ Lektin, an
1-6 Glucanreste auf der Oberflache von A. fumigatus-Sporen bindet (Allen et al., 2001)
und so eine verstarkte Phagozytose bewirkt (Madan et al., 1997). Andere
Kohlenhydrate- wie z.B. 3 1-4 Glucan und Galactomannan- sind bei der Bindung von A.
fumigatus-Sporen an Makrophagen, dendritischen Zellen oder Langerhans Zellen
beteiligt (Kan und Bennett, 1991; Persat et al., 2003; Serrano-Gomez et al., 2004), was
darauf hindeutet, dass Kohlenhydrate auf der Sporenoberflache vorhanden sind und

Zielstrukturen fir PRR darstellen.
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Betrachtet man die pilzliche Zellwand, so fallt auf, dass diese zu 50-60 % aus 3 1-3
und/oder R 1-6 Glucan zusammengesetzt ist (Klis et al., 2002). Somit ist das 3 1-3
Glucan eine reichlich vorhandene und charakteristische Komponente der pilzlichen
Zellwand. Kataoka und seine Mitarbeiter zeigten 2002, dass R 1-3 Glucan in der Lage
ist, Makrophagen zu aktivieren und proinflammatorische Molekile zu produzieren und
freizusetzen (Kataoka et al., 2002). Spater ist gezeigt worden, dass die Erkennung von
R 1-3 Glucan durch Makrophagen Uber Dectin-1 erfolgt, ein C-Typ Lektin
Oberflachenrezeptor (Brown et al., 2002). Dectin-1 wurde 2001 von Brown und seinen
Mitarbeitern entdeckt (Brown und Gordon, 2001) und es erwies sich, dass Dectin-1 u.a.
als Phagozytoserezeptor von C. albicans (Gantner et al., 2005) und Zymosan-Partikel,
einer in der immunologischen Forschung breit eingesetzten Zellwandpraparation aus S.
cerevisae, fungiert (Brown et al., 2002). Dectin-1 erkennt I6sliches und partikulares 3 1-
3 und/oder B 1-6 vernetztes Glucan (Brown und Gordon, 2001). Eine erst kirzlich
publizierte Studie belegt, dass Dectin-1 auch bei der Erkennung von Mykobakterien eine
Rolle spielt. Die Struktur, die aber in diesem Fall von Dectin-1 erkannt wird, ist allerdings
noch nicht bekannt (Yadav und Schorey, 2006).

Uber die Rezeptoren, die an der Erkennung von A. fumigatus beteiligt sind, ist einiges
publiziert worden. Im Gegensatz dazu ist Uber die Phagozytoserezeptoren und Uber die
-PAMPs" von A. fumigatus-Sporen noch nicht so viel bekannt. Diese Frage wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit mit Hilfe von verschiedenen Ansatzen genauer
untersucht.

Um zu sehen, welche Rezeptoren und welche Bestandteile der pilzlichen Zellwand bei
der Phagozytose beteiligt sein kdnnten, wurden in ersten Versuchen primare humane
Makrophagen und Zellen der MH-S-Zelllinie mit vier verschiedenen Zuckern vorinkubiert
und anschlieRend mit A. fumigatus-Sporen infiziert. Bei den Zuckern handelte es sich
um die haufig vorkommenden Zucker Glucose, Mannose, Fructose und Galactose,
welche selbst Bestandteile der pilzlichen Sporenzellwand sind (Persat et al., 2003). Um
die Phagozytoseeffizienz zu bestimmen, wurde der BCS-Assay durchgefiihrt. Von allen
getesteten Zuckern zeigten lediglich Galactose in MH-S-Zellen und Mannose in den
primaren Makrophagen einen geringen Effekt auf die Phagozytose von A. fumigatus-
Sporen.

Da die kleinen Mono- und Disaccharide keinen markanten Einfluss auf die Phagozytose
von A. fumigatus-Sporen hatten, wurde in einem nachsten Versuch geklart, ob das
Polysaccharid Laminarin einen Einfluss auf die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen
besitzt. Bei Laminarin handelt es sich um eine R 1-3 Glucan-Praparation aus der

Braunalge Laminaria digitata (Read et al., 1996). Hierzu wurden Makrophagen in der
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An- bzw. Abwesenheit von unterschiedlichen Laminarinkonzentrationen inkubiert und
mit A. fumigatus-Sporen infiziert.

Laminarin konnte die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen sowohl in den J774- und
MH-S-Makrophagen-Zelllinien als auch in den primdren Peritoneal- und
Alveolarmakrophagen konzentrationsabhangig blockieren (siehe 3.3.2). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass das I8sliche 3 1-3 Glucan Laminarin den Dectin-1
Rezeptor besetzt und dadurch die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen verhindert
wird.

Um unabhangig von Laminarin die bedeutende Rolle des 3 1-3 Glucan der pilzlichen
Zellwand fur die Phagozytose zu zeigen, wurden Makrophagen mit Sporen infiziert, die
zuvor mit einem speziellen Limulus-Extrakt vorinkubiert worden waren. Der
Pfeilschwanzkrebs Limulus polyphemus besitzt ein primitives Immunsystem, um
Bakterien und Pilzinfektionen bekampfen zu kénnen. Zwei Lektine werden in der
Lymphflissigkeit gefunden und sind wichtige PRRs: Faktor C, welches spezifisch fir
LPS ist, und Faktor G, welches R 1-3 Glucan erkennt. Bei dem Limulus-Extrakt handelt
es sich um ein Produkt der Firma Fungitell, welches den 3 1-3 Glucan spezifischen
Faktor G enthalt, wahrend das LPS-bindende Protein entfernt wurde (Seki et al., 1994).
Durch eine Vorinkubation der Sporen mit dem Faktor G sollten die 3 1-3 Glucane auf
der Sporenoberflache ,maskiert® werden. Im Anschluss an diese ,Maskierung® erfolgte
die Infektion. Die Vorinkubation der Sporen mit dem R 1-3 Glucan-spezifischen Lektin
Faktor G von Limulus hemmte ebenfalls die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen
entsprechend der eingesetzten Konzentration (siehe 3.3.3). Durch die Vorinkubation mit
dem Limulus-Extrakt wurde das B 1-3 Glucan der Sporenoberflache ,maskiert; somit
konnten die Sporen von dem Dectin-1 Rezeptor nicht mehr erkannt und phagozytiert
werden.

In weiteren Versuchen konnte in dieser Arbeit geklart werden, dass die Phagozytose
von A. fumigatus-Sporen in J774- und primaren Peritonealmakrophagen mit einem anti-
Dectin-1-spezifischen monoklonalen Antikérper blockiert werden kann (siehe 3.3.10). Es
konnte aulRerdem eine reduzierte  Adhasionsfahigkeit der Sporen an
Peritonealmakrophagen beobachtet werden, die mit dem monoklonalen Dectin-1-
Antikorper 2 A11 inkubiert worden waren. Zudem konnten HEK293-Zellen, die weder
den Dectin-1- noch den TLR2- Rezeptor besitzen (Gantner et al., 2003), nach
Transfektion von Dectin-1 eine groRere Anzahl an A. fumigatus-Sporen binden. Dies
bedeuted, dass Dectin-1 schon bei der initialen Interaktion zwischen Sporen und
Makrophagenoberflache beteiligt ist.

Die Rekrutierung des Dectin-1 um internalisierte Sporen lie3 sich ebenfalls mit diesem

Antikérper in der Immunfluoreszenz detektieren (siehe 3.3.10.3). Allerdings waren nur
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wenige ringférmige Dectin-1-Phagosomen um die Sporen sichtbar, was darauf
hindeutet, dass Dectin-1 trotz seiner Beteiligung an der Phagozytose in phagozytischen
Vakuolen transient ist. Es konnte beobachtet werden, dass die Kolokalisation von
Dectin-1 um einige intrazellulare Sporen nach 1 h Infektion begann, zu einem Zeitpunkt,
als auch B 1-3 Glucan positive Sporen sichtbar wurden (siehe 3.3.10.4). Die Versuche
mit Laminarin, dem Fungitell Reagenz und dem monoklonale Dectin-1-Antikorper 2 A11
zeigten die Beteiligung von Dectin-1 und 3 1-3 Gucan bei der Phagozytose von A.
fumigatus-Sporen.

Im Einklang mit diesen Ergebnissen beweist eine Studie von Gersuk und seiner
Kollegen, dass die Phagozytose von A. fumigatus-Keimlingen durch Laminarin oder
spezifische Antikérper inhibiert werden kann (Gersuk et al., 2006). Laut unseren Daten
konnte die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen durch Laminarin oder dem anti-
Dectin-1-Antikdrper nicht vollstandig blockiert werden. Dies Iasst noch weitere Arten der
Phagozytose erwarten, die unabhangig von 3 1-3 Glucan verlaufen. Die Opsonisierung
durch das Komplement sollte keine Rolle fiir die beobachtete restliche Phagozytose
spielen, da in allen Experimenten hitzeinaktiviertes Serum verwendet wurde. Es ist auch
bekannt, dass es eine Interaktion zwischen Makrophagenrezeptoren und anderen
Sporenkohlenhydraten als 3 1-3 Glucan gibt. Dies kdnnte ein Grund fir die Laminarin-
resistente Aufnahme sein (Kan und Bennett, 1991; Persat et al., 2003; Serrano-Gomez
et al., 2004). So belegt eine neue Studie, dass die Erkennung und die Phagozytose von
C. albicans Uber drei Erkennungssysteme verlauft, abhangig von der momentanen
Zellwandbeschaffenheit des Pilzes (Netea et al., 2006). Involviert dabei sind der
Mannoserezeptor, TLR4 und Dectin-1 und/oder TLR2. Da A. fumigatus ebenfalls eine
morphologische Veranderung der Zellwand bei der Infektion durchmacht- von der
inhalierten Spore zur angeschwollenen Spore und vom Keimling zur fertigen Hyphe
(siehe 3.3.4)-, ist ein solches Phanomen durchaus auch hier denkbar, denn
entsprechend dem jeweiligen morphologischen Zustand werden ebenfalls verschiedene
Oberflachenstrukturen sichtbar. Und auch in der vorliegenden Arbeit liefern die
Inhibierung der Phagozytose von A. fumigatus-Sporen durch die Zucker Galactose in
MH-S-Zellen und Mannose in den primaren humanen Zellen weitere Belege fir die
These, dass die Erkennung von [ 1-3 Glucan Uber Dectin-1 nicht fir alle
Phagozytoseprozesse entscheidend ist.

Ein weiterer Beleg, dass 3 1-3 Glucan sehr wichtig ist fur eine Immunantwort auf eine A.
fumigatus-Infektion ist, wurde erst kirzlich von Torosantucci und ihrerer Kollegen
erbracht (Torosantucci et al., 2006). Diese Studie konnte zeigten, dass die
Immunisierung von Mausen mit Laminarin eine humorale Immunantwort auslost, welche

sie vor einer systemischen Infektion mit A. fumigatus schitzt. Dieser Effekt wurde
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dadurch erklart, dass die Anlagerung des Antikérpers an Hyphen ihr Wachstum
verhindert.

Da A. fumigatus-Sporen in der Lage sind, wahrend der Infektion auzukeimen, wurde mit
Hilfe des monoklonalen Antikdrpers mab 2G8-A (Torosantucci et al., 2005), welcher
spezifisch gegen R 1-3 Glucan gerichtet ist, die Verteilung des 3 1-3 Glucans auf der
Oberflache der Sporen wahrend des Auskeimungsvorgangs analysiert.

Mit Hilfe eines monoklonalen Antikorpers ist bereits gezeigt worden, dass 3 1-3 Glucan
auf der Oberflache von angeschwollenen, aber nicht auf ruhenden Sporen zu finden ist
(Hohl et al., 2005; Gersuk et al., 2006). Mit Hilfe eines léslichen Dectin-1-Proteins
fanden Steele und seine Mitarbeiter heraus, dass die Menge an 3 1-3 Glucan wahrend
der Auskeimung wesentlich groRer ist als die Menge an 3 1-3 Glucan auf ruhenden
Sporen (Steele et al., 2005). Fur C. albicans wurde gezeigt, dass die Erkennung Uber
Dectin-1 auf die Hefeform beschrankt ist. Mit Hilfe eines l6slichen Dectin-1 wurden
deutliche Mengen an B 1-3 Glucan nur auf Hefen und den so genannten ,birth scars
(,Sprossungsnarben®), aber nicht auf der Oberflache von Hyphen detektiert (Ganter et
al., 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Zeitreihe gewahlt, die die A. fumigatus-Sporen
von ihrem Ruhestadium bis zu ihrem Anschwellstadium zeigten. Der Anschwellvorgang
erfolgte in YG-Medium; es wurden die Zeitpunkte 0 h, 4 h und 6 h gewahlt.

Die Ergebnisse zeigen, dass nur eine geringe Menge an R 1-3 Glucan auf der
Oberflache von ruhenden Sporen (0 h) detektiert werden konnte (siehe 3.3.4). Des
Weiteren konnte beobachtet werden, dass wahrend eines friihen Zeitpunkts der
Germination (2 h), ein Teil der Sporen sehr stark mit dem mab 2G8 Antikérper angefarbt
werden konnten. Diese Sporen besallen noch einen Durchmesser, welcher mit dem der
ruhenden Sporen vergleichbar war (siehe 3.3.4). Nach 6 h, als die meisten Sporen
bereits angeschwollen waren, waren ebenfalls noch einige dieser stark angefarbten
Sporen mit dem kleinen Durchmesser zu finden.

Elektronenmikroskopische Daten belegen, dass ruhende Sporen im Zuge der
Auskeimung ihre hydrophobe Hiille abwerfen (Rhode et al., 2002). Dies resultiert in
einer glatten Oberflache (Rhode et al., 2002). Die Aufnahmen zeigen, dass diese
Sporen denen der pksP-Mutante und der Rod A-Mutante ahneln (Jahn et al., 1997;
Paris et al., 2003).

Die Immunfluoreszenzaufnahmen und FACS-Analysen (siehe 3.3.6) zeigen, dass die
meisten Sporen der pksP-Mutante eine sehr starke Anfarbung mit dem B 1-3 Glucan-
spezifischen monoklonalen Antikérper 2G8 im Vergleich zu den WT-Sporen aufwiesen.
Ein Vergleich zwischen den Sporen der pksP-Mutante und der WT-Sporen, die nach 2 h

und teilweise nach 6 h gefunden werden konnten, zeigten eine ahnlich intensive
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Anfarbung mit dem 2G8-Antikérper. Diese kleinen intensiv angefarbten WT-Sporen
waren wahrscheinlich solche Sporen, die ihre hydrophobe Hulle bereits abgeworfen
hatten. Die darunter liegende 3 1-3 Glucan Struktur wurde dadurch sichtbar und von
dem 3 1-3 Glucan Antikodrper detektiert. Interessanterweise erwies sich die Anfarbung
von angeschwollenen Sporen in dieser Arbeit mit dem anti R 1-3 Glucan-Antikorper als
unregelmalig, wenn auch sehr stark (siehe 3.3.4). Ein Wechsel zwischen stark
angefarbten Bereichen und weniger stark angefarbten Bereichen konnte beobachtet
werden, woraus ein gepunktetes Farbemuster entstand. Die Bereiche, die sich mit dem
3 1-3 Glucan-spezifischen Antikérper sehr stark anfarben lieften, kénnten die originale
Sporenoberflache reprasentieren: Dann miusste die neue Oberflache, die durch das
spharische Wachstum zum Vorscheinen kommt, kleinere Mengen an B 1-3 Glucan
enthalten.

Ein polarisiertes Wachstum von angeschwollenen Sporen fiihrt zum Erscheinen von
stark und homogen angefarbten Gebieten im Bereich des Keimschlauchs. Dies deutet
darauf hin, dass diese sich neu gebildete Oberflache, wie die von Hyphen (Torosantucci
et al., 2005), eine grofle Menge an [ 1-3 Glucan aufweist.

Die Daten der vorliegenden Arbeit belegen, dass 3 1-3 Glucan normalerweise in grof3en
Menge auf der Oberflache von A. fumigatus-Sporen vorhanden ist und ein wichtiges
generelles ,Pilz PAMP* darstellt. Das 3 1-3 Glucan scheint jedoch in ruhenden Sporen
durch die Hydrophobinschicht maskiert zu sein und in angeschwollenen Sporen in den
Bereichen, in denen sich durch das Wachstum eine neue Oberflache bildet, weniger
exponiert zu sein. Somit kdnnte die hydrophobe Hullschicht der ruhenden Sporen einen
Schutzmechanismus fur A. fumigatus darstellen, um einer Erkennung durch den Dectin-
1-Rezeptor zumindest zeitweise zu entkommen. Ahnliche Belege werden auch bei
anderen Pilzen gefunden. C. albicans z.B. ist in der Lage, morphologische Wechsel
zwischen einer Hefeform und einer Hyphenform durchzumachen; daher nimmt man an,
dass diese Fahigkeit zur Virulenz dieses Pilzes beitragt (Gale et al., 1998; Lo et al.,
1997). Es wird angenommen, dass die Hyphenform, im Gegensatz zur Hefeform, einer
schitzenden Immunantwort entkommt (d'Ostiani et al., 2000). Im Einklang damit
besitzen Hyphen kein oberflachenexponiertes 3 1-3 Glucan und induzieren in vitro keine
Dectin-1-gesteuerte Immunantwort (Gantner et al., 2005). Da 3 1-3 Glucan auch fir C.
albicans ein essentieller Bestandteil auf den Hyphen ist, lasst sich sagen, dass Hyphen
einer Immunerkennung entkommen, indem sie diese Kohlenhydratstrukturen maskieren
(Brown, 2006).

Des Weiteren ist bekannt, dass der humanpathogene Pilz C. neoformans sein 3 1-3

Glucan durch Einkapselung maskiert (Cross und Bancroft, 1995) und dass
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Paracoccidioides brasiliensis die Menge an Oberflachen-B 1-3 Glucan wahrend einer
Infektion verandert (Borges-Walmsley et al., 2002).

Da ruhende bzw. angeschwollene Sporen und Sporen der pksP-Mutante
unterschiedliche Mengen an R 1-3 Glucan aufwiesen, wurde untersucht, ob es einen
Zusammenhang zwischen der Menge an 3 1-3 Glucan und der Phagozytoseeffizienz
gibt.

Hierzu wurden J774-Makrophagen mit ruhenden, angeschwollenen und pksP-Sporen
infiziert, und der BCS-Assay wurde durchgefihrt. Die Versuche zeigen, dass
angeschwollene Sporen und Sporen der pksP-Mutante wesentlich effizienter
phagozytiert wurden als ruhende Sporen (siehe 3.3.7). Somit scheint die Menge an 3 1-
3 Glucan auf den A. fumigatus-Sporen entscheidend fiir die Phagozytoseeffizienz zu
sein. Dennoch zeigen die Daten, dass- obwohl ruhende Sporen nur eine geringe Menge
an B 1-3 Glucan aufweisen- eine Erkennung Uber Dectin-1 stattfindet. Dies flhrt
letztendlich zur Phagozytose.

Da jeder Mensch einige hunderte A. fumigatus-Sporen pro Tag einatmet, muss es
Mechanismen geben, die die Produktion von inflammatorischen Molekiilen auf eine
wirkliche Infektion begrenzen. 3 1-3 Glucan positive Zellen sind bereits ausgekeimt und
stellen daher eine groRere Gefahr da. Eine Regulation der Immunantwort in
Abhangigkeit von der Menge an oberflachlich-zuganglichem 3 1-3 Glucan kdnnte eine
proinfimmatorische Reaktion auf gefahrliche Infektionssituationen begrenzen. Die
Tatsache, dass ruhende A. fumigatus-Sporen phagozytiert wurden (Daten dieser
Arbeit), aber keine inflammatorische Antwort zu induzieren vermochten, wie andere
Daten zeigten (Gersuk et al., 2006, Hohl et al., 2005; Steele et al., 2003), liefert erste
Hinweise fir diese Hypothese. Angeschwollene Sporen hingegen werden nicht nur
effizienter phagozytiert, sondern induzieren zusatzlich eine inflammatorische Antwort.
Jahn und seine Kollegen fanden heraus, dass die pksP-Mutante eine reduzierte Virulenz
im Mausmodell besitzt (Jahn et al., 1997). Zudem produzierten Zellen, die mit der pksP-
Mutante infiziert worden waren, eine im Vergleich zu WT-infizierten Zellen grofe
Mengen an ROS (Langfelder et al., 1998).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Sporen der pksP-Mutante eine hohe
Konzentration an & 1-3 Glucan auf ihrer Oberflache besitzen. Zudem wurden die Sporen
der pksP-Mutante wesentlich effizienter phagozytiert als WT- Sporen. Diese verstarkte
Phagozytose koénnte zu der reduzierten Virulenz im Mausmodell beitragen. Da
aullerdem die Erkennung von [ 1-3 Glucan Uber Dectin-1 den ,Respitarory burst"
auslosen kann (Gantner et al., 2003), konnte dies eine Erklarung liefern, warum Zellen
eine grolRe Mengen an ROS bei einer Infektion mit der pksP-Mutante produzieren
(Langfelder et al., 1998).
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4.3.1. Die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen ist Syk-abhangig

Der Dectin-1-Rezeptor ist das erste Beispiel eines ,non-TLR", der seine eigene
intrazellulare Signaltransduktionskaskade auslosen kann (Brown, 2006). Beschrieben
worden sind zwei Signalwege ausgehend von Dectin-1, ein Syk-abhangiger und ein
Syk-unabhangiger (Rogers et al., 2005). Syk ist eine Proteintyrosinkinase, die eine

grol3e Rolle in der angeborenen Immunitat spielt.

Der Syk-abhangige Signalweg von Dectin-1 ist, wie bereits erwahnt, abhangig von dem
ITAM-ahnlichen Motiv (siehe auch 1.3). Obwohl der cytoplasmatische Teil von Dectin-1
im Zuge der Ligandenbindung Tyrosin-phosphoryliert wird, variiert die Sequenz der
ersten distal gelegenen amino-terminalen Wiederholung von dem traditionellen ITAM-
Motiv (Brown et al., 2006). Normalerweise werden zwei Phosphotyrosinreste bendtigt,
um eine Interaktion mit Syk zu ermdglichen. Unerwarteterweise reicht die
Phosphorylierung eines ITAM-Motivs aber aus, um eine Interaktion mit Syk zu
ermoglichen (Rogers et al., 2005; Underhill et al., 2005). Fur den Syk-unabhangigen
Signalweg wird angenommen, dass hierfur eine Zusammenarbeit mit TLR2 erforderlich
ist (Rogers et al., 2005; Underhill et al., 2005). Wie allerdings die beiden Rezeptoren
zusammenarbeiten, ist bisher noch ungeklart. Uber die Beteiligung von Syk bei der
Phagozytose von A. fumigatus-Sporen sind bisher keine Daten publiziert worden. Die
Ergebnisse dieser Arbeit liefern dazu erste Anhaltspunkte.

Um zu Uberprifen, ob die Syk-Kinase bei der Phagozytose von A. fumigatus-Sporen
beteiligt ist, wurde die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen in Makrophagen in der An-
/ und Abwesenheit des Syk-spezifischen Tyrosin-Kinase Inhibitors Piceatannol
untersucht. Es wurde eine Konzentration gewahlt, die bereits in anderen Studien
eingesetzt wurde und spezifisch nur auf Syk wirkt, wahrend héhere Konzentrationen
auch scr-Kinasen inhibieren konnen (Underhill et al., 2004). Da Syk-Kinasen
typischerweise von Kinasen der src-Familien aktiviert werden (Underhill et al., 2005),
wurde parallel untersucht, ob PP2 ein spezifischer Inhibitor der scr-Familie, flir den
bereits in einem fruheren Teil der Arbeit ein Effekt auf die Phagozytose von
A. fumigatus-Sporen gezeigt werden konnte (siehe 3.2.1), eingesetzt.

Als Kontrolle erfolgte eine ,Infektion® in An-/ und Abwesenheit beider Inhibitoren
zusatzlich mit Zymosan. Es zeigt sich, dass sich mit Hilfe von PP2 und Piceatannol die
Phagozytose von Zymosan und A. fumigatus-Sporen um ungefahr 70 % blockieren lief3
(siehe 3.3.11.1). Um weitere Evidenz flr eine Beteiligung der Syk-Kinase bei der
Phagozytose zu erhalten und um unspezifische Effekte auf andere Wirtszellkinasen

auszuschlielRen, wurden aus Knochenmarkschimaren-Mausen Syk-/- monozytare Zellen
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(Mocsai et al., 2002) isoliert und mit A. fumigatus-Sporen infiziert. Die Syk-defizienten
Makrophagen zeigten ebenfalls eine verminderte Phagozytosebereitschaft sowohl fur A.
fumigatus-Sporen als auch fur Zymosan (siehe 3.3.11.2). Allerdings lie® sich die
Phagozytose von Zymosan nur um ungefahr 15 % blockieren und von A. fumigatus-
Sporen um ungefahr 25 %.

Die Tatsache, dass sich die Phagozytose von Zymosan und A. fumigatus-Sporen mit
Hilfe von Piceatannol und PP2 blockieren lie3, spricht flir die Annahme, dass die
Phagozytose in beiden Fallen zumindest teilweise Uber den Syk-abhangigen Signalweg
gesteuert wird. Auch die Inhibierung der Phagozytose von Zymosan und A. fumigatus-
Sporen in den Syk-defizienten Makrophagen bestarken dieses Ergebnis.

In der Literatur finden sich gegensatzlich Daten Uber die Beteiligung von Syk an der
Phagozytose von Zymosan. So wurde fir Zymosan eine Syk-unabhangige Phagozytose
in Makrophagen gezeigt (Herre et al., 2004; Underhill et al., 2005). Dies wurde ebenfalls
mit Hilfe von Piceatannol behandelten Makrophagen untersucht. Die Inkubation mit
diesem Inhibitor hatte keinen Effekt auf die Phagozytose von Zymosan, und auch Syk-
defiziente Makrophagen waren in der Lage, Zymosan genauso effizient zu
phagozytieren wie die WT-Makrophagen (Herre et al., 2004b; Underhill et al., 2005).
Andere Daten hingegen belegen, dass Syk einen Einfluss auf die Phagozytose von
Zymosan hat. Rogers und seine Kollegen zeigten, dass in dendritischen Zellen Syk
einen geringen Einfluss auf die Dectin-1 gesteuerte Phagozytose besitzt (Rogers et al.,
2004). AuBerdem konnte Piceatannol die Phagozytose von Zymosan in Dectin-1
exprimierenden NIH-3T3 Fibroblasten inhibieren (Herre et al., 2004b).

Warum so gegensatzliche Ergebnisse gefunden werden konnten, Iasst sich aufgrund
der derzeitigen Datenlage nicht genau sagen. Ein mdglicher Grund kdénnten die
unterschiedlichen Zelltypen sein, die fir die betreffenden Versuche verwendet wurden.
So wurde die Syk-unabhangige Phagozytose in Knochenmarksmakrophagen (Underhill
et al., 2005) und RAW-Makrophagen (Herre et al., 2004) durchgeflhrt und die Syk-
abhangige Phagozytose in dendritischen Zellen und transfizierten NIH-3T3 Fibroblasten.
Die Versuche dieser Arbeit wurden mit J774-Makrophagen durchgefiihrt. Auch die
Literatur beschreibt, dass die Syk-Kinase flr die Funktion von Dectin-1 limitiert und
zelltypspezifisch ist (Brown, 2006).

Auler bei der Phagozytose Uber den Dectin-1-Rezeptor spielt Syk auch bei der
Phagozytose Uber FcyR- (Crowely et al., 1997) und Komplement-Rezeptoren eine Rolle
(Shi et al., 2006) Da die Versuche in der vorliegenden Arbeit mit hitzeinaktiviertem
Serum durchgefihrt wurden, kann die Beteiligung der Komplementrezeptoren
weitgehend ausgeschlossen werden. Auch eine Beteiligung der FcyR-Rezeptoren ist

eher unwahrscheinlich, da im Serum spezifische anti-Aspergillus-Antikbrper hatten
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vorhanden sein missen. Eine Beteiligung der FcyR-Rezeptoren kann aber aufgrund der

momentanen Datenlage nicht vollstandig ausgeschlossen werden.

4.3.2. Die Rolle von TLR2 bei der Phagozytose von A. fumigatus-Sporen

Die ersten Hinweise fur die Beteiligung der Toll-like Rezeptoren in Bezug auf eine A.
fumigatus-Infektion gab es im Jahre 1984. Anhand einer TLR-mutanten Fruchtfliege
konnte gezeigt werden, dass diese viel schneller an einer Infektion mit A. fumigatus
starb als der Wildtyp (Lemaitre et al., 1996). Seitdem sind die Toll-like Rezeptoren
zunehmend im Blickpunkt des wissenschaftlichen Interesses.

In den letzten Jahren haben mehrere Arbeitsgruppen versucht herauszufinden, welche
Bedeutung die jeweiligen Toll-like Rezeptoren flir die Erkennung von A. fumigatus
haben. In vitro Experimente mit transfizierten Zellen sind durchgefiihrt worden, und der
Einsatz TLR-defizienter Mause lieferte erste Hinweise fiir die Involvierung von TLR2
und/oder TLR4. Von verschiedenen Arbeitsgruppen wurden gegensatzliche Ergebnisse
gefunden, abhangig von den experimentellen Bedingungen und den verwendeten
Makrophagen (Netea et al., 2003; Bellocchio et al., 2004; Balloy et al., 2005). Dennoch
deuten Infektionsversuche in TLR-defizienten Mausen darauf hin, dass Toll-like
Rezeptor 2 und 4 bei der Erkennung von A. fumigatus-Hyphen und Sporen involviert
sind (Meier et al., 2003, Luther et al., 2006). Hierbei scheint TLR4 fur eine
proinflammatorische Antwort wichtiger zu sein als TLR2 (Meier et al., 2003).

In dieser Arbeit wurde nun der Fragestellung nachgegangen, ob TLR2 und TLR4
vielleicht auch bei der Phagozytose von A. fumigatus-Sporen beteiligt sind. Hierbei
wurde in einem ersten Experiment die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen durch
TLR2-, TLR4- und TLR2/4-defizienten Makrophagen untersucht. Die Daten ergaben,
dass TLR2 und nicht TLR4 an der Phagozytose von A. fumigatus-Sporen beteiligt ist.
Das Fehlen von TLR2 in Makrophagen und die Blockierung mit einem anti TLR2
Antikorper fuhrten zu einer reduzierten Phagozytose, hatten aber keinen Einfluss auf die
Phagozytose von Kontrollbeads. Die effiziente Aufnahme der Kontrollbeads zeigte, dass
die Phagozytosemaschinerie in den TLR2-defizienten Mausen nicht generell gestort ist
und der Effekt spezifisch flr A. fumigatus ist. Dieses Ergebnis wurde sowohl in Mausen
mit einem C3H/HeN-genetischen als auch mit einem C57/BL6-genetischen Hintergrund
beobachtet. Allerdings lagen die Phagozytoseraten der Kontrollmakrophagen bei den
C57/Bl6-Mausen deutlich unter denen der C3H/HeN-Mause: Solche Stamm-
spezifischen Unterschiede koénnten auch einige der unterschiedlichen Daten der

verschiedenen Arbeitsgruppen erklaren.
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In Hinblick auf das Binden von Sporen an Makrophagen konnte kein Einfluss von TLR2
oder TLR4 gezeigt werden. Dies passt zu der Beobachtung, dass die Uberexpression
von TLR2 in HEK293 Zellen keine verstarkte Sporenbindung nach sich zieht, wogegen
die Uberexpression mit Dectin-1 zu einer verstarkten Bindung fihrte. Obwohl einige
Tatsachen dagegen sprechen, dass TLR2 ein direkter Rezeptor der Phagozytose ist
(Underhill und Gantner, 2004), erweist sich jedoch, dass die Aktivierung Uber TLR2 die
Phagozytose, die von Dectin-1 oder moglicherweise auch von anderen Rezeptoren
ausgeldst wird, stimuliert.

Die Aktivierung von NF-xB durch TLR2 bendtigt das Adapterprotein MyD88. Unserer
Beobachtung, dass MyD88-negative Makrophagen eine reduzierte A. fumigatus-
Phagozytose zeigten, deutet darauf hin, dass ein MyD88-abhangiges ,Signalling®
sowohl fur die TLR2- gesteuerte NF-xB Aktivierung als auch fur die TLR2-gesteuerte
Stimulierung der Sporen-Phagozytose benétig wird. Fir den letzteren Prozess scheint
die Erkennung eines speziellen Pilzliganden oder die Erkennung in einem speziellen
Umfeld bendtigt zu werden, da die Aktivierung der Makrophagen Uber einen
synthetischen TLR2-spezifischen Liganden Pam3Cys keinen Einfluss zeigte. An dieser
Stelle werden jedoch noch weitere Studien bendtigt, um die Rolle von TLR2 bei der
Phagozytose von A. fumigatus zu klaren und um die Liganden zu finden, die von TLR2
erkannt werden.

Es gibt Belege, dass eine Kooperation zwischen TLR2 und Dectin-1 im Bezug auf eine
proinflammatorische Antwort auf Pilze stattfindet (Gantner et al., 2003, Viriyakosol et al.,
2005). AuRerdem weisen die Daten der vorliegenden Arbeit nach, das beide Rezeptoren
auch bei der Phagozytose von A. fumigatus zusammenwirken. Trotz der Tatsache, dass
mehrere Studien einen ,Cross-talk” zwischen TLR2 und Dectin-1 belegen kénnen,
deuten die Daten dieser Arbeit darauf hin, dass TLR2 im Gegensatz zu Dectin-1
wahrscheinlich nicht als direkter Phagozytoserezeptor fungiert. Doch auch hier werden
weitere Studien nétig sein, um das Zusammenspiel beider Rezeptoren auf molekularer

Ebene definieren zu kdnnen.

43.2.1. TLR2 spielt moglicherweise eine Rolle bei der frihen

Phagolysosomenreifung

Bei der Phagozytose werden Partikel in einem Aktin-abhangigen Prozess
aufgenommen; dabei bildet sich ein Phagosom. Das Phagosom verschmilzt mit dem
sauren Lysosom zu einem Phagolysosom. In diesem sauren Milieu sind proteolytische
Enzyme wie Hydrolasen aktiv und bewerkstelligen den Abbau des phagozytierten
Materials (Alberts et al., 1997).
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Mit Hilfe des lysosomalen Markers “Lysosomal membrane protein (Lamp-1)“, der als
Marker far frGhe Phagolysosomen dient, wurde in dieser Arbeit untersucht, ob in
Makrophagen, denen TLR2 fehlt (C3H/HeN TLR2-/-), die phagozytierten Sporen einen
ahnlichen Weg einschlagen wie in den WT-Makrophagen (C3H/HeN). Hierzu wurden
Immunfarbungen mit einem Antikdrper gegen Lamp-1 durchgefuhrt und die Anzahl der
Lamp-1 positiven Vakuolen nach 1 h und nach 3 h gezahlt. Es konnte gezeigt werden,
dass nach 1 h deutlich weniger Lamp-1-positive Vakuolen in den TLR2-/- Zellen im
Vergleich zu den C3H/HeN-Zellen zu sehen waren. Nach 3 h lieR sich dieser Effekt
allerdings nicht mehr nachweisen. Dieses Ergebnis legt nahe, dass TLR2
modglicherweise bei der sehr friihen Phagolysosomenreifung eine Rolle spielt, dass
dieser Einfluss auf die Phagolysosomenreifung nach 3 h aber nicht mehr nachweisbar
ist.

Underhill und seine Kollegen konnten zeigen, dass Makrophagen TLR2 bendtigen, um
den Inhalt der Phagosomen zu bestimmen (Underhill et al., 1999). Die Daten der
vorliegenden Arbeit deuten eine Funktion von TLR2 in der frihen Phagosomenreifung
an. Aufgrund des Fehlens von TLR2 war in diesen Makrophagen die Bestimmung des
Phagolysosomeninhaltes in der ersten Stunde der Infektion noch nicht einwandfrei
moglich, kénnte aber nach 3 h vielleicht von anderen Rezeptoren ubernommen worden

sein.

4.4. Schlussfolgerung

Die Phagozytose ist ein wichtiger Bestandteil der angeborenen Immunitat und dient zur
frihzeitigen Erkennung und Beseitigung eines Erregers. Eingeatmete Aspergillus
fumigatus-Sporen missen schnell eliminiert werden, um ein Auskeimen des Pilzes in
der Lunge zu verhindern. Bei immunkompetenten Menschen wird dies durch
Alveolarmakrophagen bewerkstelligt, in immunsuprimierten Menschen dagegen ist
dieser Eliminierungs-Prozess gestort. Deshalb ist es von fundamentaler Bedeutung, die
molekularen Mechanismen der Phagozytose zu verstehen, um so eventuell bei
immunsupprimierten  Menschen einer invasiven  Aspergillose therapeutisch
entgegenwirken zu kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal eine schnelle, einfache und
zuverlassige Methode etabliert, um die Phagozytoseeffizienz von A. fumigatus-Sporen
in Makrophagen zu bestimmen. Mit ihr war es méglich, die Prozesse der Phagozytose

genauer zu beschreiben.
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Neben der Aufklarung der molekularen Phagozytose-Prozesse, wurde nach den
beteiligten Rezeptoren der Phagozytose von A. fumigatus-Sporen gesucht. Es konnte
gezeigt werden, dass eine Interaktion zwischen R 1-3 Glucan und Dectin-1
ausschlaggebend ist fir die Phagozytose von ruhenden und angeschwollenen A.
fumigatus-Sporen und dass die Menge an R 1-3 Glucan die Phagozytoseeffizienz
beeinflusst. Zudem erwies sich, dass Toll-ike Rezeptor 2 fir eine effiziente
Phagozytose bendtigt wird.

Da alle Versuche dieser Arbeit in vitro durchgeflhrt wurden, ist es fir die Zukunft
wichtig, die in vivo-Relevanz von Dectin-1 flr A. fumigatus zu klaren. Kirzlich wurde die
Herstellung einer Dectin-1 Knockout-Maus publiziert (Tayler et al., 2007). Die Autoren
konnten zeigen, dass diese Mause empfindlicher gegentiber einer C. albicans Infektion
sind. Kiinftig wird also zu klaren sein, inwieweit diese in vivo-Relevanz auch auf A.

fumigatus Ubertragbar ist.
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5. Zusammenfassung

Aspergillus fumigatus ist ein opportunistischer Krankheitserreger, der ubiquitar in der
Umwelt vorhanden ist. Die schwerwiegende Krankheit, die er verursacht, ist die invasive
Aspergillose, welche nur bei immungeschwachten Patienten auftritt und bis heute nur
sehr schwierig zu diagnostizieren und zu heilen ist. Die Sporen von A. fumigatus kénnen
aufgrund ihrer geringen Grolie bis in die Alveolen der Lunge gelangen. Dort bilden
Makrophagen die erste Verteidigungslinie, indem sie die Sporen phagozytieren. Die
Phagozytose ist Bestandteil der angeborenen Immunantwort und ein initialer Schritt bei
der Bekampfung von A. fumigatus-Sporen durch Makrophagen. Das Verstehen dieses
Prozesses gewinnt durch die stetige Zunahme der Patienten mit invasiver Aspergillose
immer groRere Bedeutung und ist Gegenstand intensivster Forschung.

Im Rahmen dieser Dissertation wurden die Interaktionen von murinen und humanen
Makrophagen mit A. fumigatus-Sporen untersucht. Die Fragestellung wurde aus zwei
unterschiedlichen Perspektiven betrachtet. Zum einen wurde die Oberflache der A.
fumigatus-Sporen analysiert; zum anderen wurden die Interaktionen von A. fumigatus
mit phagozytierenden Zellen erforscht.

Um die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen in murinen und humanen Zellen genauer
charakterisieren zu kénnen, wurde in dieser Arbeit der so genannte ,Biotin-Calcofluor
Staining Assay“ (BCS-Assay) entwickelt. Mit Hilfe dieser Methode war es mdglich,
zwischen extra- und intrazellularen Sporen zu unterscheiden, ohne auf die Anwesenheit
von Antikdrpern angewiesen zu sein.

Mit Hilfe von diversen Inhibitoren konnte der Mechanismus der Phagozytose genauer
untersucht werden. So konnte gezeigt werden, dass die Aufnahme von A. fumigatus-
Sporen ein Aktin-abhangiger Prozess ist und dass Makrophagen flr die Phagozytose
die Aktivierung der Phosphoinositid 3 Phosphat-Kinasen und von Tyrosin-Kinasen
bendtigen, insbesondere diejenigen der scr Familie. Butanedion Monoxim, ein Inhibitor
der Myosinmotor-Aktivitat, blockierte ebenfalls effizient die Sporenaufnahme. Die
weiteren Untersuchungen der Phagozytoseprozesse von A. fumigatus-Sporen erfolgten
u.a. mit Hilfe von Fluoreszenz- und elektronenmikroskopischer Aufnahmen.

In der Immunfluoreszenz lielken sich Tyrosin-phosphorylierte Proteine in den
Aufnahmestrukturen detektieren, und elektronenmikroskopische Aufnahmen infizierter
Makrophagen zeigten so gennante ,Ruffle“-Strukturen. Diese Tatsache deutet darauf
hin, dass A. fumigatus-Sporen durch einen ,Trigger‘-dhnlichen Mechanismus
aufgenommen werden. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden die Rezeptoren der
Phagozytose von A. fumigatus-Sporen charakterisiert. Die Ergebnisse von Meier und

ihren Kollegen zeigten bereits, dass die Erkennung von A. fumigatus durch
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Makrophagen mittels Toll-like Rezeptor 2 und TLR4 erfolgt. In der vorliegenden Arbeit
wurde nun auch der Frage nachgegangen, welche Rolle TLR2 und TLR4 bei der
Phagozytose von A. fumigatus-Sporen spielen. Hierzu wurden aus den Mausstdmmen
C3H/HeN (WT), C3H/Hed (TLR4-), C3H/HeN TLR2-/- (TLR2-) und C3H/HeJ TLR2-/-
(TLR2-/4-) murine Peritonealmakrophagen mittels Peritoneallavage enthommen, mit A.
fumigatus-Sporen infiziert und mit Hilfe des BCS-Assays ausgewertet. Es konnte
gezeigt werden, dass Toll-like Rezeptor 2 und nicht Toll-like Rezeptor 4 flir eine
effiziente Phagozytose bendtigt wird. Dieses Ergebnis liell sich wiederum mit Hilfe eines
anti TLR2-Antikérpers bestatigen, da dieser auch die Phagozytose von A. fumigatus-
Sporen, aber nicht von Kontrollbeads blockieren konnte.

Des Weiteren wurde untersucht, ob der von Brown und seinen Mitarbeitern entdeckte
Dectin-1 Rezeptor ein potentieller Phagozytoserezeptor von A. fumigatus-Sporen ist
(Brown et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass Laminarin, ein I6sliches 3 1-3
Glucan, die Phagozytose von A. fumigatus-Sporen durch Makrophagen blockierte.
Aulerdem lieR sich mit einem anti-Dectin-1 Antikérper die Phagozytose von A.
fumigatus-Sporen in Makrophagen hemmen. Zudem liel sich Dectin-1 mit diesem
Antikorper in infizierten Makrophagen in der Immunfluoreszenz detektieren.

Mit einem weiteren Antikérper konnte beta-1-3 Glucan, ein wichtiger Bestandteil der
pilzlichen Zellwand, auf ruhenden Sporen detektiert werden. Es zeigte sich, dass die
Menge an B 1-3 Glucan eine wichtige Rolle bei der Eliminierung von A. fumigatus-
Sporen spielt. Vergleiche zwischen ruhenden und angeschwollenen Sporen zeigten,
dass angeschwollene Sporen, welche gréRere Mengen an R 1-3 Glucan auf ihrer
Oberflache besitzen, effizienter phagozytiert werden kdénnen. Auch die A. fumigatus
pksP-Mutante, welche mehr B 1-3 Glucan auf ihrer Oberflache besal3, wurde effizienter
phagozytiert. Betrachtet man die intrazellulare Signaltransduktionskaskade, so deuten
die Daten darauf hin, dass die Dectin-1-gesteuerte Phagozytose von A. fumigatus-
Sporen abhangig von der Syk-Kinase verlauft.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Dectin-1 und TLR2 fiir eine
effiziente Phagozytose von A. fumigatus-Sporen benétigt werden. Die Ergebnisse legen
allerdings nahe, dass aufer Dectin-1 und TLR 2 noch weitere Rezeptoren bei der
Phagozytose von A. fumigatus-Sporen beteiligt sind. Ein genaues Verstandnis der bei
der Phagozytose ablaufenden Erkennungsprozesse und der nachgeschalteten
Signaltransduktionskaskaden kdnnte in Zukunft ausgenutzt werden, um die Effiziens der
Phagozytose auch in immungeschwachten Patienten zu erhéhen und sie so zu

schitzen.
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