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Einleitung

1. Einleitung

Luftgetragene Sporen (Konidien) des Schimmelpilzes Aspergillus fumigatus (A. fumigatus)
sind ubiquitar in der Umgebung vorhanden. Obwohl sowohl Menschen als auch Tiere taglich
zahlreiche Aspergillus-Konidien einatmen, wird der Pilz in der Lunge gesunder Individuen
meist beseitigt bevor es zu einem Krankheitsgeschehen kommt (Latge 1999). Jedoch
insbesondere bei immungeschwachten Menschen sowie Patienten mit pulmonalen
Vorerkrankungen stellt A. fumigatus einen bedeutenden Infektionserreger dar, welcher in
Folge  aerogener  Ubertragung schwere invasive Infektionen oder auch
Uberempfindlichkeitsreaktionen wie etwa allergische bronchopulmonale Aspergillosen
(allergic bronchopulmonary aspergillosis, ABPA) bei Patienten mit atopischem Asthma oder
Mukoviszidose (cystic fibrosis, CF) verursachen kann (Latge und Chamilos 2020). Die
rechtzeitige Diagnose invasiver Pilzinfektionen ist nach wie vor schwierig, da spezifische und
hochempfindliche nicht-invasive Methoden flir A. fumigatus fehlen. Im Falle einer invasiven
Infektion werden jedoch Sterblichkeitsraten von Uber 50 % beschrieben (Karthaus und
Buchheidt 2013). Daher ist die friihzeitige Einleitung einer gezielten antimykotischen Therapie
der Schlissel zur Verbesserung der Prognose der betroffenen Patienten (Cornely et al. 2011).
Die Betrachtung der T-Helferzellantwort (CD4*) gegen spezifische Pilzpathogene kann dabei
wichtige Informationen Uber den Wirt-Pathogen-Status liefern und diagnostisch fir die
Kategorisierung von Patientengruppen genutzt werden (Scheffold et al. 2018). Mit Hilfe der
Antigen-spezifischen T-Zell-Anreicherung (ARTE) (Bacher und Scheffold 2013; Bacher et al.
2013) wurden A. fumigatus-spezifische CD154* Th-Zellen im Blut des Menschen untersucht
und es konnte gezeigt werden, dass a) die starkste T-Zell-immunreaktivitdt gegen
Pilzmembranproteine gerichtet ist (Bacher et al. 2014b); b) der Anteil der A. fumigatus-
reaktiven konventionellen T-Zellen aller CD4* T-Zellen bei gesunden Menschen zwischen 0,06
und 0,37 % liegt (Bacher et al. 2014a); c) die Mehrzahl der A. fumigatus-spezifischen T-
Helferzellen bei gesunden Menschen sich in einem naiven Zustand befindet und nur ein
geringer Anteil IFN-y produziert (Bacher et al. 2013; Bacher et al. 2014b); d) Patienten mit
nachgewiesenen invasiven Infektionen deutlich erhdhte Frequenzen pilzreaktiver CD4* T-
Zellen im Blut zeigen (Bacher et al. 2015b; Steinbach et al. 2019) und e) A. fumigatus-
spezifische T-Helferzellen (Th-Zelle) eine kleine Untergruppe von Th17-Zellen enthalten,
welche kreuzreaktiv zu Candida albicans sind (Bacher et al. 2019). Aufgrund der
eingeschrankten Zuganglichkeit zu menschlichem Probenmaterial ist immer noch unklar,
inwiefern die erhobenen T-Zelldaten im Blut mit denen lokal im mukosalen Lungengewebe
vergleichbar sind (Jolink et al. 2017). Gegenwartig etablierte Tiermodelle haben wesentlich zu
unserem Verstandnis der Aspergillus-Pathogenese sowie der Wirtsabwehr beigetragen

(Desoubeaux und Cray 2018). Jedoch ist die intensive Betrachtung der lokalen sowie
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zeitabhangigen Aspergillus-spezifischen T-Helferzellantwort in den meisten Tiermodellen
limitiert aufgrund von Einschrankungen bezlglich der wiederholten Probennahme, geringer
OrgangréfRen, des Fehlens eines natirlichen A. fumigatus-spezifischen T-Zellpools, hoher
Sterblichkeitsraten sowie der Nichtverfligbarkeit immunologischer Tools zur Detektion
seltener, Antigen-spezifischer CD4* T-Zellen. Aufgrund von Ahnlichkeiten der Anatomie der
Atemwege und des Immunsystems (Meurens et al. 2012) sowie der natirlichen Exposition
gegenulber Pilzaerosolen in der konventionellen Tierhaltung (Oppliger und Duquenne 2016)
wurde das Hausschwein als translationales Grof3tiermodell ausgewahlt, um die adaptive
antimykotische Immunantwort gegen A. fumigatus zu untersuchen. Die Atemwege der
Schweine sind in Bezug auf die Struktur des Tracheobronchialbaumes, die Lungenphysiologie
und -grofRe (Judge et al. 2014) sowie die Anzahl der submukosalen Driisen der Atemwege
(Choi et al. 2000) eng mit denen des Menschen verwandt. Die Anatomie der Atemwege
entscheidet letztlich auch Uber die Deposition von inhalierten Aerosolen in der Lunge (Phalen
et al. 2008; Windt et al. 2010). Auch das Immunsystem von Schweinen wurden in den
vergangenen Jahren genau charakterisiert und bietet eine breite Palette etablierter
immunologischer Methoden und Instrumenten (Meurens et al. 2012; Saalmdller und Gerner
2016). Aufgrund der Ahnlichkeiten von Mensch und Schwein beziiglich der Zusammensetzung
der Immunzellen im Blut, der Funktion der angeborenen Immunzellen, der funktionellen T-Zell-
Untergruppen sowie der Zytokinsekretion stellt das Schwein ein relevantes Modell zur
Untersuchung von humanen Infektionserkrankungen dar (Meurens et al. 2012). Fur die
Durchflusszytometrie existieren eine Vielzahl von schweinespezifischen sowie kreuzreaktiven
Antikérpern zur ldentifizierung und Charakterisierung verschiedener Immunzellpopulationen
(Dawson und Lunney 2018). Zudem wurde durch die Etablierung der Detektion von CD154
(CD40L) auf porzinen T-Zellen zur Identifizierung und Charakterisierung von Antigen-
spezifischen T-Zellen die Untersuchung der adaptiven T-Helferzellantwort von Schweinen

gegenuber eines definierten Pathogens ermdglicht (Ebner et al. 2017).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit stellt die Etablierung des Hausschweines als translationales
Groftiermodell zur Erforschung der A. fumigatus-spezifischen CD4* T-Zellantwort gegenuber
luftgetragenen Pilzsporen dar unter Bearbeitung folgender Schwerpunkte: a) Detektion und
Charakterisierung des natirlich erworbenen, A. fumigatus-spezifischen CD4* T-Zellpools bei
gesunden Schweinen aus konventioneller Tierhaltung; b) Analyse der pilzspezifischen T-
Helferzellantwort von gesunden sowie immungeschwachten Schweinen nach experimenteller
A. fumigatus-Exposition unter Verwendung einer neuartigen Aerosolkammer und c)
Gegenuberstellung Aspergillus-spezifischer T-Helferzellantworten im peripheren Blutkreislauf

mit derer lokal in Lungengewebe sowie die Lunge drainierenden Lymphknoten.
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2. Literatur

21. Aspergillus fumigatus

2.1.1. Taxonomie

Aspergillus fumigatus ist ein Schimmelpilz aus der Gattung der sog. Giellkannenschimmel
(Aspergillus). Er gehoért zu den Trichocomaceae, einer groRen Familie innerhalb der Ordnung
Eurotiales sowie der Klasse der Plectinomyceten des Stammes der Schlauchpilze
(Ascomycota) (Geiser et al. 2006). A. fumigatus wurde erstmals 1863 vom deutschen Arzt und
Botaniker J. B. Georg W. Fresenius beschrieben. Der Name ,fumigatus® ist vom lateinischen
Wort ,fumus® (Rauch) abgeleitet. Dies bezieht sich auf die rauchgrine Farbe der Konidien

sowie auf deren rauchartige Verbreitung durch die Luft (Schmidt und Schmidt 1999).

2.1.2. Vorkommen, Pravalenz und Bedeutung

Aspergillus fumigatus ist ein sog. saprotropher Pilz, der sich vorwiegend von abgestorbenen
Organismen ernahrt. Er spielt somit eine wesentliche Rolle bei der Aufbereitung von
Kohlenstoff und Stickstoff in der Umwelt. Sein primarer Lebensraum ist der Erdboden. Daher
kommt er in groRen Mengen in Garten- oder Gewachshauserde sowie als Hauptbewohner in
Komposthaufen vor. A. fumigatus ist ein thermophiler Pilz, dessen Wachstum bei
Temperaturen von bis zu 55°C und dessen Uberleben sogar bei bis zu 70°C nachgewiesen
wurde (Latge 1999; Latge und Chamilos 2020). Aufgrund seiner thermophilen Eigenschaften
sowie der Fahigkeit sowohl saure als auch alkalische Umgebungsbedingungen zu tolerieren,
ist A. fumigatus global verbreitet. 100 bis 1000 luftgetragene Sporen (Konidien) werden taglich
von Menschen und Tieren eingeatmet. Obwohl A. fumigatus schwere Erkrankungen
verursachen kann, kolonisiert er jedoch in der Regel nicht die Atemwege eines gesunden
Menschen (Van De Veerdonk et al. 2017a).

2.1.3. Entwicklungszyklus und Morphologie

Das Wachstum der Zellen des A. fumigatus erfolgt in Form langgestreckter Faden, den sog.
Hyphen. Sie bilden das vegetative Myzel. Die effiziente Verbreitung erfolgt wiederum uber
asexuelle Sporulation. Dabei entstehen asexuelle Sporen (Konidien) in Ketten an den
Phialiden, welche aus Konidiophoren entstehen und von charakteristischen Konidienkdpfen
getragen werden (Abb. 2.1) (Latge und Chamilos 2020). A. fumigatus-Konidien sind grin

pigmentierte, echinulierte Kugelstrukturen mit einem Durchmesser von 2 bis 3 ym (Latge 1999;
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Van De Veerdonk et al. 2017a). Bisher wurde angenommen, dass A. fumigatus sich
ausschlieBlich asexuell reproduziert. Mittels Genomanalysen konnte jedoch das
Vorhandensein von 215 Genen gezeigt werden, die in die sexuelle Vermehrung involviert sind,
darunter die kreuzungstypspezifischen Gene MAT1-1 und MAT1-2, sowie Gene fir die
Pheromonsynthese (Galagan et al. 2005; Paoletti et al. 2005). 2009 konnte von O'gorman et
al. gezeigt werden, dass die Kreuzung der Stamme zweier Kreuzungstypen (,mating types®) —
AFB62 (MAT1-1; isoliert aus einen Patienten mit invasiver Aspergillose) und AFIR928
(MAT1-2; isoliert aus der Umwelt) — in der Formation einer Cleistothecia (vollstandiger
geschlossener Fruchtkorper), welcher multiple Ascosporen (geblich-weifde bis griinlich-weilie
sexuelle Sporen) enthielt (O'gorman et al. 2009). Die Bedingungen fir die sexuelle Replikation
sind allerdings sehr spezifisch und nicht physiologisch: 30 °C auf Hafermehlagar flir 3 bis 6
Monate bei schlechter Belliftung und Dunkelheit. Obwohl Ascosporen bisher in der Natur nicht
beobachtet wurden, existieren Hypothesen bezliglich deren Betrag zum Uberleben des Pilzes
unter ungunstigen Umgebungsbedingungen, wie etwa in Komposthaufen mit hohen
Temperaturbereichen aufgrund des Prozesses der Fermentation. Die Rolle von Ascosporen
im Lebenszyklus von A. fumigatus ist somit bisher unklar. Die Tatsache, dass Ascosporen erst
nach einem thermischen Schock bei 65 °C auskeimen, schlielt jedoch aus, dass sie

Aspergillosen auslésen kdnnen (Van De Veerdonk et al. 2017a; Latge und Chamilos 2020).

Konidienkopf
|

Konidientrager
|

—— Myzel

FuBzelle

10-20 ym

Abb. 2.1 Schematische Darstellung der Morphologie von Aspergillus fumigatus
Modifiziert nach (Schwienbacher 2005)
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Infolge der Keimung bilden sich aus den Konidien wiederum kurze Hyphen, die sog.
Keimschlauche. Das Hyphenwachstun beginnt und der Pilz formiert eine Kolonie aus
septierten, mehrkernigen Zellen, welche in eine extrazellulare Matrix (ECM) eingebettet sind.
A. fumigatus weist eine der schnellsten Wachstumsraten aller Arten im Pilzreich auf, ein
Attribut zahlreicher saprotropher Arten um multiple Nischen zu besiedeln (Van De Veerdonk
et al. 2017a). Im Laufe des Lebenszyklus von A. fumigatus andert sich die Zusammensetzung
der Zellwand mit Voranschreiten des Zellzyklus sowie in Reaktion auf Umweltveranderungen
kontinuierlich. Die innere Zellwand besteht aus einem alkali-unldslichen fibrillaren Gerust aus
verzweigtem B-1,3-Glucan an das Chitin, Galactomannan und B-1,3-Glucan/ B-1,4-Glucan
kovalent gebunden sind. Dieser fibrillare Kern der Zellwand ist eingebettet in einen amorphen,
alkaliloslichen ,Zement®, welcher hauptsachlich aus a-1,3-Glucan sowie den Galactose-
haltigen Polysacchariden Galactomannan und Galactosaminogalactan besteht (Latge und
Beauvais 2014). Die Konidien, welche den Wirt infizieren, unterscheiden sich in der
Zellwandzusammensetzung deutlich vom vegetativen Myzel, sowohl bezlglich der
Oberflachenmolekule sowie der inneren Bestandteile. Die Konidienoberflache ist von einem
sog. ,Rodlet-Layer® umgeben, welcher aus hydrophoben Proteinen (Hydrophobinen) besteht.
In der Zellwand der Konidien bilden a-1,3-Glucan (Beauvais et al. 2013), Melanin (Chai et al.
2010) und das RodA Hydrophobin (Carrion Sde et al. 2013) eine schitzende Schicht um die
Konidie. Die Hyphenzellwand unterscheidet sich wesentlich von der Zellwand der Konidien
bezlglich der Verteilung der Kohlenhydrate. Im Zuge der Keimung wirft der Pilz seine dulRere
Melaninschicht sowie den ,Rodlet-Layer* ab und anschlieBend setzt sich das
Hyphenwachstum fort. Dies fuhrt aber nicht zum vollstdndigen Verlust von Melanin oder
Hydrophobinen aus der Hyphenzellwand. In Abhangigkeit der Umweltbedingungen kann auch
die Zellwand der Hyphen Melanin enthalten (Van De Veerdonk et al. 2017a). Ein
Charakteristikum des vegetativen Wachstums von A. fumigatus ist die Formation einer Kolonie
aus mehrzelligen sowie mehrschichtigen Hyphen, welche férmlich zusammenkleben.
Aufgrund dieser Organisation wird diese Struktur oft als Biofilm bezeichnet, weil er typische
Eigenschaften von Biofilmen, welche von Bakterien oder Hefen gebildet werden, besitzt
(Beauvais und Latge 2015). Sowohl in vivo im Rahmen einer Aspergillus-Infektion als auch in
der Umwelt auf solidem Substrat sind die Hyphen in diesen mehrschichtigen Pilzstrukturen in
eine extrazellulare Matrix eingebettet, bestehend aus Galactomannan,
Galactosaminogalactan, a-1,3-Glucanen, Melanin und Hydrophobinen (Beauvais et al. 2007).
Zudem kann sich die Zellwand von A. fumigatus infolge von externen, antimykotische Stimuli
modifizieren, um solchen Stressoren zu widerstehen. Dieser Anpassungsprozess bzw. die
Fahigkeit von Aspergillus spp. ihre Morphologie zu &ndern, muss bei der Betrachtung der
komplexen Wechselwirkung zwischen Wirtabwehr und Pilz bertcksichtigt werden (Van De
Veerdonk et al. 2017a).
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2.1.4. Aspergillus fumigatus als Krankheitserreger

Die Verbreitung der asexuellen Sporen von A. fumigatus in der Umwelt ist hocheffektiv
verglichen mit anderen Aspergillus spp., da A. fumigatus-Konidien wesentlich hydrophober
sind und sich leicht verteilen. Dies spiegelt sich in den Beobachtungen wider, dass
A. fumigatus der dominante Pilzbestandteil nach Luftprobensammlungen ist, einschlieRlich der
Luft in Krankenhausern (Pini et al. 2008; Demuyser et al. 2019). Menschen und Tiere atmen
jeden Tag 100-1000 Sporen ein, die aufgrund ihrer geringen Grofie auch die Alveolen der
Lunge erreichen. In der Regel beseitigen die Zilien des Atemwegsepithels sowie residente
Aleveolarmakrophagen die Konidien aus der Lunge. In Individuen, die aufgrund des
Immunstatus bzw. Vorerkrankungen der Atemwege A. fumigatus-Konidien nicht vollstandigen
aus der Lunge eliminieren, kdénnen die Sporen auskeimen und schwere Infektionen
verursachen. Die physiologische Koérpertemperatur des Menschen bietet optimale
Wachstumsbedingungen. Innerhalb von 4 bis 6 Stunden kénnen sich aus den Konidien kurze
Hyphen bilden (Van De Veerdonk et al. 2017a).

2.1.4.1. Bedeutung in der Humanmedizin

Aspergillus spp. sind beim Menschen fiir ein grol3es Spektrum an Erkrankungen verantwortlich
(Kosmidis und Denning 2015). Abhangig vom Immunstatus des Betroffenen kdnnen
Aspergillus-assoziierte Erkrankungen in 3 Gruppen mit unterschiedlichen pathogenetischen
Mechanismen, klinischen Manifestationen sowie Uberlappenden Merkmalen eingeteilt werden.
Unterschieden werden a) Aspergillosen in immunkompetenten Patienten, b) Aspergillosen in
atopischen Patienten und c) invasive pulmonale Aspergillose in immunkompromittierten
Patienten (Park und Mehrad 2009; Latge und Chamilos 2020). Nachfolgend sollen diese 3

Gruppen an Aspergillus-assoziierten Erkrankungen beleuchtet werden.

In immunkompetenten Individuen kann A. fumigatus chronische, nicht invasive Infektionen
verursachen, die von der Entstehung eines sog. Aspergilloms (,Pilzball“) bis hin zu chronisch
entziindlichen, fibrotischen Prozessen reichen. Das Aspergillom stellt die saprophytische
Besiedlung einer Kérperhéhle, wie etwa der Lunge, dar und besteht sowohl aus toten als auch
lebenden Myzelbestandteilen, Entzindungszellen, Fibrin, Mukus sowie Bestandteilen von
degeneriertem Blut und Epithel. Als haufigster pradisponierender Faktor kann eine
Vorerkrankung mit Tuberkulose angesehen werden, wobei sich das Aspergillom in einer
praformierten Kaverne ausbildet. Tatsachlich entwickeln 20 % der Patienten in Folge einer
kavitaren Tuberkulose innerhalb von 3 Jahren ein Aspergillom (Todea et al. 2014; Denning et
al. 2016; Patterson et al. 2016). Eine milde, selbstlimitierende Hamoptyse (Bluthusten), die bei

50 bis 90 % der Patienten auftritt, ist die typische Manifestation des Aspergilloms. Gelegentlich
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kann die Hamoptyse jedoch massiv oder sogar tddlich sein (Latge und Chamilos 2020).
Weitere chronisch entzindlichen Aspergillus-Infektionen werden bei Patienten mit
chronischen, kavitdren Lungenerkrankungen beschrieben, welche durch einen indolenten
klinischen Verlauf eines chronisch entzindlichen Krankheitsgeschehens (iber Monate bis
Jahre charakterisiert ist (Denning et al. 2016; Patterson et al. 2016). Diese Erkrankung ist
gekennzeichnet durch konstitutionelle Symptome, Serum IgG-postitive Antikérper (Prazipitine)
gegen A. fumigatus, erhohte Akutphasenmarker einer Entziindung und einen Immunstatus,
der von normaler bis milder Immunsuppression reicht (Alastruey-lzquierdo et al. 2018). Das
gesamte Spektrum nicht-invasiver Aspergillus-Erkrankungen, einschliel3lich des Aspergilloms,
wird derzeit als chronische pulmonale Aspergillosen (CPA, chronic pulmonal aspergillosis)
zusammengefasst (Denning et al. 2016; Patterson et al. 2016). Defekte in der mukoziliaren
Clearance verbunden mit struktureller  Lungenerkrankung und  deregulierten
Entziindungsreaktionen scheinen ein kritischer Faktor bei der Pathogenese von CPA zu sein.
Vorherige mykobakterielle Lungeninfektionen, Emphyseme, sowie chronsich obstruktive
Lungenerkrankungen (COPD, chronic obstructive pulmonary disease) oder andere chronische
strukturelle Lungenanomalien sind weitere dominante Pradispositionen (Takazono und
Izumikawa 2018; Latge und Chamilos 2020).

Die schwerwiegendste Form der Aspergillose bei atopischen Patienten ist die allergische
bronchopulmonale Aspergillose (ABPA, allergic bronchopulmonary aspergillosis) (Latge und
Chamilos 2020), welche sich nach Sensibilisierung gegen Aspergillus-Antigene bei einer
spezifischen Untergruppe atopischer Patienten entwickelt: Patienten mit Mukoviszidose (Price
et al. 2015) oder Personen mit genetischer Veranlagung fir ABPA (Agarwal et al. 2013a).
Klinische Symptome stellen episodisches Keuchen, Unwohlsein, leichtes chronisches Fieber
und Husten, Auswurf mit braunem Schleim und Pfropfen, Schmerzen in der Brust, wandernde
Lungeninfiltrate sowie Eosinophilie im Sputum und Blut dar. Im Verlauf der Erkrankung werden
Bronchiektasien zu einer dominanten Begleiterscheinung der Erkrankung, was wiederrum zu
chronischen  Lungensekreten, gelegentlich Hamoptyse sowie charakteristischen
radiologischen Anomalien fihren kann (Latge und Chamilos 2020). Die ABPA beschreibt eine
Hypersensitivitdt gegenlber Sporen des Pilzes A. fumigatus und ist haufig mit Asthma
assoziiert. Davon abzugrenzen sind bis zu 65 % aller Patienten mit refraktarem Asthma, die
eine erhoéhte Sensibilitdt gegentber Pilzsporen zeigen, jedoch ohne die ABPA-Kriterien zu

erfullen (SAFS, severe asthma with fungal sensitization) (Parulekar et al. 2015).

Aspergillus stellt eines der haufigsten Ursachen fir infektiose Komplikationen bei stark
immungeschwachten Patienten dar mit einer Sterblichkeitsrate von bis zu 50 % bei Patienten
mit akuter Leukamie sowie nach hamatopoetischer Stammzelltransplantation (HSCT) (Latge
und Chamilos 2020). Aktuelle epidemiologische Studien in mehreren europaischen Landern

bestatigen zudem die Dominanz der invasiven pulmonalen Aspergillose (IPA) gegenlber
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anderen invasiven Pilzinfektionen bei Patienten mit Leukdmie und HSCT (Azie et al. 2012;
Montagna et al. 2014; Robin et al. 2019). Grundsatzlich werden 4 Typen invasiver
Aspergillosen (lA) unterschieden: a) die akute oder chronische invasive pulmonale
Aspergillose — die haufigste Form der invasiven Aspergillose; b) die Tracheobronchitis sowie
obstruktive Bronchialerkrankung mit verschiedenen Graden der Invasion — vorwiegend bei
AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome) Patienten; c) die akute invasive Rhinosinusitis
und d) Disseminierte IA mit Gehirn- (10-40 % der Patienten mit Knochenmarkstransplantation)
oder anderer Organbeteiligung (wie etwa Haut, Nieren, Herz oder Augen) (Latge 1999). Die
klinischen Symptome der verschiedenen Arten der IA hangen von der oben aufgefiihrten
Organlokalisation sowie der zugrundeliegenden Erkrankung ab. IPA manifestiert sich derzeit
Uberwiegend als ambulant erworbene Lungenentziindung bei nicht-neutropenischen HSCT-
Empfangern erst spat nach der Transplantation (Alangaden et al. 2002) und ist assoziiert mit
der Einnahme von Kortikosteroiden sowie anderer Immunsuppressiva zur Therapie der
chronischen Graft-versus-Host Erkrankung, mit Stoffwechselstérungen, sekundaren
Hamochromatosen, gehobenem Alter, Cytomegalievirus-Koinfektionen sowie weiteren
Komorbiditaten (Pappas et al. 2010; Herbrecht et al. 2012; Neofytos et al. 2018). Im Rahmen
der Organtransplantation tragen Empfanger einer Lunge, von Lunge und Herz, Diinndarm oder
Leber das hochste Risiko einer invasiven Aspergillose (Cornet et al. 2002; Pappas et al. 2010;
Herbrecht et al. 2012; Neofytos et al. 2018). Zunehmend wurde IPA jedoch auch bei bisher
risikoarmen Patienten beschrieben. Im Speziellen sind dabei folgende Patientengruppen zu
nennen: a) Patienten mit hamatologische Malignomen Ilymphoiden Ursprungs, die
niedermolekulare Kinaseinhibitoren (small-molecule kinase inhibitors, SMKIs) — abzielend auf
die Bruton-Tyrosinkinase (BTK), die MAPK/Erk-Signalkaskade sowie den JAK-STAT-
Signalweg — erhalten (Lionakis et al. 2017a; Bazaz und Denning 2018; Dioverti et al. 2018;
Ghez et al. 2018); b) Patienten auf Intensivstationen, welche sich von einer Sepsis erholen
(Benjamim et al. 2005; Taccone et al. 2015); c¢) Patienten mit malignen hamatologischen
Erkrankungen, welche infolge einer CAR-T-Zell-Therapie (Chimeric Antigen Receptor, CAR)
und damit einhergehender immunsuppressiver Behandlung mit hohen Dosen an
Kortikosteroiden eine Hyperzytokinamie entwickelt haben (Hill et al. 2018; Park et al. 2018)
und d) kritisch kranke Patienten auf der Intensivstation mit schwerer Influenza (Van De
Veerdonk et al. 2017b; Schauwvlieghe et al. 2018) oder anderen Virusinfektionen (Chen et al.
2018; Bae et al. 2019).

2.1.4.2. Bedeutung in der Veterinarmedizin

Aspergillosen stellen relative seltene Erkrankungen bei Saugetieren dar, trotz der

zunehmenden Anzahl von immungeschwachten Tieren in der Veterindrmedizin, die auf das
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Feline Immundefizienz-Virus, Fortschritte bei Chemotherapeutika und Nierentransplantationen
zurtckzufiihren sind. Ausnahmen stellen die sinonasale Aspergillose bei Hunden, die
Luftsackmykose bei Pferden, der mykotisch bedingte Abort und Mastitiden bei Rindern sowie
die mykotische Lungenentzindung und disseminierte Infektionen bei Walen dar, die durch
Aspergillus spp. verursacht werden. Im Gegensatz zu Saugetieren sind Vogel jedoch

besonders anfallig an einer Aspergillose zu erkranken (Tell 2005).

Die sinonasale Aspergillose (sino-nasal aspergillosis, SNA) betrifft besonders dolichozephale
und mesozephale Hunde, wie etwa den Deutschen Schéaferhund oder Rottweiler (Sharman
und Mansfield 2012). Sie wird hauptsachlich durch A. fumigatus verursacht, obwohl
gelegentlich auch andere Schimmelpilze isoliert werden (Elad und Segal 2018). Tiefere
Gewebeschichten sind normalerweise nicht betroffen, wobei gelegentlich die Beteiligung der
Lamina cribrosa des Siebbeines beobachtet wird (Sharman und Mansfield 2012). Erste
klinische Symptome, welche auch Uber langere Zeitrdaume (Monate, Jahre) auftreten kénnen,
sind unspezifisch und umfassen solche, die generell Infektionen der oberen Atemwege
charakterisieren: mukopurulenter bis hin zu hdmorrhagischem Nasenausfluss, der mit einer
Depigmentierung des Nasenspiegels einhergehen kann (Sharp et al. 1991). Auch
Fremdkorper oder Tumore im Nasenrachenraum koénnen eine ahnliche Symptomatik
hervorrufen und muissen differentialdiagnostisch bedacht werden (Cohn 2014). Die
sinoorbitale Aspergillose (sino-orbital aspergillosis, SOA) hingegen ftritt hauptsachlich bei
Katzen auf und kann als Komplikation einer SNA in Erscheinung treten. Eine brachyzephale
Schéadelkonfiguration wird als pradisponierender Faktor beschrieben (Barrs et al. 2012).
Wahrend SNA hauptsachlich durch A. fumigatus verursacht wird, ist die Entwicklung der SOA
mit einer kirzlich beschriebenen Aspergillus sp., Aspergillus felis, assoziiert (Barrs et al. 2013).
A. felis wachst invasiver als A. fumigatus und kann eine Lyse der Augenhdhlenplatte
verursachen und schlieBlich in die Augenhdhle Ubergehen, was zur Entwicklung eines
Granuloms sowie eines Exophthalmus flhren kann. AnschlieBend kdnnen weitere

benachbarte Organe angegriffen werden (Hamilton et al. 2000; Barrs et al. 2013).

Bei Pferden verursachen Aspergillus spp. in erster Linie Infektionen der Luftsacke
(Diverticulum tubae auditivae, grolRe, blasenférmige Erweiterung der Ohrtrompete zwischen
der Schadelbasis und dem Schlundkopf direkt unter der Ohrspeicheldriise gelegen) sowie
Pneumonien (Seyedmousavi et al. 2015). Die Aspergillose bei Pferden wird als seltene, aber
lebensbedrohliche Infektion angesehen. In einigen europaischen Studien liegt die Pravalenz
zwischen 0,5% und 17% (Guillot et al. 1997). Pradisponierende Faktoren sind eine bestehende
Enteritis (Hattel et al. 1991), die langere Verabreichung von Antibiotika, ein
immunsuppressiver Immunstatus des Patienten, immunschwachende Erkrankungen wie die
Salmonellose (Lepage et al. 2004) und das Vorliegen von Endokrinopathien oder Neoplasien

(Carrasco et al. 1996). Dementsprechend tritt eine Infektion normalerweise auf, wenn
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immunschwachende Faktoren die Penetration und das Wachstum von Aspergillus-Pilzen
beginstigen, wobei jedoch keine Rasse- oder Geschlechterpradispositionen beschrieben sind
(Lepage et al. 2004). Direkt an der Luftsackwand liegen einige wichtige nervale Strukturen
(Gehirnnerven V, VII, IX, X, XI und Xll; Ganglion cervicale craniale des Sympathikus und die
Retropharyngeallymphknoten) und Gefalle (Arteria carotis interna und externa) des Kopfes,
die im Rahmen einer Luftsackmykose geschadigt werden kénnen (Davis und Legendre 1994).
Dies resultiert in einer mdglicherweise fatalen Epistaxis oder auch einer Lahmung
verschiedener Hirnnerven, die unter anderem zu Dysphagie fihren kann (Freeman 2015).
Zudem sind Pferde die am haufigsten betroffene Tierart der mykotischen Keratitis meist infolge
eines Traumas, das die Eintrittspforte fliir infektidse Erreger darstellt. Als pradisponierende
Faktoren werden die seitliche sowie hervorstehende Lokalisation der Augen des Pferdes
diskutiert (Sherman et al. 2017).

Aspergillus spp. — insbesondere A. fumigatus — verursachen weltweit bekanntermalien
mykotische Pneumonien, Gastroenteritiden, Mastitiden, Plazentitiden und Aborte bei
Wiederkauern, insbesondere Kiihen (Puntenney et al. 2003).Dabei stellt A. fumigatus einen
haufig vorkommenden Schimmelpilz in Heu und Silage dar (Cole et al. 1977). Gesunde Kiihe
mit einem intaktem Immunsystem sind resistent gegen derartige opportunistische Infektionen.
Milchkihe in der frihen Laktation sind jedoch anfalliger, wobei hadmorrhagische Enteritiden
haufiger bei Kalbern auftreten (innerhalb von 2 bis 4 Wochen nach dem Abkalben) (Puntenney
et al. 2003). Mykotisch bedingte Plazentitiden ausgel6dst durch Aspergillus spp. stellen eine
wichtige Ursache flir Aborte bei Rindern dar, vornehmlich im dritten Trimester der Trachtigkeit
(Knudtson und Kirkbride 1992). Ein friiher Abort ab dem dritten Trachtigkeitsmonat ist jedoch
auch moglich. Bei Rindern tritt eine Plazentitis sekundéar nach Dissemination des Erregers im
gesamten Organismus auf. Dennoch treten vor dem eigentlichen Abort keine klinischen
Anzeichen auf. Nach dem Abort kommt es jedoch hochfrequent zu einer Plazentaretention
(Knudtson und Kirkbride 1992). Studien konnten den Magen-Darm-Trakt als Eintrittspforte des
Erregers identifizieren und die Infektion der ungeborenen Kalber auf einen Ubertritt der
Plazentaschranke zurtckfuhren (Sarfati et al. 1996). Zudem hat die Inzidenz mykotischer
Mastitiden bedingt durch A. fumigatus, zugenommen, wenn auch die Anzahl der gemeldeten

Falle geringer ist als bei kleinen Wiederkauern (Las Heras et al. 2000).

Bei Meeressaugern werden Aspergillosen, obwohl sie als selten angesehen werden, mit
zunehmender Haufigkeit dokumentiert (Barley et al. 2007; Dagleish et al. 2008; Abdo et al.
2012). Aspergillus-Erkrankungen sind unter den tédlichen Infektionskrankheiten bei
Meeressaugern als Primarinfektion oder als Folge eines chronischen Infektionsprozesses von
entscheidender Bedeutung und kénnen auf eine zugrunde liegende Immunsuppression
hinweisen (Abdo et al. 2012).
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A. fumigatus qilt als einer der wichtigsten Krankheitserreger der Atemwege bei Vdégeln
(Beernaert et al. 2010; Arne et al. 2011). Sowohl Charakteristiken des Wirtes als auch des
Pilzes erklaren die besondere Anfalligkeit von Vdgeln flr eine Aspergillus-Infektion. Die
Anatomie und Physiologie des avidren Lungen-Luftsack-Systems unterscheidet sich
signifikant von der bronchoalveolaren Lunge von Saugetieren. Neun Luftsacke fungieren als
Blasebalge, um Luft durch die Lunge fir den Gasaustausch zu bewegen (Fedde 1998).
Aspergillus-Konidien kénnen mit einer GroRe von 2-3 pm initiale physikalische Barrieren
Uberwinden und tief in die Atemwege vordringen (Arne et al. 2011). Aviare Luftsacke sind
besonders anfallig fir Kontaminationen, da sie einem Luftstrom ausgesetzt sind, der die
Partikelablagerung begtlinstigt. Zudem besitzen Voégel nur wenige residente Makrophagen in
den Luftsacken und einen gering ausgepragten mukozilidaren Transportmechanismus des
Luftsackepithels, um Fremdpartikel zu entfernen (Maina 2006). Andere Aspergillus spp. wie
A. flavus, A. niger, A. nidulans und A. terreus konnten ebenfalls bei Aspergillosen bei
kommerziellem Gefllgel isoliert werden, dies jedoch viel seltener als A. fumigatus (Akan et al.
2002; Martin et al. 2007; Neumann 2016). In tropischen Landern tritt A. flavus allerdings
haufiger auf als A. fumigatus (Wang et al. 2012). Bemerkenswerterweise sind alle Vogelarten
betroffen. Mit Ausnahme der Antarktis wurden bisher weltweit Aspergillose-Falle bei Vdgeln
dokumentiert. Die klinische Manifestation von Aspergillose bei Végeln hangt von der
Infektionsdosis, der Sporenverteilung, vorbestehenden Erkrankungen sowie vom Immunstatus
des Wirtes ab (Seyedmousavi et al. 2015). Es wird angenommen, dass eine beeintrachtigte
Immunitat und das Einatmen grof3er Mengen an Konidien wichtige ursachliche Faktoren sind
(Hoerr 2010). Obwohl die aviare Aspergillose vorwiegend eine Erkrankung der Atemwege ist,
kénnen alle Organe beteiligt sein, was zu einer Vielzahl an Manifestationen fiihrt, die akut oder
chronisch auftreten kdnnen (Seyedmousavi et al. 2015). Es wird angenommen, dass die akute
Aspergillose durch das Einatmen einer Uberwaltigenden Anzahl von Konidien verursacht wird.
Schwere akute Infektionen treten im Allgemeinen bei jungen Vogeln auf und gehen mit einer
hohen Morbiditdt und Mortalitdt einher. Die akute Aspergillose kann eine Vielzahl
unspezifischer klinischer Symptome hervorrufen: Anorexie, Lethargie, gekrauselte Federn,
resipiratorische Symptome, Polydipsie, Polyurie, Kimmern, Dyskinesie sowie plétzlicher Tod
(Seyedmousavi et al. 2015). Chronische Formen der Aspergillose bei Vdgeln sind assoziiert
mit kompromittiertem Immunstatus und treten sporadisch auf. Die chronische Auspragung ruft
eine geringere Mortalitat hervor und tritt vornehmlich bei alteren Tieren in Erscheinung, welche
aufgrund schlechter Haltungsbedingungen ein geschwachtes Immunsystem aufweisen
(Vanderheyden 1993). Klinische Anzeichen der chronischen Form sind oft unspezifisch. Die
betroffenen  Tiere weisen eine verringerte  Aktivitdt, Gewichtsabnahme und
Belastungsintoleranz im Zusammenhang mit Atemnot auf. Die Beteiligung des Nervensystems

verursacht Ataxie, Opisthotonos, Torticollis, Extremitatenparese und in einigen Fallen Blindheit
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(Akan et al. 2002; Steinlage et al. 2003). AuRerdem kann die Aspergillose bei Végeln in Form
einer Blepharitis, Keratitis und Keratokonjunktivitis, Infektionen der Haut, systemischen
Erkrankungen, nasalen Infektion, mykotischen Spondylitis, Omphalitis oder artikularen
Manifestation auftreten (Seyedmousavi et al. 2015). Zudem kann die Aufnahme von
Futtermitteln, die durch toxische Metaboliten von Aspergillus spp. — wie etwa Gliotoxine
Aflatoxine, Ochratoxine oder Sterigmatocystin — kontaminiert sind, bei Voégeln eine

Mykotoxikose verursachen.

Bezlglich Aspergillus-Erkrankungen bei Schweinen existieren nur wenige Berichte von
invasiven pulmonalen Manifestationen von A. fumiagtus sowie mykotisch bedingten Aborten
(Mason 1971; Nesbit 1986; Corona et al. 2004). GroRRere Bedeutung wird dem Einfluss
toxischer Metabolite von Aspergillus spp. in Futtermitteln auf die Gesundheit konventionell

gehaltener Schweine beigemessen (Guerre 2016; Pierron et al. 2016).

2.1.5. Die physiologische Inmunabwehr des Wirtes

Normalerweise erfolgt die Beseitigung von inhalierten Aspergillus-Konidien taglich als
Ergebnis einer vielschichtigen, hoch koordinierten Immunantwort, die die schnelle Eliminierung
des Krankheitserregers bei gleichzeitiger Verhinderung entziindlicher Lungenschaden erwirkt.
Die angeborene Immunitat auf der Ebene der Epithelbarriere sowie der Phagozyten
(hauptsachlich  Alveolarmakrophagen und neutrophile Granulozyten) nimmt eine
Schlisselrolle bei der Clearance des Pilzes ein. Zudem spielen Wechselwirkungen zwischen
Epithelien und Phagozyten sowie von Zelle zu Zelle innerhalb unterschiedlicher
Phagozytentypen eine entscheidende Rolle bei der Feinabstimmung von
Entziindungsreaktionen gegen Aspergillus sowie bei der Uberwindung einer méglichen
Infektion (Latge und Chamilos 2020)

2.1.5.1. Angeborene Immunabwehr

Die Epithelzellen der Lunge stellen die erste Verteidigungseinheit des Wirtes wahrend der
Interaktion mit Aspergillus dar (Osherov 2012). Aufgrund ihrer geringen GroRRe erreichen einige
der inhalierten Aspergillus-Konidien die Alveolen der Lunge und interagieren schlieRlich mit
alveolaren Epithelzellen (epithelial cells, ECs). Allerdings werden die meisten inhalierten
Konidien bereits durch die mukoziliare Clearance der Flimmerzellen des Oberflachenepithels
aus der Lunge eliminiert (Kerr et al. 2016). Bisher wurden nur wenige Molekile in der
anfanglichen Wechselwirkung zwischen dem Pilz und Epithelzellen identifiziert: a) das Fucose-
spezifische Lektin FleA, das mit Muzinen interagiert und die mukozilidre Clearance begunstigt

(Kerr et al. 2016); b) das Oberflacheninvasin CalA, das mit Integrin a5B1 interagiert (Liu et al.
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2017); c) das unspezifisch an das Epithel bindende Adhasin Galactosaminogalactan
(Beaussart et al. 2015) und d) ein Fibrinogen C-Domanen enthaltendes Protein 1 (FIBCD1),
welches an Chitin bindet (Jepsen et al. 2018). Keimende Konidien auf der Epitheloberflache
I6sen eine Reaktionskaskade aus, die durch die Freisetzung von antimikrobiellen Effektoren
und Alarminen zur Auslésung einer Entziindungsreaktion sowie zur rechtzeitigen Rekrutierung
von neutrophilen Granulozyten gekennzeichnet ist (Osherov 2012). Ebenso kommt es infolge
des Kontaktes von Aspergillus-Hyphen mit Bronchialepithelien zur selektiven Aktivierung des
p38/ERK1-2-Pfades und schliel3lich zur Freisetzung von Interleukin-8 (IL-8) (Balloy et al.
2008). Aulterdem konnte das von ECs bei Pilzerkennung produzierte Interferon (IFN) Typ |
und Il die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten induzieren (Westphalen et al. 2014).
Obwohl die Rolle der Epithelzellen der Lunge bei der Abwehr von Aspergillus noch nicht
vollstandig aufgeklart ist, scheint das Epithel als Eintrittsportal von A. fumigatus eine wichtigere

Position einzunehmen als bisher angenommen (Latge und Chamilos 2020).

Alveolarmakrophagen (AMs) im Lumen der Alveolen der Lunge sind die ersten Immunzellen,
welche mit inhalierten Aspergillus-Konidien interagieren. Abgesehen von deren wesentlichen
Funktion bei der Phagozytose inhalierter Konidien, sind diese AMs mit einzigartigen
entzindungshemmenden  Funktionen ausgestattet, welche wesentlich fir die
Aufrechterhaltung der Immunhomdéostase sind (Romani 2011; Lionakis und Levitz 2018).
Alveolarmakrophagen sind professionelle Phagozyten, charakterisiert durch die
bemerkenswerte Fahigkeit, partikulares Material — von ruhenden Konidien bis hin zu
apoptotischen Zellen oder sogar Latexkuigelchen — zu verschlingen (Yates und Russell 2005).
AMs eliminieren phagozytierte Aspergillus-Konidien in angesauerten Phagolysosomen
effizient innerhalb von 24 h. Die Tétung der Konidien im Inneren AMs erfolgt iber die NADPH-
Oxidase-vermittelte Aktivierung der LC3-assoziierten Phagozytose (LAP). Wahrend der
Exposition gegenuber B-Glucanen und anderen immunstimulierenden Molekulen auf der
Zellwandoberflache von geschwollenen Konidien kommt es zur Aktivierung von Dectin-1 und
andere Lektinrezeptorsignalen vom C-Typ. Dadurch kommt es zur Initierung sowie
Regulierung folgender weiterer Komponenten: der NADPH-Oxidase/ROS-abhangigen
Aktivierung der LAP, des Inflammasoms, der Zytokin- und Chemokininduktion, der Regulation
der TNF-Produktion sowie der Chemotaxis der neutrophilen Granulozyten. Bestimmte
Zytokine (z.B. IFN-y) koénnen die LAP sowie weitere Immunreaktionen der

Alveolarmakrophagen modulieren (Latge und Chamilos 2020).

CCR2* inflammatorische Monozyten sowie von Monozyten abgeleitete dendritische Zellen
(monocyte-derived dendritic cells, Mo-DCs) vermitteln den Transport von Aspergillus zu den
drainierenden Lymphknoten und initiieren die adaptive Immunitat (Hohl et al. 2009). Zudem
nehmen inflammatorische Monozyten eine wesentliche Rolle innerhalb der angeboren

Immunabwehr ein (Espinosa et al. 2014). Inflammatorische Monozyten differenzieren schnell
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zu Mo-DCs, was zu einer effizienten Aufnahme und Abtétung der Konidien in vivo flhrt.
Daruber hinaus regulieren inflammtorische Monozyten die Konidien-abtdtende Aktivitat der
neutrophilen Granulozyten. Dabei werden CCR2* inflammatorische Monozyten fir die
Initierung eines koordinierten Interferon-Signalwegs vom Typ | und Typ Ill benétigt, der
entscheidend fir eine optimale ROS (reactive oxygen species)-Produktion durch neutrophile

Granulozyten ist (Espinosa et al. 2017; Seyedmousavi et al. 2018).

Zweifellos sind neutrophile Granulozyten die wichtigsten Immuneffektorzellen bei der Abwehr
von Aspergillus. Insbesondere beim Menschen ist eine schwere Neutropenie der
Hauptrisikofaktor fur die Entwicklung einer invasiven Aspergillose (Latge und Chamilos 2020).
Die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten tritt in zwei Wellen auf und wird reguliert durch a)
epithelabhangige IL1R/MyD88-Signale und b) durch inflammatorische Monozyten vermittelte
CARDO9-Signalwege. Neutrophile Granulozyten verwenden hauptsachlich ROS-abhangige
Tétungsmechanismen gegen intrazellulare (Konidien) und extrazellulare (Hyphen)
Pilzmorphotypen. Die intrazellulare Abtétung von Konidien wird durch Induktion des durch
ROS induzierten Pilzzelltodes vom apoptotischen Typ vermittelt (Latge und Chamilos 2020).
Die Typ I- und Typ lll-Interferon-Signaltibertragung durch CCR2* inflammatorische Monozyten
ist fur eine optimale ROS-Produktion in Neutrophilen Granulozyten entscheidend (Espinosa et
al. 2017). Die fungizide Wirkung von Neutrophilen Granulozten wird durch eine autokrine
Schleife der IL-17A-induzierten ROS-Produktion durch eine bestimmte Population von
Neutrophilen nach Dectin-2-Aktivierung verstarkt (Taylor et al. 2014). ROS-unabhangige
Mechanismen, die zur intrazellularen Hemmung fiihren, werden durch Zink- und Eisen-Mangel
durch Lactoferrin und andere Effektoren vermittelt. ROS-induzierte NETose (Neutrophil
Extracellular Traps, NET) ist ein weiterer Mechanismus der Hemmung von Aspergillus-Hyphen

mit unklarer Rolle bei der Immunitat in vivo (Latge und Chamilos 2020).

Uber plasmazytoide dendritische Zellen (pDCs), eine seltene Untergruppe dendritischer
Zellen, die auf antivirale Immunitat spezialisiert ist, wurde kirzlich berichtet, eine wesentliche
Rolle bei der Immunitat gegen Aspergillus zu spielen (Ramirez-Ortiz et al. 2011). pDCs wirden
selektiv Aspergillus-Hyphen angreifen, das Pilzwachstum hemmen und Zytokine (IFN-a und
TNF) Uber einen TLR7/TLR9-unabhangigen Weg freisetzen, der durch Dectin-2 vermittelt wird
(Loures et al. 2015).

Naturliche Killerzellen (NK) zeigen eine IFN-y-vermittelte direkte Zytotoxizitdt gegen
Aspergillus-Hyphen und spielen eine prominente Rolle in der antimykotischen Wirtsabwehr bei
Neutropenie (Bouzani et al. 2011; Santiago et al. 2018). Invariante NKT-Zellen (iNKT) spielen
ebenfalls eine nicht redundante Rolle bei der Kontrolle invasiver Aspergillosen infolge
indirekter Aktivierung durch IL-12-produzierende Antigen-prasentierende Zellen nach Dectin-
1-Aktivierung.(Bouzani et al. 2011)
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Eosinophile tragen ebenfalls zur Immunitat gegen Aspergillus durch direkte antimykotische
abtétende Eigenschaften sowie die Regulation der entzlindlichen Zytokinreaktionen von IL-
23/IL-17 in der Lunge bei (Lilly et al. 2014; Guerra et al. 2017).

Abgesehen von umfangreichen Studien zur humoralen Abwehr gegen Aspergillus, die gezeigt
haben, dass Anti-Aspergillus-Antikorper keine schiutzende Funktion bei der antimykotischen
Abwehr einnehmen, wurde der Einfluss anderer zirkulierender humoraler Effektoren bisher
unvollstdndig analysiert. Insbesondere Pentraxin 3 (PTX3), ein angeborener humoraler
Effektor, spielt eine Schlusselrolle bei der Verteidigung des Wirts gegen Aspergillus. PTX3, ein
I6slicher Rezeptor der Gruppe der Pattern-Recognition Receptors (PRRs), der von
Epithelzellen und Phagozyten freigesetzt wird, wirkt als Opsonin und bindet selektiv an die
Oberflache von Aspergillus-Konidien. Dabei fordert PTX3 die Phagozytose Uber FcyRIIA
(CD32) und CR-3-abhangige Mechanismen (Garlanda et al. 2002; Moalli et al. 2010).

2.1.5.2. Erworbene Immunabwehr

Studien zur akuten pulmonalen Aspergillose in Mausmodellen sowie in Patienten mit primarer
Immundefekten bei vollstdndiger Abwesenheit aller Zellen lymphoiden Ursprungs ergaben,
dass die adaptive Immunitat eine redundante Rolle bei der Abwehr invasiver Aspergillosen
spielt (Espinosa et al. 2014; Espinosa et al. 2017; Lionakis und Levitz 2018). Dennoch wurde
sowohl CD4* T-Helferzellen (Th1, Th2, Th17 sowie Th9) als auch cytotoxische CD8* T-Zellen
eine protektive oder auch krankheitsfordernde Bedeutung in der Wirtsabwehr gegen
A. fumigatus zugeschrieben (Van De Veerdonk et al. 2017a). Bei Patienten nach erfolgter
Stammzelltransplantation als auch in Studien an Mausmodellen spielten T-Helferzellen und
cytotoxische T-Zellen tatsachlich eine wesentliche Rolle bei der Vermittlung der schiitzenden
Immunitat gegen Aspergillus (De Luca et al. 2012; Latge und Chamilos 2020). Auch die
Existenz spezifisch gegen A. fumigatus gerichteter IFN-y produzierender T-Zellen (Th1-Typ)
bei an IPA erkrankten Patienten konnte gezeigt werden sowie deren Beitrag zur Protektion
oder Abmilderung des Krankheitsverlauf (Hebart et al. 2002; Potenza et al. 2013). Bisher
existieren jedoch nur wenige Studien in Tiermodellen sowie nur eine einzige klinische Studie
im Menschen (Perruccio et al. 2005) zum protektiven Effekt des adoptiven Transfers
Aspergillus-spezifischer T-Zellen gegen IPA (Cenci et al. 2000; Bacher et al. 2015a;
Papadopoulou et al. 2019). Ferner deuten zunehmend Anzeichen darauf hin, dass Aspergillus-
spezifische CD4* T-Zellen die antimykotische Immunantwort des Wirtes orchestrieren (Bacher
et al. 2014b). Mit Hilfe der Antigen-spezifischen T-Zell-Anreicherung (ARTE) (Bacher und
Scheffold 2013; Bacher et al. 2013) wurden konventionelle A. fumigatus-spezifische CD4* T-
Zellen anhand des Aktivierungsmarkers CD154 (CD40L) im Blut des Menschen untersucht.
CD154 (CD40L), ein Mitglied der TNF-Superfamilie, wird infolge kurzfristiger (5-7 h) Ex-vivo-
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Stimulation (Chattopadhyay et al. 2005; Chattopadhyay et al. 2006) hochreguliert und transient
von konventionellen CD4* T-Zellen nach T-Zell-Rezeptor-Stimulation (TCR) exprimiert, jedoch
sofort nach Bindung an CD40, das auf Antigen-prasentierenden Zellen (APCs) exprimiert wird,
internalisiert (Lee et al. 2002; Koguchi et al. 2007). Die MHC-Restriktion von CD154 wurde
zuvor durch Blockieren von menschlichem HLA-DR wahrend der Antigenstimulation oder in
TCR-transgenen Mausen gezeigt (Kirchhoff et al. 2007; Bacher et al. 2016). Durch Einsatz
eines CD40-blockierenden Antikdrpers (Frentsch et al. 2005) wahrend der 7-stindigen In-vitro-
Stimulation der peripheren mononuklearen Zellen des humanen Blutes mit A. fumigatus-
Antigen gefolgt von einer magnetischen Anreicherung der Aspergillus-reaktiven CD4* T-Zellen
mittels MACS-Technologie (Bacher et al. 2013) konnte von Bacher et. al. gezeigt werden, dass
a) die starkste T-Zell-immunreaktivitat gegen Pilzmembranproteine gerichtet ist (Bacher et al.
2014b); b) die Haufigkeit von A. fumigatus-reaktiven konventionellen T-Zellen aller CD4* T-
Zellen bei gesunden Menschen zwischen 0,06 und 0,37 % liegt (Bacher et al. 2014a); c) 20-
70 % der konventionellen A. fumigatus-spezifischen T-Helferzellen bei gesunden Menschen
sich in einem naiven Zustand befindet und nur ein geringer Anteil IFN-y produziert (Bacher et
al. 2013; Bacher et al. 2014b); d) Patienten mit nachgewiesenen invasiven Infektionen deutlich
erhdhte Frequenzen pilzreaktiver konventioneller CD4* T-Zellen im Blut zeigen (Bacher et al.
2015b; Steinbach et al. 2019) und e) A. fumigatus-spezifische T-Helferzellen (Th-Zelle) eine
kleine Untergruppe von Th17-Zellen enthalten, welche kreuzreaktiv zu Candida albicans sind
(Bacher et al. 2019). Aufgrund der divergenten Expression der Aktivierungsmarker CD154
(CD40L) auf konventionellen sowie CD137 (4-1BB) auf regulatorischen T-Zellen nach 7-
stiindiger Antigen-Stimulation (Schoenbrunn et al. 2012) konnte zudem anhand der ARTE-
Technologie gezeigt werden, dass die A. fumigatus-spezifische Gedachtnis-T-Zellantwort bei
gesunden Menschen durch hochaffine, klonal expandierte CD137* regulatorische T-Zellen
dominiert wird (Bacher et al. 2014a).

Die Entwicklung CD4* Aspergillus-spezifischer T-Zellen ist bedingt durch das sog. Priming via
Antigen-prasentierender Zellen. In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass CCR2*
inflammatorische Monozyten die adaptive T-Helferzellimmunitat nach pulmonaler Aspergillus-
Exposition aktivieren (Hohl et al. 2009). Dabei wird die Erzeugung der gegen Aspergillus
gerichteten Th1- und Th17- Immunitdt mittels TLR/MyD88- bzw. Dectin-1-Signalwege
reguliert. Zudem formieren Calcineurin-NFAT-Signalwege in CD103* dendritischen Zellen die
optimale Induktion von Th17-Reaktionen in der Lunge Uber die Produktion von IL-2 (Zelante
et al. 2015). Insgesamt konnte jedoch bisher bezlglich der physiologischen Abwehr gegen
A. fumigatus keine definitive Bedeutung der Th-17-Immunitat gezeigt werden (Latge und
Chamilos 2020). Dagegen wird die Th17-Immunitat gegen Aspergillus zunehmend mit
allergischen Lungenerkrankungen assoziiert. So konnte gezeigt werden, dass Aspergillus-

spezifische Th17-Zellen bei Patienten mit cystischer Fibrose (cystic fibrosis, CF), chronisch
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obstruktiven Lungenerkrankungen (chronic obstructive pulmonary disease, COPD), Asthma
sowie allergischen bronchopulmonale Aspergillosen (ABPA) expandieren und erhdhte Spiegel
an IL-17 mit der Schwere der Erkrankung korrelieren. Bei Patienten mit ABPA ist die Anzahl
der Aspergillus-spezifischen Th17-Zellen mit dem Krankheitsverlauf assoziiert und
normalisiert sich wahrend der Therapie. Th1- und Th2-Zellen blieben von dieser Entwicklung
unberthrt (Bacher et al. 2019). Zudem ist beschrieben, dass Th17-Zellen die Eosinophilie
sowie Th2-Expansion und somit ein allergisches Entziindungsgeschehen in der Lunge férdern
(Murdock et al. 2012). Dahingegen spielen A. fumigatus-spezifsche regulatorische T-Zellen
eine wesentliche Rolle bei der Immunhomdstase der Lunge. In Asthmapatienten konnte
gezeigt werden, dass Defekte in der Expansion antimykotischer regulatorischer T-Zellen eine
atypische Th2-vermittelten Immunpathologie zur Folge hatten (Bacher et al. 2016). Aufgrund
der mdglichen Hyperreaktivitat von T-Zellen, B-Zellen, Natirlichen Killerzellen sowie
eosinophilen Granulozyten gegenuber IL-4 kommt es zur positiven Rickkopplungschleife und
Amplifikation der CD4* Th2-Zellen, der Synthese von IL-4 und polyklonalen Aktivierung von
IgE-produzierenden B-Zellen (Becker et al. 2015). Erst kirzlich wurde zudem die
proinflammatorische sowie Allergie-fordernde Rolle der Th9-Zellen mittels IL-9-gesteuerter
positiver Rickkopplungsschleife, die das allergische Entziindungsgeschehen verstarkt,
beschrieben (Moretti et al. 2017). Neben FoxP3* regulatorischen T-Zellen wurden auch
A. fumigatus-spezifische Typ 1 regulatorische T-Zellen (Tr1-Zellen) beschrieben, die die
Expansion Antigen-spezifischen T-Zellen mittels IL-10-Sekretion regulieren und somit zur
antimykotischen Immunhomoostase beitragen (Bedke et al. 2014). Jedoch trotz zahlreicher
Publikationen zur T-Helferzellfunktion im Rahmen der antimykotischen Immunitat, ist bisher
noch unklar, welche Kombination an T-Helfer-Zellen die optimale Zusammensetzung flr

Wirtsabwehr gegen A. fumigatus darstellt (Van De Veerdonk et al. 2017a).

Bezlglich der cytotoxischen CD8* T-Zellantwort wurde berichtet, dass TLR3 auf murinen
sowie humanen DCs Pilz-RNA sortiert, um protektive MHC I-restriktive CD8* Gedachtnis-T-
Zellen gegenuber A. fumigatus zu aktivieren. Eine TLR3-Defizienz war mit schweren
Aspergillus-Infektionen bei Mausen verbunden und ein Einzelnukleotid-Polymorphismus von
TLR3 war mit der erhdhten Anfalligkeit fur Aspergillosen sowie der fehlenden Aktivierung von
antimykotischen CD8* T-Zellen bei HSCT-Patienten verbunden (Carvalho et al. 2012).

Neben cytotoxischen und T-Helferzellen wird zudem von CD4-/CD8- Schleimhaut-assoziierten
invarianten T-Zellen berichtet (mucosa-associated invariant T cells, MAIT cells), die nach nur
4-stiindiger Stimulation mononuklearer Zellen des menschlichen peripheren Blutes mit
A. fumigatus-Konidien auf T-Zell-Rezeptor-spezifische Weise durch Antigen-prasentierende
Zellen stark aktiviert werden unter Hochregulation von CD69. Die genaue Rolle der ,MAIT

cells* innerhalb der antimykotischen Abwehr ist jedoch bislang unklar (Jahreis et al. 2018).
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2.1.6. Diagnostik invasiver Aspergillosen

Insbesondere invasive Infektionen mit A. fumigatus fihren haufig zu Sterblichkeitsraten von
Uber 50 % (Karthaus und Buchheidt 2013). Daher ist die rechtzeitige Diagnose und folglich
sofortige Einleitung einer gezielten antimykotischen Therapie der Schllssel zur Verbesserung
der Prognose der betroffenen Patienten (Cornely et al. 2011). Bei der Diagnose der IPA
werden entsprechend der Vorgaben der ,European Organization for Research and Treatment
of Cancer/Invasive Fungal Infections Cooperative Group and the National Institute of Allergy
and Infectious Diseases Mycoses Study Group (EORTC/MSG) Consensus Group“ sowohl
klinische, radiologische als auch mikrobiologische Kriterien herangezogen (De Pauw et al.
2008).

Klinische und radiologische Anzeichen zur Diagnose der IPA sind meist subtil und unspezifisch
und manifestieren sich meist erst im spateren Krankheitsverlauf. Erste klinische Symptome
kénnen sein: leichtes Fieber; milder, unproduktiver Husten sowie Brustschmerzen. Starker
produktiver Husten sowie Pleuraergiisse treten meist erst bei fortgeschrittener Erkrankung auf,
weshalb bei Hochrisikopatienten mit respiratorischer antibiotika-resistenter Symptomatik das
Vorliegen einer pulmonalen Aspergillose in Erwagung gezogen werden sollte (Latge und
Chamilos 2020). Wahrend Rontgenaufnahmen der Brust meist nicht sensitiv genug sind, um
frihe Formen der IPA nachzuweisen (Kuhiman et al. 1985), werden jedoch hochauflésende
CT (Computertomographie)- Scans der Brust empfohlen. Im Thorax-CT ergeben sich folgende
Anzeichen: multiple Noduli (Knétchen), Halo-Zeichen (infolge sichelférmiger Einblutung um
einen durch Thrombose hervorgerufenen Infarkt) sowie sichelformige Lufteinschlliisse um den
Aspergillenherd (Ullmann et al. 2018). Die charakteristischen Halo-Zeichen kdnnen jedoch
auch nur vorubergehend auftreten oder ganzlich fehlen. Infolge einer Neutrophilen-vermittelten
Entzindungsreaktion entwickeln sich die Herde zu sog. ,Halbmond-Zeichen® (mit Luft gefiillte
Kavernen) (Greene et al. 2007). Jedoch besonders innerhalb der nicht-neutropenischen
Patientengruppe kommt es haufig zu atypischen Erscheinungsbildern (Nucci et al. 2010).
Sowohl die CT-Pulmonalisangiographie als auch ein neuartiges Bildgebungsverfahren, das
die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) mit der Magnetresonanztomographie (MRT)
kombiniert unter Einsatz radioaktiv markierter Antikérper (,iImmunoPET/MR imaging“), stellen
vielversprechende Diagnosetools gegenuber dem herkdmmlichen CT dar (Rolle et al. 2016;
Henzler et al. 2017).

Die mikrobiologische sowie histopathologische Kriterien bei der Diagnose invasiver
Schimmelpilzinfektionen sind entscheidend fir die Therapieeinleitung, erfordern jedoch
oftmals invasive Eingriffe wie Bronchoskopien oder Gewebebiopsien. Trotz zahlreicher
Testverfahren fur einen direkten oder indirekten Nachweis von A. fumigtus aus Klinischen

Proben (Kultur, Antigen-Nachweis, PCR) ist die mikrobiologische Diagnose der IA nach wie
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vor schwierig (Lamoth und Calandra 2017). Aspergillus-Kulturen aus Sputum,
Bronchialspllung oder Bronchoalveolaren Lavage (BAL) haben eine geringe Sensitivitat von
30 % fur die Diagnose invasiver Aspergillosen, jedoch einen hohen positiven Vorhersagewert
(60 %) bei stark immungeschwachten Patienten (Ullmann et al. 2018). Aufgrund dessen wird
eine Kombination verschiedener Testverfahren empfohlen (Lamoth und Calandra 2017). Fir
eine Pilzkultur werden Gewebeproben oder fliissige Materialien wie etwa die BAL enthommen.
Das potenzielle Wachstum von A. fumigatus kann haufig bereits nach wenigen Tagen beurteilt
werden. Fir eine abschlieRende Bewertung ist jedoch die mehrtagige Inkubation notwendig
(Mcclenny 2005). Neben der Anzichtung des Pilzes sollte bei Patienten mit Verdacht auf 1A
zudem eine mikroskopische Untersuchung erfolgen (Ruhnke et al. 2018). Die morphologische
Charakterisierung basierend auf makroskopischer Untersuchung und Mikroskopie wird nach
wie vor fur die Speziesidentifizierung filamentéser Pilze herangezogen. Weitere
Untersuchungsmethoden — insbesondere molekulare Analysen zur Speziesidentifizierung —
kdnnen angeschlossen werden (Lamoth und Calandra 2017). Mit dem Ziel frihere Diagnosen
mit hdherer Spezifitdt zu stellen, wurden zudem kulturunabhangige Testverfahren entwickelt
(Patterson und Donnelly 2019). Die Anzahl der bisher in biologischen Fllssigkeiten von
Patienten mit invasiver Aspergillose identifizierten zirkulierenden Biomarker ist im
Wesentlichen auf zwei Arten von Molekllen begrenzt: Antigene auf Polysaccharidbasis der
Zellwand (Galactomannan und (1,3)-B-D-Glucan) sowie Pilz-Desoxyribonukleinsaure (Pilz-
DNA) (Latge und Chamilos 2020). Die Biomarker koénnen in Serum, Urin, BAL,
Cerebrospinalflissigkeit oder sogar Sputum nachgewiesen werden (Lamoth und Calandra
2017; Xiao et al. 2018). Galactomannan stellt ein Polysaccharid der Aspergillus-Zellwand dar
und wird mittels eines Enzymimmunassays (ELISA) detektiert (Boch et al. 2016). Die
Routineuntersuchung auf Galactomannan (zweimal wochentlich oder haufiger) wird bei
Hochrisikopatienten ohne Schimmelpilzprophylaxe empfohlen (Ruhnke et al. 2018). Auch
(1,3)-B-D-Glucan stellt einen Hauptbestandteil der Zellwand von A. fumigatus dar, kommt
daruber hinaus jedoch auch bei anderen Pilzen vor. Bei Patienten mit IA oder auch solchen
mit hohem Risiko fur die Auspragung einer eine invasive Mykose ist (1,3)--D-Glucan im
Serum nachweisbar. Der Nachweis ist jedoch nicht Aspergillus-spezifisch und ist auch bei
Erkrankungen mit anderen Pilzen wie etwa Pneumocystis oder Candida moglich (Patterson
und Donnelly 2019). Auch der Nachweis von (1,3)-B-D-Glucan wird zum Screening von
Patienten mit Pradisposition fir invasive Mykosen angewandt (Ruhnke et al. 2018). Jedoch
bei Patienten wie Organtransplantat-Empfangern oder bei nicht-neutropenischen Patienten ist
die Sensitivitat sowie Spezifitdt der Testergebnisse vermindert (Lamoth und Calandra 2017).
Pilz-DNA stellt ein weiteres zirkulierendes Molekul dar, dass zur Diagnose der IA in Betracht
gezogen wird. Zahlreiche sehr heterogene Protokolle fiir die PCR-Amplifikation wurden von

verschiedenen Laboren veréffentlicht (Latge und Chamilos 2020). Die PCR-Analyse zielt
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entweder auf 28S-RNA, die ITS1-5.8S-Region oder mitochondriale DNA ab (Powers-Fletcher
und Hanson 2016). Jedoch aufgrund fehlender Standardisierung und Validierung wurden
PCR-Verfahren bisher nicht in die EORTC/MSG-Guidelines aufgenommen (Patterson und
Donnelly 2019). Insbesondere der Einsatz der PCR zum Nachweis von Pilz-DNA in
Atemwegsmaterialien (BAL) sowie die Kombination mit Methoden zur Antigen-Detektion wird
als effiziente Diagnostikstrategie beschrieben (Hoenigl et al. 2014; Ruhnke et al. 2018).
Derzeitige Bestrebungen der ,European Aspergillus PCR Initiative* (EAPCRI) zielen auf die
Standardisierung sowie klinische Evaluierung der Aspergillus-PCR-Diagnostikmethode ab, um
eine Aufnahme in die EORTC/MSG-Guideline zu erreichen (Ruhnke et al. 2018; Patterson und
Donnelly 2019). Auch weitere neu entwickelte diagnostische Methoden (z. B. Lateral-Flow-
Technologie [LFD] oder Volatile-Metaboliten-Profile von A. fumigatus in der Atemluft) liefern
bisher erste vielversprechende Ergebnisse (Ruhnke et al. 2018). Bisher liefert jedoch keine
etablierte serologische Testmethode eine 100-prozentige zuverldssige Diagnose einer
invasiven Aspergillose-Erkrankung (Latge und Chamilos 2020). Im Gegensatz zu
immunkompetenten Patienten produzieren Individuen infolge einer zugrundeliegenden
Immunsuppression keine Aspergillus-Antikérper. Das Vorhandensein gro3er Mengen von
Anti-Aspergillus-IlgG-Antikdrpern spricht fur das Vorliegen einer latenten, nichtinvasiven Form
einer Aspergillus-Infektion wie einer latenten Kolonisation oder CPA, wohingegen erhdhte
Level an Anti-Aspergillus-IgE-Antikbrpern mit allergischen Aspergillosen assoziiert ist (ABPA
oder SAFS) (Latge und Chamilos 2020).

Neueste Studien diskutieren den moéglichen Einsatz Antigen-spezifischer CD4* T-Zellen zur
Diagnose pulmonaler Aspergillosen (Scheffold et al. 2018). Wie bereits erlautert, gibt es
zahlreiche Hinweise daflir, das T-Helferzellen an schiitzenden Immunantworten gegen
Pilzinfektionen beteiligt sind. Das von Bacher et al. entwickelte Immunzell-basierte Verfahren,
Antigen-reactive T cell enrichment (Bacher und Scheffold 2013; Bacher et al. 2013; Bacher et
al. 2014a; Bacher et al. 2014b; Bacher und Scheffold 2015), ermdéglicht die In-vivo-Analyse
der kleinen Population an Aspergillus-spezifischen CD4* T-Zellen (meist < 0,1 % der gesamten
T-Zellen im Blut) und erlaubt, den Wirt-Pathogen-Status exakt zu bestimmen sowie die
Kategorisierung von Patientengruppen unter diagnostischen Gesichtspunkten (Bacher et al.
2015b). Zudem konnte bereits gezeigt werden, dass Patienten mit nachgewiesenen invasiven
Aspergillus-Infektionen deutlich erhdhte Frequenzen pilzreaktiver CD154*CD4* T-Zellen im
Blut aufweisen (Steinbach et al. 2019). Derzeit sind T-Zell-basierte Methoden jedoch noch kein

Bestandteil der klinischen Routinediagnostik.
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2.1.7. Therapeutische Optionen bei Aspergillus-assoziierten Erkrankungen

Im Falle eines Aspergilloms besteht die Therapie der Wahl in der chirurgischen Resektion, die
jedoch nicht selten aufgrund pulmonaler Dysfunktionen kontraindiziert und mit schweren
Komplikationen assoziiert ist. Alternativ kann die intrakavitare oder CT-gesteuerte perkutane
Instillation von Amphotericin B-Desoxycholat (d-AMB) angewandt werden (Ullmann et al.
2018).

Wesentlicher Bestandteil der ABPA-Therapie ist die Verabreichung oraler bzw. zu
inhalierender Kortikosteroide, um die inflammatorische Immunpathologie ausgel6ést durch
A. fumigatus zu unterdricken. Auch die Anwendung einer Immuntherapie mit monoklonalem
Anti-IgE Antikdrper (Wirkstoff: Omalizumab) als Ersatz fur Steroide liefert fir ABPA bisher
vielversprechende Ergebnisse (Voskamp et al. 2015). Zudem werden komplementar und in

ausgewahlten Fallen systemische Antimykotika eingesetzt (Ullmann et al. 2018).

Insbesondere die Behandlung der chronischen pulmonalen Aspergillose (CPA) stellt aufgrund
des notwendigen langerfristigen Einsatzes von Amtimykotika eine Herausforderung dar
(Alastruey-lzquierdo et al. 2018). Meist erhalten Patienten mit CPA eine orale Medikation mit
Itraconazol, wohingegen hartnackige Falle erfolgreich mit intravenésem d-AMB therapiert
werden kdénnen (Agarwal et al. 2013b; Newton et al. 2016; Alastruey-lzquierdo et al. 2018).
Aus nicht randomisierten Studien geht hervor, dass neben ltraconazol auch Voriconazol als
Mittel der Wahl entsprechend verdéffentlichter Behandlungsrichtlinien Anwendung in der CPA-
Therapie findet (Alastruey-lzquierdo et al. 2018). Resistenzen gegenuber Azol-Mykotika,
schwerwiegende Nebenwirkungen der Medikamente sowie die Schwierigkeit, das Ansprechen
auf die Behandlung aus arztlicher Sicht zu beurteilen, erschweren die optimale Therapie der
CPA. Als alternative Behandlungsmethoden kommen die intravendése Anwendung von
Polyenen oder Echinocandinen, die Kombination von Azolen mit Echinocandinen sowie die
Inhalation von AMB in Betracht (Latge und Chamilos 2020).

Im Rahmen der Therapie der invasiven Aspergillose hat sich durch Betrachtung der mittleren
Uberlebensraten von Patienten mit Aspergillose in randomisierten Studien Voriconazol als
Mittel der Wahl herauskristalisiert (Herbrecht et al. 2002). Entsprechend neuerer Studien stellt
auch Isavuconazol (Maertens et al. 2016) ein probates Mittel zur Therapie invasiver
Aspergillus-Infektionen dar. Als alternative Behandlung ist Posaconazol beschrieben, ein
neueres Triazol mit Breitbandaktivitdt gegen Aspergillus sowie andere Schimmelpilze
(Ullmann et al. 2018). Des Weiteren ist der Einsatz von L-AmB sowie der Echinocandine
Caspofungin und Micafungin insbesondere bei bekannten Resistenzen oder Intoleranzen
beschrieben (Denning et al. 2016; Alastruey-lzquierdo et al. 2018; Ullmann et al. 2018). Um
mehr Therapieerfolge zu erzielen und Sterblichkeitsraten zu reduzieren, werden stets neue

Behandlungsstrategien untersucht. So wird etwa die Kombinationstherapie mit Antimykotika
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unterschiedlicher Gruppen bei Infektionen mit vorhandenen Azolresistenzen empfohlen
(Ullmann et al. 2018). Bei ausgewahlten Patienten kann zudem die chirurgische Resektion von
infiziertem Lungengewebe einem Therapieversagen, Rezidiven sowie tédlichen Blutungen
vorbeugen (Reischies und Hoenigl 2014) . Zahlreichen praklinische Studien der letzten
Jahrzehnte adressieren zudem verschiedene Immuntherapeutika unter Einsatz von: a)
Zytokinen, b) myeloischen hamopoetischen  Wachstumsfaktoren (M-CSF), c¢)
Phagozytentransfusionen, d) Aspergillus-spezifischen T-Zellen, f) gegen [p-Glucane
gerichteten CAR (Chimeric Antigen Receptor) T-Zellen, g) Checkpoint-Inhibitoren, h) NK-
Zellen und i) Impfstoffen zur Steigerung der Aspergillus-spezifischen Immunabwehr (Latge und
Chamilos 2020).

Aufgrund der beschriebenen Beteiligung der T-Zell-lmmunitdt an der Abwehr von
Pilzpathogenen sowie der dokumentierten Wirksamkeit des adoptiven Transfers von Antigen-
spezifischen T-Zellen zur Prophylaxe und Behandlung von Virusinfektionen nach einer
Transplantation wuchs das Interesse an der Entwicklung Aspergillus-spezifischen T-Zellen als
neuartige  antimykotische = Therapie  fir  Empfanger von hamatopoetischen
Stammzelltransplantaten (Papadopoulou et al. 2016). Jedoch im Gegensatz zu den
bemerkenswerten Fortschritten bei virusspezifischen T-Zellen steht die klinische Entwicklung
pilzspezifischer T-Zellen noch am Anfang. Bereits mehrere Gruppen haben Aspergillus-
spezifische T-Zellen bei gesunden Personen und Patienten mit malignen hamatologischen
Erkrankungen charakterisiert (Hebart et al. 2002; Perruccio et al. 2005; Beck et al. 2006;
Potenza et al. 2007; Beck et al. 2008; Bozza et al. 2009; Chaudhary et al. 2010; Bacher et al.
2013; Jolink et al. 2013; Potenza et al. 2013; Bacher et al. 2014b; Jolink et al. 2014; Perruccio
et al. 2015). Dabei kamen verschiedene Methoden zur Identifikation Aspergillus-spezifischer
T-Zellen zum Einsatz: a) T-Zell-Proliferationsassay, b) Grenzwert-Verdinnung (Limiting
Dilution), c) intrazellulare Anfarbung von Zytokinen, d) ELISpot (Enzyme-linked-immuno-Spot),
e) Selektion anhand der CD154-Expression, f) magnetische Anreicherungsverfahren (Antigen-
reactive T cell enrichment, ARTE) sowie g) die Kombination mehrerer Methoden
(Papadopoulou et al. 2016). Des Weiteren existieren zahlreiche Ansatze GMP (Good
Manufacturing  Practice)  -konformer  Methoden  zur  Ex-vivo-Expansion  oder
Bioverfahrenstechniken zur Erzeugung Aspergillus-spezifischer T-Zellen fur maogliche
Immuntherapien (Ramadan et al. 2004; Perruccio et al. 2005; Beck et al. 2006; Zhu et al. 2008;
Tramsen et al. 2009; Khanna et al. 2011; Gaundar et al. 2012; Kumaresan et al. 2014; Bacher
et al. 2015a; Stuehler et al. 2015; Papadopoulou et al. 2019). In Tiermodellen konnte bereits
die protektive Wirkung der Konstitution von Aspergillus-spezifischen T-Zellantworten nach
allogener Stammzelltransplantation vor der Entwicklung einer invasiven Aspergillose gezeigt
werden (Papadopoulou et al. 2016). Bis zum heutigen Zeitpunkt wurde allerdings nur eine

klinische Studie zur adoptiven Immuntherapie bei der IA im Menschen durchgefihrt und in der
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Literatur beschrieben (Perruccio et al. 2005). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass
Aspergillus-Infektionen nach haploidentischer Stammzelltransplantation bei Patienten, die
CD4* Aspergillus-spezifische T-Zellklone erhielten, haufiger geheilt wurden als bei Patienten,
die keinen T-Zelltransfer erhielten. Zudem konnten die pilzspezifischen T-Zellen in hohen
Frequenzen drei Wochen nach der Infusion der spezifischen T-Zellklone im Blut der
Testpersonen nachgewiesen werden (Perruccio et al. 2005). Insgesamt stellt die adoptive
Immuntherapie  mit  Aspergillus-spezifischen  T-Zellen einen vielversprechenden
therapeutischen Ansatz in der zuklnftigen Behandlung invasiver Aspergillosen dar, bedarf

allerdings weiterer klinischer Forschung.

2.2. Tiermodelle zur Erforschung A. fumigatus-assoziierter

Erkrankungen

Um die Komplexitat A. fumigatus-assoziierter Erkrankungen zu erfassen, scheint die
Entwicklung von Tiermodellen ein wertvolleres Forschungsinstrument zu sein als In-vitro-
Experimente. In der Theorie ahmen Tiermodelle den klinischen Verlauf und die Symptome der
Erkrankung, wie sie bei menschlichen oder auch tierischen Patienten beobachtet wurden, so
genau wie moglich nach. Es wird zudem angenommen, dass sie leichter umsetzbar sind und
somit schneller zuverlassige wissenschaftliche Ergebnisse liefern als dies aufgrund
eingeschrankter Zuganglichkeit anhand von Probenmaterialen von erkrankten Patienten oder
mittels klinischer Studien moglich ware (Desoubeaux und Cray 2017). Tierinfektionsmodelle
haben bereits dazu beitragen, die pathophysiologischen Prozesse der Aspergillose zu
verstehen sowie Virulenzfaktoren des Pilzpathogens, die Bewertung diagnostischer
Instrumente sowie die therapeutische Wirkung von Antimykotika zu untersuchen (Desoubeaux
und Cray 2018).

2.2.1. Bisher etablierte Tiermodelle

Verschiedene Saugetierarten wurden als translationale Tiermodelle in der Aspergillus-
Forschung eingesetzt: insbesondere Mause (Lewis und Wiederhold 2005), aber auch Ratten
(Gavalda et al. 2005; Desoubeaux und Chandenier 2012), Meerschweinchen (Vallor et al.
2008) und Kaninchen (Such et al. 2013). Zudem existieren wenige Studien an nicht-humanen
Primaten (Cenci et al. 2000) sowie Kuihen (Jensen et al. 1993). Mit einem Anteil von 85 % aller
Publikationen werden Mausmodelle mit Abstand am haufigsten bei der Erforschung
Aspergillus-assoziierter Erkrankungen eingesetzt (Clemons und Stevens 2005; Lewis und
Wiederhold 2005). Neben positiver Faktoren muriner Modelle wie der leichten Zuganglichkeit,

relativ kurzen Generationszeit und Verfligbarkeit genetisch definierter Stamme ergeben sich
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insbesondere aufgrund der geringen KorpergroRe dieser Spezies Limitationen fur die
Infektionsforschung. Bei Infektionsversuchen mit Mausen kénnen nur geringe Blutmengen
entnommen werden. Daruber hinaus ist eine wiederholte Probenahme schwierig,
insbesondere bei Tieren mit vermindertem Allgemeinzustand. Die geringe Lungengrdf3e von
Mausen kann — insbesondere im Hinblick auf die Anwendung als translationales Tiermodell —
zu einer abweichenden Kinetik im Infektionsverlauf, etwa beziglich der Inhalation
luftgetragener Konidien, im Vergleich zum Menschen beitragen. Bei gleicher Geschwindigkeit
des Pilzwachstums wird die viel kleinere murine Lunge zudem viel schneller Gberwaltigt als die
menschliche Lunge, was mdglicherweise Konsequenzen fir die Wahrscheinlichkeit einer
hamatogenen Verbreitung hat (Desoubeaux und Cray 2018). AuRerdem gibt es zunehmend
Hinweise auf wesentliche funktionelle Unterschiede zwischen dem menschlichen und dem
murinen Immunsystem, was eine begrenzte Ubertragbarkeit der Daten aus Studien mit
murinen Zellen oder Tiermodellen zur Folge hatte (Mestas und Hughes 2004; Reynolds und
Haniffa 2015; Hellmann et al. 2017). Es ist bekannt, dass die Zusammensetzung des murinen
Leukozytenrepertoires sich von der des Menschen unterscheidet. Bei Mausen sind nur 7-28%
der peripheren Blutleukozyten polymorphkernige Granulozyten, im Gegensatz zu 35-70% im
menschlichen Blut (Relle et al. 2011). Unterschiede werden dariber hinaus bezuglich
folgender Faktoren der angeborenen als auch erworbenen Immunitat beschrieben: Toll-like
Rezeptoren, induzierbare NO (Stickstoffmonoxid) -Synthase, inhibitorische Rezeptorfamilien
Ly49 und KIR (killer cell immunoglobulin-like receptors) von Naturlichen Killerzellen, Fc-
Rezeptoren, Immunglobulin-Untergruppen, Signalwegkomponenten der B-Zellen (BLNK, Btk
und A5) und T-Zellen (ZAP70 und gemeinsame y-Kette), Thy-1-Membran-Glykoprotein, yo-T-
Zellen, Zytokine und Zytokinrezeptoren, Th1/Th2-Differenzierung, kostimulatorische
Molekilexpression und -funktion, Antigen-prasentierende Funktion von Endothelzellen sowie
Chemokin- und Chemokinrezeptorexpression (Mestas und Hughes 2004). Anhand
vergleichender Funktionsanalysen von menschlichen und murinen dendritischen Zellen (DCs),
Makrophagen und polymorphkernigen Zellen (PMNs) konnte gezeigt werden, dass
A. fumigatus keine identischen sondern relativ spezifische Reaktionen in murinen und
menschlichen Immunzellen initiierte (Hellmann et al. 2017). AuRerdem konnte mittels virtueller
Infektionsmodellierung unter Beriicksichtigung der jeweiligen Lungenphysiologie und des
Einflusses eines breiten Spektrums an Infektionsdosen auf die raumliche Infektionsdynamik
dargestellt werden, dass die Infektions-Clearance, die sich fur realistische Pilzbelastungen
ergibt, bei Mausen effizienter realisiert wird als im Menschen (Blickensdorf et al. 2019). Diese
spezifischen Unterschiede sollten sorgfaltig abgewogen sowie mdgliche Einschrankungen bei
der Ubertragbarkeit von Untersuchungen an Mausmodellen auf den Menschen oder andere

Saugetiere bedacht werden.
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2.2.2. Das Hausschwein als translationales Tiermodell

Ein translationales Tiermodell zur Untersuchung insbesondere  menschlicher
Infektionskrankheiten sollte die verschiedenen Aspekte der Krankheit des jeweiligen
Organismus genau reproduzieren. Hausschweine (Sus scrofa domesticus) sind eng verwandt
mit dem Menschen in Bezug auf Anatomie, Genetik und Physiologie und stellen daher ein
geeignetes Tiermodell fir die translationale Forschung beziiglich verschiedener mikrobieller
Infektionskrankheiten dar. Die Verwendung von Schweinen als Tiermodelle in zahlreichen
Studien hat somit bereits zum Erwerb neuer Erkenntnisse zur Verbesserung der Gesundheit

von Mensch und Tier beigetragen (Meurens et al. 2012).

2.2.2.1. Vergleichende Aspekte der Anatomie

Insbesondere bei der Untersuchung pulmonaler Erkrankungen durch luftgetragene Pathogene
spielt die vergleichende Anatomie des Atemtraktes von Mensch und Schwein eine wesentliche
Rolle. Die morphologische Struktur und Verteilung der Atemwege von Schweinen variiert je
nach Alter und Schweinerasse, sind jedoch in Bezug auf die Struktur des
Tracheobronchialbaumes, die Lungenphysiologie und -gréfle (Judge et al. 2014) sowie die
Anzahl der submukosalen Drisen der Atemwege (Choi et al. 2000) eng mit denen des
Menschen verwandt. Die linke Lunge des Schweins &hnelt der linken Lungenhalfte des
Menschen, da sie aus einem cranialen Lobus (Lobus cranialis sinister) und einem caudalen
Lobus (Lobus caudalis sinister) besteht. Der linke craniale Lobus teilt sich in kraniale und
kaudale segmentale Bronchien (Pars craniales und Pars caudalis). Dies ahnelt der Aufteilung
in Lungenoberlappen (Lobus superior pulmonis sinistri) und Lungenunterlappen (Lobus inferior
pulmonis sinistri) beim Menschen. Der linke kaudale Bronchus teilt sich in vier dorsale und vier
ventrale segmentale Bronchien, die den linken kaudalen Lappen beatmen. Im Gegensatz zur
menschlichen rechten Lunge mit drei Lappen ist die rechte Lunge des Schweins in vier Lappen
unterteilt (Lobus cranialis dexter, Lobus medius, Lobus caudalis dexter, Lobus accessorius).
Dem rechten cranialen Lappen dient ein cranialer (trachealer) Bronchus, der von der rechten
Wand der Luftréhre (Trachea) proximal der Bifurkation ausgeht. Der Bronchus des cranialen
Lappens unterteilt sich dann in kraniale und kaudale segmentale Bronchien (Nakakuki 1994;
Judge et al. 2014). Ein Trachealbronchus beim Menschen entspricht dagegen einem
atypischen trachealen Bronchusabgang oder einem Uberzahligen Bronchus, der direkt aus der
in der Regel rechtslateralen Wand des distalen Tracheadrittels entspringt (Findik 2011). Wie
viele Saugetierarten, einschliellich Schweinen, besitzt die menschliche Lunge im Gegensatz
zu Mausen ein ausgedehntes interlobulares und intralobuldres Bindegewebe, das die
HauptgefalRe und Bronchien mit der pleuralen Oberflache verbindet (Meurens et al. 2012).

Auch die oberen Atemwege von Schweinen und Menschen sind sich anatomisch ahnlich. Der
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menschliche Waldeyer-Rachenring — eine Ansammlung von lymphatischem Gewebe im
Bereich von Mund-, Nasenhdhle und Pharynx — ahnelt neben den Primaten am ehesten der
anatomischen Anordnung lymphoiden Gewebes im Nasopharynx des Schweines (Horter et al.
2003). Zudem besitzen Schweine Tonsillen, die wiederum bei Mausen fehlen (Meurens,
Summerfield et al. 2012). Die histologischen Strukturen in den Atemwegen von Mensch und
Schwein sind ebenfalls vergleichbar. Im Gegensatz zu anderen Tieren (z. B. Hunden) befinden
sich in den Bronchien von Schweinen eine groflie Anzahl von submukosalen Drisen. Dies ist
ein wichtiger Faktor fir die Entwicklung von Groftiermodellen fir entzindliche
Atemwegserkrankungen sowie Mukoviszidose. Die Anatomie der Atemwege entscheidet
letztlich auch Uber die Deposition von inhalierten Aerosolen in der Lunge (Phalen et al. 2008;
Windt et al. 2010), was insbesondere bei der Betrachtung der aerogenen Ubertragung von

Pilzkonidien von Bedeutung ist.

2.2.2.2. Vergleichende Aspekte des Immunsystems

Das Immunsystem von Schweinen wurde in den vergangenen Jahren genau charakterisiert
und bietet eine breite Palette etablierter Methoden und Werkzeuge fur immunologische
Fragestellungen (Meurens et al. 2012; Saalmuller und Gerner 2016). Aufgrund der
Ahnlichkeiten bezlglich der Zusammensetzung der Immunzellen im Blut, der Funktion der
angeborenen Immunzellen, der funktionellen T-Zell-Untergruppen sowie der Zytokinsekretion,
stellt das Schwein ein relevantes Modell zur Untersuchung von Infektionserkrankungen des
Menschen dar (Meurens et al. 2012). Neben einigen schweinespezifischen Polypeptiden der
Wirtsabwehr oder des Fehlens von a-Defensinen, ahneln die meisten Proteine des
Immunsystems strukturelle und funktionell denen des Menschen (Sang et al. 2009). Uber 80 %
der von Dawson et. al. analysierten Parameter des porzinen Immunsystems entsprachen eher
denen des Menschen, wohingegen Mause in nur weniger als 10 % dem Menschen ahnlicher
waren (Dawson 2012). Im Gegensatz zu Mausen besitzen Schweine einen dem Menschen
ahnlichen Anteil von 50 bis 70 % an neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut (Fairbairn
et al. 2011). Entsprechend den Beobachtungen im Menschen bezlglich der angeborenen
Immunantwort gegenuber Infektionserregern gibt es zudem keine Hinweise auf die
Stickstoffmonoxid-Produktion durch porzine Makrophagen nach Lipopolysaccharid (LPS) -
Stimulation, wie in der Maus jedoch beschrieben ist (Pampusch et al. 1998). Bei Schweinen
und Menschen sind die Toll-like Rezeptoren TLR7 und TLR9 hauptsachlich auf plasmazytoide
dendritische Zellen (DCs) beschrankt, wahrenddessen sie auch auf konventionellen DCs von
M&usen exprimiert sind (Shortman und Liu 2002; Summerfield und Mccullough 2009).
Bezulglich der erworbenen Immunitat konnten im Schwein funktionelle Gegenstlicke zu allen

Zytokinen und entsprechenden Zellen innerhalb der Th1-,Th2-, Th17 sowie Treg-
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Differenzierung identifiziert werden (Saalmuller und Gerner 2016). Auch IL-8, ein
chemotaktischer Lockstoff fur neutrophile Granulozyten, wurde im Schwein nachgewiesen,
nicht jedoch in der Maus (Fairbairn et al. 2011; Asfaha et al. 2013).

Seit der Veroffentlichung einer umfassenden Zusammenfassung porziner CD-Antigene im
Jahr 2008 (Piriou-Guzylack und Salmon, 2008) wurde zudem die Sequenzierung und Analyse
des Schweinegenoms veroéffentlicht (Groenen et al., 2012). Dementsprechend wurde die CD-
Nomenklatur des Schweins basierend auf den Genomdaten sowie alle verfigbaren
Reagenzien aktualisiert, die mit porzinen CD-Markern reagieren, einschlie8lich
schweinspezifischer monoklonaler und polyklonaler Antikérper, aber auch kreuzreaktiver
Antikérper verschiedener Spezies (Dawson und Lunney, 2018a). Zudem wurde 2019 eine
Website mit Antikoérpern, die fir immunverwandte Molekile in Schweinen und anderen
Tierarten spezifisch ist, 6ffentlich zuganglich (https://www.immunologicaltoolbox.co.uk/). Die
,DGIL Porcine Translational Research Database” stellt eine weitere Datenbank dar, die neben
der Verflugbarkeit von Antikérpern umfassende Informationen zu PCR-Primern sowie Daten
zur porzinen Gen- und Proteinexpression zusammenfasst (Dawson et al. 2007). Fur die
Durchflusszytometrie existieren somit eine Vielzahl von schweinespezifischen sowie
kreuzreaktiven Antikdrpern zur Identifizierung und Charakterisierung verschiedener
Immunzellpopulationen (Dawson und Lunney 2018). Zudem wurde der Nachweis des
Aktivierungsmarkers CD154 (CD40L) auf porzinen T-Zellen unter Verwendung eines
kreuzreaktiven humanen CD154-Antikérpers (Klon 5C8) zur Identifizierung und
Charakterisierung von Antigen-spezifischen CD4* T-Zellen im Schwein etabliert. Die Ex-vivo-
Analyse porziner PBMCs zeigte, dass CD154 von CD4* T-Zellen bei Stimulation mit
bakteriellem Superantigen (SEB) oder Lysaten eines Kommensalpilzes (C. albicans), aber
auch nach TCR-unabhangiger Stimulation mit PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat) und
lonomycin exprimiert wird (Ebner et al. 2017). Mit den derzeit verfugbaren Tools konnte jedoch
die SLAII-TCR-Wechselwirkung nicht direkt nachgewiesen werden, wie bereits in Studien an
Mausen und Menschen gezeigt wurde (Kirchhoff et al. 2007; Bacher et al. 2016). Jedoch in
Ubereinstimmung mit Untersuchungen an humanem PBMCs konnte gezeigt werden, dass
CD154 im Schwein mit funktionell wichtigen Zytokinen wie IFN-y oder TNF-a koexprimiert wird
(Ebner et al. 2017). Dies ermoglicht zuklnftig die Untersuchung der adaptiven T-
Helferzellantwort von Schweinen auf ein definiertes Pathogen und stellt eine wesentliche

Voraussetzung zur Analyse Aspergillus-spezifischer T-Helferzellen im Schwein dar.

27



Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1. Material
3.1.1. Laborgerite
Gerat

Hersteller

accu-jet® pro Pipettierhelfer

BD FACSAria™ I, Zellsortiersystem

BD FACSCanto™ Il, Durchflusszytometer
Breitband-Ultraschallgenerator

Casy® Cell counter Model TT

Heracell™ 240i CO2 Inkubator
Impinger AGI-30

Inverses Mikroskop, Primovert

Laminar Flow Mars 1200, Laborwerkbank
MACS®-Multistand

Mehrkanalpipette

Mikroskop (compound), Leica DM750
Mikroskopkamera, Leica ICC50 HD
MiniMACS®/OctoMACS® Separator
NanoDrop ND 1000

Perfusionspumpe

Pipette, einstellbar (10, 200, 1000 pl)
Pipette, mehrstufig

StepOnePlus™ Real-Time PCR System
Stereomikroskop, Leica M50
Thermostatschrank

Vakuumpumpe

VortexGenie® 2

Wasserbad

Wasserbad, Brunswick™ Innova®3100
Zentrifuge 5454R

Zentrifuge 5810/5810R

Zentrifuge cell spin |

Tab. 3.1 Liste der Laborgerat

BRAND, Wertheim, Deutschland

BD Biosciences, CA, USA

BD Biosciences, CA, USA

Sono-Tek Corporation, Milton, NY, USA
Roche, Basel, Schweiz

ThermoScientific, Schwerte, Deutschland
Neubert-Glas, Geschwenda, Deutschland
Zeiss, Gottingen, Deutschland

LaboGene, Lillerad, Danemark

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE
PeqLab, Erlangen, Deutschland

LAMBDA Instruments, Baar, Schweiz
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
AQUALYTIC, Dortmund, Deutschland
Edwards, Burgess Hill, United Kingdom
Scientific Industries, Bohemia, NY, USA
Lauda-Brinkmann, Delran, NJ, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tharmac, Waldsolms, Deutschland
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3.1.2. Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

BD Plastipak™ Luer-Lok™-Spritze, 50 ml

Biopsie-Einbettkassetten

C-Chip®, Neubauer Einweg-Zahlkammer
Cellstar® Réhrchen (15 ml, 50 ml)
Combitips (0,5 ml; 2,5 ml; 10 ml)
Costar® Stripette-Pipetten (10 ml, 25 ml)
CryoPure 2,0 ml Réhren

Cutfix® Chirurgische Einmal-Skalpelle
Eppendorf Tubes (1,5 ml; 2 ml)
Extension Line Type Heidelberger, 75 cm
Falcon™ Zellsiebe (40 uym, 70 ym)
Injekt® Einmalspritzen (2 ml, 5 ml, 10 ml)
Mikrotiterplatten, 12 well, Flachboden
Mikrotiterplatten, 12 well, Flachboden
Mikrotiterplatten, 96 well, Rundboden
Mikrotiterplatten, 96 well, V-Boden
Monovette® Serum mit Granulat, 9,0 ml
MS-Saulen

Multi-Adapter

Multiply®-Pro GefaR, 0,2 mi

Neopoint® Einmal-Kanilen, 20G, 70 mm
Objekttrager

Petrischalen, 94 x 16 mm
Pipettenspitzen, 1000 pl
Pipettenspitzen, 200 pl
Pipettenspitzen,10 pl

Plattierungsspatel
Probenréhre, 5 mi
Réhrchen mit Zellsieb, 5 mi
Sektionsintrumente

S-Monovette® 9 ml, Lithium-Heparin

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
NanoEntek, Seoul, Stidkorea

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Corning Incorporated, Corning, NY, USA
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland
Corning Incorporated, Corning, NY, USA
B. Braun, Melsungen, Deutschland
Corning Incorporated, Corning, NY, USA
Corning Incorporated, Corning, NY, USA
Corning Incorporated, Corning, NY, USA
Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland
Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland
Servoprax, Wesel, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Greiner Bio-One, Kremsminster, Osterreich
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland
Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Corning Incorporated, Corning, NY, USA
KLS, Martin, Freiburg, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
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Spezialpipetten nach Thoma

Sterican® Einmal-Kanulen, 20 G, 40 mm

Transferpipetten, 3,5 ml

Tab. 3.2 Liste der Verbrauchsmaterialien

Glaswarenfabrik Karl Hecht, Sondheim vor
der Rhon, Deutschland
B. Braun, Melsungen, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

3.1.3. Pharmazeutika, Chemikalien und Reagenzien

Pharmazeutikum/Chemikalie/Reagenz

Hersteller

Amoxicillin, 150 mg/ml
Injektionssuspension (Duphamox® LA)
Azaperon, 40 mg/ml Injektionsldsung
(Stresnil®)

Cyclophosphamid, 50 mg Tabletten
(Endoxan®)
Embutramid/Mebenzoniumjodid/Tetracain,
200 mg/50 mg/5 mg je ml Injektionslésung
(T61°)

Gentamicin, 50 mg/ml

Ketamin, 100 mg/ml Injektionslésung
(Ursotamin®)

Methylprednisolon, 40 mg Tabletten
(Urbason®)

Penicillin-Streptomycin, 10,000 U/ml — 10

mg/ml

Zoetis Deutschland, Berlin, Deutschland

Elanco, Cuxhaven, Deutschland

Baxter Oncology, Halle/Westfalen,
Deutschland
Intervet (MSD Tiergesundheit),

UnterschleiRheim, Deutschland

PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland
Serumwerk Bernburg, Bernburg (Saale),
Deutschland

Sanofi-Aventis, Frankfurt am Main,
Deutschland

PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland

2-Propanol 70 %

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ethanol 70 %
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Essigsaure

Formaldehydlésung 4 % (ROTI®Histofix)
Pancoll human

Percoll®

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland
Cytiva, Uppsala, Schweden

Albumin (BSA) Fraktion V
Collagenase D
DNAse |

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Roche, Basel, Schweiz

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
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Fetales Rinderserum (FBS)
Liberase DH
Liberase TL

PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland
Roche, Basel, Schweiz

Roche, Basel, Schweiz

Tab. 3.3 Liste der Pharmazeutika, Chemikalien und Reagenzien

3.1.4. Kommerzielle Sets

Set Hersteller

eBioscience™ Foxp3/Transkriptionsfaktor | Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Farbepufferset

Haema Schnellfarbung ,Diff-Quick” Labor+Technik Eberhard Lehmann, Berlin ,
Deutschland

Inside Stain Kit Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

QlAamp UltraSens Virus Kit Qiagen, Hilden, Deutschland

Tab. 3.4 Liste der kommerziellen Sets

3.1.5. Stimulatoren und Inhibitoren

Stimulator/Inhibitor Hersteller

A. fumigatus-Lysat Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland
Greer Laboratories, Lenoir, NC, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

C. albicans-Lysat
eBioscience™ Brefeldin A Solution
(1000X)

eBioscience™ Monensin Solution (1000X) | Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

lonomycin

Lipopolysaccharid (LPS) L5529
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)
Staphylococcal enterotoxin B (SEB)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Tab. 3.5 Liste der Stimulatoren und Inhibitoren
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3.1.6. Zytokine und Wachstumsfaktoren

Zytokin/Wachstumsfaktor Hersteller

rekombinantes porzines IL4 R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
rekombinantes porzines TNF-a R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
rekombinantes porzines GM-CSF R&D Systems, Minneapolis, MN, USA

Tab. 3.6 Liste der Zytokine und Wachstumsfaktoren

3.1.7. Medien, Losungen und Puffer

Medium/Ldsung Hersteller

DPBS PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland
IMDM PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland
Malzextrakt-Agar Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
RPMI 1640 PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland

Tab. 3.7 Liste der kommerziellen Medien und Lésung

Medium/Ldsung Zusammensetzung
complete IMDM (cIMDM) IMDM
10 % FBS

100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

wash RPMI RPMI 1640

1% FBS

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

wash RPMI (Lunge) RPMI 1640
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

Spullésung (BAL) DPBS
5 mM EDTA
Physiologische NaCl-Lésung (0,9%) Destilliertes Wasser
9 g/l NaCl
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FACS/MACS-Puffer

DPBS
0,5 % BSA
2 mM EDTA

Erythrozytenlyse-Puffer

Destilliertes Wasser
0,01 M KHCO30
155 M NH4CIO

1 mM EDTA

Tab. 3.8 Liste der hergestellten Medien, Lésungen und Puffer

3.1.8. Monoklonale Antikorper, Zellfarbstoff und magnetische Mikrobeads

Spezifitdt Konjugat Klon Isotyp Hersteller
CD3¢ PerCP-Cy5.5 BB23-8E6-8C8 | IgG2a BD Biosciences
CD4a AlexaFluor® 647 4-12-4 IgG2b BD Biosciences

PE-Cy7 4-12-4 IgG2b BD Biosciences

PerCP-Cy5.5 4-12-4 IgG2b BD Biosciences
CD8a FITC 76-2-11 IgG2a BD Biosciences
IFN-y PE P2G10 IgG1 BD Biosciences

AlexaFluor® 647 P2G10 IgG1 BD Biosciences
CD27 PE B30C7 B30C7 Bio-Rad

Tab. 3.10 Liste der Schwein-spezifischen monoklonalen Antikérper

Spezifitdt Konjugat Klon Isotyp Hersteller
CD14 Viogreen Tik4 IgG2a Miltenyi Biotec
CD154 PE 5C8 IgG2b Miltenyi Biotec
PE-Vio770 5C8 IgG2b Miltenyi Biotec
VioBlue 5C8 IgG2b Miltenyi Biotec
TNF-a Pacific Blue Mab11 1gG1 BioLegend
APC-Cy7 Mab11 1gG1 BioLegend
IL-17A AlexaFluor® 647 SCPL1362 lgG1 BD Biosciences
IL-4 PE-Cy7 MP4-25D2 IgG1 BioLegend
T-bet PE-Cy7 eBio4B10 1gG1 Thermo Fisher
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GATAS3 PE TWAJ lgG2b Thermo Fisher
FoxP3 eFluor 450 FJK-16s IgG2a Thermo Fisher
Ki-67 PE-Cy7 SolA15 lgG2a Thermo Fisher

Tab. 3.11 Liste der kreuzreaktiven Mensch- oder Maus-spezifischen Antikorper

Zellfarbstoff Hersteller

eBioscience™ fixierbarer Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Viabilitatsfarbstoff eFluor™ 506

eBioscience™ CFSE Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Tab. 3.12 Liste der Zellfarbstoffe

Mikrobeads Hersteller

Anti-PE MicroBeads Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

CD14 MicroBeads, human Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Tab. 3.13 Liste der magnetischen Mikrobeads

3.1.9. Software

Software Hersteller

BD FACSDiva™ 8.0 BD Bioscience, San Jose, CA, USA

FlowJo® V10 Tree Star, Ashland, USA

GraphPad Prism 7.03 GraphPad Software, San Diego, CA, USA

Inkescape 0.92.3 Software Freedom Conservancy, Brooklyn,
NY, USA

StepOnePlus™ Software v2.3 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Tab. 3.14 Liste der angewandten Software
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3.2. Methoden

3.2.1. Ethikerklarung

Die Studie wurde gemaR den Grundséatzen des Europaischen Ubereinkommens zum Schutz
der fUr Versuche und andere wissenschaftliche Zwecke verwendeten Wirbeltiere sowie des
deutschen Tierschutzgesetzes durchgefuhrt. Die Genehmigung wurde vom Landesamt fur
Gesundheit und Soziales Berlin (LAGeSo, Berlin, Deutschland) fir die Entnahme von Blut-
und Lungengewebe von gesunden Schweinen (T0002/17) sowie fur die experimentelle
Exposition (Zulassungsnummer GO0381/17) von gesunden und immungeschwachten

Schweinen erteilt.

3.2.2. Tiere, Probennahme und Sektion

Zur Detektion und Analyse von A. fumigatus-spezifischen CD4* T-Zellen bei Tieren aus
konventioneller Tierhaltung wurde Blut in sterilen Lithiumheparin-haltigen Roéhrchen bei
gesunden Hybridschweinen (Kreuzung: Deutsche Landrasse, Deutsche Edelrasse)
unterschiedlichen Alters und Geschlechts an der Vena cava cranialis oder durch Punktion des
Herzens nach Narkotisierung mit Ketaminhydrochlorid und Azaperon (20 mg/kg i.m. und 2
mg/kg i.m.) entnommen. Lungengewebsteile wurden nach beschriebener Narkotisierung
sowie Euthanisierung durch intrakardiale Injektion von  Tetracainhydrochlorid,

Mebezoniomiodid und Embutramid (10 mg/kg T61) extrahiert.

Zur Analyse der pilzspezifischen Immunantwort infolge einer definierten Aspergillus-Exposition
wurden kastrierte mannliche Hybridschweine im Alter von 5 Wochen aus konventioneller
Tierhaltung erworben. Nach 14-tagiger Eingewdhnungsphase wurden die Tiere nach erfolgter
Blutentnahme Uber die Vena cava cranialis einer definierten Konzentration (10® KbE/m?3) von
aerosolisierten A. fumigatus-Konidien in der Luft fir 8 Stunden in einer Aerosolkammer
exponiert. Nach der experimentellen Aspergillus-Exposition wurden die Schweine von

verbleibenden Aerosolniederschlagen auf ihrer Haut befreit und zuriick in ihre Stalle verbracht.

Eine temporare Immunsuppression der Schweine wurde erzielt, indem die Tiere taglich eine
Kombination aus Cyclophosphamid und Methylprednisolon (10 mg/kg p.o. und 4 mg/kg p.o.)
erhielten, die begonnen 6 Tage vor der experimentellen Aspergillus-Exposition fir insgesamt
8 Tage oral verabreicht wurden. Zudem wurde den Tieren Amoxicillin intramuskular (15 mg/kg)

jeden zweiten Tag appliziert.

Wahrend der experimentellen Aspergillus-Exposition wurde die Aerosolkammer mit
Gummimatten und einem Wasserbehaltnis ausgestattet. Nach einem Beobachtungszeitraum

von 4 Tagen bzw. 10/11 oder 18/19 Tagen mit regelmafiger Blutentnahme (ber die Vena cava
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cranialis (an den Tagen 2, 4, 6, 11, 13) wurden die Schweine mit Ketaminhydrochlorid und
Azaperon (20 mg/kg i.m. und 2 mg/kg i.m.) narkotisiert. Nach Blutentnahme mittels
Herzpunktion erfolgte die Euthanasie durch Verabreichung von Tetracainhydrochlorid,
Mebezoniomiodid und Embutramid (10 mg/kg T61) intrakardial sowie die Sektion und
Probenentnahme. Fir die bronchoalveolare Lavage wurden 100 ml DPBS, welches mit 5 mM
EDTA versetzt war, in die isolierte Lunge eingebracht und anschlie®end wieder abgesaugt.
Gewebsproben wurden aus dem Lobus cranialis dexter, Lobus medius, Lobus caudalis dexter,
Lobus caudalis sinister, Lobus cranialis sinistrer (Pars caudalis und Pars cranialis) sowie dem
Lobus accessorius der Lunge entnommen. Dartber hinaus wurde Gewebsmaterial der Lnn.
tracheobronchiales cranialis, Lnn. tracheobronchiales dextri, Lnn. tracheobronchiales medii
sowie Lnn. tracheobronchiales sinistri gesammelt. Ggf. erfolgte zudem die Entnahme von

Milzgewebe.

3.2.3. Experimenteller Ablauf der A. fumigatus-Aerosolisierung

Die experimentelle Exposition der Schweine gegeniber luftgetragenen Konidien von
A. fumigatus (Stamm ATTC46645) wurde in einer Aerosolkammer aus rostfreiem Stahl mit
einer Grundflache von 3,2 m? und einem Volumen von 7 m? sowie bei definierten klimatischen
Parametern (relative Luftfeuchtigkeit 70%, Temperatur 26°C, Luftstrom 100 m3/h) (Rosen et
al. 2018) durchgefuhrt (Abb. 3.1). Die angewandte A. fumigatus-Konidiensuspension wurde
durch Ausplattieren von Konidien auf Aspergillus-Minimalmedium, das 50 mM Glucose
enthielt, und anschlieRender 3-tagiger Kultivierung bis zur Sporulation bei 37 °C erzeugt. Die
Konidien wurden in sterilem Wasser geerntet und durch ein 40 ym Zellsieb filtriert. Zur
Aerosolisierung wurde die Suspension in eine 50 ml-Spritze Uberfuhrt und bei 4 °C gelagert.
Die Konidiensuspension wurde Uber eine Perfusionspumpe transportiert und mit einem an der
Decke der Kammer installierten Ultraschallvernebler aerosolisiert. Das Aspergillus-
Konidienaerosol wurde dann durch einen Axialventilator in der Kammer verteilt. In
Voruntersuchungen zur Uberpriifung der Luftkonzentrationen von A. fumigatus-Konidien
wurden die Vorschubrate der Perfusionspumpe (36 ml/h) sowie die Konzentration der
eingesetzten A. fumigatus-Konidiensuspension (5x107/ml) definiert, um eine Luftkonzentration
von 108 KbE/m? an Aspergillus-Konidien konstant iber 8 Stunden zu erreichen. Luftproben
wurden im Rahmen der Voruntersuchungen an 3 verschiedenen Positionen (Héhe: 1,6 m; 0,8
m; 0,3 m) sowie wahrend der Exposition der Tiere in zwei verschiedenen Hoéhen (1,6 m und
0,8 m) Uber dem Boden unter Verwendung eines AGI-30-Impingers, der mit 30 ml destilliertem,
gefiltertem und autoklaviertem Wasser gefiillt war, an 2 Zeitpunkten (0,5 und 6 h nach Beginn
der Aerosolisierung) enthommen. Ein Volumen von 100 ul des verbleibenden Wassers im

Impinger wurde dreifach auf Malzextraktagar ausplattiert und 42 h bei 37 °C inkubiert. Die
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Konzentration der in der Luft befindlichen Konidien wurde anhand der mittleren Anzahl
koloniebildender Einheiten, der Menge des verbleibenden Wassers im Impinger, des

Luftstroms und der Dauer der Luftprobenahme anhand der folgenden Gleichung berechnet:

Aerosolkonzentration (KbE/m3) =

Konidienkonz. im Impinger* (KbE/ml) x Menge des Restwassers im Impinger (ml) x 1000

Luftstrom (12,5 I/min) x Probenahmedauer ( 30 min)

*Konidienkonz. im Impinger = Mittelwert der KbE x Verdunnungsfaktor x 10 (KbE/ml)

2,2m

j\\

|

Abb. 3.1 Schematische Darstellung der Aerosolkammer fiir die Aspergillus-Exposition
Die experimentelle Exposition von Schweinen gegeniber luftgetragenen Konidien von
A. fumigatus wurde in einer Aerosolkammer (links) aus rostfreiem Stahl mit einer Grundflache
von 3,2 m? und einem Volumen von 7 m3® sowie der technischen Fahigkeit zur Festlegung
definierter Klimaparameter durchgefiihrt. Die A. fumigatus-Konidiensuspension wurde mit
einem an der Decke der Kammer installierten Ultraschallvernebler (b) aerosolisiert. Das
Aspergillus-Aerosol wurde durch ein Axialventilator (a) in der Kammer verteilt. Zuluft und (c)
Abluft (d) sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Wahrend der experimentellen Aspergillus-
Exposition wurde die Aerosolkammer mit Gummimatten (e) und einem Wasserreservoir (f)

ausgestattet. Nach experimenteller Exposition wurden die Schweine durch eine Durchreiche

(9) in den angrenzenden Stall (rechts) verbracht.
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3.2.4. Isolierung porziner mononuklearer Zellen aus peripherem Blut,

Lungengewebe, Lungenlymphknoten und Milzgewebe

Mononukleare Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear cells, PBMCs)
wurden direkt am Tag der Blutentnahme durch Dichtegradientenzentrifugation von
verdinntem Schweineblut (1:2 in 0,9%iger Kochsalzlésung) unter Verwendung von Pancoll-
Losung (Dichte 1,077 g/ml) isoliert. Zur Gradientenisolierung von mononuklearen Zellen der
Lunge wurden 2x2 cm grof3e Gewebsproben von 7 Stellen der porzinen Lunge entnommen
und in wash RPMI-Medium (Lunge) gegeben, das 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin enthielt und anschlief3end in kleine Stucke zerteilt. Nach dem Waschen in 30 ml
wash RPMI (Lunge) wurde der Verdau durch Resuspendieren des zerkleinerten Materials in
RPMI-1640 durchgefiihrt, das mit 1% Penicillin/Streptomycin, 0,125 U/ml Kollagenase D,
0,180 mg/ml DNasel, 0,125 mg/ml Liberase DH und 0,125 mg/ml Liberase TM versetzt war.
Das Material wurde insgesamt 2 h bei 37 °C in einem Schuttelwasserbad (250 rpm) inkubiert.
Dabei wurde das verdaute Gewebe bereits nach 1 h durch einen Zellsieb (70 ym) filtriert und
die gewonnene Zellsuspension bei 4 °C gelagert. Der noch unverdaute Anteil wurde abermals
in das oben beschriebene Verdaumedium gegeben und fiir eine weitere Stunde bei 37 °C in
einem Schuttelwasserbad (250 rpm) inkubiert. Nach dem abschlieRenden Filtrieren und
Waschen mit eiskaltem HBSS wurde eine Erythrozytenlyse unter Einsatz eines
Erythrozytenlyse-Puffers flir 5 Minuten bei Raumtemperatur (RT) durchgeflihrt. Die Zellen
wurden mit wash RPMI-Medium (Lunge) gewaschen und das Zellpellet wurde in 40-prozentige
Percoll-Losung resuspendiert und auf 70-prozentige Percoll-Losung geschichtet. Nach
Dichtegradientenzentrifugation bei 1500 rpm fiir 20 min bei RT wurden die mononukleare
Zellen an der Grenzflache entnommen und gewaschen, ehe sie in Kulturmedium verbracht
wurden. Leukozyten aus Lungenlymphknoten oder Milz wurden isoliert, indem Lymphknoten
oder Milzgewebe durch ein Zellsieb (70 ym) gegeben wurden, gefolgt von einer 5-minutigen

Erythrozytenlyse und zusatzlichem Waschen in cIMDM.

3.2.5. Restimulation der mononuklearen Zellen mit A. fumigatus-Lysat

Lyophilisierte Extrakte von Aspergillus fumigatus (ATTC 46645) wurden entweder von der
Miltenyi Biotec GmbH bezogen oder aus gefrorenem Myzel erzeugt, wie von Bacher et. al.
beschrieben (Bacher et al. 2014b). Zum Nachweis von A. fumigatus-reaktiven CD4* T-Zellen
wurden isolierte PBMCs, mononukledre Zellen der Lunge oder Leukozyten aus
Lungenlymphknoten in complete IMDM — welches 10% FBS, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin enthielt — resuspendiert und Uber Nacht bei 37 °C und 5% CO2 gelagert. Am
folgenden Tag wurden die Zellen mit A. fumigatus-Lysat (Asp, 40 ug/ml) flr 6 h bei 37 °C und
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5% CO:, stimuliert. Brefeldin A wurde bereits nach 2 h Stimulation in einer Endkonzentration

von 3 pg/ml zugegeben.

3.2.6. Antigen-reaktive Anreicherung von porzinen CD154" T-Helferzellen

1-2x107 mononukleare Zellen aus Blut, Lunge oder Lungenlymphkoten wurden in 1 ml cIMDM
resuspendiert, anschlie®end in 12-Well-Zellkulturplatten ausgesat und Uber Nacht bei 37 °C
und 5% CO2 ruhen gelassen. Am folgenden Tag wurden die Zellen Uber 5 h mit A. fumigatus-
Lysat (Asp, 40 ug/ml) unter Zugabe eines CD154-PE-Antikdrpers (1:50 Verdiinnung, Klon
5C8) bei 37 °C sowie 5% CO. stimuliert. Nicht stimulierte Zellen (w/o) dienten als
Negativkontrolle. Monensin (Endkonzentration: 2 uM) wurde nach 2-stindiger Stimulation
zugegeben. Nach 5 h wurden die Zellen gesammelt und gewaschen, gefolgt von einer
Inkubation mit Anti-PE-Mikrobeads fir 15 Minuten bei 4 °C. Nach dem Waschen wurden die
Zellen in 1 ml cIMDM resuspendiert, das Brefeldin A (3 ug/ml) und Monensin (2 uM) enthielt,
zurtick in die 12-Well-Zellkulturplatten gegeben und weitere 2 Stunden inkubiert, um die
intrazellulare Zytokinfarbung zu ermdglichen. Die Zellen wurden anschlieRend gesammelt und
mittels zweier aufeinanderfolgender MS-Sdulen magnetisch  angereichert. Die
Oberflachenfarbung wurde auf der ersten Saule durchgefuhrt, gefolgt von der Fixierung und
intrazelluldren Farbung unter Verwendung des Inside-Farbungskits auf der zweiten Saule, wie
von Bacher et al. (Bacher und Scheffold 2013; Bacher et al. 2013) beschrieben.

3.2.7. Expansion und autologe Restimulation von A. fumigatus-reaktiven Th-

Zellen

CFSE-markierte mononukleare Zellen aus dem porzinen Lungengewebe wurden in cIMDM
unter Zugabe von A. fumigatus-Lysat (40 ug/ml) Gber 7 Tage expandiert, gefolgt von zwei
Ruhetagen. Parallel dazu wurden autologe CD14* Monozyten in cIMDM mit einer Zelldichte
von 4x10% Zellen/Well in 96-Well-Platten ausgesat und unter Zugabe von rekombinantem
prozinem GM-CSF (20 ng/ml) und Interleukin (IL) -4 (10 ng ml) in von Monozyten abgeleitete
dendritische Zellen (MoDCs) innerhalb von 7 Tagen differenziert. Die MoDCs wurden mit
A. fumigatus oder C. albicans-Antigen (40 ug/ml) beladen (1 Tag) und anschlieBend unter
Zugabe von LPS (100 ng/ml) sowie rekombinantem porzinem TNF-a (25 ng/ml) lber einen
weiteren Tag maturiert. Zur A. fumigatus oder C. albicans-spezifischen Restimulation wurden
die expandierten mononukledren Zellen der porzinen Lunge gesammelt, gewaschen und
anschliellend 200 000 Zellen/200 pl/Well zu geprimten und gereiften MoDCs fir 6 Stunden
gegeben. Brefeldin A (3 pg/ml) wurde fir die letzten 4 Stunden der autologen Restimulation

zugegeben.
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3.2.8. Durchflusszytometrie

Die isolierten mononukledren Zellen wurden in verschiedenen Kombinationen mit
Fluorochrom-konjugierten Antikérpern fir Analysen mittels Durchflusszytometrie angefarbt.
Die angewandten schweinespezifischen sowie kreuzreaktiven Antikérper sind in Tabelle 3.10
und 3.11 aufgefiihrt. Carboxyfluoresceinsuccinimidylester (CFSE) wurde zur Uberwachung
proliferierender Zellen eingesetzt. Dazu wurden 108 Zellen in 1 ml verdiinntem CFSE (1:1000
in DPBS) fir 5 min bei 37 °C angefarbt und anschlielend 2-malig in cIMDM gewaschen.
Fixierbarer Viabilitatsfarbstoff eFluor™ 506 wurde zudem zur Detektion toter Zellen verwendet.
Zur Farbung von Oberflachenmarkern wurden die Zellen in 50 yl FACS-Puffer und den
jeweiligen Antikorpern fur 10 min bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurden sie mit 100 pyl FACS-
Puffer gewaschen, zentrifugiert (300 g, 5 min, 4°C) und der Uberstand entfernt. Fir eine
anschlielende Messung wurden die angefarbten Zellen in 100 yl FACS-Puffer resuspendiert.
Zur intrazellularen bzw. intranukledren Farbung von Zytokinen, Transkriptionsfaktoren sowie
des Proliferationsmarkers Ki-67 wurden die Zellen entsprechend der Herstellerangaben fixiert
und permeabilisiert mit dem Transkriptionsfaktor-Farbungspufferset (eBiosciences) oder dem
Inside Stain Kit (Miltenyi Biotec). Fur eine anschlieRende Messung mittels BD FACSAria™ ||
sowie BD FACSCanto™ |l wurden die angefarbten Zellen in 100 pl FACS-Puffer

resuspendiert. Die Auswertung erfolgte mit der FlowJo® V10 Software.

3.2.9. Rekultivierung der bronchoalveolaren Spiilfliissigkeit

Ein Volumen von 100 pl der entnommenen BAL wurde dreifach auf Malzextraktagar
ausplattiert und 42 h bei 37 °C inkubiert. Die Menge der in der Lunge befindlichen Konidien
wurde anhand der mittleren Anzahl koloniebildender Einheiten sowie anhand des eingesetzten

Volumens von 100 ml Spulflissigkeit errechnet.

3.2.10. Histologische Untersuchung des Lungengewebes

Fir die histologische Untersuchung wurden Gewebsproben wurden aus dem Lobus cranialis
dexter, Lobus medius, Lobus caudalis dexter, Lobus caudalis sinister, Lobus cranialis sinistrer
(Pars caudalis und Pars cranialis) sowie dem Lobus accessorius der Lunge entnommen, in
Formalinlosung Uber 6 Stunden bei Raumtemperatur fixiert und anschliefend bei 4 °C
gelagert. Das Gewebe wurde in Paraffin eingebettet und die Schnitte wurden mittels PAS-
Reaktion (Periodic acid-Schiff reaction) sowie mit dem Anti-Aspergillus-Antikérper ,ab20419*

immunhistochemisch gefarbt.
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3.2.11. Pilz-DNA-Extraktion aus bronchoalveolarer Lavage und Serum

Die BAL-Proben wurden mittels Vortexer gemischt und 0,5 ml BAL-Flissigkeit wurde 5 min bei
10 000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Réhrchen (Uberfiihrt. Das
verbleibende Pellet wurde 90 Sekunden lang unter Verwendung von Keramikperlen
aufgeschlossen. Unter Verwendung eines kommerziellen Extraktionskits wurden beide
Fraktionen wie zuvor beschrieben kombiniert und extrahiert (Springer et al. 2018). Das

Elutionsvolumen wurde auf 70 ul eingestellt.

Aus Serumproben (1 ml) wurde unter Verwendung des QlAamp® UltraSens® Virus Kits mit der
folgenden Modifikation DNA extrahiert: a) es wurde keine Trager-RNA verwendet, b) die
Lysatzentrifugation wurde auf 3000 g eingestellt und c) das Elutionsvolumen wurde auf 35 pl
eingestellt. In jedem DNA-Extraktionslauf wurden eine Negativkontrolle (Humanserum) und
ein Bacillus-positives Serum (mit 10 000 Plasmidkopien von Bacillus subtilis-DNA versetzt) als

Qualitatskontrollen eingeschlossen (Springer et al. 2016).

3.2.12. Aspergillus-spezifische Real-time-PCR

Ein Aspergillus-spezifischer Real-Time-PCR-Assay (Springer et al. 2011; Springer et al. 2012)
wurde zur Detektion der Pilz-DNA angewandt. 20 ul Reaktionsmischung enthielten 0,3 uM
Primer, 0,15 yuM Hydrolysesonde, 10 uyl TagMan™-Genexpressions-Mastermix (Applied
Biosystems™) und 5 ul Matrizen-DNA. Die Amplifikation wurde in einer StepOnePlus-
Maschine (Applied Biosystems™) mit den folgenden Schritten durchgefiihrt: 50 ° C fir 2 min,
95 ° C fur 10 min, 60 Zyklen von 95 ° C flir 5 s, 54 ° C fiir 15 s (Detektionsschritt) und 72 ° C
fir 1 s. Negative und positive PCR-Kontrollen wurden in jeden Lauf eingeschlossen. Die
Proben wurden doppelt analysiert. In jedem DNA-Extraktionslauf wurde eine Negativkontrolle
(DNA-freies Wasser, das mit 5 000 Plasmidkopien von B. subtilis-DNA versetzt war) als
Qualitatskontrolle eingeschlossen. Neben Pilz-DNA wurde B. subtilis-DNA nachgewiesen.
Diese interne Kontrolle wurde unabhangig vom Pilz-Target (Monoplex) getestet, jedoch
innerhalb desselben PCR-Laufs. Neben der Verwendung als Extraktionskontrolle wurde auch
B. subtilis-DNA zur Uberwachung der PCR-Inhibition verwendet. Zu diesem Zweck wurden
1000 Plasmidkopien von B. subtilis-DNA in jeder PCR-Reaktion eingesetzt. Eine Inhibition
wurde angenommen, wenn sich der Cq-Wert der Probe um mehr als 3,3 von den Kontrollen

unterschied (Springer et al. 2018).
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3.2.13. Leukozytenzdhlung und Differentialblutbild

Vollblut wurde 1:20 mit einer 3-prozentigen Essigsaurelésung in einer Spezialpipette nach
Thoma verdiinnt und in eine Einmal-Zahlkammer (C-Chip®) verbracht. Die Leukozyten wurden
manuell ausgezahlt. Die Blutausstriche wurden mit dem HAEMA Quick-Stain-Kit gemaf den
Anweisungen des Herstellers luftgetrocknet, fixiert und gefarbt. Die differentielle Zellzahlung

wurde an 200 Zellen pro Objekttrager durchgefinhrt.
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4, Ergebnisse

4.1. Detektion und Charakterisierung A. fumigatus-reaktiver Th-
Zellen in Blut und Lungengewebe konventional gehaltener

Schweine

Hausschweine in konventioneller Tierhaltung sind permanent luftgetragenen Sporen von
A. fumigatus ausgesetzt (Kristiansen et al. 2012). Zur Erfassung des natirlich erworbenen
A. fumigatus-spezifischen T-Zell-Pools gesunder Schweine wurden Blutproben von Tieren
unterschiedlicher Altersgruppen untersucht. Zur Detektion A. fumigatus-spezifscher CD4* T-
Zellen wurde der beim Schwein bereits beschriebene Aktivierungsmarker CD154 (CD40L)
angewandt (Ebner et al. 2017). Nach 6-stundiger Stimulation mit A. fumigatus-Lysat (Asp)
wurde die Population A. fumigatus-reaktiver CD4* T Zellen mittels intrazellularer Farbung von
CD154 in Abgrenzung zur unstimulierten Kontrolle (w/o) detektiert (Abb. 4.1A). A. fumigatus-
reaktive CD4* T-Zellen konnten in Tieren der Altersgruppen Laufer bzw. Mastschweine (1-6
Monate) sowie bei ausgewachsenen Sauen (> 6 Monate) nachgewiesen werden. Die
Frequenz porziner Aspergillus-spezifischer T-Zellen im Blut von 0.0736 + 0.0344 % (Laufer/
Mastschweine) sowie 0.1457 £ 0.0749 % (ausgewachsene Sauen) spiegelt dabei die im
gesunden Menschen beschriebenen Gegebenheiten wieder (Abb. 4.1B) (Bacher et al. 2014b).
Allerdings konnte im Blut von Absatzferkeln im Alter von 3-4 Wochen keine A. fumigatus-
spezifischen T-Zellen detektiert werden (Abb. 4.1B).
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Abb. 4.1 Altersabhangige Detektion A. fumigatus-reaktiver T-Helferzellen in gesunden

Schweinen aus konventioneller Tierhaltung mittels Durchflusszytomtrie
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(A und B) Ex-vivo-Nachweis von A. fumigatus-reaktiven CD4* T-Zellen mittels
Durchflusszytometrie nach kurzzeitiger (6-stlindiger) antigener Stimulation (A) Gating-
Strategie zur ldentifizierung von CD154* A. fumigatus-reaktiven CD4* T-Zellen in PBMCs.
Frequenzen der CD154* Zellen innerhalb der CD4* T-Zellen sind entweder fiir nicht stimulierte
(w/o) oder stimulierte (A. fumigatus Lysat, Asp, 40 ug/ml) PBMCs angegeben. (B)
Altersabhangige Frequenzen von A. fumigatus-reaktiven CD4* T-Zellen im Blut von
Schweinen konventioneller Haltung unterschiedlicher Alterskategorien (Absatzferkel <1
Monat, n=11; Laufer und Mastschweine 1-6 Monate, n=16; Zuchtsau > 6 Monate, n=11)

dargestellt als Mittelwert (Balken) £ SD, two-tailed paired t-test.

T-Helferzellen (CD4* T-Zellen) lassen sich anhand ihres Zytokinprofils in unterschiedliche
Subgruppen einteilen (Th1, Th2, Th9, Th17, Th22, Treg und Tfh) (Raphael et al. 2015).
Flowzytometrische Analysen A. fumigatus-reaktiver CD4* T-Zellen von gesunden, natdrlich
gegenuber luftgetragenen Aspergillus-Sporen exponierten Schweinen ergaben eine
vorherrschende Expression von TNF-a und IFN-y und nur zu einem geringen, gegenuber
unstimulierten Kontrollen nicht signifikanten Prozentsatz von IL-17A (Abb. 4.2A, B, C und D).
Dahingegen konnte keine IL-4-Expression porziner Aspergillus-spezifischer Th-Zellen
detektiert werden (Abb. 4.2E). Dies entspricht einem charakteristischen Th1-Phanotyp mit
einem geringen Anteil an Th17-Zellen, was sich wiederum mit Analysen A. fumigatus-reaktiver
CD4* T-Zellen in gesunden Menschen deckt (Bacher et al. 2019). Um den Differenzierungs-
bzw. Aktivierungsstatus der porzinen pilzspezifischen CD4* T-Zellen zu bestimmen, wurde die
Koexpression der Marker CD8a bzw. CD27 analysiert sowie mit derer nicht Antigen-
spezifischer CD154- CD4* T-Zellen in Laufern bzw. Mastschweinen verglichen (Abb. 4.2F).
Dabei zeigte sich, dass ein geringer Anteil der A. fumigatus-spezifischen T-Zellen zum
Kompartiment der CD8a*CD27* zentralen Gedachtniszellen (durchschnittlich 9.42% der
CD154* T-Zellen) sowie der CD8a*CD27- Effektor-Gedachtniszellen (durchschnittlich 29,3 %
der CD154* T-Zellen) zugeordnet werden kann (Reutner et al. 2013). Bei dem weitaus
groBeren Anteil porziner A. fumigatus-reaktiver CD4* T-Zellen (durchschnittlich 54 % der
CD154* T-Zellen) handelte es sich jedoch— ahnlich wie im Menschen beschrieben (Bacher et
al. 2014a) — T-Zellen des naiven Kompartments (CD8a-CD27%).
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Abb. 4.2 Gesunde Schweine aus konventioneller Tierhaltung besitzen sowohl naive als
auch Th1-Zytokin-sezernierende A. fumigatus-reaktive CD4* T-Zellen im peripheren Blut
(A-D)  Ex-vivo-Nachweis  von  A. fumigatus-reaktiven = CD4*  T-Zellen  mittels
Durchflusszytometrie nach kurzzeitiger (6-stlindiger) antigener Stimulation (A und B) Zytokin-
produzierende A. fumigatus-reaktive CD154* T-Zellen von nicht stimulierten (w/o) oder
stimulierten (Asp, 40 ug/ml) PBMCs fir TNF-a*CD154" (links) und IFN-y*CD154* (rechts) sind
statistisch zusammengefasst in (B) fir n=16 Schweine im Alter von 1 bis 6 Monaten,
dargestellt als Mittelwert (Balken) £ SD, Wilcoxon matched-pairs signed rank test. (C) Analyse
der Expression von IL-17A von nicht stimulierten (w/0) PBMCs und A. fumigatus-reaktiven
CD154*CD4* T-Zellen nach Stimulation mit A. fumigatus-Lysat. Konkatenierte
Konturdiagramme (von n=6 gesunden Tieren im Alter von 2,5 Monaten) zeigen den
Prozentsatz der CD154*IL-17A* Zellen aus den CD4*-T-Helferzellen und sind in (D) statistisch
dargestellt als Mittelwert (Balken) + SD, Wilcoxon matched-pairs signed rank test. (E) Analyse
der Expression IL-4 von A. fumigatus-reaktiven CD154*CD4* T-Zellen nach Stimulation mit
A. fumigatus-Lysat. Konkatenierte Konturdiagramme (von n=6 gesunden Tieren im Alter von
2,5 Monaten) zeigen den Prozentsatz der IL-4* Zellen aus den CD154*-T-Helferzellen (F)
Analyse der CD8a- und CD27-Koexpression von A. fumigatus-reaktiven CD154* CD4* T-
Zellen (rechtes Feld) im Vergleich zu CD154-CD4* T-Zellen (linkes Feld) nach Stimulation mit
A. fumigatus-Lysat. Konkatenierte Konturdiagramme (von n=4 gesunden Tieren im Alter von
3 Monaten) zeigen die Frequenz von CD8a*CD27- (Effektor-Gedachtnis-T-Zellen),
CD8a*CD27* (zentrale Gedachtnis-T-Zellen) und CD8a-CD27* (naive T-Helferzellen).

Die Tatsache, dass A. fumigatus-Konidien mit einer Grofze von 2-3 ym die Lungenalveolaen

eines heranwachsenden Schweines erreichen, lasst eine starke pilzspezifische T-Zellantwort
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lokal in der Lunge konventionell gehaltener Tiere vermuten. Daher wurden mononukleare
Zellen des Blutes mit denen im Lungengewebe bezlglich der CD154- und Zytokin-
Koexpression nach Stimulation mit A. fumigatus-Antigen verglichen. Die Frequenz
A. fumigatus-reaktiver T-Zellen, welche aus Lungengeweben isoliert wurden, lag im Bereich
von 0,023 bis 0,39 %, wobei aus dem Lungengewebe stammende T-Helferzellen in nicht
stimulierten Kontrollen einen ausgepragten CD154* Hintergrund aufwiesen (Abb. 4.3A). Die
Frequenz und Zytokinexpression unterschieden sich jedoch — wie auch teilweise fiir den
Menschen beschrieben (Bacher et al. 2019) — nicht signifikant, wenn der nicht stimulierte
CD154* Hintergrund subtrahiert wurde (Abb. 4.3B). Zudem konnte auch im Lungengewebe
gesunder Schweine aus konventioneller Tierhaltung keine signifikante IL-17A-Sekretion der

A. fumigatus-reaktiven T-Helferzellen detektiert werden (Abb. 4.3C).

A B C
Lungengewebe o . ) . % CD154*IL-17A",
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.
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Abb. 4.3 A. fumigatus-reaktive CD4* T-Zellen kénnen lokal im Lungengewebe von
gesunden Schweinen aus konventioneller Tierhaltung nachgewiesen werden

(A-B)  Ex-vivo-Nachweis  von  A. fumigatus-reaktiven = CD4*  T-Zellen  mittels
Durchflusszytometrie nach kurzzeitiger (6-stindiger) antigener Stimulation. (A) Frequenz der
A. fumigatus reaktiven CD154* T-Zellen von nicht stimulierten (w/o) oder stimulierten (Asp, 40
pg/ml) mononukledren Zellen aus Lungengeweben (Lunge) von n=10 Tieren als Mittelwert
(Balken) £ SD; ratio paired t test. (B) Frequenzen von A. fumigatus reaktiven CD4* T-Zellen in
Blut und entsprechenden Lungengeweben (Lunge) von n=10 Tieren im Alter von 1,5 bis 2
Monaten und deren Zytokinexpression, zusammengefasst als Frequenz von TNF-a oder IFN-
y koproduzierenden CD154* T-Zellen, dargestellt als Mittelwert (Balken) £ SD. Der CD154*
Hintergrund der nicht stimulierten Kontrollen wurde abgezogen; ratio paired t-test, Wilcoxon
matched-pairs signed rank test. (C) Frequenz der IL-17A koproduzierenden A. fumigatus
reaktiven CD154* T-Zellen von nicht stimulierten (w/o) oder stimulierten (Asp, 40 ug/ml)
mononuklearen Zellen aus Lungengeweben (Lunge) von n=6 Tieren als Mittelwert (Balken) +
SD; paired t-test.
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Zusammengefasst zeigen die dargestellten Ergebnisse, dass gesunde Schweine aus
konventioneller Haltung einen signifikanten Anteil an CD4* T-Zellen in peripherem Blut und
Lungengewebe aufweisen, die spezifisch gegen A. fumigatus gerichtet sind. Vergleichend zu
publizierten Studien an gesunden Menschen, die konstant Aspergillus-Konidien einatmen,
konnte bei Schweinen aus konventioneller Haltung vergleichbare Daten im Hinblick auf
Frequenz, Differenzierungsstatus und Phanotyp von CD154* A. fumigatus-reaktiven T-
Helferzellen erhoben werden. Die Analyse im Schwein als human-relevantes Groltiermodell

ermoglicht dartiber hinaus deren Nachweis und Charakterisierung im Lungengewebe.

4.2. Analyse der A. fumigatus-spezifischen sowie gesamten T-

Helferzellantwort nach experimenteller Konidienexposition

Untersuchungen in gesunden Menschen weisen auf eine deutliche Korrelation zwischen der
Auspragung einer pilzspezifischen T-Helferzellantwort und der Umweltexposition mit
A. fumigatus-Sporen hin. Personen mit intensiver Pilzexposition im beruflichen oder privaten
Umfeld zeigen dementsprechend im Blut deutlich héhere Frequenzen an A. fumigatus-
reaktiven CD4* T-Zellen (Wurster et al. 2017). Um das Schwein als human-relevantes Modell
zur Untersuchung der pilzspezifischen T-Zellantwort gegen aerogen Ubertragene
A. fumigatus-Sporen zu etablieren, wurde eine experimentelle Exposition von Tieren aus
konventioneller Haltung mittels Verneblung von A. fumigatus-Konidien in einer

Aerosolkammer mit einer Grundflache von 3,2 m? und einem Volumen von 7 m?3 etabliert.

4.2.1. Aerolisierung von A. fumigatus Konidien mittels Ultraschallvernebler in

einer Aerosolkammer

Wahrend die Sporenkonzentration von A. fumigatus in der Luft von Schweinestallen von 0 bis
100 KbE/m® betragen kann (Sabino et al. 2012), wurde unter Zuhilfenahme einer
Aerosolkammer die stressarme aerogene Exposition der Tiere mit einer konstanten
Konzentration von 10%° KbE/m® Aspergillus-Konidien (ber einen Zeitraum von 8 Stunden

angestrebt.

4.2.1.1. Evaluierung und Validierung der angestrebten Konzentration an

A. fumigatus-Konidien in der Aerosolkammer

Um eine definierte Konzentration von 108 KbE/m® Aspergillus-Konidien in der Luft der

Aerosolkammer zu erreichen, wurden Konidiensuspensionen  unterschiedlicher

47



Ergebnisse

Konzentrationen getestet und die errechneten Werte in 3 unabhangigen Messungen validiert
(Tab.4.1). Bei dem Einsatz einer Konidiensuspension der Konzentration 5x107/ml konnte nach
Aerosolisierung schlieRlich eine Konzentration an A. fumigatus-Konidien von 10% KbE/m? in
der Luft erzielt werden. Aufgrund der Luftprobensammlung auf 3 verschiedenen Héhen konnte

die gleichmafige Verteilung der Konidien innerhalb der Kammer gezeigt werden.

Konzentration der Konidien (KbE/m?) in der Luft

Konidiensuspension Position des Impingers  Messung 1 Messung 2 Messung 3

. oben 5,4x10° 6,1x10° 7,0x10°
Suspension A

it 5 5 5

[Konz.: 6x106/mi] mittig 4,7x10 6,4x10 5,1x10

unten 6,5%10° 6,7x10° 6,4x10°

. oben 5,8x108 5,5%108 8,2x108
Suspension B

it 6 6 6

[Konz.: 5x107/ml] mittig 4,5%x10 6,1x10 8,8x10

unten 4,8x10° 6,7x108 6,7x108

Tab. 4.1 Messung der Konzentration in der Luft befindlicher A. fumigatus-Konidien nach
Einsatz von Konidiensuspensionen unterschiedlicher Konzentrationen

Um eine definierte Konzentration an A. fumigatus-Konidien in der Aerosolkammer zu
erreichen, wurden Konidiensuspensionen unterschiedlicher Konzentrationen in 3
unabhangigen Messungen getestet. Dazu wurden — jeweils 10 min nach Beginn der
Aerosolisierung — Luftproben an drei verschiedenen Positionen der Kammer (oben: 1,6 m;
mittig: 0,8 m und unten: 0,3 m [Hbhe]) 30 Minuten lang unter Verwendung eines mit 30 ml
destilliertem, filtriertem und autoklaviertem Wasser geflllten Glasimpingers gesammelt. Die
Impinger wurden Uber Stahlrohre mit der Kammer und Uber Kunststoffschlauche mit einer
Luftpoumpe (Luftstrom: 12,5 I/min) verbunden. 100 pl des quantifizierten Restwassers im
Impinger wurden auf Malzextraktagar ausplattiert und 42 h bei 37 °C inkubiert. Die
Konzentrationen von A. fumigatus-Konidien (KbE/m?) in der Kammer wurden unter Einsatz der
Anzahl der koloniebildenden Einheiten, der Menge des im Impingers verbleibenden Wassers,

des Luftstromes und der Dauer der Luftprobenahme errechnet.

4.2.1.2. Uberwachung der Konidienkonzentration in der Aerosolkammer

wahrend der experimentellen Exposition der Schweine

Um die Exposition der Schweine mit einer definierten Konzentration an A. fumigatus-Konidien
sicherzustellen, wurde die Konzentration der in der Luft befindlichen Konidien auch wahrend

der experimentellen Exposition an zwei Positionen sowie zu zwei Zeitpunkten gemessen (Tab.
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4.2). Anhand der Messungen wahrend der experimentellen Aspergillus-Expositionen konnte
gezeigt werden, dass auch bei Anwesenheit der Schweine in der Aerosolkammer durch
Einsatz der validierten Konidiensuspension eine Konzentration von 108 KbE/m3® an

A. fumigatus-Konidien in der Luft erzielt wurde.

Konzentration der Konidien (KbE/m?) in der Luft

Position des Impingers Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2

6 6

Exposition A oben 6,38x10 8,09%10
mittig 6,54x10° 8,15%10°

6 6

Exposition B oben 2,07x10 2,48%10
mittig 2,15%x10° 4,36%x10°

6 6

Exposition C oben 5,11x10 3,55%10
mittig 3,86x10° 5,01x10°

Tab. 4.2 Messung der Konzentration in der Luft befindlicher A. fumigatus-Kondien
wahrend der experimentellen Exposition der Schweine

Um die Konzentration von A. fumigatus-Konidien in der Luft wahrend der
Expositionsexperimente zu kontrollieren, wurden Luftproben an zwei verschiedenen
Positionen der Kammer (oben: 1,6 m und mittig: 0,8 m [Héhe]) Gber 30 min und zu zwei
Zeitpunkten (1: 0,5 h und 2: 6 h nach Beginn der Aerosolisierung) unter Verwendung eines mit
30 ml destilliertem, filtriertem und autoklaviertem Wasser gefullten Glasimpingers gesammelt.
Die Impinger wurden uber Stahlrohre mit der Kammer und tber Kunststoffschlauche mit einer
Luftpumpe (Luftstrom: 12,5 I/min) verbunden. 100 ul des quantifizierten Restwassers im
Impinger wurden auf Malzextraktagar ausplattiert und 42 h bei 37 °C inkubiert. Die
Konzentrationen der A. fumigatus-Konidien (KbE/m?3) in der Kammer bei Exposition A, B und
C wurden unter Einsatz des Mittelwertes der Anzahl der ausgezahlten koloniebildenden
Einheiten, des Verdinnungsfaktors, der Menge des im Impinger verbleibenden Wassers, des

Luftstromes sowie der Dauer der Luftprobenahme errechnet.

4.2.1.3. Nachweis der A. fumigatus-Konidien in der porzinen Lunge nach

experimenteller Exposition

Aufgrund ihrer geringen Grofe von 2-3 um konnen luftgetragene Konidien von A. fumigatus
tief in die Atemwege sowohl des Menschen als auch anderer Saugetiere eindringen und die
Alveolen der Lunge erreichen (Van De Veerdonk et al. 2017a). Um sicherzustellen, dass
aerosolisierte Aspergillus-Konidien wahrend der experimentellen Exposition der Schweine in

der Aerosolkammer in die tiefen Atemwege der Tiere gelangen, wurden unmittelbar nach 8-
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stindiger Exposition mit einer Konidien-Konzentration von 10°®° KbE/m3® sowohl
mikrobiologische als auch histologische Daten der Lunge eines Tieres erhoben. Mittels
Rekultivierung von bronchoalvelarer Spulflissigkeit (bronchoalveolare Lavage, BAL) konnte
eine Sporenlast von 9,57x10*KbE in der Lunge des Tieres ermittelt werden. Unter Einsatz der
A. fumigatus-spezifischen PCR gelang zudem der qualitative Nachweis des Pilzes in der BAL
des exponierten Tieres (mittlerer Zyklusschwellenwert, Cr mean=33,05). Auch mittels
immunhistologischer Farbung von Lungengewebsproben gelang der A. fumigatus-spezifische
Nachweis einer deutlichen Sporenlast in der Lunge des experimentell exponierten Tieres (Abb.

4.4) in Abgrenzung zu Negativkontrollen.

1 h nach experimenteller Aspergillus-Exposition

vy =

| .

™ .. 2
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Abb. 4.4 Immunhistologischer Nachweis von A. fumigatus-Konidien in der Lunge eines
Schweines unmittelbar nach experimenteller Aspergillus-Exposition

Histologie des Lungengewebes exemplarisch des linken Lungenlappens eines experimentell
A. fumigatus-Konidien-exponierten Schweines. Die Gewebe wurden eine Stunde nach
Exposition gesammelt, fixiert, in Paraffin eingebettet und die Gewebsschnitte wurden mit
einem Anti-Aspergillus-Antikbrper immunhistologisch gefarbt. Dargestellt sind positive
A. fumigatus-Signale (oben) in submukésen Drisen (offene Pfeile) und im Blrstensaum des
respiratorischen Epithels (schwarz geflillte Pfeile) sowie eine Negativ- und Positivkontrolle
(unten). Malstab = 20 um
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4.2.2. Studiendesign der experimentellen Aspergillus-Exposition gesunder

Schweine aus konventioneller Tierhaltung

Nach entsprechender Validierung erfolgte die experimentelle Exposition der Tiere gegentber
aerosolisierten A. fumigatus-Konidien mit einer konstanten Konzentration von 108/m3 KbE (iber
einen Zeitraum von 8 Stunden in der beschriebenen Aerosolkammer. Vor der Exposition (Tag
0) sowie zu mehreren Zeitpunkten nach der Exposition (Tage 2, 4, 6, 10, 13 und 18) erfolgte
eine Blutentnahme, bevor die Tiere an zwei Zeitpunkten, Tag 10 oder 18, seziert und
Gewebeproben aus Lunge und Lungenlymphknoten entnommen wurden. Es wurden zwei
Endpunkte ausgewahlt, um die mégliche Einwanderung von A. fumigatus-spezifischen CD4*
T-Zellen in die Atemwege (Tag 10) sowie deren Akkumulation oder auch Rezirkulation (Tag
18) zu analysieren (Abb. 4.5).

A. fumigatus T-Zellanalyse in Lungengewebe
Exposition und Lymphknoten
Tag 0 2 4 6 10 13 18

T 11 1 >
T-Zellanalyse im peripheren Blut

g 0-10
g 0-18

h=3Ta
Abb. 4.5 Schema des Versuchsablaufes der experimentellen Aspergillus-Exposition
gesunder Schweine aus konventioneller Tierhaltung in einer Aerosolkammer

Der Versuchsaufbau gibt Beobachtungszeitraume (10-18 Tage), Tierzahlen (n=3 Tag 0-10;
n=3 Tag 0-18) und Zeitpunkte fir die Blut- (Tag 0, 2, 4, 6, 10, 13, und 18) sowie

Lungengewebs- und Lymphknoten-Probennahme (Tag 10 und 18) an.

4.2.3. Ergebnisse der A. fumigatus-spezifischen Diagnostik

Obwohl die Schweine hohen Dosen von 108 KbE/m3 A. fumigatus-Konidien in der Luft (iber 8
h ausgesetzt waren, entwickelten die Tiere keine klinischen Anzeichen einer invasiven
Aspergillose. Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR), die auf den
internen transkribierten Spacer 1 (ITS1) -5.8S-rRNA-Genbereich abzielt, wurde angewendet,
um den Pilz in bronchoalveoldren Spulflissigkeit (brochoalveoldare Lavage, BAL)
nachzuweisen. Positive BAL-PCR-Ergebnisse (1 von 6 immunkompetenten Schweine)
wurden unter Einsatz von Serumproben verifiziert (Tab. 4.3). Die Ergebnisse der PCR-
Analysen in BAL wund Serum sowie die mikroskopische Untersuchung von

Lungengewebsschnitten auf Hyphenwachstum unter Einsatz eines polyklonalen Antikdrpers
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fr die immunhistochemischen Nachweis von Aspergillus (Tag 10) oder mittels PAS-Reaktion
(Abk. fur engl. Periodic acid-Schiff reaction) zeigten jedoch keine Anzeichen eines invasiven
Pilzwachstums (Tab. 4.3, Abb. 4.6). Auch gesunde, immunkompetente Menschen ohne
wesentliche Vorerkrankungen sind in der Regel gegenlber pulmonalen Infektionen mit

A. fumigatus resistent.

Versuchstag Tier PCR BAL PCR Serum
10 1 pos (39,4) neg

2 neg NM

3 neg NM
18 4 neg NM

5 neg NM

6 neg NM

Tab. 4.3 Die Ergebnisse der A. fumigatus-spezifischen PCR in Lungenspiilproben und
Serum ergaben kein invasives Pilzwachstum

Bronchoalveolare Lavage (BAL) -Proben von immunkompetenten Schweinen an den Tagen
10 und 18 und nach experimenteller Exposition mit aerosolisierten Aspergillus-Konidien
wurden mittels A. fumigatus-spezifischer real-time PCR analysiert. Bei positivem PCR-
Ergebnis der BAL wurden die Serumproben aller Probenahmezeitpunkte (Tag 0, 2, 4, 6, 10,
13, 18) analysiert. Die mittleren Zyklusschwellenwerte sind in Klammern angegeben. Pos,

positiv; neg, negativ; NM, not measured = nicht gemessen.
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Abb. 4.6 Mittels histologischer Untersuchung konnte kein Hyphenwachstum im
Lungengewebe der Aspergillus-exponierten Schweine nachgewiesen werden
Histologie des Lungengewebes exemplarisch des cranialen linken Lungenlappens (Lobus
cranialis sinister, Pars caudalis) der experimentell Aspergillus-exponierten Schweine. Die
Gewebe wurden gesammelt, fixiert, in Paraffin eingebettet und die Gewebeschnitte wurden
mit einem Anti-Aspergillus-Antikorper flr die Immunhistochemie (Tag 10) oder mittels PAS-

Reaktion (Abk. fur engl. Periodic acid-Schiff reaction) (Tag 18) gefarbt. Mafistab = 20 ym.

4.2.4. Detektion A. fumigatus-spezifischer T-Zellen in Blut, Lungengewebe

und Lungenlymphknoten nach experimenteller Aspergillus-Exposition

Die Ex-vivo-Analyse der Frequenzen porziner A. fumigatus-spezifischer CD4* T-Zellen im Blut
Uber die Zeit des Versuches ergab einen deutlichen Trend eines friihen Peaks der gesamten
pilzreaktiven CD154* T-Zellen an Tag 4 nach der experimentellen Exposition in der
Aerosolkammer im Vergleich zu den Daten an Tag 0 nach vorangegangener natlrlicher
Umgebungsexposition (Abb. 4.7B) sowie einen signifikanten Anstieg der TNF-a und IFN-y-
koexprimierenden pilzspezifischen T-Helferzellen. (Abb 4.7C). Zudem stiegen an Tag 18 nach
Aspergillus-Exposition die Frequenzen im Blut der Zytokin-produzierenden A. fumigatus-
spezifischen T-Zellen signifikant Uber die Werte von Tag 0 an (Abb 4.7C). Farbungen des
Oberflachenmarkers CD8a zeigten eine zunehmende CD8a-Expression auf pilzreaktiven
CD154* T-Zellen nach experimenteller Exposition, aber auch einen &quivalenten Trend in der
CD154- Population (Abb 4.7D). Daher konnte nicht direkt nachgewiesen werden, dass naive
A. fumigatus-spezifische CD4* T-Zellen in Effektor-Th-Zellen (bergehen infolge der

experimentellen Aspergillus-Exposition.
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Abb. 4.7 Anstieg der Frequenz A. fumigatus-reaktiver CD4* T-Zellen im Blut nach
experimenteller Exposition gegeniiber Aspergillus-Konidien

Eine beispielhafte kinetische Analyse (Tag 0, 4, 10 und 18) von A. fumigatus-reaktiven CD4"* -
T-Zellen im Blut, die aufgrund ihrer CD154-Expression nach einer kurzzeitigen (6-stindigen)
Stimulation mit A. fumigatus-Lysat identifiziert wurden, ist in A dargestellt und flr n=3-6 Tiere
und alle Zeitpunkte in (B) zusammengefasst, dargestellt als Mittelwert (Balken) £ SD, Kruskal-
Wallis test with Dunn's multiple comparisons test. (C) Frequenz von Zytokin-produzierenden
A. fumigatus-reaktiven CD4* T-Zellen, die TNF-a (links) oder IFN-y (rechts) exprimieren,
angegeben als Mittelwert (Balken) + SD. Der CD154* Hintergrund der nicht stimulierten
Kontrolle wurde abgezogen; Kruskal-Wallis test with Dunn's multiple comparisons test. (D)
Konkatenierte Konturdiagramme (von n=6 Tieren), die den prozentualen Anteil von CD154*
CD8a* und CD154-CD8a* innerhalb der CD4* T-Zellpopulation nach kurzzeitiger Stimulation
mit A. fumigatus-Lysat vor (Tag 0) und nach (Tag 4 und 11) experimenteller Exposition

gegenuber Aspergillus-Konidien darstellen.

Im Gegensatz zu humanen Studien liefern Untersuchungen am porzinen Grofdtiermodell
detaillierte Informationen Uber die lokale Immunantwort betroffener Organe. Daher lag ein
Fokus dieser Arbeit auf der vergleichenden Analyse pilzreaktiver T-Zellen in Blut,
Lungengewebe und Lungenlymphknoten im Hinblick auf die Daten der zwei betrachteten
Zeitpunkte an den Tagen 10 und 18. Um der OrgangrofRe der Schweinelunge gerecht zu

werden und lokale Unterschiede der Immunantwort zu berlcksichtigen, wurden
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Gewebsproben aus sieben verschiedenen anatomischen Lungenregionen entnommen, die
Gewebeproben anschliefend gepoolt und die A. fumigatus-spezifische CD4* T-Zellantwort
erfasst. Parallel dazu wurden finf verschiedene Lungenlymphknoten entnommen und
ebenfalls als Pool bearbeitet. Wie in Abb 4.8A exemplarisch nach Restimulation mit
A. fumigatus-Antigen dargestellt und in Abb 4.8B fir die Tage 10 und 18 zusammengefasst,
zeigte sich eine signifikante Immunantwort von CD154*CD4* T-Zellen nach Antigen-
spezifischer Restimulation bei aus Lungengewebe isolierten Lymphozyten sowie bei denen
aus Blut und Lungenlymphknoten nach experimenteller Exposition im Vergleich zu
unstimulierten Kontrollen (w/o). Nach Abzug des CD154* Hintergrundes der nicht stimulierten
Kontrollen betrug die durchschnittliche Frequenz der A. fumigatus-reativen T-Helferzellen an
Tag 10 und 18 nach Exposition in der Lunge 0,1968 % (Standartabweichung: + 0,2081 %),
wahrend bei natirlich exponierten Tieren aus konventioneller Tierhaltung zuvor eine
durchschnittliche Frequenz von nur 0,0776 £ 0,07735 % (siehe Abb. 4.3B) ermittelt wurde. Die
vergleichende Analyse der A. fumigatus-reaktiven T-Helferzellen im peripheren Blutkreislauf
sowie lokal im Gewebe an Tag 10 und 18 nach der Exposition ergab zudem einen Trend zu
héheren Frequenzen von pilzspezifischen T-Zellen im Lungengewebe im Vergleich zu Blut und
Lungenlymphknoten (Abb. 4.8C). Interessanterweise war eine derart starke antimykotische
Reaktivitdit von CD4*CD154* T-Zellen an Tag 18 besonders ausgepragt, was auf eine
ortsgerichtete Akkumulation von CD4* T-Zellen in Lungengeweben fir mindestens 18 Tage
nach der Exposition mit aerosolisierten A. fumigatus-Konidien hinweist. Bei Betrachtung der
Th1-Zytokinproduktion war die Frequenz von IFN-y koexprimierenden A. fumigatus-reaktiven
T-Zellen im Lungengewebe signifikant héher als in Lungenlymphknoten nach Abzug des
CD154* Hintergrundes (Abb. 4.8C). Die insgesamt sehr geringen Frequenzen der spezifisch
A. fumigatus-erkennenden Zellen innerhalb des Pools von CD4* T-Zellen sowie die
unterschiedlichen organspezifischen Hintergrundwerte schranken jedoch den direkten

Vergleich der Organdaten ein.
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Abb. 4.8 Ex-vivo-Detektion der lokalen pilzspezifischen Th-Zellantwort deutet auf eine
ausgepragte A. fumigatus-spezifische Reaktivitit in der Lunge hin

(A) Analyse der Frequenzen der A. fumigatus-reaktiven CD154* T-Zellen im peripheren Blut
(Blut), Lungengewebe (Lunge) und Lungenlymphknoten (Ln.), zusammengefasst in (B) fur
nicht stimulierte (w/o) und stimulierte (Asp, 40 pg/ml) PBMCs oder entsprechende
mononukledre Zellen aus dem Lungengewebe oder Lungenlymphknoten, dargestellt als
Mittelwert (Balken) £ SD an den finalen Tagen 10 (offene Kreise, n=3) und 18 (schwarz gefiillte
Kreise, n=3); two-tailed paired t test. (C) Frequenzen der A. fumigatus-reaktiven CD4* T-Zellen
im peripheren Blut (Blut), Lungengewebe (Lunge) und Lungenlymphknoten (Ln.) sowie deren
Zytokin-Koproduktion wurden als Mittelwert (Balken) £ SD an den finalen Tagen 10 (offene
Kreise, n=3) und 18 (schwarz gefillte Kreise, n=3) angegeben. Der CD154* Hintergrund der
nicht stimulierten Kontrollen wurde abgezogen; RM one-way ANOVA with Dunnett's multiple

comparisons test, Friedman test with Dunn's multiple comparisons test

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die experimentelle Exposition von
immunkompetenten Schweinen aus konventioneller Aufzucht mit hohen Konzentrationen von
aerosolisierten A. fumigatus-Konidien gut toleriert wird ohne ein Krankheitsgeschehen
auszubilden. Eine definierte Pilzexposition fuhrte zu einer lokalen Antigen-spezifischen T-
Zellantwort gegen A. fumigatus im Lungengewebe sowie und zu einem frihen Peak der
zirkulierenden A. fumigatus-spezifischen T-Zellen im Blut der Tiere bereits 4 Tage nach

Aspergillus-Exposition.

56



Ergebnisse

4.2.5. Magnetische Anreicherung und Charakterisierung A. fumigatus-

spezifischer Th-Zellen in Blut, Lungengewebe und Lungenlymphknoten

Die geringe Gesamtanzahl A. fumigatus-reaktiver T-Helferzellen im Blut limitiert die
eingehende Analyse pilzspezifischer T-Zellen, welche nach Restimulation mit Aspergillus-
Lysat identifiziert werden konnten. Um diese Einschrankung im Schweinemodell zu
Uberwinden, wurde eine fiir porzine Lymphozyten modifizierte Methode der Antigen-reaktiven
T-Zell-Anreicherung (Antigen-reactive T cell enrichment, ARTE), welche urspriinglich auf der
magnetischen Isolierung von humanen CD154-exprimierenden CD4* T-Zellen basiert,
angewandt. ARTE wird routinemafRig angewendet, um seltene Populationen menschlicher
Antigen-spezifischer CD4* T-Zellen zu analysieren (Bacher et al. 2013). Aufgrund der
transienten Expression von CD154 an der Zelloberflache und der fehlenden Verfugbarkeit
eines schweinespezifischen oder kreuzreaktiven CD40-blockierenden Antikdrpers zur
Verhinderung der CD154-Internalisierung wurde eine Kombination aus dem sog. ,CD154
surface trapping“ (Cohen et al. 2005) und einer chemischen Stabilisierung mittels Monensin
angewandt (Chattopadhyay et al. 2006). Dabei werden isolierte PBMCs mit A. fumigatus-Lysat
in Gegenwart eines CD154-PE-Antikdrpers stimuliert, um die Komplexbildung des de-novo-
synthetisierten CD154 an der porzinen Zelloberflache und fluoreszenzmarkierten CD154-
Antikorpers zu ermoéglichen. Zudem wird Monensin nach 2-stiindiger Stimulation aufgrund
seiner hemmenden Wirkung auf Natriumprotonen-Austauscher zugesetzt, um saure
intrazellulare Kompartimente zu neutralisieren und dadurch die CD154-Antikérper-Komplexe
auf der Zelloberflache zu stabilisieren (Chattopadhyay et al. 2006). Die Zellen werden mit
magnetischen Anti-Fluorochrom-Mikrobeads markiert und weitere 2 Stunden in Gegenwart
von Monensin und Brefeldin A inkubiert, um die intrazellularen Zytokinsignale zu verstarken.
Das ,CD154 surface trapping” ermdglicht die magnetische Anreicherung von CD154-
exprimierenden porzinen CD4* T-Zellen im Vergleich zu nicht stimulierten Zellen und zudem
die detaillierte Analyse der Anzahl der A. fumigatus-spezifischen T-Zellen sowie der
Zytokinexpression, wie in Abbildung 4.9 fur ein experimentell exponiertes und an Tag 18

seziertes Schwein dargestellt.
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Abb. 4.9 Antigen-reaktive Anreicherung von porzinen CD4* T-Zellen

PBMCs oder mononukleadre Zellen der Lunge wurden mit einer Dichte von 2x107 Zellen/ml
ausgesat und durch Zugabe von 40 pg/ml A. fumigatus-Lysat oder unbehandelt (w/0) in
Gegenwart von reinem Anti-CD154-PE-Antikérper fur 5 h stimuliert. Monensin (2 yM) wurde
nach 2 h Stimulation zugegeben. Nach 5 Stunden wurden die Zellen abgenommen,
gewaschen und unter Verwendung von Anti-PE-Microbeads magnetisch markiert. Die
markierten Zellen wurden weitere 2 Stunden in Gegenwart von 3 ug/ml Brefeldin A und 2 uM
Monensin inkubiert, um den intrazellularen Zytokinnachweis zu ermdglichen. Danach wurden
die Zellen magnetisch angereichert und auf einer Saule fir die durchflusszytometrische
Analyse angefarbt. Dargestellt sind: Gatingstrategie zur Identifizierung von porzinen CD4* T-
Zellen vor (links) und nach (rechts) magnetischer Anreicherung (obere Zeile), mit A. fumigatus
stimulierte (Asp) und unbehandelte (w/o) PBMCs vor und nach magnetischer Anreicherung
(mittlere Zeile) und A fumigatus-stimulierte und unbehandelte aus der Lunge stammende
mononukledre Zellen vor und nach magnetischer Anreicherung (untere Zeile). Die Zahlen in
den Beispielplots geben die Frequenz der CD154* innerhalb der CD4* T-Zellen an. Die

entsprechenden Zellzahlen nach magnetischer Anreicherung sind in Kursivschrift vermerkt.

Mittels magnetischer Anreicherung konnte wiederum eine Zunahme der A. fumigatus-
spezifischen CD4* T-Zellen im Blut an Tag 4 nach der Exposition (Abb 4.10) dargestellt
werden. Bemerkenswerterweise folgt auf den frihen Anstieg an Tag 4 nach der

experimentellen Exposition ein Abfall an Tag 10 (Abb. 4.10B und C) und wiederum allmahlicher
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Anstieg bis zum finalen Zeitpunkt des Experimentes (Tag 18). Die Gesamtzahl der CD154*
Zellen (Abb. 4.10C) sowie der IFN-y produzierenden CD154*CD4* T-Zellen stieg im Vergleich
zum Ausgangswert an Tag O signifikant an (Abb. 4.10B). Wie bereits anhand der Frequenz
nicht angereicherter pilzspezifischer T-Helferzellen dargestellt, bestatigte die magnetische
Anreicherung die Immunantwort A. fumigatus-reaktiver CD4* T-Zellen kurz nach der

experimentellen Exposition und interessanterweise auch zu einem spateren Zeitpunkt.
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Abb. 4.10 Die magnetische Anreicherung bestatigt den Anstieg pilzspezifischer T-
Helferzellen im Blut gesunder Schweine nach experimenteller Aspergillus-Exposition

(A) Beispielhafte Kinetik von magnetisch angereicherten A. fumigatus-spezifischen CD4* T-
Zellen, die TNF-a (obere Zeile) oder IFN-y (untere Zeile) exprimieren sowie nicht stimulierte
Kontrollen an den Tagen 0, 4, 10 und 18 von einem reprasentativen Schwein. Angegeben ist
die Zellzahl/2x10” PBMCs. Die Daten sind in (B) fiir Zytokin-koexprimierende CD154* Zellen
(TNF-q, links und IFN-y, rechts) und in (C) flir die gesamten CD154* Zellen zusammengefasst,
dargestellt als Mittelwert + SD von n=3-6 Schweinen; one-way ANOVA with Tukey's multiple

comparisons test

Um zu Uberprifen, ob das Th1-Zytokinprofil von A. fumigatus-spezifischen T-Zellen in der
Peripherie tatsachlich die lokale Antwort in der Lunge widerspiegelt, wurde die Menge

pilzreaktiver und Zytokin-koexprimierender CD4* T-Zellen aus Lungengewebsproben sowie
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Lungenlymphknoten mit Ergebnissen aus dem Blut an den Tagen 10 und 18 nach

experimenteller Exposition verglichen (Abb 4.11).

A 154" B % IFN-y* % TNF-a IFN-y*
Blut Lunge 3807 L& %O
L 40
Q60

3 o 30

4
5 S 0 20
£ 420% 52 10
ey gy N 0 0

IFN-y A647

Abb. 4.11 A. fumigatus-spezifische T-Zellen peripher im Blut sowie lokal im
Lungengewebe weisen einen koharenten Phanotyp auf

(A) Exemplarische Dot Plot-Diagramme zeigen die Frequenzen von IFN-y produzierenden
Zellen und IFN-y/TNF-a koproduzierenden Zellen (grauer Hintergrund, Frequenz in
Kursivschrift) in der Lunge im Vergleich zu Blut an Tag 18, zusammengefasst fur n=6
Schweine (Tag 10 n=3, offene Kreise und Tag 18 n=3, schwarz gefillte Kreise) in (B),

dargestellt als Mittelwert (Balken) £ SD, two-tailed paired t-test.

Wahrend die magnetische Anreicherung beim Vergleich von Blut- und Gewebsdaten keinen
signifikanten Unterschied in der anteiligen Frequenz von CD154*T-Zellen ergab, welche IFN-
y oder IFN-y und TNF-a produzieren (Abb. 4.11A und B), konnte eine signifikant hdhere Anzahl
an A. fumigatus-reaktive T-Zellen im Lungengewebe exponierter Tiere im Vergleich zu Blut
und Lungenlymphknoten nachgewiesen werden (Abb. 4.12A, B und C). Bei dem Vergleich von
A. fumigatus-reaktiven T-Zellen aus dem Lungengewebe von experimentell exponierten (exp.
expon.) mit nattrlich exponierten, gesunden und altersangepassten Schweinen (nat. expon.),
die in konventioneller Haltung natirlicherweise Aspergillus-Sporen ausgesetzt sind, konnte
anhand der magnetischen Anreicherung gezeigt werden, dass sich A. fumigatus-reaktive T-
Zellen spezifisch im Lungengewebe nach experimenteller Exposition mit hohen Dosen von
Aspergillus-Konidien anreichern (Abb. 4.12D). Bei dem Vergleich der Anzahl pilzreaktiver Th-
Zellen in Blut und Lungengewebe zwischen den Tagen 10 und 18 konnte zwar ein

zunehmender Trend dargestellt werden, jedoch kein signifikanter Unterschied.
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Abb. 4.12 Anreicherung pilzspezifischer T-Helferzellen nach experimenteller
Aspergillus-Exposition im Lungengewebe der Schweine

(A) Beispielhafte Dot Plot-Diagramme von angereicherten A. fumigatus-spezifischen CD4* T-
Zellen, die TNF-a (obere Zeile) oder IFN-y (untere Zeile) exprimieren sowie nicht stimulierte
Kontrollen von Zellen, die aus Blut, Lungengewebe (Lunge) und Lungenlymphknoten (Ln.)
isoliert wurden. (B) Vergleich von pilzreaktiven, angereicherten CD154* T-Zellzahlen, die TNF-
a (links) oder IFN-y (rechts) in Blut, Lungengewebe (Lunge) und Lungenlymphknoten (Ln.)
koexprimieren an den Tagen 10 (n=3, offene Kreise) und 18 (n=3, schwarz gefiilite Kreise)
()
angereicherter CD154* T-Zellen in Blut, Lungengewebe (Lunge) und Lungenlymphknoten

nach experimenteller Aspergillus-Exposition. Vergleich der Anzahl pilzreaktiver,
(Ln.) an den Tagen 10 (n=3, offene Kreise) und 18 (n=3, schwarze gefiilite Kreise) nach
experimenteller Aspergillus-Exposition. In (B) und (C) dargestellt als Mittelwert (Balken) + SD;

one-way ANOVA with Tukey's multiple comparisons test. (D) Vergleich der A. fumigatus-
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reaktiven, angereicherten CD154* T-Zellzahlen in Lungengewebe (Lunge) von naturlich
exponierten Schweinen (nat. expon.) und experimentell exponierten Tieren (exp. expon.) an
den Tagen 10 (n=3, offene Kreise) und 18 (n=3, schwarz ausgeflllte Kreise) nach Aspergillus-
Exposition, angegeben als Mittelwert (Balken) + SD; two-tailed paired t test. (E) Vergleich der
Anzahl pilzreaktiver, angereicherter CD154* T-Zellen (links), CD154*TNF-a* T-Zellen (Mitte)
und CD154*IFN-y* T-Zellen (rechts) in Blut und Lungengewebe (Lunge) zwischen den Tagen
10 (n=3, offene Kreise) und 18 (n=3, schwarze gefillte Kreise) nach experimenteller
Aspergillus-Exposition dargestellt als Mittelwert (Balken) £ SD; Wilcoxon matched-pairs signed

ranks rest und Paired t test.

Zusammenfassend konnte durch die Anwendung einer Methode flir das Schwein zur
magnetischen, Antigen-reaktiven T-Zell-Anreicherung gezeigt werden, dass A. fumigatus-
reaktive T-Zellen nach aerogener Exposition mit Konidien spezifisch im Lungengewebe
akkumulieren. Zudem zeigten sowohl die pulmonalen pilzreaktiven T-Helferzellen als auch

solche im peripheren Blutkreislauf einen durch TNF-a bzw. IFN-y gepragten Th1-Phanotyp.

4.2.6. Antigen-unspezifische Analyse der T-Helferzellantwort nach

experimenteller Exposition mit Aspergillus-Konidien

Neben der A. fumigatus-spezifischen T-Zellanalyse via Aktivierungsmarker CD154 wurde
auch die T-Helferzellantwort unabhangig von der Antigen-Spezifitdt nach experimenteller
Aspergillus-Exposition erfasst. Studien an humanen und murinen T-Zellen haben gezeigt, dass
die Transkriptionsfaktoren T-bet, GATA3 und FoxP3 Schlusselakteure bei der Entwicklung und
funktionellen Differenzierung von Th1-, Th2 und Treg-Zellen sind (Oestreich und Weinmann
2012; Lazarevic et al. 2013; Wan 2014; Lu et al. 2017). Auch bei T-Zellanalysen im Schwein
konnten funktionelle Subpopulationen von porzinen T-Helferzellen schlieRlich auf der Basis
der Transkriptionsfaktoren T-bet, GATA3 und FoxP3 mittels Durchflusszytometrie identifiziert
werden (Kaser et al. 2008a; Ebner et al. 2014; Rodriguez-Gomez et al. 2016). Daher erfolgte
zunachst vor (Tag 0) sowie nach Aspergillus-Exposition (Tag 2, 4, 6, 10, 13 und 18) die
durchflusszytometrische Analyse der Expression der genannten Transkriptionsfaktoren in
CD4* T-Zellen der Schweine (Abb. 4.13A). Dabei konnte an Tag 4 ein signifikanter Anstieg der
T-bet-Expression gezeigt werden. Der Anteil T-bet* T-Zellen von durchschnittlich 30,18 % aller
CD4* T-Zellen an Tag 4 Ubersteigt dabei die Werte der CD154" pilzreaktiven Th-Zellen (siehe
Abb. 4.7, durchschnittlich 0,086 %) deutlich. Daraus folgend kann auf eine mégliche Th1-
Differenzierung nicht A. fumigatus-spezifischer porziner T-Zellen nach Aspergillus-Exposition

geschlossen werden. Zudem wurde die FoxP3-Expression und folglich der Anteil
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regulatorischer T-Zellen aller CD4* T-Zellen der Schweine an Tag 4 signifikant reduziert (Kaser
et al. 2008b). Die Analyse der Expression von Ki-67 der CD4* T-Zellen verdeutlichte einen
Anstieg der Proliferationsraten der porzinen T-Helferzellen an Tag 4 und 6 nach Aspergillus-
Exposition (Abb. 4.13B). Zahlreiche Studien an Viruserkrankungen und bakteriellen
Infektionen im Schwein flihrten zu der gegenwartigen Annahme, dass der Oberflachenmarker
CD8a auf aktivierten sowie Gedachtnis-T-Helferzellen exprimiert ist (Gerner et al. 2015). 4
Tage nach experimenteller Exposition der Schweine mit aerosolisierten A. fumigatus-Konidien
stieg auch der Anteil der CD4/CD8a doppelt-positiven T-Zellen signifikant an (Abb. 4.13C).
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Abb. 4.13 CD154-unabhéagige Analyse der Th-Zellreaktion nach Aspergillus-Exposition
(A) Analyse der Frequenzen der T-bet (links), GATA3 (Mitte) sowie FoxP3 (rechts)
exprimierenden CD4* T-Zellen im peripheren Blut vor (Tag 0) sowie nach experimenteller
Aspergillus-Exposition zusammengefasst fir n=6 Schweine (Tag 2 bis 10) sowie n=3
Schweine an Tag 13 und 18, dargestellt als Mittelwert (Balken) + SD, one-way-ANOVA with
Dunnett's multiple comparisons test, Kruskal-Wallis test with Dunn's multiple comparisons test.
(B) Frequenzen der Ki-67* Zellen aller CD4* T-Zellen im peripheren Blut vor (Tag 0) sowie
nach experimenteller Aspergillus-Exposition zusammengefasst fir n=6 Schweine (Tag 2 bis
10) sowie n=3 Schweine an Tag 13 und 18, dargestellt als Mittelwert (Balken) + SD. (C) Anteil
der CD4/CD8a doppelt-positiven T-Zellen aller CD4* T-Helferzellen im peripheren Blut vor

(Tag 0) sowie nach experimenteller Aspergillus-Exposition zusammengefasst fir n=6
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Schweine (Tag 2 bis 10) sowie n=3 Schweine an Tag 13 und 18, dargestellt als Mittelwert

(Balken) £ SD, Kruskal-Wallis test with Dunn's multiple comparisons test.

Folglich konnte neben der Detektion der A. fumigatus-spezifischen CD154* Zellen eine Th1-
Immunantwort Gberwiegend nicht A. fumigatus-spezifischer Th-Zellen sowie kurzzeitige
Reduktion der regulatorischen T-Zellen nach experimenteller Aspergillus-Exposition im Blut

der Schweine erfasst werden.

4.3. Vergleichende Analyse der A. fumigatus-spezifischen sowie
gesamten T-Helferzellanwort von immunkompromittierten
und immunkompetenten Schweinen nach experimenteller
Exposition

Studien zufolge atmet jeder Mensch taglich mindestens mehrere Hundert A. fumigatus-
Konidien ein. Deren Inhalation hat jedoch selten negative Auswirkungen auf
immunkompetente Menschen, da die Konidien relativ effizient durch angeborene
Immunmechanismen eliminiert werden. Immungeschwachte Menschen jedoch oder Patienten
mit vorbestehenden Lungenerkrankungen leiden nicht selten unter invasiver Aspergillose (I1A)
oder an Aspergillus-assoziierten hyperinflammatorischen Erkrankungen wie etwa exogener
allergischer Alveolitis, allergischer Sinusitis, Asthma oder allergischer bronchopulmonaler
Aspergillose (ABPA) (Latge 1999). Der folgende Teil der Arbeit soll sich daher mit der Frage
beschéftigen, ob und inwieweit sich eine immunsuppressive Behandlung vor der
experimentellen Exposition gegeniber aerosolisierten Aspergillus-Konidien in der

pilzreaktiven T-Zell-Reaktion bei Schweinen widerspiegeln wirde.

4.3.1. Etablierung eines geeigneten Immunsuppressionsregimes

Ziel der immunsuppressiven Medikation war die temporare Unterdrickung des
Abwehrsystems der Tiere zum Zeitpunkt der experimentellen Exposition mit A. fumigatus-
Konidien. Zu diesem Zweck wurde den Schweinen eine Kombination von Cyclophosphamid
und Methylprednisolon (10 mg/kg und 4 mg/kg p.o.) einmal taglich verabreicht. Mangels
vergleichbarer Studien zur medikamentdsen Immunsuppression beim Schwein, wurden
zunachst unterschiedliche Verabreichungsschemata getestet sowie deren Effekte auf die
Anzahl der Gesamtleukozyten im Blut verglichen (Abb. 4.14). Um am Tag der Aspergillus-

Exposition (Tag 0) eine entsprechende Immunsuppression zu erreichen, wurden die Tiere

64



Ergebnisse

zunachst 2 Tage vor bis 2 Tage nach der Exposition behandelt (Abb. 4.14A). In Folge dessen
konnte jedoch am Tag der Exposition (Tag 0) keine deutliche Reduzierung der Leukozytenzahl
erreicht werden. Daher wurden die Tiere anschlielend bereits 4 Tage vor bis 2 Tage nach der
Exposition therapiert (Abb. 4.14B). Doch auch dieses Zeitregime der Medikation flihrte am Tag
der Exposition nicht zu einer deutlichen Abnahme der Leukozytenzahl im Blut. Schlief3lich
konnte erst durch eine Medikation bereits 6 Tage vor bis einen Tag nach der Exposition eine
deutliche Leukopenie an Tag 0 herbeigefiihrt werden (Abb. 4.14C).
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Abb. 4.14 Reduzierung der Anzahl der Leukozyten im Blut von Schweinen in Folge
verschiedener Zeitregime der immunsuppressiven Medikation

(A-C) Zeitlicher Verlauf der Gesamtleukozytenzahl im Blut von jeweils 3 Schweinen in Folge
der taglichen Behandlung mit Cyclophosphamid (10 mg/kg p.o.) und Methylprednisolon (4
mg/kg p.o.) vor und nach der experimentellen Aspergillus-Exposition (Tag 0). Dargestellt sind
verschiedene zeitliche Regime der Medikation. Zur Bestimmung der Leukozytenzahl erfolgte
bei den Tieren jeweils an Tag -2/-4/-6, 0, 2, 4, 6, und 11 eine Blutabnahme. In (A) wurden die
Tiere an Tag -2, -1, 0, 1, und 2 behandelt. In (B) erfolgte die immunsuppressive Medikation an
Tag -4, -3, -2, 0, 1 und 2. In (C) wurden die Tiere schlie3lich an Tag -6, -5, -4, -3, -2, -1, 0 und
1 behandelt. Der jeweilige Zeitraum der immunsuppressiven Medikation ist grau hinterlegt.
CPM = Cyclophosphamid, MPS = Methylprednisolon.

Entsprechend der Ergebnisse wurden die Schweine in den folgenden Versuchen an acht
aufeinanderfolgenden Tagen (6 Tage vor Exposition, an Tag 0 und Tag 1) vor und nach der
experimentellen Aspergillus-Exposition mit Cyclophosphamid und Methylprednisolon
behandelt. Wiederum wurden vor (Tag -6, Tag 0) und zu mehreren Zeitpunkten nach der

Exposition Blutentnahmen durchgefuhrt, bevor die Tiere an den Tagen 11 oder 19 seziert
wurden (Abb. 4.15).
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A. fumigatus T-Zellanalyse in Lungengewebe

Exposition und Lymphknoten
Tag -6 0 2 4 6 1113 19

.
| b 1T 1T 1T 1

T-Zellanalyse im peripheren Blut

Immunsuppr. n=3 Tag 0-11

n=3 Tag 0-19

Abb. 4.15 Schema des Versuchsablaufes der experimentellen Aspergillus-Exposition
immunkomprimierter Schweine in einer Aerosolkammer

Die Schweine wurden 6 Tage vor bis 1 Tag nach der experimentellen Exposition gegenuber
Aspergillus-Konidien mit immunsuppressiven Medikamenten behandelt. Pilzspezifische T-
Zellen im Blut wurden vor (Tag 0) und an Tag 2, 4, 6, 11, 13 und 19 nach experimenteller
Exposition gegeniber A. fumigatus analysiert, gefolgt von T-Zell-Analysen in Lungengewebe
und Lungenlymphknoten nach der Sektion an Tag 11 (n=3) und an Tag 19 (n=3). Immunsppr.

= Immunsuppression.

Zunachst wurden die Auswirkungen der immunsuppressiven Behandlung im Blut der
behandelten Schweine erfasst (Abb. 4.16). Die Medikation mit Cyclophosphamid und
Methylprednisolon verursachte eine signifikante Verringerung der Gesamtleukozytenzahl und
eine ausgepragte Neutropenie im Vergleich zu gesunden Schweinen am Tag der aerogenen
Exposition mit Aspergillus-Konidien (Abb. 4.16A und B). Zusatzlich zu der insgesamt
verringerten Anzahl von Lymphozyten im Blut zeigten die zirkulierenden CD4* T-Zellen auch
eine signifikant geringere Proliferationskapazitat, was mittels Ki-67-Expression im Vergleich

zu nicht immunsupprimierten Schweinen an Tag 0 gezeigt werden konnte (Abb. 4.16B und C).
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Abb. 4.16 Immunsuppression von Schweinen in Folge der 6-tagigen Behandlung mit
Cyclophosphamid und Methylprednisolon
(A) Vergleich der Anzahl der Gesamtleukozyten an den Tagen -6 und O der

immunsupprimierten Schweine (suppr.), dargestellt als Mittelwert (Balken) + SD; unpaired t
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test with Welch's correction. (B) Vergleich der Anzahl der Leukozyten (links), neutrophilen
Granulozyten (Neutrophile, Mitte) und Lymphozyten (rechts) an Tag 0 von
immunsupprimierten (suppr., n=6) und nicht immunsupprimierten (nicht suppr., n=6)
Schweinen; unpaired t test with Welch's correction, Mann-Whitney test. (C) Vergleich der
Frequenz von Ki-67*CD4* T-Zellen an Tag 0 von immunsupprimierten (suppr., n=6) und nicht
immunsupprimierten (nicht suppr., n=6) Schweinen, dargestellt als Mittelwert (Balken) + SD;

unpaired t test with Welch's correction.

4.3.2. Ergebnisse der A. fumigatus-spezifischen Diagnostik

Die diagnostische A. fumigatus-spezifische PCR-Analyse der bronchoalveolaren Spulproben
(BAL) ergab, dass 3 von 3 der immunkompromittierten Tiere an Tag 11 positiv getestet wurden,
verglichen mit 1 von 3 der nicht behandelten Schweine in den vorangegangenen
Experimenten. Zu den spateren Zeitpunkten (Tag 18 und 19) wurden 1 von 3 der temporar
immunsupprimierten Tiere in der BAL positiv getestet, jedoch im Vergleich keines (0 von 3)
der immunkompetenten Schweine (Tab. 4.4, siehe Tab. 4.3). Bemerkenswerterweise wurden
keine Anzeichen eines invasiven Pilzwachstums durch PCR-Analyse der Serumproben oder
mittels histologischer Untersuchung bei den immunkompromittierten Tieren festgestellt (Tab.
4.4; Abb. 4.17). Daher ist die spezifische Eignung des Schweinemodells hervorzuheben,
pradisponierende Faktoren fur den Erwerb von Aspergillus-assoziierter Erkrankungen zu
untersuchen, die sich mit Immunkompetenz und adaptiver antimykotischer Immunitat

befassen, ohne eine schnelle und irreversible Mortalitat der Tiere hervorzurufen.

Versuchstag Tier PCR BAL PCR Serum
11 1 pos (41,3) neg

2 pos (46,3) neg

3 pos (40,8) neg
19 1 pos (41,9) neg

2 neg NM

3 neg NM

Tab. 4.4 Mittels A. fumigatus-spezifischer PCR in BAL und Serum konnte ein invasives
Pilzwachstum bei immunkompromittierten Tieren ausgeschlossen werden

Bronchoalveoldre Lavage (BAL) -Proben von immunkompromittierten Schweinen an den
Tagen 11 und 19 nach experimenteller Exposition mit aerosolisierten Aspergillus-Konidien

wurden mittels A. fumigatus-spezifischer real-time PCR analysiert. Bei positivem PCR-
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Ergebnis der BAL wurden die Serumproben aller Probenahmezeitpunkte (Tag 0, 2, 4, 6, 11,
13, 19) analysiert. Die mittleren Zyklusschwellenwerte sind in Klammern angegeben. Pos,

positiv; neg, negativ; NM, not measured = nicht gemessen.

Tier 1 Tier 2 Tier 3
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Abb. 4.17 Die histologische Untersuchung ergab kein Hyphenwachstum im
Lungengewebe der Aspergillus-exponierten, immunkompromittierten Schweine
Histologie des Lungengewebes exemplarisch des cranialen linken Lungenlappens (Lobus
cranialis  sinister, Pars caudalis) aller experimentell Aspergillus-exponierten,
immunkompromittierten Schweine. Die Gewebe wurden gesammelt, fixiert, in Paraffin
eingebettet und die Gewebsschnitte wurden mit einem Anti-Aspergillus-Antikorper fur die
Immunhistochemie (Tag 11) oder mittels PAS-Reaktion (Abk. flr engl. Periodic acid-Schiff
reaction) (Tag 19) gefarbt. Malstab = 20 pm.

4.3.3. Anreicherung und Charakterisierung A. fumigatus-spezifischer CD4* T-
Zellen aus Blut und Lungengewebe von immunkompromittierten und

immunkompetenten Schweinen im Vergleich

Bei der Uberwachung der peripheren Immunantwort mittels Antigen-spezifischer T-Zell-
Anreicherung zeigte sich eine zunichst dhnliche Kinetik der Anzahl im Blut zirkulierender
A. fumigatus-reaktiver CD4* T-Zellen in immunkompromittierten Tieren im Vergleich zu
gesunden Schweinen nach experimenteller Aspergillus-Exposition. Lediglich am finalen
Untersuchungstag 18 bzw. 19 zeigen die immunkompetenten Tiere einen deutlichen Anstieg
der Zahl A. fumigatus-reaktiver T-Helferzellen im peripheren Blut im Gegensatz zu den

immunkompromittierten Tieren (Abb. 4.18A und B).
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Abb. 4.18 Vergleichbare Kinetik der akuten pilzspezifischen Immunantwort im Blut der
immungeschwachten und immunkompetenten Schweine nach Aspergillus-Exposition

Analyse der magnetisch angereicherten A. fumigatus-spezifischen CD4* T-Zellen (links), der
TNF-a koexprimierenden CD154* Zellen (Mitte) oder IFN-y koexprimierenden CD154* Zellen
(rechts) an den Tagen -6/0, 2, 4, 6, 10/11, 13 und 18/19 nach experimenteller Aspergillus-
Exposition von immunsupprimierten (suppr.) und nicht immunsupprimierten (nicht suppr.)
Schweinen. Zusammengefasst in (A) flir 2x10” PBMC bzw. in (B) entsprechend individueller
Anteile an CD4* T-Zellen korrigiert und fir 2x108 CD4* T-Zellen angegeben, als Mittelwert +
SD von n=3-6 Schweinen; unpaired t test with Welch’s correction zum Vergleich von suppr.

und nicht suppr. an Tag 18/19.

Jedoch bei der Gegenuberstellung der lokalen T-Zellantwort im Lungengewebe von
immunsupprimierten mit immunkompenten Tieren an Tagen 10 und 11 sowie 18 und 19 nach
experimenteller Exposition konnte anhand der Berechnung der absoluten Zellzahlen, korrigiert
fur die individuellen Anteile der CD4* T-Zellen in Blut und Gewebe, eine deutliche Verringerung
der Anzahl A. fumigatus-spezifischer T-Zellen insbesondere an den Tagen 18 und 19 in den
Lungengeweben von immungeschwachten Tieren nachgewiesen werden (Abb. 4.19A). Dies
deutet auf eine lang anhaltende Beeintrachtigung der lokalen CD4* T-Zellantwort bei nur
kurzzeitiger immunsuppressiver Behandlung. Bemerkenswert ist die Tatsache, dass die
Zahlen von CD154* sowie von Zytokin-produzierenden pilzspezifischen CD4* T-Zellen in

Lungengeweben von immunsupprimierten Tieren die Anzahl Aspergillus-spezifischer Th-
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Zellen von natlrlich exponierten Schweinen (natlrliche Umgebungsexposition in
konventioneller Tierhaltung) widerspiegelten (Abb. 4.19A). Zudem war auch die prozentuale
Zytokinexpression der A. fumigatus-spezifischen T-Zellen, die aus der Lunge von
immunkomprimierten Tieren isoliert wurden (Abb. 4.19B und C), insbesondere 18 bis 19 Tage
nach experimenteller Exposition, deutlich verringert im Vergleich zu immunkompetenten
Tieren. Interessanterweise zeigten CD154* T-Zellen der Lunge von immunkompetenten
Schweinen einen Anstieg der Zytokinproduktion von Tag 10 auf Tag 18, wahrend

immungeschwachte Tiere zu beiden Messzeitpunkten ahnliche Werte aufwiesen (Abb 4.19C).
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Abb. 4.19 Temporar immunsupprimierte Schweine zeigen lokal im Lungengewebe eine

verminderte pilzspezifische T-Zellantwort nach Aspergillus-Exposition
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(A-C) Ex-vivo-Nachweis von A. fumigatus-reaktiven CD4* T-Zellen nach Antigen-reaktiver
Anreicherung. (A) Die Zellzahlen von CD154*, TNF-a*CD154* und IFN-y*CD154* wurden
entsprechend der individuellen Anteile CD4* T-Zellen korrigiert und fiir 2x10¢ CD4* T-Zellen
der mononukledren Zellen der Lunge angegeben, die nach experimenteller Exposition mit
A. fumigatus-Lysat stimuliert wurden. Verglichen wurden immunsupprimierte (suppr., Tag 11,
n=2 und 19, n=3), nicht immunsupprimierte (nicht suppr., Tag 10; n=3 und Tag 18; n=3) und
natirlich exponierte (nat. exp., n=4) Schweine separat an den Tagen 10/11 (oben) und 18/19
(unten). Der CD154* Hintergrund der nicht stimulierten Kontrolle wurde subtrahiert.
Statistische Zusammenfassung als Mittelwert (Balken) £ SD dargestellt; Daten von Tag 10/11
sind in offenen Kreisen und von Tag 18/19 in schwarz gefiillten Kreisen angegeben; one-way
ANOVA with Tukey's multiple comparisons. (B) Exemplarische Dot Plot-Diagramme von aus
der Lunge stammenden Zytokin-koexprimierenden A. fumigatus-reaktiven Th-Zellen an Tag
10/11 (oberes Feld) und an Tag 18/19 (unteres Feld). Frequenzen der TNF-a produzierenden
Zellen (rechts), IFN-y produzierenden Zellen (Mitte) und TNF-a sowie IFN-y produzierenden
Zellen von immunsupprimierten (suppr.) und nicht immunsupprimierten (nicht suppr.)
Schweinen sind angegeben und zusammengefasst in (C) fir Tage 10/11 fur n=2 (suppr.) und
n=3 (nicht suppr.) Schweine und Tage 18/19 flr n=3 (suppr.) sowie fir n=3 (nicht suppr.)
Schweine, dargestellt als Mittelwert (Balken) + SD; Daten von Tag 10/11 sind in offenen
Kreisen und von Tag 18/19 in schwarz gefiillten Kreisen angegeben, unpaired t test with

Welch's correction.

Interessanterweise ergab der Vergleich der Zellzahlen von A. fumigatus-reaktiven CD4* T-
Zellen im Lungengewebe der immunsupprimierten sowie immunkompetenten Schweine sowie
der Resultate der Aspergillus-spezifischen Diagnostik, dass Tiere mit geringer Anzahl
pulmonaler pilzreaktiver Th-Zellen zudem ein positives Ergebnis der Aspergillus-spezifischen
PCR der Lungenspllproben aufwiesen, was wiederum Hinweise auf eine gestorte

Pilzclearance in der Lunge liefert (Abb. 4.20).
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Abb. 4.20 Schweine mit geringer Zahl A. fumigatus-reaktiver T-Helferzellen im
Lungengewebe nach Aspergillus-Exposition zeigen verzégerte Pilzclearance

Vergleich der Zellzahl von A. fumigatus-reaktiven CD4* T-Zellen in Lungengewebe von
immunsupprimierten (suppr. n=5) und nicht immunsupprimierten (nicht suppr. n=6)
Schweinen. Tiere mit positivem Ergebnis der Aspergillus-spezifischen PCR der
bronchoalveolaren Lavage-Proben sind in Vierecken (schwarz geflillt oder offen) angegeben.
Daten der Tage 10/11 sind in offenen Kreisen oder Vierecken und Daten der Tage 18/19 in

schwarz gefiiliten Kreisen oder Vierecken angegeben.

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass eine voriibergehende immunsuppressive
Behandlung vor der experimentellen Exposition gegentber A. fumigatus-Konidien zu einer
signifikanten und langfristigen Verringerung der Menge sowie der Zytokinexpression von
pulmonalen, pilzreaktiven CD4* T-Zellen flihrt. Wahrend sich die friihe Antigen-spezifische T-
Zell-Antwort gegentiber A. fumigatus im peripheren Blutkreislauf bei immunkomprimierten und
immunkompetenten Tieren sehr ahnlich darstellt, spiegelt sich die im Lungengewebe
beobachtete langfristige Unterdriickung der pilzspezifischen T-Zellimmunitat im spateren
Verlauf auch im Blut wider. Dartber hinaus korrelierte die Anzahl an A. fumigatus-reaktiven

CD4* T-Zellen im Lungengewebe mit einer gestorten Pilzclearance.

4.3.4. Antigen-unspezifische Analyse der T-Helferzell-Antwort nach
experimenteller Exposition mit Aspergillus-Konidien von

immunkompromittierten Schweinen

Neben der pilzspezifischen CD154* Th-Zellantwort wurde auch bei den
immunkompromittierten Schweinen die gesamte T-Helferzellantwort anhand der
Transkriptionsfaktoren T-bet, GATA3 und FoxP3 sowie mittels Proliferations- (Ki-67) und
Aktivierungsmarker (CD8a) vor (Tag -6, 0) sowie nach der experimentellen Aspergillus-
Exposition (Tag 2, 4, 6, 11, 13, 19) analysiert (Abb. 4.21). Wahrend bei immunkompetenten
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Tieren bereits an Tag 4 ein signifikanter Anstieg der T-bet-Expression gezeigt wurde (siehe
Abb. 4.13), wurde bei den immunkomprimierten Schweinen erst an Tag 11 nach
experimenteller Aspergillus-Exposition ein signifikanter Anstieg der T-bet-Expression der CD4*
T-Zellen detektiert. Dahingegen stieg die GATA3-Expression der porzinen T-Helferzellen der
temporar immunsupprimierten Tiere bereits an Tag 4 nach Exposition signifikant an (Abb.
4.21A). Infolge der immunsuppressiven Medikation (Tag -6 bis Tag 1) wurde die Ki-67-
Expression bzw. die Proliferationskapazitat der CD4* T-Zellen zunachst signifikant reduziert.
Nach Beendigung der medikamentdsen Immunsuppression sowie 6 Tage nach
experimenteller Aspergillus-Exposition wurde zudem ein signifikanter Anstieg der Ki-67- sowie
CD8a-Expression der T-Helferzellen detektiert (Abb. 4.21B und C).
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Abb. 4.21 CD154-unabghangige Analyse der T-Helferzellantwort nach Aspergillus-
Exposition der temporar immunsupprimierten Schweine

(A) Analyse der Frequenzen der T-bet (links), GATA3 (Mitte) sowie FoxP3 (rechts)
exprimierenden CD4* T-Zellen im peripheren Blut vor (Tag 0) sowie nach experimenteller
Aspergillus-Exposition zusammengefasst fur n=6 Schweine (Tag 0 bis 11) sowie n=3
Schweine an Tag 13 und 19, dargestellt als Mittelwert (Balken) + SD; one-way-ANOVA with
Dunnett's multiple comparisons test. (B) Frequenzen der Ki-67* Zellen aller CD4* T-Zellen im
peripheren Blut vor (Tag -6, 0) sowie nach experimenteller Aspergillus-Exposition
zusammengefasst flir n=6 Schweine (Tag 2 bis 11) sowie n=3 Schweine an Tag 13 und 19,
dargestellt als Mittelwert (Balken) + SD; one-way-ANOVA with Dunnett's multiple comparisons

test. (C) Anteil der CD4/CD8a doppelt-positiven T-Zellen aller CD4* T-Helferzellen im
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peripheren Blut vor (Tag -6, 0) sowie nach experimenteller Aspergillus-Exposition
zusammengefasst fir n=6 Schweine (Tag 2 bis 11) sowie n=3 Schweine an Tag 13 und 19,
dargestellt als Mittelwert (Balken) + SD; Kruskal-Wallis test with Dunn's multiple comparisons

test.

4.4. Analyse der akuten Aspergillus-spezifische T-Zellantwort im

porzinen Lungengewebe nach experimenteller Exposition

4.4.1. Akute pulmonale Aspergillus-spezifische Th1-Anwort

Im peripheren Blutkreislauf immunkompetenter sowie immunsupprimierter Schweine konnte
an Tag 4 nach experimenteller Aspergillus-Exposition ein Anstieg der A. fumigatus-
spezifischen CD4* T-Zellen dargestellt werden (siehe Abb. 4.10 und 4.18). Dabei ist noch
unklar, ob dieser friihe Anstieg von A. fumigatus-spezifischen T-Zellen woméglich eine Folge
der lokalen Expansion und fraglichen Rezirkulation von Gedachtnis-T-Zellen in der Lunge oder
auch der Reaktivierung von zirkulierenden Gedachtnis-T-Zellen ist. Daher wurde das
Studiendesign zeitlich modifiziert mit dem Ziel, pilzspezifische T-Helferzellen im
Lungengewebe bereits 4 Tage nach experimenteller Aspergillus-Exposition bei

immunkompetenten Tieren zu analysieren (Abb. 4.22).

A. fumigatus T-Zellanalyse
Exposition  (Blut, Lunge)

t

Tag 0 4

>
| |

Abb. 4.22 Versuchsschema zur Analyse der akuten pilzspezifischen T-Zellantwort lokal
im Lungengewebe nach experimenteller Exposition

Immunkompetente Schweine aus konventioneller Haltung wurden an Tag O tber 8 h mit einer
Konzentration von 10® KbE/m3 an aerosolisierten A. fumigatus-Konidien exponiert.

Aspergillus-spezifische T-Zellen wurden an Tag 4 in Blut und Lungengewebe analysiert.

Mittels immunhistochemischer Untersuchung des Lungengewebes der Tiere 4 Tage nach
experimenteller Aspergillus-Exposition konnte kein invasives Hyphenwachstum dargestellt
werden (Abb. 4.23). Es wurden jedoch vereinzelt positive A. fumigatus-Signale in der Lunge
detektiert (Abb. 3.22) sowie positive Resultate bei 2 von 3 Tieren mittels A. fumigatus-

spezifischer PCR in bronchoalveolarer Spulflissigkeit erzielt. Folglich wurden die inhalierten
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A. fumigatus-Konidien nach 4 Tagen noch nicht vollstdndig aus der Lunge der Schweine
gecleart, wobei unklar ist, ob ein lokales Pilzwachstum stattgefunden hat. Da die Untersuchung
der entsprechenden Serumproben jedoch negativ ausfiel, kann ein invasives Wachstum des

Pilzes ausgeschlossen werden (Tab. 4.5).

Abb. 4.23 Mittels immunhistologischer Untersuchung konnte kein Hyphenwachstum im
Lungengewebe der Aspergillus-exponierten Schweine dargestellt werden

Histologie des Lungengewebes exemplarisch des cranialen linken Lungenlappens (Lobus
cranialis  sinister, Pars caudalis) aller experimentell Aspergillus-exponierten,
immunkompetenten Schweine. Die Gewebe wurden gesammelt, fixiert, in Paraffin eingebettet
und die Gewebsschnitte wurden mit einem Anti-Aspergillus-Antikorper immunhistologisch
gefarbt. Mittels schwarz gefiiliter Pfeile sind vereinzelt nachgewiesene positive A. fumigatus-

Signale, jedoch ohne Hyphenauspragung, gekennzeichnet. Mal3stab = 20 um.

Versuchstag Tier PCR BAL PCR Serum
4 1 pos (39,4) neg

2 neg NM

3 pos (40,57) neg

Tab. 4.5 Mittels A. fumigatus-spezifischer PCR in bronchoalveolarer Lavage-Fliissigkeit
sowie Serum konnte kein invasives Pilzwachstum nachgewiesen werden
Bronchoalveolare Lavage (BAL) -Proben von immunkompetenten Schweinen an Tag 4 nach
experimenteller Exposition mit aerosolisierten Aspergillus-Konidien wurden mittels
A. fumigatus-spezifischer real-time PCR analysiert. Bei positivem PCR-Ergebnis der BAL
wurden die entsprechenden Serumproben analysiert. Die mittleren Zyklusschwellenwerte sind

in Klammern angegeben. Pos, positiv; neg, negativ; NM, not measured = nicht gemessen.

Mittels magnetischer Anreicherung A. fumigatus-spezifischer T-Helferzellen aus Blut und

Lungengewebe immunkompententer Schweine 4 Tage nach experimenteller Aspergillus-
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Exposition konnte kein signifikanter Unterschied in der Anzahl pilzspezifischer CD4* T-Zellen
sowie Zytokin-produzierender CD154* T-Zellen lokal in der Lunge sowie im peripheren
Blutkreislauf dargestellt werden (Abb. 4.24).
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Abb. 4.24 Vergleichende Analyse pilzspezifischer T-Helferzellen in Blut und Lunge
gesunder Schweine 4 Tage nach experimenteller Aspergillus-Exposition

(A) Exemplarische Dot Plot-Diagramme von aus Blut und Lungengewebe stammenden
magnetisch angereicherten A. fumigatus-reaktiven Th-Zellen an Tag 4, nicht stimuliert (w/0)
oder nach Stimulation mit Aspergillus-Lysat (Asp). Anzahl der CD154* A. fumigatus-reaktiven
Th-Zellen sind angegeben und zusammengefasst in (B) fur n=3 Schweine, dargestellt als
Mittelwert (Balken) £ SD; Wilcoxon matched-pairs signed rank test. (C) Vergleich der Anzahl
pilzreaktiver Zytokin-produzierender CD154* T-Zellen (TNF-q, links und IFN-y, rechts) in Blut
und Lungengewebe an Tag 4 (n=3), dargestellt als Mittelwert (Balken) £ SD. Der CD154*
Hintergrund der nicht stimulierten Kontrollen wurde abgezogen; Wilcoxon matched-pairs

signed rank test, two-tailed paired t test.

Zudem ergab die vergleichende Analyse der magnetisch angereicherten A. fumigatus-
spezifischen T-Helferzellen im Lungengewebe bei natlrlich durch die Umgebungsluft sowie
experimentell exponierten Tieren an Tag 4 nach Aspergillus-Exposition keinen signifikanten
Unterschied in der Anzahl der angereicherten pilzspezifischen Zellen (Abb. 4.25), was gegen

eine schnelle Expansion residenter Gedachtniszellen lokal im Lungengewebe spricht.
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Abb. 4.25 Vergleichende Analyse pilzspezifischer CD4* T-Zellen der Lunge von natiirlich
sowie experimentell exponierten Schweinen 4 Tage nach Aspergillus-Exposition

Vergleich von pilzreaktiven, angereicherten CD154* T-Zellzahlen, die TNF-a (mitte) oder IFN-
y (rechts) im Lungengewebe (Lunge) koexprimieren von n=5 natirlich exponierten Schweinen
(nat. expon.) sowie von n=3 Schweinen an Tag 4 nach experimenteller Aspergillus-Exposition
(exp. expon, d4), dargestellt als Mittelwert (Balken) + SD. Der CD154* Hintergrund der nicht

stimulierten Kontrollen wurde abgezogen; unpaired t test with Welch's correction.

4.4.2. Aspergillus-spezifische Th17-Antwort nach experimenteller Exposition

In humanen Studien konnte gezeigt werden, dass A. fumigatus-spezifische T-Helferzellen (Th-
Zellen) eine kleine Untergruppe von Th17-Zellen enthalten (Bacher et al. 2014b; Bacher et al.
2019). Bei COPD-Patienten unterscheiden sich jedoch die aus der Lunge und dem peripheren
Blut stammenden Aspergillus-spezifischen T-Zellen deutlich in ihrer Fahigkeit, IL-17 zu
produzieren (Jolink et al. 2017). Zudem konnten Bacher et. al. aufzeigen, dass A. fumigatus-
reaktive Th17-Zellen kreuzreaktiv gegenlber Candida albicans (C. albicans) sind.
A. fumigatus-reaktive Th17-Zellen, die durch Kreuzreaktivitat gegentiber C. albicans induziert
wurden, expandierten im Menschen selektiv wahrend einer akuten A. fumigatus-assoziierten
Lungenpathologie. Es wird daher angenommen, dass die atypische Th17-Reaktion aktiv zur

Manifestation und/oder Verschlimmerung der Krankheit beitragt (Bacher et al. 2019).

Wahrend wir in Blut und Lungengewebe gesunder Schweine aus konventioneller Haltung
keine signifikante Sekretion von IL17-A detektieren konnten (siehe Abb.4.2), wurden zur
gezielten Analyse der mdglichen Differenzierung von IL-17-sekretierenden Effektor-
/Gedachtniszellen nach Exposition mit hohen Dosen aerosolisierter Aspergillus-Sporen im
Rahmen des zuvor beschriebenen Versuchsaufbaus ebenfalls 4 Tage nach Exposition die
Th17-Antwort im peripheren Blut sowie lokal im Lungengewebe und Lungenlymphknoten
untersucht (Abb. 4.26A, B). Gemal vorheriger Ergebnisse (siehe Abb. 4.2) konnten vor der

Exposition (Tag 0) im Blut gesunder Schweine kaum IL-17A-produzierenden A. fumigatus-
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spezifischen T-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 4.26C). Auch nach experimenteller
Aspergillus-Exposition konnte im peripheren Blut sowie in Lungengewebe und
Lungenlymphknoten keine signifikante IL-17A-Produktion dargestellt werden (Abb. 4.26C).
Dennoch zeichnete sich insbesondere in der Lunge der Trend einer erhdhten Frequenz IL-
17A-produzierender A. fumigatus-spezifischer T-Helferzellen ab im Vergleich zu Daten aus
dem peripheren Blut (Abb 4.26C und D). Allerdings zeigte der Vergleich der Frequenz der
Aspergillus-spezifischen Th17-Zellen in der Lunge der experimentell exponierten Tiere mittels
intrazellularer CD154-Detektion keinen signifikanten Unterschied zu natirlich exponierten
Kontrolltieren (Abb. 4.26D).
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Abb. 4.26 Ex-vivo-Analyse der pilzspezifischen Th17-Antwort in porzinem Blut,
Lungenlymphknoten und Lungengewebe nach experimenteller Aspergillus-Exposition
(A) Versuchsschema. Aspergillus-spezifische T-Zellen wurden an Tag 0 im Blut und an Tag 4
in Blut, Lungenlymphknoten und Lungengewebe von n=3 experimentell exponierten Tieren
sowie im Lungengewebe von n=2 Kontrolltieren (natlrlich exponiert, nat. expon.) analysiert.
(B) Analyse der Frequenzen der A. fumigatus-reaktiven CD154*IL-17A* T-Zellen im
peripheren Blut (Blut), Lungenlymphknoten (Lymphknoten) und Lungengewebe (Lunge) an
Tag 0 und 4, zusammengefasst in (C) flr nicht stimulierte (w/o) und stimulierte (Asp, 40 pg/ml)
PBMCs oder entsprechende mononukledre Zellen aus dem Lungengewebe oder
Lungenlymphknoten, dargestellt als Mittelwert (Balken) £+ SD an den Tagen 0 (n=3) und 4
(n=3); two-tailed paired t test. (D) Vergleich der pilzreaktiven CD154*IL-17A* T-Zellen in Blut
und Lungengewebe an Tag 4 (n=3, links) und der pilzreaktiven CD154*IL-17A* T-Zellen in
Lungengeweben natlrlich exponierter Tiere (nat. expon., n=2) und experimentell exponierter
Tiere (exp. expon., n=3), dargestellt als Mittelwert (Balken) + SD. Der CD154* Hintergrund der
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nicht stimulierten Kontrollen wurde abgezogen; two-tailed paired t test, unpaired t test with

Welch's correction.

Zur detaillierteren Analyse IL-17A-produzierender A. fumigatus-spezifischen CD4* T-Zellen
wurde die Population von Aspergillus-spezifischen T-Zellen expandiert (Ebner et al. 2017), die
aus dem Lungengewebe von experimentell sowie natirlich exponierten Schweinen isoliert
wurde (Abb. 4.27A). Diese Methode ermdglichte es, die IL-17A-Produktion in einem Re-
Stimulations-Assay mit A. fumigatus-Antigen beladenen autologen dendritischen Zellen zu
untersuchen. Es konnte gezeigt werden, dass expandierte Lungenlymphozyten von
experimentell exponierten Tieren die CD154-Expression bei Restimulation mit A. fumigatus-
Antigen im Vergleich zu expandierten Lungenlymphozyten von natirlich umweltbelasteten
Schweinen signifikant hochregulierten (Abb. 4.27C). Darlber hinaus war die IL-17A-
Produktion in A. fumigatus-spezifischen T-Helferzellen, die 4 Tage nach experimenteller
Aspergillus-Exposition aus der Lunge der Tiere isoliert und expandiert wurden, gegentiber
derer natlrlich umweltbelasteter Schweine signifikant erhoht (Abb. 4.27D, E), was auf einen

maoglichen Beitrag der Th17-Zellen in der akuten Pathogen-Clearance in der Lunge hinweist.
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Abb. 4.27 In vitro expandierte Aspergillus-spezifische T-Zellen der Lunge experimentell

exponierter Tiere zeigen hohere IL-17A Sekretion als natiirlich exponierte Schweine
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(A) Experimentelles Design. 4 Tage nach experimenteller Aspergillus-Exposition wurden
CD14* Monozyten aus der Milz sowie mononukledre Zellen aus dem Lungengewege (MCs
Lunge) der Schweine isoliert. Die CD14* Monozyten wurden unter Zugabe von GM-CSF und
IL-4 ausdifferenziert, mit Aspergillus-Antigen (40 ug/ml) beladen (primen) und schlielich unter
Zugabe von TNF-a und LPS maturiert. Die MCs der Lunge wurden unter Zugabe von
A. fumigatus-Lysat (40 ug/ml) 7 Tage expandiert und anschlieRend ohne Antigen ausplattiert
(ruhen). Die expandierten Aspergillus-spezifischen T-Zellen (expand. T-Zellen) wurden mit
Aspergillus-beladenen von Monozyten abgeleiteten dendritischen Zellen (MoDCs) fiur 6
Stunden restimuliert. (B) Gating-Strategie proliferierter Aspergillus-spezifischer CD4* T-Zellen
nach Expansion. (C) Exemplarische Histogramme der Proliferation der Aspergillus-spezifisch
expandierten (Asp, hellgrau) sowie unspezifisch expandierter (w/o, dunkelgrau) CD4* T-Zellen
von natlrlich exponierten (nat. expon.) sowie experimentell exponierten (exp. expon) Tieren
(links), statistisch dargestellt fur naturlich exponierte (n=2) sowie experimentell exponierte
(n=3) Schweine als Mittelwert (Balken) + SD; two-tailed paired t test. (D) Examplarische Dot-
Plot-Diagramme unspezifisch expandierter (w/o) sowie Aspergillus-spezifisch expandierter T-
Zellen nach Restimulation mit Aspergillus-beladenen MoDCs (Asp expand. + MoDC Restim)
von naturlich exponierten (nat. expon., oben) und experimentell exponierten (exp. expon.,
unten) Tieren. Dargestellt ist die Frequenz CD154* Th-Zellen (links und Mitte) sowie der IL-
17A* T-Zellen aller CD4*CD154* T-Zellen. (E) Statistische Zusammenfassung der der
Frequenzen der IL-17A* T-Zellen sowie der TNF-a* und IFN-y* T-Zellen aller CD154* T-Zellen
nach Aspergillus-spezifischer Expansion sowie Restimulation der natlrlich exponierten (nat.
expon., n=2) und experimentell exponierten (exp. expon., n=3) Tiere, dargestellt als Mittelwert

(Balken) £ SD; unpaired t test with Welch's correction.

Der Oro-Gastrointestinaltrakt von Schweinen aus konventioneller Tierhaltung ist — im
Gegensatz zu Mausen — zumeist naturlicherweise kolonisiert mit C. albicans (Hoeflinger et al.
2014). Auch C. albicans-spezifische Th-Zellen wurden im Schwein bereits mittels CD154-
Expression detektiert, wobei deren Frequenz bei gesunden Tieren 0,07 bis 0,31 % aller CD4*
Th-Zellen betrug (Ebner et al. 2017). Um der These nachzugehen, dass Aspergillus-
spezifische Th17-Zellen womdglich auch beim Schwein durch Kreuzreaktivitdten mit
Candida albicans induziert werden, wurden die aus dem Lungengewebe der experimentell
Aspergillus-exponierten Tiere isolierten sowie expandierten A. fumigatus-spezifischen Th-
Zellen anschlieBend mit C. albicans-Antigen restimuliert sowie deren IL-17A-Produktion
erfasst und mit derer nach Aspergillus-Restimulation verglichen (Abb. 4.28). Es konnte gezeigt
werden, dass auch nach Restimulation mit C. albicans-Antigen eine deutliche IL-17A-

Produktion der expandierten Aspergillus-spezifischen T-Zellen detektiert werden konnte, was
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erste Hinweise auf eine Induktion porziner gegen andere Pilze gerichteter Th17-Zellen durch

Kreuzreaktivitat mit C. albicans liefert.
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Abb. 4.28 Expandierte Aspergillus-spezifische Th-Zellen der porzinen Lunge zeigen
nach Restimulation mit C. albicans-Antigen eine prominente IL-17A-Produktion

(A) Exemplarische Konturdiagramme expandierter Aspergillus-spezifischer Th-Zellen des
Lungengewebes (Asp. expand. CD154", Lunge) nach Restimulation mit Aspergillus-beladenen
MoDCs (Asp Restim., links) und Candida-beladenen MoDCs (Cand. Restim., links) von
Schweinen nach experimenteller Aspergillus-Exposition. Die Frequenz der IL-17A* T-Zellen
aller CD4*CD154* T-zellen ist dargestellt und in (B) statistisch zusammengefasst fir n=3 Tiere,

dargestellt als Mittelwert (Balken) £ SD; two-tailed paired t test.
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5. Diskussion

Aspergillus fumigatus ist sowohl bei Menschen als auch bei Tieren fiir ein groRes Spektrum
an Erkrankungen verantwortlich (Kosmidis und Denning 2015). Luftgetragene Sporen
(Konidien) des Schimmelpilzes sind ubiquitar in der Umgebung vorhanden und werden daher
von Mensch und Tier taglich mit der Atemluft aufgenommen. Dennoch wird der Pilz in der
Lunge gesunder Individuen meist beseitigt bevor es zu einem Krankheitsgeschehen kommt
(Latge 1999; Park und Mehrad 2009). Die angeborene Immunitat auf der Ebene der
Epithelbarriere sowie der Phagozyten (hauptsachlich Alveolarmakrophagen und neutrophile
Granulozyten) nimmt dabei eine Schlusselrolle bei der Clearance des Pilzes ein (Latge und
Chamilos 2020). Alveolarmakrophagen eliminieren phagozytierte Aspergillus-Konidien in
angesauerten Phagolysosomen effizient innerhalb von 24 h infolge der Exposition gegenlber
B-Glucanen und anderen immunstimulierenden Molekilen auf der Zellwandoberflache von
geschwollenen Konidien. Neutrophile Granulozyten, deren Rekrutierung durch
epithelabhangige sowie durch inflammatorische Monozyten vermittelte Signalwege reguliert
wird, verwenden wiederum hauptsachlich ROS-abhangige Tétungsmechanismen gegen
intrazellulare (Konidien) und extrazellulare (Hyphen) Pilzmorphotypen (Latge und Chamilos
2020). Die Typ I- und Typ llI-Interferon-Signalibertragung durch CCR2* inflammatorische
Monozyten ist dabei fir eine optimale ROS-Produktion in Neutrophilen Granulozyten
entscheidend (Espinosa et al. 2017). Insbesondere beim Menschen ist eine schwere
Neutropenie der Hauptrisikofaktor fiir die Entwicklung einer invasiven Aspergillose (Latge und
Chamilos 2020). Bei stark immungeschwachten Patienten stellen Infektionen mit Aspergillus
sogar eine der haufigsten Komplikationen mit einer Sterblichkeitsrate von bis zu 50 % dar
(Karthaus und Buchheidt 2013; Latge und Chamilos 2020). Daher ist die rechtzeitige Diagnose
und folglich sofortige Einleitung einer gezielten antimykotischen Therapie bei Aspergillus-
assoziierten Erkrankungen der Schlissel zur Verbesserung der Prognose der betroffenen
Patienten (Cornely et al. 2011). Klinische und radiologische Anzeichen zur Diagnose invasiver
Aspergillosen sind jedoch meist subtil und unspezifisch und manifestieren sich meist erst im
spateren Krankheitsverlauf (Latge und Chamilos 2020). Die mikrobiologische sowie
histopathologische Kriterien bei der Diagnose invasiver Schimmelpilzinfektionen sind bisher
entscheidend fiir die Therapieeinleitung, erfordern jedoch oftmals invasive Eingriffe wie
Bronchoskopien oder Gewebebiopsien. Trotz zahlreicher Testverfahren fir einen direkten
oder indirekten Nachweis von A. fumigtus aus klinischen Proben (Kultur, Antigen-Nachweis,
PCR) ist die mikrobiologische Diagnose der invasiven Aspergillose daher nach wie vor
schwierig (Lamoth und Calandra 2017). Neben der angeborenen Immunitat spielte bei
Patienten nach erfolgter Stammzelltransplantation als auch in Studien an Mausmodellen die

adaptive T-Zell-lmmunitat tatsachlich eine wesentliche Rolle bei der Vermittlung der
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schitzenden Abwehr gegen Aspergillus (De Luca et al. 2012; Latge und Chamilos 2020). Auch
die Existenz spezifisch gegen A. fumigatus gerichteter IFN-y produzierender T-Zellen bei an
IPA erkrankten Patienten konnte gezeigt werden sowie deren Beitrag zur Protektion oder
Abmilderung des Krankheitsverlauf (Hebart et al. 2002; Potenza et al. 2013). CCR2*
inflammatorische Monozyten sowie von Monozyten abgeleitete dendritische Zellen (Mo-DCs)
vermitteln dabei den Transport von Aspergillus zu den drainierenden Lymphknoten und
initiieren die adaptive T-Helferzellimmunitat (Hohl et al. 2009). Ferner deuten zunehmend
Studien darauf hin, dass Aspergillus-spezifische CD4* T-Zellen die antimykotische
Immunantwort des Wirtes orchestrieren (Bacher et al. 2014b). Die Betrachtung der
Aspergillus-spezifischen T-Helferzellantwort nach magnetischer Anreicherung anhand der
CD154-Expression kann dabei wichtige Informationen tiber den Wirt-Pathogen-Status liefern
und diagnostisch fiir die Kategorisierung von Patientengruppen genutzt werden (Scheffold et
al. 2018). Aufgrund der eingeschrankten Zuganglichkeit zu menschlichem Probenmaterial ist
jedoch unklar, inwiefern die erhobenen T-Zelldaten im Blut mit denen lokal im mukosalen
Lungengewebe vergleichbar sind (Jolink et al. 2017). Aufgrund von Ahnlichkeiten der
Anatomie der Atemwege und des Immunsystems (Meurens et al. 2012), der natdrlichen
Exposition gegeniber Pilzaerosolen in der konventionellen Tierhaltung (Oppliger und
Duquenne 2016) sowie der Verflgbarkeit einer breiten Palette an etablierten immunologischen
Methoden und Instrumenten wurde das Hausschwein als humanrelevantes Groftiermodell
eingesetzt, um die adaptive antimykotische Immunantwort gegen A. fumigatus zu
untersuchen. Dabei wurde neben dem naturlich erworbenen Aspergillus-reaktiven T-
Helferzellpool bei Tieren aus konventionaler Tierhaltung zudem die pilzspezifische T-
Zellantwort nach experimenteller Aspergillus-Exposition in einer Aerosolkammer sowohl
immunkompetenter als auch immunkomprimierter Schweine im peripheren Blutkreislauf sowie

lokal im Lungengewebe betrachtet. Die wichtigsten Ergebnisse dieser Untersuchungen sind:

e Natlrlich gegenlber Aspergillus-Sporen exponierte Schweine aus konventioneller
Tierhaltung besitzen CD154* A. fumigatus-reaktive T-Helferzellen im Blut in ahnlicher
Frequenz, Phanotyp und Differenzierungsstatus, wie bei gesunden Menschen beschrieben
wurde. Zudem konnte deren Detektion lokal im Lungengewebe gezeigt werden.

¢ In Folge einer experimentellen Exposition gegenuber einer definierten Konzentration an
Aspergillus-Konidien in einer Aerosolkammer wurde eine systemische pilzspezifische
CD154* Th1-Zell-Antwort (TNF-a* und IFN-y*) bereits nach 4 Tagen sowie zu einem
spateren Zeitpunkt nach 18 Tagen induziert. Des Weiteren wurde die Akkumulation der
A. fumigatus-reaktiven Th1-Zellen lokal im Lungengewebe an Tag 10 und 18 nach
experimenteller Exposition gezeigt.

e Die temporare Medikation mit Immunsupressiva vor und wahrend der experimentellen

Aspergillus-Exposition resultierte in einer drastischen Reduktion der lungeninfiltrierenden
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pilzspezifischen Th-Zellen Uber einen Zeitraum von mehr als zwei Wochen. Dahingegen
verlief die akute systemische antimykotische T-Zellantwort &hnlich derer
immunkompetenter Tiere.

e Infolge der experimentellen Aspergillus-Exposition zeigten immunkompetente Schweine
bereits nach 4 Tagen eine gesteigerte IL-17A-Sekretion der pulmonalen A. fumigatus-
reaktiven Th-Zellen gegenliber derer naturlich exponierter Tiere aus konventioneller
Tierhaltung. Zudem konnte die Reaktivitdt der porzinen pulmonalen Aspergillus-
spezifischen Th17-Zellen gegenlber C. albicans-Antigen gezeigt werden.

e Bereits 4 Tage nach experimenteller Aspergillus-Exposition wurde zudem eine vermutlich
Uberwiegend nicht A. fumigatus-spezifische Th1-Immunantwort Tbet* T-Helferzellen im
Blut der immunkompetenten Schweine sowie zeitverzdgert an Tag 11 nach Exposition bei

den temporar immunsupprimierten Tieren detektiert.

5.1. A. fumigatus-spezifische Th1-Zellen in gesunden Schweinen

aus konventioneller Tierhaltung

Bisher wurden bereits verschiedene Saugetierarten als translationale Tiermodelle in der
Aspergillus-Forschung eingesetzt. Mit einem Anteil von 85 % aller Publikationen werden
Mausmodelle jedoch mit Abstand am haufigsten bei der Erforschung Aspergillus-assoziierter
Erkrankungen angewandt (Lewis und Wiederhold 2005). Insbesondere aufgrund der geringen
Kdrper- und LungengroBe ergeben sich allerdings bei der Maus Limitationen fir die
Infektionsforschung — etwa bezlglich wiederholter Blutentnahmen — sowie mdgliche
Unterschiede in der Kinetik des Infektionsverlaufes (Desoubeaux und Cray 2018). Jedoch
auch unter Berlcksichtigung der jeweiligen Lungenphysiologie und des Einflusses eines
breiten Spektrums an Infektionsdosen auf die rdumliche Infektionsdynamik konnte mittels
virtueller Infektionsmodellierung gezeigt werden, dass die Infektions-Clearance, die sich fur
realistische Pilzbelastungen ergibt, bei Mausen effizienter realisiert wird als im Menschen
(Blickensdorf et al. 2019). Mdgliche Ursachen liefern vergleichende Funktionsanalysen von
menschlichen und murinen dendritischen Zellen (DCs), Makrophagen und polymorphkernigen
Zellen (PMNs) anhand derer gezeigt werden konnte, dass A. fumigatus abweichende
Reaktionen in murinen und menschlichen Immunzellen provozierte (Hellmann et al. 2017).
Dahingegen ist das Hausschwein im Hinblick auf die Struktur des Tracheobronchialbaumes,
die Lungenphysiologie und —gré3e (Judge et al. 2014), die Anzahl submukosaler Drisen (Choi
et al. 2000) sowie die Anatomie der oberen Atemwege (Horter et al. 2003) eng mit dem
Menschen verwandt und spielt daher als humanrelevantes Grotiermodell fir respiratorische
Infektionserkrankungen eine wesentliche Rolle bei der Ubertragung der Forschung an

Mausmodellen auf die reale Situation in der Humanmedizin. Neben der Analogie des
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Respirationstraktes weist das Hauschwein zudem wesentliche Ahnlichkeiten bezliglich der
Zusammensetzung der Immunzellen im Blut, der Funktion der angeborenen Immunzellen, der
funktionellen T-Zell-Untergruppen sowie der Zytokinsekretion zum Menschen auf (Meurens et
al. 2012). Der Nachweis des Aktivierungsmarkers CD154 (CD40L) auf porzinen T-Zellen zur
Identifizierung und Charakterisierung von Antigen-spezifischen T-Zellen erméglichte zudem
die Untersuchung der adaptiven T-Helferzellantwort von Schweinen auf ein definiertes
Pathogen (Ebner et al. 2017) und stellte somit eine wesentliche Voraussetzung zur Analyse
Aspergillus-spezifischer T-Helferzellen im Schwein dar. Fir Humanstudien existieren
zahlreiche Methoden, um Antigen-spezifische CD4* T-Lymphozyten direkt oder indirekt zur
weiteren Charakterisierung zu identifizieren. Fir direkte Assays werden Peptid-MHC-
Multimere angewandt, wobei MHC II-Multimere zur ldentifizierung von Antigen-spezifischen
CD4* T-Zellen noch weniger gut etabliert sind. Indirekte Assays umfassen die Analyse der
Zytokinsekretion (via ELISpot Assay [Enzyme Linked Immuno Spot Assay], Fluorospot Assay
[fluoreszenzbasiertes Aquivalent], intrazellularer Farbung oder Zytokin-"Capture"-Assay), der
Zellproliferation (via Ki-67, Bromdesoxyuridin, fluoreszierende Tracking-Farbstoffe wie etwa
CFSE) sowie von Aktivierungsmarkern (CD40L/CD154, OX40/CD134, PD-L1/CD274, 4-
1BB/CD137) (Elias et al. 2020). In Studien zu Influenza oder Circoviren wurde im Schwein
bisher zunachst die Zytokinsekretion der CD4* T-Zellen mittels intrazellularer Farbung nach
Antigen-spezifischer Ex-vivo-Restimulation analysiert (Koinig et al. 2015; Talker et al. 2015;
Talker et al. 2016). Ebner et. al. konnte wiederum zeigen, dass der Aktivierungsmarker CD154
(CD40L) kurz (5-16 h) nach TCR-abhangiger Antigen-Stimulation auf CD4* T-Zellen
hochreguliert wird und auch im Schwein mit Zytokinen koexperimiert ist. Somit konnten unter
Einsatz eines humanen kreuzreaktiven Antikorpers (Klon 5C8) Antigen-reaktive T-Helferzellen

im Schwein mittels intrazellularer CD154-Farbung detektiert werden (Ebner et al. 2017).

Die adaptive antimykotische T-Helferzellantwort beim Menschen hat kirzlich als
diagnostisches Tool zur Uberwachung des invasiven Pilzwachstums und Identifizierung von
Risikopatienten sowie als potenzieller Beitrag zum Schutz vor Pilzinfektionen zunehmend an
Aufmerksamkeit gewonnen (Bacher et al. 2015a; Papadopoulou et al. 2019). CD4* T-
Helferzellen agieren als zentrale Regulatoren adaptiver Inmunantworten gegen extrazellulare
Pathogene wie Pilze. Sie exprimieren T-Zell-Rezeptoren (TCRs) mit einer einzigen Spezifitat,
die die selektive Erkennung von Epitopen eines Antigens mittels Antigen-prasentierender
Zellen erméglichen. Reife, naive T-Zellen, die aus dem Thymus nach positiver und negativer
Selektion mit einer bestimmten Epitopspezifitat austreten (Mahnke et al. 2013), sind zunachst
kaum oder gar nicht in der Lage, Zytokine zu produzieren und zirkulieren vom Blut Uber
sekundare lymphatische Organe in die Lymphgefale und wieder zuriick ins Blut. (Fu et al.
2016). Das Homing der naiven T-Zellen zu peripheren Lymphknoten erfolgt dabei Uber

hochendothelialen Venolen (Vestweber 2003) und erfordert die Expression von L-Selektin
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(CD62L) und dem Chemokinrezeptor CCR7 (Sackstein et al. 2017). Die Antigenerkennung
fuhrt zu einer voribergehenden Aktivierung der zuvor naiven T-Zelle, gekennzeichnet durch
Produktion von Effektormolekilen und Proliferation — folglich der klonalen Expansion der
Antigen-spezifischen T-Zellen. Zusatzliche co-stimulierende Signale induzieren eine weitere
Differenzierung und stabile Anpassung der T-Zell-Effektorfunktionen und ermdéglichen somit
optimierte Reaktionen gegen einen bestimmten Erreger. Kirzlich aktivierte T-Zellen (Effektor-
T-Zellen), gekennzeichnet durch den Verlust der CD62L- und CCR7-Expression und das
Erwerben gewebespezifischer Homing-Molekiile (Sackstein et al. 2017), verlassen die
sekundaren lymphatischen Organe Uber die efferenten Lymphgefalie, gelangen Uber den
Ductus thoracicus in den Blutkreislauf und wandern zu den peripheren Geweben sowie dem
Ort der Entziindung (Fu et al. 2016). Nach der Clearance des Antigens stirbt die Mehrheit der
Effektor-T-Zellen und nur ein kleiner Pool an Zellen kehrt in das Ruhestadium zurlick, d.h. sie
verlieren Anzeichen einer akuten Aktivierung, behalten jedoch die Fahigkeit bei, bei erneuter
Exposition gegenliber dem Antigen mit optimierten Effektorfunktionen zu reagieren (sog.
Gedéachtnis-T-Zellen). Entsprechend der Expression der Oberflachenmarker und deren
Zytokinprofil lassen sich beim Menschen folgende Gedachtnis-T-Zell-Typen unterscheiden:
Stamm-Gedachtnis-T-Zellen, zentrale Gedachtnis-T-Zellen, transistorische Gedachtnis-T-
Zellen, Effektor-Gedachtnis-T-Zellen sowie Gewebe-residente Gedachtnis-T-Zellen (Mahnke
et al. 2013). Zentrale Gedachnis-T-Zellen sind durch einen CD45RA-CCR7* CD62L* Phanotyp
gekennzeichnet. Die Expression von CCR7 und CD62L ermdglicht die Extravasation durch
hochendotheliale Venolen und nach sekundarem Antigenkontakt haben die Zellen immer noch
eine hohe Fahigkeit zur Proliferation sowie Produktion von IL-2. Im Gegensatz dazu haben
CD45RA-CCR7-CD62L- Effektor-Gedachnis-T-Zellen eine verringerte Proliferationskapazitat,
produzieren jedoch schnell grolRe Mengen an Effektorzytokinen wie etwa IFN-y (Gerner et al.
2015). Gewebe-residente Gedachtnis T-Zellen weisen erhebliche phanotypische
Ahnlichkeiten mit Effektor-Gedachnis-T-Zellen auf (CD45RA-CD62L-CCR7-), exprimieren
jedoch zudem CDG69 und teilweise CD103. Sie residieren dauerhaft in peripheren Geweben
nachdem eine Infektion beseitigt wurde (Mueller et al. 2013). Zusammengefasst fuhrt der
Antigenkontakt in vivo zu charakteristischen, sowohl persistenten als auch kurzlebigen
Veranderungen der T-Zellzahlen, des Phanotyps und deren Funktion. Somit kann der Antigen-
spezifische T-Zell-Pool detaillierte Informationen Uber den vergangenen, akuten und
zukunftigen Wirt-Pathogen-Status liefern (Scheffold et al. 2018). Bei gesunden Menschen, die
alltaglich A. fumigatus-Konidien einatmen, sind konventionelle CD154* Aspergillus-spezifische
T-Helferzellen in geringer Frequenz (zwischen 0,06 und 0,37 %) im Blut vorhanden und
werden wahrscheinlich durch eine robuste A. fumigatus-spezifische regulatorische T-Zell-
Antwort unter Kontrolle gehalten (Bacher et al. 2013; Bacher et al. 2014a; Bacher et al. 2016).

Die Tatsache, dass auch Hausschweine aus der konventionellen Haltung — im Gegensatz zur
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spezifisch pathogenfreien Versuchstierhaltung von Labormausen — standig mit Pilzkonidien
konfrontiert werden, macht sie zu einem vielversprechenden Modell fir die Untersuchung der
natirlich erworbenen, adaptiven, antimykotischen Immunitat. Ziel dieser Studie war es daher,
das Hausschwein als humanrelevantes Groftiermodell fir die Analyse der antimykotischen
Th-Zell-Reaktionen gegen luftgetragene A. fumigatus-Konidien insbesondere lokal in der
Lunge zu evaluieren. Es wurde gezeigt, dass gesunde, natlrlich exponierte Schweine aus
konventioneller Tierhaltung einen Pool an CD154* A. fumigatus-spezifischen, zirkulierenden
Th-Zellen in ahnlicher Frequenz sowie mit einem ahnlichen Phanotyp besitzen, wie bei
gesunden menschlichen Individuen beschrieben wurde (Bacher et al. 2013; Bacher et al.
2014a; Bacher et al. 2014b; Jolink et al. 2014). Wahrend Humanstudien zeigten, dass die
Frequenz konventioneller A. fumigatus-reaktiver Th-Zellen im Nabelschnurblut fast identisch
derer im adulten Blut waren (Bacher et al. 2014a; Vogel et al. 2018), konnte mit der in dieser
Studie angewandten Methode keine pilzreaktiven CD4* T-Zellreaktion im Blut von Ferkeln im
Alter von nur 3-4 Wochen nachgewiesen werden. Auch wenn eine zu geringe Sensitivitat der
Detektionsverfahren als mogliche Ursache in Erwagung gezogen werden muss, weist dies auf
einen expositionsbedingten Anstieg der Anzahl zirkulierender A. fumigatus-spezifischer CD4*
T-Zellen mit zunehmendem Alter der Tiere im Rahmen der kontinuierlichen aerogenen
Exposition in konventionellen Tierstallen hin (Oppliger und Duquenne 2016). In &hnlicher
Weise korreliert auch die pilzspezifische T-Zellantwort bei gesunden Menschen mit deren
individuellen, umgebungsbedingten Expositionsniveaus, sodass Personen mit einer intensiven
Schimmelpilzbelastung in ihrer beruflichen oder privaten Umgebung erheblich hdhere
Frequenzen von A. fumigatus-reaktiven CD4* T-Zellen aufweisen (Wurster et al. 2017). In
Ubereinstimmung mit Daten von gesunden menschlichen Probanden zeigten porzine
A. fumigatus-reaktive CD4* T-Zellen mehrheitlich einen naiven Phanotyp, was durch fehlende
CD8a- und gleichzeitig vorhandene CD27-Expression gezeigt wurde (Reutner et al. 2013). Die
Koexpression von TNF-a und IFN-y wies zudem auf einen Th1-Phanotyp der zirkulierenden
Aspergillus-spezifischen CD4* T-Zellen im Schwein hin (Bacher et al. 2013; Bacher et al.
2014a; Bacher et al. 2014b). Luftgetragene Konidien von A. fumigatus werden sowohl von
Menschen als auch Tieren taglich eingeatmet und erreichen aufgrund ihrer geringen Grofie
von 2-3 ym zudem die Alveolen der Lunge (Latge 1999; Van De Veerdonk et al. 2017a).
Immunkompetente Individuen eliminieren den Pilz jedoch — wie bereits beschrieben — effizient
durch angeborene Abwehrmechanismen, ohne eine Erkrankung zu entwickeln. Konidien, die
die mukozilidre Clearance der Flimmerzellen des Oberflachenepithels Uberwinden, werden
hauptsachlich direkt von lungenresidenten Alveolarmakrophagen phagozytiert und in
angesduerten Phagolysosomen effizient innerhalb von 24 h eliminiert (Hasenberg et al. 2011;
Latge und Chamilos 2020). Wahrend die konidiale Aufnahme durch CCR2* Ly6C*

inflammatorische Monozyten zu ihrer Differenzierung in Mo-DCs und zur direkten Abtétung
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von Sporen flihrt, transportieren CCR2* Monozyten sowie von Monozyten abgeleitete
dendritische Zellen auch Konidien oder Antigene zu drainierenden Lymphknoten, wo sie
wiederum die Th1-Differenzierung induzieren (Hohl et al. 2009; Rivera et al. 2011; Espinosa
et al. 2014). Als entscheidende Voraussetzung zur Analyse der lokalen antimykotischen Th-
Zellantwort, gelang zudem der Nachweis CD154* A. fumigatus-reaktiver Th-Zellen in aus dem
Lungengewebe gesunder Schweine isolierten Leukozyten. Auch die Koexpression von TNF-a
und IFN-y der pilzspezifischen Th-Zellen der Lunge konnte gezeigt werden. IL-17A-
produzierende A. fumigatus-reaktive CD4* T-Zellen waren jedoch sowohl in Blut- als auch in
Lungengewebsproben von gesunden, natlrlich exponierten Schweinen kaum nachweisbar,
was folglich die Rolle der Th17-Antwort bei der natirlichen Aspergillus-Abwehr des Schweines
in Frage stellt. Bei der Analyse pilzspezifischer Th-Zellen im Blut gesunder menschlicher
Probanden wurde ebenfalls nur ein sehr geringer Anteil Aspergillus-spezifischen Th17-Zellen
nachgewiesen. Auch die wenigen Daten zu pilzspezifischen T-Zellen in der Lunge gesunder
Menschen weisen auf eine sehr geringe IL-17A-Produktion der lokalen A. fumigatus-reaktiven
CD4* T-Zellen hin (Bacher et al. 2019). Beim Vergleich der Frequenzen der A. fumigatus-
spezifischen Th-Zellen im peripheren Blutkreislauf sowie im Lungengewebe der Schweine
konnte nach Abzug des variablen CD154* Hintergrundes in nicht stimulierten Kontrollen kein
signifikanter Unterschied detektiert werden. Auch anhand einer Humanstudie an COPD-
Patienten, welche nicht an einer Aspergillose erkrankt waren, konnte gezeigt werden, dass die
Frequenzen von Aspergillus-spezifischen T-Zellen in peripherem Blut und Lunge des

Menschen ebenfalls ahnlich sind (Jolink et al. 2017).

5.2. Pulmonale Akkumulation porziner, pilzreaktiver Th-Zellen

nach experimenteller Aspergillus-Exposition

Bei der Erforschung Aspergillus-assoziierter Erkrankungen anhand eines Tiermodells wurden
unterschiedliche Inokulationswege des Pilzpathogens in den Organismus angewandt.
Beschrieben wurden folgende Methoden: intravendse Injektion, intraperitoneale Injektion,
intranasale Deposition, intratracheale/intrabronchiale Installation, Inhalation in einer Kammer,
intrazerebrale Injektion, intraokulare Injektion/,scraping“ sowie weitere diverse Methoden
(Desoubeaux und Cray 2017). Als Vorteile einer intravendsen Inokulation sind homogene,
leicht reproduzierbare Infektionen sowie die einfache Standardisierung mit wenigen Tieren zu
nennen. Im Allgemeinen sind die ersten Zielorgane intravendser Injektionsstudien die Nieren
und das Gehirn, gefolgt von Milz und Leber (Desoubeaux und Cray 2018). Wie auch im Fall
einer intraperitonealen Inokulation ahmt die intravends induzierte Infektion jedoch keine
naturliche Aspergillose nach, die sowohl beim Menschen als auch bei Tieren normalerweise
nicht infolge einer Infektion Uber die Blutbahn oder Bauchhéhle auftritt (Schmidt 2002).
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Alternativ kann die intranasale Deposition von Konidiensuspensionen als naturlicher
Infektionsweg angesehen werden. Aufgrund der mukoziliaren Clearance der oberen
Atemwege erreichen im Mausmodell letztlich jedoch nur 10 % der verabreichten Konidien die
Lunge (Desoubeaux und Cray 2018). Bei intratrachealen bzw. intrabronchialen Inokulationen
wird die Konidiensuspension mittels Tracheotomie in die Trachea oder die Bronchien des
Versuchstieres verbracht (Atasever und Gumussoy 2004). Auch wenn dabei eine definierte
Menge an Konidien in ein sinopulmonales Organ zur Entstehung einer pulmonalen
Aspergillose appliziert werden kann (Kurtz et al. 1995), erfordert ein solch invasiver Eingriff die
Narkotisierung des Versuchstieres. Auch nicht-invasive Methoden, wie etwa die Deposition
der Konidiensuspenion in den caudalen Oropharynx (O'dea et al. 2014; Rohm et al. 2014)
sowie neuartige Methoden wie der Einsatz des Microsprayer® Aerosolizer (PennCentury,
Wyndmoor, PA, USA) (Chandenier et al. 2009; Kunda et al. 2018) erfordern dennoch eine
Anasthesie bzw. sind bisher nur fur Nagetiere etabliert. Die Verneblung von Aspergillus-
Konidien in einer geschlossenen Inhalationskammer stellt dahingegen eine nicht-invasive,
stressarme Methode flir die Tiere dar, anhand derer die natlrliche Pathophysiologie der
Aspergillose reproduziert werden kann. Als negativer Aspekt muss jedoch die schwierige
Standardisierung des Verneblungsprotokolls bedacht werden, da sich die Tiere in der Kammer
frei bewegen und eigenstandig atmen. Somit ist die Menge der eingeatmeten Konidien variabel
und es kénnen inkonsistente Reaktionen auftreten (Sheppard et al. 2004; Steinbach et al.
2004). Um ein Inhalationsmodell im Schwein zu etablieren, wurde eine Aerosolkammer mit
einer Grundflache von 3,2 m? und einem Volumen von 7 m3 eingesetzt, in der die Tiere liber
8 h hinweg einer Konzentration von 108 KbE/m? an luftgetragenen A. fumigatus-Konidien
ausgesetzt waren. In Anbetracht der Tatsache, dass in Tierzuchtanlagen Aspergillus-
Konidienmengen von 100 KbE/m?3 in der Luft nachgewiesen wurden, entspricht diese Dosis
einer 104-fach erhohten Exposition. Um die Aufrechterhaltung einer konstanten Konzentration
an aerosolisierten A. fumigatus-Konidien sicherzustellen, wurden in Voruntersuchungen sowie
auch wahrend der experimentellen Exposition der Tiere Luftproben an mehreren Positionen
sowie zu zwei Zeitpunkten entnommen und analysiert. Es wurde gezeigt, dass aufgrund des
Einsatzes eines Axialventilator in der Kammer sowie der kontinuierlichen Aerosolisierung von
Konidiensuspensionen mittels Ultraschallvernebler trotz moglicher Sedimentationseffekte und
Anwesenheit der sich frei bewegenden Tiere eine gleichbleibende und homogen verteilte
Konzentration an luftgetragenen A. fumigatus-Konidien in der Kammer erzeugt wurde. Zur
Beurteilung der Pilzbelastung nach erfolgter Inokulation der Konidien wurden in bisherigen
Studien verschiedene Methoden angewandt: histopathologische Untersuchungen,
mikrobiologische Rekultivierung, Detektion von Galaktomannan/ (1,3)-B-D-Glucan/ Pilz-DNA
mittels Enzymimmunassays (ELISA) oder der Polymerasekettenreaktion (PCR), Bestimmung

des Chitingehaltes im Gewebe sowie weitere Biomarker (Desoubeaux und Cray 2018). In
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dieser Studie wurde mittels Entnahme von bronchoalvelarer Spulflissigkeit im Anschluss an
die experimentelle Aspergillus-Exposition sowie deren Rekultivierung auf Malz-Agar eine
Sporenlast von 9,57x10* KbE in der porzinen Lunge errechnet. Des Weiteren wurde unter
Einsatz eines Asperqgillus-spezifischen Real-Time-PCR-Assays nach Extraktion der Pilz-DNA
aus der bronchoalvelarer Spulflissigkeit sowie histologischer Untersuchung des

Lungengewebes die erfolgreiche Deposition der Konidien in die Lunge nachvollzogen.

Bis vor kurzem waren fehlende Tools zur direkten Analyse von Pathogen-spezifischen CD4*
T-Zellen eine wesentliche Einschrankung bei Studien mit Schweinen. Basierend auf der
Antigen-reaktiven T-Zell-Anreicherung (ARTE) (Bacher und Scheffold 2013; Bacher et al.
2013) und der Etablierung von CD154 als Marker flr porzine Pathogen-reaktive Th-Zellen
(Ebner et al. 2017) wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Assay zur Anreicherung von porzinen
A. fumigatus-spezifischen CD154* Th-Zellen angewandt, dass auf den Einsatz eines fiir das
Schwein derzeit nicht verfugbaren CD40-blockierenden Antikdrpers verzichtet. Aufgrund der
transienten Natur des CD40-Liganden wurde das sog. ,CD154-surface trapping“ sowie die
chemische Stabilisierung mittels Monensin zur einer magnetischen Anreicherung genutzt.
Chattopadhyay et al. haben den Einsatz eines Fluorochrom-konjugierten CD40L-spezifischen
Antikérper wahrend der 6-stlindigen In-vitro-Stimulation von CD4* T-Zellen in Gegenwart von
Monensin beschrieben. CD40L-spezifische Antikérper binden an CD154-Molekile, die an
einem beliebigen Zeitpunkt wahrend der Stimulation exprimiert werden und Monensin erhéht
die Stabilitat des gebildeten Komplexes (Chattopadhyay et al. 2006), selbst wenn CD154
internalisiert wird. Dabei wird angenommen, dass Monensin saure intrazellulare
Kompartimente neutralisiert (Chattopadhyay et al. 2005). Zudem wird davon ausgegangen,
dass infolge des durch Monensin blockierten Reaktionsweges — im Gegensatz zur Anwendung
von Brefeldin A — die Oberflachenexpression von CD154 nicht gestort ist. Gefolgt von der
magnetischen Anreicherung der CD154* Th-Zellen ermoglichte es diese Methode,
A. fumigatus-spezifische T-Zellantworten sowie deren Phanotypen genauer im Schwein zu

untersuchen.

Im peripheren Blutkreislauf gesunder Schweine wurde an Tag 4 nach experimenteller
Aspergillus-Exposition ein Anstieg der A. fumigatus-spezifischen CD4* T-Zellen detektiert,
gefolgt von einem Abfall an den Tagen 6 und 10, der vermutlich die Migration aktivierter T-
Zellen in die Lunge widerspiegelt. In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass sowohl
CCR2* inflammatorische Monozyten als auch von Monozyten abgeleitete dendritische Zellen
(Mo-DCs) den Transport von Aspergillus-Antigen zu den drainierenden Lymphknoten
vermitteln, Aspergillus-spezifische CD4* T-Zellen primen sowie durch Freisetzung von IL-12
die Entwicklung von Effektor-Th1-Zellen initiieren (Hohl et al. 2009; Rivera et al. 2011;
Espinosa et al. 2014). Anhand von In-vitro-Studien wurde zudem der funktionelle Einfluss von

Chemokinen, die von humanen A. fumigatus-infizierten dentritischen Zellen freigesetzt

90



Diskussion

wurden, auf die Rekrutierung von Effektor-Gedachtnis-T-Zellen bewertet (Dewi et al. 2017).
Dabei wurde gezeigt, dass A. fumigatus-infizierte DCs die Chemotaxis von Effektor-
Gedachtnis-Th1-Zellen initiieren, indem sie die Chemokine CCL3, CCL4, CXCL10 and CCL20
freisetzen, welche mit CCR5, CCR6 und CXCR3 auf Th1-Zellen interagieren (Gafa et al. 2007).
Somit kénnen Effektor-Gedachtnis-T-Zellen, die sich hauptsachlich im peripheren Blut
befinden, schnell auf entzindliche Chemokine reagieren, die an der Stelle des
Pathogeneintritts und der Gewebsverletzung aus DCs freigesetzt werden. Die rekrutierten
Th1-Zellen wiederum foérdern die Freisetzung von Effektormolekilen in der Lunge, wie z. B.
IFN-y, was letztlich die Abtétungsmechanismen von Makrophagen und neutrophilen
Granulozyten aktiviert (Gafa et al. 2007). Dabei ist unklar, ob der friihe Anstieg A. fumigatus-
reaktiver T-Zellen an Tag 4 im peripheren Blutkreislauf die Folge einer lokalen Expansion von
im Lungengewebe oder Lungenlymphknoten ansassigen Gedachtnis-T-Zellen und fraglicher
Rezirkulation oder der Reaktivierung von zirkulierenden Gedachtnis-T-Zellen darstellt. An Tag
4 nach der Exposition unterscheiden sich die Zahlen der direkt aus den Lungengeweben
isolierten A. fumigatus-spezifischen T-Zellen jedoch nicht von denen naturlich exponierter
Tiere aus konventioneller Haltung, was gegen die frihe Expansion von Th-Zellen lokal im
Lungengewebe spricht. Interessanterweise weisen sowohl die peripheren als auch Mukosa-
assoziierten Lymphnoten des Schweines eine spezifische Struktur auf, die als invers
bezeichnet wird. Dem Gewebe fehlt ein gréRerer Markbereich und es besteht vorzugsweise
aus kortikalen Bereichen und Parakortex. Die Einwanderung von Lymphozyten in das Gewebe
des Lymphknotens erfolgt entweder durch afferente Lymphgefalie oder durch
hochendotheliale Venolen, wie es bei vielen Arten Ublich ist (Rothkotter 2009; Bordet et al.
2019). Nach dem Durchlaufen des Parenchyms des Lymphknotens verlassen die porzinen
Lymphozyten den Lymphknoten jedoch wiederum Uber hochendotheliale Venolen und nicht
Uber efferente Lymphgefalle (Sasaki et al. 1994). Die geringe Anzahl lymphoider Zellen im
Ductus thoracicus von Schweinen ist eine Folge dieses Migrationsmusters (Mcfarlin und Binns
1973). Inwieweit die spezifische Struktur der Lymphknoten des Schweines sowie das
Migrationsmuster der porzinen Lymphozyten die mégliche Rezirkulation pilzspezifischer Th-

Zellen beeinflusst, sollte in zukinftigen Studien adressiert werden.

Fir den mdglichen Einsatz Aspergillus-spezifischer Th-Zellen als diagnostische Sensoren
(Scheffold et al. 2018), ist es entscheidend, ob die Eigenschaften zirkulierender T-Zellen im
peripheren Blutkreislauf die lokale Immunantwort im primar betroffenen Organ widerspiegeln.
Dabei existieren flr den Menschen kaum Daten bezlglich der lokalen A. fumigatus-reaktiven
Th-Zellantwort in gesunden Probanden (Bacher et al. 2019). Die Daten aus dem
Schweinemodell zeigen, dass die Th1-Zytokinsekretion von pilzspezifischen Th-Zellen im
Lungengewebe mit derer zirkulierender Aspergillus-reaktiver Th-Zellen vergleichbar ist. Die

Gesamtzahl der aus dem Lungengewebe isolierten A. fumigatus-spezifischen CD4* T-Zellen
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war jedoch drastisch erhdht nach experimenteller Exposition, was auf eine starke Migration in
die Lunge oder mdglicherweise auch lokale Expansion der pilzspezifischen Th-Zellen
exponierter Schweine hinweist. Uberraschenderweise trat die Akkumulation der A. fumigatus-
spezifischen CD4* T-Zellen im Lungengewebe nach Exposition gegentiber hohen Mengen an
Konidien nicht unmittelbar auf, sondern steigerte sich Gber mehr als zwei Wochen nach der
Aspergillus-Exposition. Folglich konnte keine ausgepragte lokale Reaktivierung und
Expansion von im Lungengewebe residenten A. fumigatus-spezifischen Gedachtnis-T-Zellen
innerhalb weniger Tage beobachtet werden. In In-vitro-Studien an humanen A. fumigatus-
infizierten dentritischen Zellen wurde neben bisher beschriebenen Chemokinen zudem die
spate Freisetzung von CCL19 beobachtet, vermutlich in Folge der Migration zu drainierenen
Lymphknoten. Somit liegt nahe, dass reife DCs nach Erreichen der drainierenden
Lymphknoten an der Rekrutierung von CCR7* naiven T-Zellen beteiligt sind (Gafa et al. 2007).
Interessanterweise wurde im peripheren Blutkreislauf der experimentell exponierten Tiere an
den Tagen 13 und 18 nach Aspergillus-Exposition ein Anstieg A. fumigatus-reaktiver Th-Zellen
detektiert, mdglicherweise in Folge der Rezirkulation differenzierter Aspergillus-spezifischer
Effektor-Th-Zellen bzw. Gedachtnis-Th-Zellen nach Priming der zur Lunge bzw. drainierenden
Lymphknoten  rekrutierten naiven T-Zellen. Erwartungsgemal entwickelten die
immunkompetenten Tiere keine klinischen oder makroskopischen Anzeichen fir ein invasives
Pilzwachstum in der Lunge. Bis auf ein Tier konnten alle gesunden Schweine die Pilzsporen

trotz der hohen Expositionsdosis innerhalb von 10 bzw. 18 Tagen aus der Lunge eliminieren.

5.3. Drastische Reduktion der pulmonalen Aspergillus-reaktiven

Th-Zellantwort infolge einer temporaren Immunsuppression

Wahrend gesunde Menschen eingeatmete Konidien effektiv aus der Lunge eliminieren ohne
eine Erkrankung auszubilden, stellt Aspergillus eine der haufigsten Ursachen fir infektitse
Komplikationen bei stark immungeschwachten Patienten dar mit einer Sterblichkeitsrate von
bis zu 50 % bei Patienten mit akuter Leukdmie sowie nach hamatopoetischer
Stammzelltransplantation (HSCT) (Latge und Chamilos 2020). Folglich lag ein weiterer Fokus
dieser Arbeit auf der Analyse des Einflusses einer Immunsuppression auf die adaptive
antimykotische T-Zell-lmmunitat unter Anwendung einer temporaren immunsuppressiven
Behandlung einer Gruppe von Schweinen. In Tierversuchen zu Erforschung Aspergillus-
assoziierter Erkrankungen wurden unterschiedliche Regime der immunsuppressiven
Medikation beschrieben. Um reproduzierbare invasive Infektionen zu erzeugen, wurden in
allen Tiermodellen — ausgenommen Vogel (Arne et al. 2011) — Immunsuppressiva angewandt
(Desoubeaux und Cray 2017). Die Tiere werden in der Regel durch wiederholte Injektionen

von Alkylantien — einschlie3lich intraperitonealem Cyclophosphamid — immunsupprimiert mit
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dem Ziel einer Neutropenie oder durch subkutane Injektionen von Kortikosteroiden
immunmoduliert (Desoubeaux und Chandenier 2012; Desoubeaux und Cray 2018).
Alkylierende Arzneimittel binden wahrend der Zellreplikation an die DNA und induzieren so
eine tiefgreifende Leukopenie (Johnson et al. 2000). Die histologischen und radiologischen
Merkmale von Tiermodellen, die mit alkylierenden Arzneimitteln behandelt wurden, waren
dabei denen von stark neutropenischen Patienten sehr dhnlich (Chandenier et al. 2009). Die
Verwendung von Kortikosteroiden ergab dagegen ein differentes Pathogenesemuster, wobei
die Funktion der Alveolarmakrophagen beeinflusst und somit eine der ersten natirlichen
Barrieren der Infektionsabwehr der Lunge komprimiert wurde. Insgesamt zeigen mit
Kortikosteroiden behandelte Modelle eine massive Entziindung mit ibermaRiger Rekrutierung
von Neutrophilen, die zu einer unzureichenden Pilzbeseitigung flhrt, wohingegen bei
leukopenische Modelle, die durch Alkylantien induziert werden, ein uneingeschranktes

Pilzwachstum vorherrscht (Desoubeaux und Cray 2018).

Immunsuppressive Behandlungen sind jedoch bei Schweinen bisher wenig etabliert (Enosawa
und Kobayashi 2019). Zudem weisen einige Studien darauf hin, dass Schweine besonders
resistent gegeniiber einer medikamentds induzierten Immunsuppression sind (Flaming et al.
1994; Dean et al. 2003; Rosen et al. 2020). Da ein invasives Pilzwachstum und folglich der
todliche Krankheitsverlauf bei den Schweinen vermieden werden sollte, wurde die
immunsuppressive Medikation in dieser Arbeit sowohl in der Dauer als auch in der Dosierung
von Cyclophosphamid und Methylprednisolon beschrankt. Bisher wurde das in Mausstudien
zur Aspergillus-Forschung haufig eingesetzte Cyclophosphamid nur vereinzelt in Studien mit
Schweinen angewandt sowie dessen Effekte beschrieben (Mackie 1981; Harada et al. 2011;
Cao et al. 2017; Lee und Kang 2019). Dabei wurde gezeigt, dass trotz starker Reduktion der
absoluten Zahlen an neutrophilen Granulozyten, Gesamtleukozyten sowie Lymphozyten die
prozentualen Anteile der zirkulierenden T-Zellen nicht beeinflusst wurde (Mackie 1981). Der
Einsatz von Cyclophosphamid und Methylprednisolon in dieser Arbeit wurde von den Tieren
gut vertragen und flihrte jedoch erst infolge einer 6-tdgigen oralen Verabreichung der
Immunsuppressiva zu einer robusten Neutropenie sowie einer signifikanten Verringerung der

absoluten Leukozyten- als auch Lymphozytenzahl.

Bei der Analyse der pilzspezifischen Th-Zellantwort im Blut Gber die Zeit wurde zunachst eine
sehr ahnliche Kinetik der Anzahl an A. fumigatus-spezifischen Th-Zellen der temporar
immunsupprimierten Tiere im Vergleich zu immunkompenten Schweinen erfasst,
gekennzeichnet durch einen Anstieg an Tag 4 nach der experimentellen Aspergillus-
Exposition und gefolgt von einem spateren Abfall. Dies kdnnte darauf hinweisen, dass eine
Reaktivierung bereits vorhandener Gedachtnis-T-Zellen dennoch stattgefunden hat und
beweisen, dass frihe T-Zell-Reaktionen infolge einer Aspergillus-Exposition auch bei

immungeschwachten Individuen nachweisbar sind. Die immunsupprimierten Tiere erreichten
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jedoch nicht den zweiten Anstieg der zirkulierenden A. fumigatus-spezifischen Th-Zellen
innerhalb des Untersuchungszeitraumes, der somit moglicherweise von geprimten Effektor-T-
Zellen herrUhrt. Bemerkenswerterweise konnte anhand einer unabhangigen Kohortenstudie
von Hochrisikopatienten mit hamatologischen Erkrankungen, malignen hamatologischen
Neoplasien sowie nach allogener hamatopoetischer Stammzelltransplantation gezeigt
werden, dass auch in immunkomprimierten Menschen die relative Haufigkeit von A. fumigatus-
spezifischen T-Zellen innerhalb der zirkulierenden Th-Zellen, welche anhand der Antigen-
reaktiven T-Zellanreicherung (ARTE) erhoben wurden, ein hervorragendes Potenzial fir die

Diagnose invasiver Aspergillosen aufweist (Bacher et al. 2015b; Steinbach et al. 2019).

Nach Beendigung der immunsuppressiven Medikation zwei Tage nach der experimentellen
Aspergillus-Exposition stiegen die Gesamtleukozytenzahlen im Blut der Schweine innerhalb
weniger Tage wieder auf deren Ursprungswerte an. Die hier angewandte zeitlich begrenzte
immunsuppressive Medikation reduzierte jedoch die Anzahl der in der Lunge akkumulierenden
A. fumigatus-spezifischen und Zytokin-produzierenden Th-Zellen bei experimentell
exponierten Tieren drastisch. Ob dies eine mégliche Folge einer verminderten Phagozytose
(Santosuosso et al. 2002) der Pilzsporen und Antigenprasentation (Rozkova et al. 2006) oder
einer verminderten Migrationskapazitat von Mo-DC (Chen et al. 2004; Cao et al. 2013) ist,
muss in zuklnftigen Studien noch untersucht werden. Trotz der vorlibergehenden
Immunsuppression konnte bei keinem der Schweine ein invasives Pilzwachstum detektiert
werden, obwohl alle immunkomprimierten Tiere an Tag 11 sowie 1 von 3 Tieren an Tag 19
mittels PCR von bronchoalveolarer Spiilflissigkeit positiv auf die Internal transcribed spacer 1
(ITS1) -5.8S-rRNA-Genregion von Aspergillus getestet wurden. Aufgrund der Tatsache, dass
weder mittels Aspergillus-spezifischer PCR von Serumproben noch in histologischen
Untersuchungen ein invasives Pilzwachstum nachvollzogen werden konnte, wurden diese
Befunde als gestorte Clearance bzw. Eliminierung der A. fumigatus-Konidien in der Lunge der
immunkomprimierten Tiere interpretiert. Dies kbnnte — wie bereits erwadhnt — mit einer
verringerten Prasentation von Aspergillus-Antigen durch CCR2* Monozyten sowie von
Monozyten abgeleiteten dendritischen Zellen und folglich mit einer geringeren Instruktion von
A. fumigatus-spezifischen Th-Zellen einhergehen. Ohne sofortiges invasives Pilzwachstum,
das zu hohen Sterblichkeitsraten fuhren wirde, kann mit Hilfe des Schweinemodells
untersucht werden, inwieweit Antigen-spezifische Th-Zellen zum Schutz invasiver
Pilzinfektionen beitragen. Des Weiteren kdnnen pradisponierende Faktoren — etwa der
Immunstatus, Umwelteinflisse wie Luftfeuchtigkeit und Umgebungstemperatur oder auch
nutrive Faktoren — oder sogar spezifische Kipppunkte bei der Entstehung einer Aspergillose

analysiert werden.

Bei gesunden Tieren war sowohl ein deutlicher Trend der Zunahme der CD154* T-Zellzahlen

lokal in der Lunge als auch der Anstieg der Zytokinproduktion bei dem Vergleich der Tage 10
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und 18 zu verzeichnen. Dahingegen war der Anteil der Th1-Zytokin-produzierenden
Aspergillus-spezifische T-Zellen bei den temporar immunsupprimierten Tieren fast
unverandert. Bisherige Studien legen nahe, dass das vollstandige Differenzierungsprogramm
von geprimten A. fumigatus-spezifischen T-Zellen in kompetente Th1-Zellen erst bei Ankunft
in der Lunge stattfindet und daher schrittweise erfolgt (Rivera et al. 2006; Lionakis et al.
2017b). Bei immungeschwachten Tieren konnte eine solche Entwicklung des Phanotyps nicht
nachgewiesen werden, was darauf hinweist, dass A. fumigatus-spezifische Th-Zellen, die in
die Lunge gelangten, keine zusatzlichen lungenspezifischen Differenzierungssignale erhielten,
um das Th1-Programm vollstandig zu instruieren. Aus Studien an IFN-y- sowie IL-12p35-
defizienten Mausen geht hervor, dass insbesondere IL-12 als auch IFN-y essentielle Faktoren
bei der Th1-Differenzierung sind (Rivera et al. 2011). IL-12 wird hauptsachlich von
dendritischen Zellen sekretiert und férdert die IFN-y-Sekretion der NK-Zellen sowie die Th1-
Differenzierung von naiven CD4* T-Zellen. IFN-y ist das charakteristische Zytokin, das von
Th1- Zellen produziert wird, und spielt zudem eine wichtige Rolle bei der Steuerung der Th1-
Differenzierung, wahrend alternative Th2- und Th17-Programme unterdrickt werden. Die
angeborene Produktion von IFN-y stammt gréfRtenteils aus NK-Zellen, obwohl auch DCs bei
TLR-Stimulation IFN-y produzieren kénnen (Espinosa und Rivera 2012). Rezeptoren des
angeborenen Immunsystems wie TLRs — welche das Adaptorprotein MyD88 aktivieren — und
Dectin-1 beeinflussen dabei die pilzspezifische Differenzierung von CD4* T-Zellen Uber die
differentielle Induktion der Zytokinsekretion von dendritischen Zellen, insbesondere von
Mitgliedern der IL-12-Familie (Goriely et al. 2008). MyD88-Signale begunstigen die Th1-
Differenzierung und als Reaktion auf eine Infektion mit A. fumigatus tragen MyD88-Signale zur
T-Bet-Induktion in den Lymphknoten der Lunge bei. Aspergillus-spezifische Th-Zellen in
MyD88-defizienten Mausen zeigen zudem eine begrenzte IFN-y-Produktion in der Lunge
(Rivera et al. 2006). Beim Transport in die Lunge nahm die T-Bet-Expression jedoch in
A. fumigatus-spezifischen T-Zellen in Wildtyp- und Myd88-defizienten Mausen in ahnlicher
Weise zu. Die MyD88-unabhangigen Differenzierungssignale, die von Antigen-spezifischen T-
Zellen in der Lunge empfangen werden, kdnnten durch direkten Kontakt mit residenten Zellen
wie Alveolarmakrophagen oder DCs oder durch das an der Entziindungsstelle vorhandene
Zytokinmilieu vermittelt werden (Rivera et al. 2006). Zudem bleibt interessanterweise die
Aktivierung und Proliferation von CD4* T-Zellen in den Lymphknoten der Lunge bei Mausen
erhalten, denen MyD88 und Dectin-1 fehlen, was auf die wichtigen Beitrdge anderer
angeborener Rezeptoren zur DC-Reifung und zum Priming von CD4* T-Zellen hinweist (Rivera
et al. 2011). Die Beobachtungen bezulglich der porzinen pulmonalen pilzspezifischen T-Zellen
sind besonders interessant im Hinblick auf die zeitbegrenzte immunsuppressive Behandlung
und sollten bei Patienten mit kurzen Phasen einer Immunsuppression Bedacht werden, bei

denen bisher nicht von einem hohen Risiko flir eine gestdérte antimykotische Immunitat

95



Diskussion

ausgegangen war. Die Auswirkungen des Zeitpunktes, der Dauer sowie der Dosierung von
Cyclophosphamid und Methylprednisolon auf angeborene Immunzellen der Lunge des
Schweines wurden bisher nicht ausfuhrlich untersucht und sollten in zukunftigen Studien
adressiert werden. Anhand von In-vitro-Studien an von Monozyten abgeleiteten unreifen
dendritischen Zellen, isoliert aus einem durch Cyclophophamid inmmunsupprimierten
Rattenmodell, wurde der Einfluss des hochdosierten Immunsuppressivums auf die Fahigkeit
zur Antigenaufnahme, T-Zell-Priming, Zytokinproduktion und Oberflachenmarkerexpression
sowie in Kokultur mit CD4* T-Zellen auf die Th-Polarisation und TLR/MyD88/MAPK-
Signalwege untersucht (Bao et al. 2020). Dabei konnte gezeigt werden, dass CD103* DCs der
Milz von mit Cyclophohsphamid behandelten Ratten in ihrer Zellzahl reduziert sowie in der
Expression ihrer Oberflachenmarker verandert waren. In In-vitro-Versuchen schwachte
hochdosiertes Cyclophosphamid die Antigenaufnahmekapazitat von isolierten von Monozyten
abgeleiteten unreifen dendritischen Zellen, erhdhte jedoch deren T-Zell-Priming-Kapazitat. Die
TLR-, MyD88- und MAPK-Expressionsniveaus, die an der Vermittlung der Th-Zell-Polarisation
beteiligt sind, waren interessannterweise ebenfalls signifikant erhoht (Bao et al. 2020). Im
Hinblick auf die reduzierte Anzahl Th1-Zytokin-produzierender Aspergillus-spezifischer T-
Zellen bei mit Cyclophosphamid behandelten Schweinen lokal in der Lunge im Vergleich zu
gesunden Tieren nach experimenteller Aspergillus-Exposition missen somit auch im Schwein
MyD88-unabhangigen Differenzierungssignale zur Instruktion eines Th1-Programmes in
Betracht gezogen werden. In Studien an humanen von Monozyten abgeleiteten dendritischen
Zellen konnte zudem gezeigt werden, dass auch Glucocorticoide wie Methylprednisolon die
Differenzierung und Antigen-prasentierende Funktion dendritischer Zellen beeintrachtigen. Die
Zugabe von Glucocorticoiden wahrend des Reifungsprozesses reduzierte die IL-12 p70- und
TNF-Produktion sowie die T-Zell-stimulierende Funktion der DCs dabei signifikant (Rozkova
et al. 2006). Inwieweit die Behandlung mit Cyclophosphamid und Methyprednisolon im
Schweinemodell zu einer verminderterten Differenzierung und T-Zell-stimulierende Funktion
der Mo-DCs und folglich verminderten Instruktion Aspergillus-spezifischer Th1-Zellen in der

porzinen Lunge geflihrt hat, muss in zukinftigen Studien adressiert werden.

5.4. Aspergillus-reaktive Th17-Antwort lokal im Lungengewebe

experimentell exponierter Tiere

In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass die Dectin-1-abhangige Produktion von IL-23
mit der Fahigkeit des Rezeptors assoziiert ist, die Erzeugung der gegen Aspergillus
gerichteten Th17-Immunitat zu férdern (Espinosa und Rivera 2012). Die Produktion von IFN-
y und IL-12 war in Mausen mit Dectin-1-Mangel gesteigert, was wiederum darauf hindeutet,

dass Dectin-1-Signale die Produktion dieser zur A. fumigatus-spezifischen Th1-
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Differenzierung notwendigen Zytokine verringern (Rivera et al. 2011). Zudem formieren
Calcineurin-NFAT-Signalwege in CD103* dendritischen Zellen die optimale Induktion von
Th17-Reaktionen in der Lunge uber die Produktion von IL-2. Von DCs freigesetztes IL-2 ist
dabei flr die Abschwachung und Kontrolle der Pathogenitat von Th17-Zellen wahrend der
akuten Phasen der pulmonalen Aspergillose verantwortlich (Zelante et al. 2015). Insgesamt
konnte jedoch bisher beziglich der physiologischen Abwehr gegen A. fumigatus keine
definitive Bedeutung der Th-17-Immunitat gezeigt werden (Latge und Chamilos 2020). Mittels
der Antigen-spezifischen T-Zell-Anreicherung (ARTE) (Bacher und Scheffold 2013; Bacher et
al. 2013) von CD154* A. fumigatus-spezifischen Th-Zellen aus dem Blut gesunder Menschen
konnte gezeigt werden, dass nur ein sehr geringer Anteil der Aspergillus-reaktiven Th-Zellen
IL-17 sekretiert (Bacher et al. 2019). Wie bereits beschrieben, waren A. fumigatus-reaktive
Th17-Zellen sowohl in Blut- als auch in Lungengewebsproben von gesunden, natirlich
exponierten Schweinen ebenfalls kaum nachweisbar. Die Th17-Immunitat gegen Aspergillus
wird zudem zunehmend mit allergischen Lungenerkrankungen assoziiert. A. fumigatus-
reaktive Th17-Zellen wurden im Lungengewebe von CF- (Chan et al. 2013; Bacher et al. 2019)
und COPD-Patienten (Jolink et al. 2017) nachgewiesen. Auch im Blut von Patienten mit CF,
COPD und Asthma wurden erhdohte Werte A. fumigatus-reaktive Th17-Zellen detektiert
(Bacher et al. 2019). Bemerkenswerterweise konnte gezeigt werden, dass Aspergillus-
spezifische Th17-Zellen ausschliel3lich im akuten Stadium der ABPA stark erhéht sind und
sich nach entzindungshemmender und antimykotischer Therapie normalisieren, wahrend
A. fumigatus-reaktive Th1- und Th2-Zellen von dieser Entwicklung unberihrt blieben. Die
starke Assoziation der erhdhten IL-17A-Immunantwort mit der akuten ABPA sowie deren
spezifische Abnahme wahrend der Therapie legt nahe, dass diese atypische Th17-Antwort
aktiv zur Manifestation und/oder Verschlimmerung der Krankheit beitragt (Bacher et al. 2019).
In Mausstudien konnte bereits gezeigt werden, dass IL-17-produzierende T-Zellen die
Extravasation von Eosinophilen aus dem Blut in die Lunge antreiben und die Aspergillus-
spezifische Th2-Zellexpansion foérdern als zentrales pathogenetisches Ereignis einer
allergischen Lungenentziindung (Murdock et al. 2012). Interessanterweise konnte in dieser
Arbeit unter Zuhilfenahme eines Antigen-spezifischen Expansionsprotokolls porziner
A. fumigatus-reaktiver Th-Zellen gezeigt werden, dass die experimentelle Exposition mit
aerosolisierten A. fumigatus-Konidien bereits nach 4 Tagen ebenfalls zu einem Anstieg der IL-
17-Sekretion Aspergillus-reaktiver Th-Zellen gegenuber derer natlrlich exponierter Schweine
fuhrte. Bei Challenge-Versuchen an Mausen entwickelten sich Th17-Zellen in der Lunge erst
nach 8 intranasalen Expositionen gegenlber Aspergillus-Konidien assoziiert mit einer
chronischen pulmonalen Th2-Entzindungsreaktion (Murdock et al. 2012). Interessanterweise
wurde bei den Schweinen infolge der pumonalen Exposition mit hohen Antigendosen uber

einen Zeitraum von 8 Stunden eine gesteigerte Th17-Antwort bereits nach 4 Tagen induziert.
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Eine mogliche Erklarung koénnten jlingste Studien zur Herkunft der A. fumigatus-reaktiven

Th17-Zellen im Menschen liefern.

Entgegen der A. fumigatus-spezifischen T-Helferzellreaktion 16st C. albicans die starkste
beschriebene Th17-Immunantwort im Menschen gegen einen spezifischen Mikroorganismus
aus und Ubertrifft dabei Staphylococcus aureus (Bacher et al. 2016) als weiteren wesentlichen
Th17-Induktor (Zielinski et al. 2012). Humane Th17-Zellen sind entscheidend flir den Schutz
gegen mukokutane C. albicans-Infektionen. IL-17 vermittelt die antimykotische Wirtsabwehr,
indem es die Rekrutierung von Neutrophilen an die Infektionsstelle koordiniert und die
Expression von antimikrobiellen Peptide — wie etwa B-Defensine, Calprotectin oder Mucine —
an Schleimhautoberflachen hochreguliert (Hernandez-Santos und Gaffen 2012; Mengesha
und Conti 2017). Patienten mit eingeschrankter Th17-Immunitat leiden daher haufig an
mukokutaner Candidiasis und in geringerem Mafe an Infektionen mit S. aureus (Li et al. 2018).
Jingste Studien in Menschen legen nahe, dass bei Befall mit A. fumigatus sowie weiteren
Pilzspezies kreuzreaktive T-Zellen aus einer bereits vorhandenen C. albicans-spezifischen
Th17-Antwort  rekrutiert werden und nicht mittels Priming naiver T-Zellen.
Bemerkenswerterweise wurden bereits mehrere Candida-Proteine (etwa das Mannose-
Protein Mp65) identifiziert, die kreuzreaktive immunogene Epitope mit Aspergillus-Proteinen
teilen (Bacher et al. 2019). Es konnte zudem gezeigt werden, dass A. fumigatus-reaktive Th17-
Zellen, die durch Kreuzreaktivitat mit C. albicans induziert werden, wahrend einer akuten
Aspergillus-assoziierten Lungenpathologie selektiv expandiert werden. Daraus lasst sich
schlieen, dass die gesamte antimykotische Th17-Modulation durch C. albicans ein
pathogenes Entziindungsgeschehen der Atemwege fordert, welches durch aerogene
Pilzsporen bei anfalligen Patienten mittels selektiver Rekrutierung kreuzreaktiver Th17-Zellen
ausgelost wird (Bacher et al. 2019). Im Gegensatz zu Mausen ist der Oro-Gastrointestinaltrakt
von Schweinen aus konventioneller Tierhaltung zumeist natlrlicherweise kolonisiert mit
C. albicans (Hoeflinger et al. 2014). Zudem wurden C. albicans-spezifische Th-Zellen im
Schwein bereits mittels CD154-Expression detektiert, wobei deren Frequenz bei gesunden
Tieren 0,07 bis 0,31 % aller CD4* Th-Zellen betrug (Ebner et al. 2017). Anhand dieser Arbeit
konnte zudem gezeigt werden, dass expandierte Aspergillus-spezifische Th-Zellen auch nach
Restimulation mit C. albicans-Antigen IL-17A sekretieren. Daher liegt nahe, dass auch im
Schwein pilzspezifische Th17-Zellen durch Kreuzreaktivitat mit C. albicans induziert werden.
Wahrend Untersuchungen bezlglich des Einflusses von Kreuzreaktivitaten im Allgemeinen bei
Mausen, die unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen gehalten werden, begrenzt sind,
bietet das Schwein als translationales Modell folglich die wesentlichen Voraussetzungen flr

zuklnftige Studien zur Analyse der kreuzreaktiven pilzspezifischen Th17-Zellantwort.
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5.5. T-Zell-Rezeptor-unabhangige Aktivierung porziner Th1-Zellen

nach experimenteller Aspergillus-Exposition

Anhand der Untersuchung CD154* Aspergillus-spezifischer T-Helferzellen im Menschen
konnte gezeigt werden, dass die Antigen-spezifische T-Zell-Antwort hauptsachlich gegen
metabolisch aktive A. fumigatus-Morphotypen gerichtet sowie gegenuber
Membranproteinfraktionen im Vergleich zu Zellwand- oder cytosolischen Proteinen starker
ausgepragt ist. Die spezifische Analyse von 15 ausgewahlten A. fumigatus-Proteinen ergab
jedoch ein sehr unterschiedliches Reaktivitdtsmuster, das sowohl von Spender als auch
Protein abhangig war (Bacher et al. 2014b). Entgegen der Antigen-spezifischen T-Zell-Antwort
werden die sog. Bystander T-Zellen unabhangig von T-Zell-Rezeptor (TCR)-Signalen aktiviert.
Diese Art der Antigen-unabhangigen T-Zell-Aktivierung wurde bei entzindlichen Geschehen
beobachtet, einschliel3lich Autoimmunitaten, Krebserkrankungen sowie am haufigsten
wahrend einer Infektion (Whiteside et al. 2018b). Bystander T-Zellen wurden erstmals
detektiert in Mausmodellen zur Infektion mit dem Lymphozytére-Choriomeningitis-Virus
(LCMV), dem Vacciniavirus und Vesicular stomatitis virus, die zur Proliferation und Expansion
von (polyklonalen) T-Zellen fihrten (Tough et al. 1996). Zudem wurden auch bakterielle
Lipopolysaccharide (LPS) mit der nicht Antigen-spezifischen T-Zell-Stimulation verknupft, wie
durch die direkte Injektion von LPS in Mausen gezeigt wurde (Tough et al. 1997). Die TCR-
unabhangig T-Zell-Aktivierung wurde bisher hauptsachlich bei CD8* T-Zellen beobachtet.
Dabei wurde die Beteiligung von Toll-like-Rezeptoren (TLRs) und Zytokinen bei der Initiierung
von Bystander-T-Zellen beschrieben (Whiteside et al. 2018b). Bezogen auf A. fumigatus
konnte gezeigt werden, dass MHC I[-restriktive CD8* Gedachtnis-T-Zellen durch TLR3-
Erkennung von Pilz-RNA durch dendritische Zellen mittels Kreuzprasentation aktiviert werden.
Angesichts der Tatsache, dass TLR3 auch auf CD8* T-Zellen exprimiert wird (Edwards et al.
2003), kann der Beitrag der direkten TLR3-Signallbertragung zur proliferativen Aktivitat der
CD8* T-Zellen nicht ausgeschlossen werden. Ein genetischer Defekt der TLR3-Expression
war dabei mit einer erhéhten Anfalligkeit fir Aspergillosen sowohl bei Mausen als auch bei
Patienten nach Stammzelltransplantation assoziiert (Carvalho et al. 2012). CD8* T-Zellen
differenzieren in Abhangigkeit der sie umgebenden Zytokine in Tc1-Zellen und Tc17-Zellen
(CD8* T-Zellen, die IL-17A sezernieren) (Kumaresan et al. 2018). In mehreren Studien wurde
die Rolle von Tc1- und Tc17-Zellen beim Schutz des Menschen vor Pilzinfektionen
hervorgehoben (Nanjappa et al. 2012a; Nanjappa et al. 2012b). Tc1-Zellen wirken indirekt,
indem sie Zytokine wie IFN-y, TNF-a und GM-CSF sekretieren, um angeborene Immunzellen
wie Neutrophile und Makrophagen zu aktivieren, die an der antimykotischen Abwehr beteiligt
sind. Darlber hinaus téten Tc1-Zellen nicht responsive pilzinfizierte Makrophagen direkt ab,
indem sie zytotoxische Faktoren wie Perforin, Granulysin und Granzym K sekretieren (Lin et
al. 2005). CD8* Tc17-Zellen sezernieren wie CD4* Th17-Zellen IL-17A-Zytokine, um
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Epithelzellen zu aktivieren (Schleimhautimmunitat) und antimikrobielle Produkte wie Defensin
zur Bekampfung von Pilzinfektionen auszuscheiden. Uber die Aktivierung von CD4*
Bystander-T-Zellen ist jedoch wenig bekannt. Im Hinblick auf infektidse Erkrankungen wurden
CD4* Bystander-T-Zellen bisher etwa bei Infektionen mit Leishmania donovani (Polley et al.
2005) oder Borrelia burgdorferi (Whiteside et al. 2018a) beschrieben. Bemerkenswerterweise
wurde im Rahmen dieser Studie eine massive Proliferation der T-bet* Th1-Zellen, deren Anteil
von durchschnittlich 30,18 % aller CD4* T-Zellen die Werte der CD154* pilzreaktiven Th-Zellen
(durchschnittlich 0,086 %) deutlich Ubersteigt, sowie ein signifikanter Anstieg der Expression
des porzinen Aktivierungs- und Gedachtniszellmarkers CD8a der CD4* T-Zellen 4 Tage nach
experimenteller Aspergillus-Exposition bei der Antigen-unspezifischen T-Zell-Analyse der
immunkompetenten Schweine detektiert. Dieser Verlauf zeichnete sich zudem bei den
temporar immunsupprimierten Tieren zeitverzdogert ab. Es wurde beschrieben, dass neben
Dectin-1 — dem am besten charakterisierten C-Typ-Lektin-Rezeptor — (Faro-Trindade et al.
2012) unter anderem auch die Toll-like-Rezeptoren (TLRs) 2 und 4 an der Erkennung von
A. fumigatus beteiligt sind. Interessanterweise wurde die unkonventionelle Expression von
TLRs auch auf humanen T-Zellen beschrieben (Platzbecker et al. 2008). Studien an
Mausmodellen haben gezeigt, dass CD4* TLR2* T-Zellen den Gedachtnis-Th1-Zellen
phanotypisch ahnlich und in der Lage sind, IFN-y unabhangig von der TCR-Aktivierung zu
produzieren (Sobek et al. 2004; Imanishi et al. 2007). Anhand bisheriger Studien wurde jedoch
beschrieben, dass TLR2 im Schwein hauptsachlich in Thymus, Milz, Peyer-Plaques des
lleums und Mesenteriallymphknoten exprimiert wird, jedoch nicht von peripheren Lymphozyten
des Blutes (Tohno et al. 2006; Alvarez et al. 2008). Die Beantwortung der Frage, ob eine
mogliche TLR-Expression der porzinen CD4* T-Zellen oder auch ein individuelles
Zytokinmilieu zur T-Zell-Rezeptor-unabhangigen Aktivierung der T-Helferzellen im Schwein
nach experimenteller Aspergillus-Exposition geflihrt hat, bedarf weiterer Untersuchungen. Da
jedoch Lauferschweine aus konventioneller Tierhaltung eingesetzt wurden, muss zudem —
trotz verabreichter Antibiose — auch die Infektion mit einem unbekannten Erreger in Betracht
gezogen werden (Pomorska-Mol und Markowska-Daniel 2011; Muirhead et al. 2013; Gerner
et al. 2015).

5.6. Potenzial des Schweines als translationales Tiermodell zur

Erforschung Aspergillus-assoziierter Erkrankungen

Aufgrund der Ahnlichkeiten beziiglich Anatomie, Genetik und Physiologie stellt das
Hausschwein (Sus scrofa domesticus) ein geeignetes translationales Tiermodell zur
Erforschung humaner Infektionserkrankungen dar (Meurens et al. 2012). Im Rahmen dieser

Arbeit konnten wesentliche Voraussetzungen fir den Einsatz des Schweines in der
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Erforschung Aspergillus-assoziierter Erkrankungen — insbesondere fir die Analyse der
adaptiven antimykotischen T-Helferzellantwort gegenliber Aspergillus fumigatus — geschaffen
werden: a) unter Verwendung eines kreuzreaktiven humanen CD154-Antikdrpers (Klon 5C8)
gelang die Detektion A. fumigatus-reaktiver T-Helferzellen im Blut gesunder Schweine aus
konventioneller Tierhaltung in dhnlicher Frequenz, Phanotyp und Differenzierungsstatus wie
bei gesunden Menschen beschrieben sowie deren Detektion lokal im Lungengewebe; b) die
Anwendung einer Methode, welche das sog. ,CD154 surface trapping“ (Cohen, Kaur et al.
2005), eine chemische Stabilisierung mittels Monensin (Chattopadhyay, Yu et al. 2006) sowie
die magnetische Anreicherung (Bacher et al. 2013) der CD154* Th-Zellen kombiniert,
ermoglichte die quantitative sowie phanotypische Analyse der A. fumigatus-spezifischen T-
Zellantworten im Schwein; c) infolge einer experimentellen Exposition gegeniber einer
definierten Konzentration an Iuftgetragenen Aspergillus-Konidien innerhalb einer
Aerosolkammer konnte in Verlaufsuntersuchungen die akute pilzspezifische Th-Zellanworten
im Blut sowie eine Akkumulation von A. fumigatus-reaktiven Th-Zellen lokal im Lungengewebe
detektiert werden; d) durch die schrittweise Anpassung einer immunsupressiven Medikation
an das Schwein und deren Verabreichung Uber einen definierten Zeitraum vor der
experimentellen Aspergillus-Exposition konnte der drastische Einfluss einer temporaren
Immunmodulation insbesondere auf die pulmonale Aspergillus-spezifische T-Zellantwort
dargestellt werden; e) die Detektion A. fumigatus-reaktiver Th17-Zellen in der Lunge
experimentell exponierter Schweine, welche zudem reaktiv gegenuber C. albicans-Antigen
sind, stellt eine wesentliche Voraussetzung zur Analyse des Einflusses von Kreuzreaktivitaten
auf die pilzspezifische T-Zellantwort im porzinen Tiermodell dar. Inbesondere im Hinblick auf
die vergleichbare strukturelle Anatomie der Lunge und der Anordnung des lymphatischen
Gewebes des Atemtraktes sowie der Verflgbarkeit groRere Gewebemengen definierter
Lokalisationen konnen im porzinen Tiermodell weitere Aspekte der pulmonalen
pilzspezifsichen T-Zellantwort adressiert werden, etwa a) welche Chemokinrezeptoren die
Lungenmigration der CD154* A. fumigatus-reaktiven Th-Zellen bedingen und Uber welchen
Zeitraum diese Migration stattfindet; b) inwieweit bereits vorhandene A. fumigatus-reaktive Th-
Zellen lokal in der Lunge expandieren und wiederum in den peripheren Blutkreislauf
auswandern; c) welche weiteren immunmodulatorischen Einflisse die lokale adaptive
Pilzabwehr im Schwein beeinflussen kbnnen oder d) ob lokale Unterschiede der Auspragung

der Aspergillus-spezifischen Th-Zellantwort in definierten Arealen der Lunge bestehen.

Das Immunsystem des Schweines wurde in den vergangenen Jahren genau charakterisiert
und bietet bereits eine breite Palette etablierter Methoden und Werkzeuge flirimmunologische
Fragestellungen (Meurens et al. 2012; Saalmdller und Gerner 2016). Trotz der Bemiihungen,
die immunologische Toolbox des Schweines stetig zu erweitern, ist die Sammlung von

monoklonalen Antikérpern fir die durchflusszytometrische Phanotypisierung von porzinen
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Immunzellen im Vergleich zu Menschen und Mausen jedoch noch unvollstandig. Fir einige
CD-Antigene existieren derzeit keine verfigbaren monoklonalen Antikdrper flr das Schwein,
wie zum Beispiel: mAb fir CD19 auf B-Zellen, Reagenzien zur Charakterisierung von
angeborenen lymphoiden Zellen, polarisierten Makrophagen, regulatorischen T-Zellen sowie
zum Nachweis der verschiedenen CD45-Isoformen des Schweines (Dawson und Lunney
2018). Zudem fehlen fiir einige Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren die bendétigten
Reagenzien (Dawson et al. 2020). Mit den derzeit verfugbaren Tools konnte die SLAII-TCR-
Wechselwirkung und folglich TCR-abhangige CD154-Expression auf CD4* T-Zellen im
Schwein bisher nicht direkt nachgewiesen werden, wie in Studien an Mausen und Menschen
bereits gezeigt wurde (Kirchhoff et al. 2007; Bacher et al. 2016). Der direkte Nachweis der
MHC-Restriktion der CD154-Expression auf CD4* T-Zellen im Schwein sollte daher in
zuklnftigen Studien adressiert werden. Anhand der Untersuchung expandierter porziner CD4*
T-Zellen konnte zudem — im Gegensatz zu Studien in Mensch (Chattopadhyay et al. 2006) und
Maus (Koguchi et al. 2007) — nicht gezeigt werden, dass die CD154-Expression der T-
Helferzellen im Schwein etwa 6 Stunden nach deren Stimulation mit Antigen ihren HOhepunkt
erreicht. Es sollte daher beachtet werden, dass die Dauer der Restimulation sowie
Antigenkonzentration sorgfaltig an jeden Erreger, jedes Infektionsstadium oder jede
Probenhandhabung angepasst werden mussen (Ebner et al. 2017). Aufgrund der fehlenden
Verfugbarkeit eines schweinespezifischen oder kreuzreaktiven CD40-blockierenden
Antikdrpers zur Verhinderung der CD154-Internalisierung ist es derzeit nicht mdglich, dass im
Menschen etablierte Verfahren der Antigen-spezifischen T-Zell-Anreicherung (ARTE) (Bacher
and Scheffold 2013, Bacher, Schink et al. 2013) aquivalent auf das Schwein zu Ubertragen.
Die direkte Vergleichbarkeit der Ergebnisse nach Anwendung des sog. ,CD154 surface
trapping“ (Cohen et al. 2005) und chemischer Stabilisierung mittels Monensin (Chattopadhyay
et al. 2006) gefolgt von magnetischer Anreicherung der porzinen CD154* Th-Zellen mit den
Resultaten humaner Studien ist daher nur eingeschrankt moglich. Des Weiteren wurde der im
Menschen zu Anreicherung Antigen-spezifischer regulatorische Th-Zellen genutzte
Aktivierungsmarker CD137 (4-1BB) (Bacher et al. 2016) im Schwein bisher lediglich zur
Analyse Virus-spezifischer CD8p* T-Zellen angewandt (Subramaniam et al. 2018). In Studien
an gesunden Menschen konnte gezeigt werden, dass die A. fumigatus-spezifische
Gedachtnis-T-Zell-Antwort durch hochaffine, klonal expandierte regulatorische T-Zellen
dominiert wird (Bacher et al. 2014a; Bacher et al. 2016). Diese Daten legen nahe, dass
A. fumigatus bei gesunden Menschen eher als Tolerogen agiert, ahnlich wie Pflanzenpollen
oder Hausstaubmilben, und folglich regulatorische T-Zellen erforderlich sind, um die Toleranz
gegenuber der stdndigen Exposition mit Pilzantigenen aufrechtzuerhalten. Bei Patienten mit
beeintrachtigten Lungenfunktionen wie der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD)

oder Mukoviszidose stellen in der Tat Uberempfindlichkeitsreaktionen und die allergische
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bronchopulmonale Aspergillose (ABPA) die haufigsten klinischen Komplikationen dar
(Scheffold et al. 2018). Interessanterweise konnte in Humanstudien gezeigt werden, dass die
regulatorische T-Zell-Antworten bei Patienten mit Mukoviszidose, die gegen A. fumigatus
allergisch sind, nicht beeintrachtigt sind. Allerdings entwickeln sich deren pilzspezifische Th2-
Zellen nur gegen Proteine, die nicht durch Antigen-reaktive regulatorische T-Zellen geschitzt
sind. Diese Daten weisen somit darauf hin, dass der ,Antigen-Escape” der Th2-Effektorzellen
aus der Treg-vermittelten Toleranz ein wichtiger Mechanismus flr die Entwicklung von
Allergien ist (Bacher et al. 2016). Das porzine Mukoviszidose-Modell zeigt die meisten
Manifestationen dieser Erkrankung im Menschen bei einer Ubereinstimmung der
Aminosaurensequenz des orthologen CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator)-Gens im Schwein von 93 % verglichen mit dem humanen CFTR-Gen, dessen
Mutation fir die Auspragung der Mukoviszidose verantwortlich ist (Semaniakou et al. 2019).
Der Einsatz eines porzinen Mukoviszidose-Modells in der Aspergillus-Forschung ermdglicht
nach Etablierung eines entsprechenden Markers zur Anreicherung Antigen-spezifischer
regulatorischer Th-Zellen im Schwein die eingehende Analyse der regulatorischen T-Zell-
Antwort gegenlber inhalierten A. fumigatus-Konidien, etwa deren Auspragung im Vergleich zu
gesunden Individuen nach definierten Antigen-Dosen, deren Spezifitdt und letztlich Beitrag zur

Protektion vor Aspergillus-assoziierten Erkrankungen in der vorgeschadigten Lunge.

Das Schwein als translationales Infektionsmodell ermdglich zudem die Betrachtung weiterer
pradisponierender Faktoren von Aspergillus-assoziierten Erkrankungen wie etwa der im
Zusammenhang mit Aspergillosen beschriebenen Influenza-Infektion (Van De Veerdonk et al.
2017b; Schauwvlieghe et al. 2018). Aspergillus-Koinfektionen wurden in den vergangenen
Jahren vermehrt als Komplikation einer schweren Influenza-Infektion beobachtet und als
ausschlaggebende Ursache fir eine erhdhte Mortilitatsrate bei kritisch an Influenza erkrankten
Patienten beschrieben (Ku et al. 2017; Duan et al. 2021). Die Mortalitatsrate der Influenza-
assoziierten Aspergillose, lber die in systematischen Ubersichtsarbeiten berichtet wurde,
schwankte zwischen 40 und 60 %, was zudem viel hdher als die Sterblichkeitsrate schwer
erkrankter Influenza-Patienten mit anderen oder ohne Koinfektionen angesehen wurde (Ku et
al. 2017; Schauwvlieghe et al. 2018; Vanderbeke et al. 2018; Huang et al. 2019).
Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass reduzierte CD4* T-Zell-Zahlen bei einer
Influenza-Infektion mit einer hdheren Inzidenz an Aspergillus-Koinfektionen sowie einer
schlechteren Prognose der IPA assoziiert waren (Crum-Cianflone 2016; Ku et al. 2017,
Schauwvlieghe et al. 2018; Huang et al. 2019). Schweine sind natirliche Wirte fur Influenza-
A-Virus-Infektionen, wobei die Subtypen H1N1 und H3N2 sowohl bei Mensch als auch
Schwein endemisch vorkommen (Talker et al. 2016; Starbaek et al. 2018). Die Verteilung der
Rezeptoren fir Influenza-A-Viren in den porzinen Atemwegen entspricht derer des Menschen.

So bilden Schweine nach der Influenza-Infektion eine klinische Erkrankung aus, welche die
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Symptome von erkrankten Patienten widerspiegelt. Auch die Immunantwort ist dabei
bemerkenswert ahnlich ausgepragt wie im Menschen (Rajao und Vincent 2015; Starbaek et
al. 2018). Wahrend in humanen Studien bereits gezeigt werden konnte, dass CD4*
Gedachtnis-T-Zellen bei Patienten mit H3N2- und H1N1-Viren mit geringer ausgepragten
Symptomen sowie der reduzierten Virusausscheidung assoziiert waren (Wilkinson et al. 2012),
konnte auch bei Schweinen Influenza-spezifische IFN-y-produzierende CD4* T-Zellen bereits
4 Tage nach H1N2-Infektion in der Lunge nachgewiesen werden (Talker et al. 2016). Im
Vergleich zum PRRS-Virus und des Schweine-Circovirus Typ 2 erzeugen zudem nur
Influenza-A-Viren (H1N1) einen signifikanten Anstieg der CD4* und CD4*CD8* T-Zellen in der
BAL infizierter Tiere, was auf eine Rolle dieser Population auch im Schwein wahrend der
Influenza-Infektion hinweist (Sinkora et al. 2014). Dahingegen ist bei Mausen, vermutlich
aufgrund des Fehlens menschlicher Influenza-Virus-Rezeptoren in den murinen Atemwegen
(Ibricevic et al. 2006), eine Anpassung der humanen Viren erforderlich, um eine nachweisbare
klinische Erkrankung hevorzurufen (Thangavel und Bouvier 2014). An die Maus angepasste
Viren werden typischerweise in letalen Dosen eingesetzt und fihren zu schweren
Erkrankungen mit Lethargie und Anorexie und folglich zu Gewichtsverlust und Tod. Zudem
findet zwischen den Mausen keine Ubertragung des Influenza-Virus statt (Rajao und Vincent
2015). Aufgrund der genannten Aspekte ist das Schwein als translationales Infektionsmodell

fur Influenza-Aspergillus-Koinfektionen der Maus in vielerlei Hinsicht tGberlegen.

Infektionen mit Aspergillus fumigatus treten nebem dem Menschen bei einer Vielzahl von
Tierarten auf — darunter Végel, Kiihe, Pferde, Katzen und Hunde (Seyedmousavi et al. 2015;
Elad und Segal 2018). Bei Hunden ist die sino-nasale Aspergillose (SNA) die haufigste Forn
einer Aspergillus-Infektion (Ballber et al. 2018). Der Pilz kann sich Uber einen Zeitraum von
Monaten im caninen Wirt befinden, bevor klinische Symptome auftreten — darunter Niesen,
schleimiger Nasenausfluss, Depigmentierung des Nasenspiegels, Epistaxis bis hin zur
Zerstdérung der Nasenmuscheln (Elad und Segal 2018; Valdes et al. 2018). Dabei ist auch die
sinonasale Aspergillose des Hundes mit der Hochregulation Th1-assoziierter Zytokine, I1L-8
und TNF-a, assoziiert (Peeters et al. 2006; Peeters et al. 2007; Vanherberghen et al. 2012).
Zudem wird angenommen, dass wahrend der SNA experimiertes IL-10 in einer gedampften
Th1-Reaktion resultiert, was eine Ubermafige Gewebeschadigung verhindern wirde. Dartiber
hinaus kann die Dampfung der Th1-Reaktion jedoch zu einem chronischen Zustand der
Infektion beitragen (Valdes et al. 2020). Das Schwein als translationales Tiermodell ermdglicht
nach experimenteller Aspergillus-Exposition in einer Aerosolkammer auch die eingehende
Analyse der lokalen sino-nasalen T-Zellantwort gegeniiber luftgetragenen Pilzsporen. Die
Tatsache, dass der humane CD154-Antikérper (Klon 5C8) auch mit Lymphozyten des Hundes
kreuzreagiert (Jochum et al. 2007; Jochum et al. 2008), er6ffnet zudem die Mdglichkeit der

Ubertragung der etablierten Methoden der Antigen-spezifischen T-Zellanalyse anhand der
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CD154-Expression auf die Erforschung der T-Zellantwort gegenuber A. fumigatus von an SNA

erkrankten Hunden.

Neben der Identifizierung und Charakterisierung pilzspezifischer T-Zellen zu diagnostischen
Zwecken von Aspergillus-assoziierten Erkrankungen (Scheffold et al. 2018) ist auch deren
Einsatz als neuartige antimykotische Therapie etwa fliir Empfanger von hamatopoetischen
Stammzelltransplantaten (Papadopoulou et al. 2016) denkbar. Es existieren bereits zahlreiche
Ansatze GMP (Good Manufacturing Practice) -konformer Methoden zur Ex-vivo-Expansion
oder Bioverfahrenstechniken zur Erzeugung Aspergillus-spezifischer T-Zellen fur mogliche
Immuntherapien (Ramadan et al. 2004; Perruccio et al. 2005; Beck et al. 2006; Zhu et al. 2008;
Tramsen et al. 2009; Khanna et al. 2011; Gaundar et al. 2012; Kumaresan et al. 2014; Bacher
et al. 2015a; Stuehler et al. 2015; Papadopoulou et al. 2019). In der derzeit einzigen klinische
Studie zur adoptiven Immuntherapie bei der IA im Menschen konnte gezeigt werden, dass
Aspergillus-Infektionen nach haploidentischer Stammzelltransplatation bei Patienten, die
CD4* Aspergillus-spezifische T-Zellklone erhielten, haufiger geheilt wurden als bei solchen
ohne T-Zelltransfer (Perruccio et al. 2005). Auch der Einsatz von chimare Antigenrezeptor-T-
Zellen, sog. CAR-T-Zellen, zur Bekampfung akuter Pilzinfektionen wird diskutiert (Seif et al.
2019). Ein chimarer Antigenrezeptor mit der extrazellulare Domane von Dectin-1 — ein C-Typ-
Lektinrezeptor spezifisch flr B-Glucan auf der Pilzoberflache — als Zielelement wurde
entwickelt, um auf Aspergillus fumigatus abzuzielen. Die sog. D-CAR-T-Zellen wurden durch
3-Glucan aktiviert, sekretierten anschlieBend IFN-y und induzierten in vitro eine
Hyphenschadigung. In einem immunkomprimierten Mausmodell fiir invasive Aspergillose
konnte zudem gezeigt werden, dass die verabreichten D-CAR-T-Zellen die Pilzlast der
infizierten Tiere reduzieren (Kumaresan et al. 2014). Der Einsatz Aspergillus-spezifischer
CD4* T-Zellen oder auch CAR-T-Zellen als adoptive Immuntherapie in der zukiinftigen
Behandlung invasiver Aspergillosen bedarf allerdings weiterer Forschung. Die Erprobung
etwaiger protektiver bzw. therapeutischer Verfahren ist insbesondere vor der Durchfihrung
klinischer Studien zundchst im Schwein als humanrelevantes Groldtiermodell denkbar,
welches aufgrund der einfachen Durchfuhrung wiederholter Blutentnahmen auch

Verlaufsstudien Uber einen langeren Zeitraum ermdglicht.

Im Rahmen dieser Arbeit gelang erstmals die Detektion sowie phanotypische
Charakterisierung A. fumigatus-reaktiver T-Helferzellen in gesunden Schweinen aus
konventioneller Tierhaltung sowie nach experimenteller Aspergillus-Exposition in einer
neuartigen Aerosolkammer sowohl gesunder als auch temporar immunsupprimierter
Schweine. Die Ergebnisse unterstreichen das Potenzial des Hausschweines als
translationales Groftiermodell zur Erforschung der antimykotischen T-Helferzellantwort sowie
des moglichen Einsatzes der pilzspezifischen CD4* T-Zellen zur Diagnose, Pravention oder

Therapie Aspergillus fumigatus-assoziierter Erkrankungen in Human- und Veterindrmedizin.
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6. Zusammenfassung

Aspergillus fumigatus (A. fumigatus) verursacht schwere invasive Infektionen oder auch
Uberempfindlichkeitsreaktionen bei immungeschwachten Menschen sowie Patienten, die an
bereits bestehenden Lungenerkrankungen leiden. Die rechtzeitige Diagnose invasiver
Pilzinfektionen ist nach wie vor schwierig, da spezifische und hochempfindliche nicht-invasive
Methoden flr A. fumigatus fehlen. Die Betrachtung der T-Helferzellantwort (CD4*) gegen
spezifische Pilzpathogene kann dabei wichtige Informationen tber den Wirt-Pathogen-Status
liefern und diagnostisch fir die Kategorisierung von Patientengruppen genutzt werden. Die
Untersuchung der Rolle von Aspergillus-spezifischen Th-Zellen fir die antimykotische
Immunitat des Menschen ist jedoch bei gefahrdeten Patienten aufgrund der eingeschrankten
Méoglichkeiten zur Probenahme sowie des schnellen Fortschreitens der Erkrankung auferst
schwierig. In dieser Studie wurde das Hausschwein als translationales Grof3tiermodell
ausgewahlt, um die antimykotische T-Zell-immunitat gegeniber luftgetragenen A. fumigatus-
Sporen unter Anwendung des Aktivierungsmarkers CD154 und der Anreicherung porziner
Aspergillus-spezifischen T-Helferzellen zu untersuchen. Der Pool von A. fumigatus-reaktiven
CD4* T-Zellen im Blut gesunder, natlrlich exponierter Schweine war beziglich des
Differenzierungsstatus, der Frequenz und des Th1-Phanotyps mit Daten gesunder Menschen
vergleichbar. Gesunde Schweine, die in einer Aerosolkammer experimentell einer definierten
Konzentration von 108 KBE/m? Konidien lber einen Zeitraum von 8 Stunden ausgesetzt waren,
zeigten an Tag 4 nach der Exposition eine erhohte Anzahl an Aspergillus-spezifischen Th-
Zellen im Blut, gefolgt von einem Abfall und einem allmahlichen Anstieg bis Tag 18. Nach der
experimentellen Exposition akkumulierten A. fumigatus-reaktive CD4* T-Zellen insbesondere
in Lungengeweben und zeigten einen konsistenten Th1-Phanotyp. Experimentell exponierte
Schweine entwickelten zudem keine klinischen Anzeichen einer Infektion. Eine temporare
medikamentds induzierte Immunsuppression vor der experimentellen Aspergillus-Exposition
reduzierte die Anzahl der A. fumigatus-reaktiven Th-Zellen in Lungengeweben signifikant und
resultierte in einer reduzierten Zytokinproduktion bis zu mehr als zwei Wochen nach Absetzen
der supprimierenden Behandlung. Die initiale periphere A. fumigatus-reaktive T-
Helferzellantwort im Blut war bemerkenswerterweise bei immunkompetenten sowie
immunkompromittierten Schweinen sehr ahnlich. Darlber hinaus fihrte die experimentelle
Exposition gegenlber Aspergillus-Konidien bereits nach 4 Tagen zu einem deutlichen Anstieg
der pulmonalen Th17-Antwort mit Kreuzreaktivitat gegenliber C. albicans. Die Ergebnisse
unterstreichen daher den sinnvollen Einsatz von Hausschweinen zur Erforschung der
A. fumigatus-reaktiven T-Helferzellantwort und bieten neue Anhaltspunkte zur Analyse
pradisponierender Faktoren fir Aspergillus-assoziierte Erkrankungen und des Potenzials der

T-Zell-basierten Diagnostik und Therapie in Human- und Veterinarmedizin.
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Summary

7. Summary

The domestic pig as translational large animal model to study adaptive anti-fungal

immune responses against airborne Aspergillus fumigatus

Aspergillus fumigatus (A. fumigatus) causes severe invasive infections or associated
hyperinflammatory diseases in immunocompromised individuals and patients suffering from
pre-existing pulmonary conditions. The timely diagnosis of invasive fungal infections remains
difficult because specific and highly sensitive non-invasive methods for A. fumigatus are
missing. The analysis of the T helper cell response (CD4*) against specific fungal pathogens
can provide important information about the actual fungus-host interaction status and can be
used diagnostically for the categorization of patient groups. But studying the role of Aspergillus-
specific Th cells for human antifungal immunity is extremely difficult in patients at high risk due
to sampling limitations and fast disease progression. Here, we exploit the domestic pig as
human-relevant large animal model to investigate the anti-fungal T cell response against
airborne A. fumigatus using the activation marker CD154 and enrichment of porcine
Aspergillus-specific T helper cells. The pool of A. fumigatus-specific T cells in blood of healthy,
naturally exposed pigs, was similar in differentiation, frequency and Th1 phenotype compared
to their human counterparts. Healthy pigs experimentally exposed to 10° cfu/m? conidia over a
period of 8 hours in an aerosol chamber showed increased numbers of Aspergillus-specific T
cells in blood by day 4 after exposure, followed by a drop and gradual increase until day 18.
Following exposure, high numbers of Aspergillus-specific T cells accumulated specifically in
lung tissues and presented a consistent Th1 phenotype. Experimentally exposed pigs did not
develop clinical signs of infection. A brief, drug-induced immunosuppression before exposure
significantly reduced the number of Aspergillus-specific T cells in lung tissues showing a
decreased capacity to produce cytokines more than two weeks after discontinuing suppressive
treatment. However, the initial blood response dynamics of Aspergillus-specific Th cells were
similar between immunocompetent and - compromised pigs. Moreover, high doses of inhaled
conidia led to a particularly strong increase of pulmonary Th17 responses already at day 4
post exposure with cross-reactivity to C. albicans. Thus, these data highlight the use of
domestic pigs for addressing Aspergillus-specific T cell immunity and provide new
opportunities for studying predisposing factors for infections with A. fumigatus and the potential

of T cell-based diagnostic and therapy in human and veterinary medicine.
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