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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

1.1.1 Übersicht

Über 400 Millionen Jahre hat die Evolution benötigt, um den hochdifferenzier-

ten und anpassungsfähigen Abwehrapparat in Form unseres Immunsystems zu

entwickeln. Es dient dazu, den vertebraten Körper vor Infektionen mit potentiell

schädlichen Mikroorganismen wie pathogenen Pilzen, Viren, Bakterien und

Parasiten zu schützen, sowie anomale (z.B. maligne entartete) Körperzellen

kontinuierlich zu eliminieren. Klinisch manifestiert sich das Unterdrücken, bzw.

komplette Fehlen bestimmter Bestandteile des Immunsystems praktisch immer

durch eine erhöhte Infektionsanfälligkeit. Die Fähigkeit eines intakt funktionier-

enden vertebraten Organismus, sich gegen von außen eindringende Krank-

heitserreger und deren Gifte zur Wehr setzen zu können, basiert auf einem

zweistufigen Verteidigungsmechanismus: Eine erste Verteidigungslinie bildet

die angeborene oder natürliche Immunität, den zweiten Pfeiler des Immunsy-

stems die erworbene oder adaptive Immunität.

Die natürliche Immunität stellt die frühe, antigenunspezifische Phase der Ab-

wehr von Pathogenen ohne vorausgegangenen Kontakt mit ihnen dar. Sie hat

die Aufgabe, eine Infektion während der vier bis sieben Tage, die bis zum Ein-

setzen der erworbenen Immunantwort vergehen, in Schach zu halten und be-

ruht auf gleichbleibenden Reaktionen gegen allgemein vorkommende Merk-

male von Krankheitserregern. Wichtige Komponenten der angeborenen Immu-

nität sind mechanische und chemische Barrieren, wie intakte Haut mit ihrem

Säuremantel, Schleimhaut, Lysozym und Magensäure, sowie das Komplement-

system und spezialisierte Zellen wie Phagozyten und natürliche Killerzellen.

Weiterhin sind die Elemente der Entzündungsantwort: Vasodilatation, Extrava-

sion inflammatorischer Zellen, die Proteine der akuten Phase und chemische

Botenstoffe wie Histamin, Interferone und Interleukine zu nennen. 
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Im Gegensatz zur natürlichen Immunität hat sich die erworbene oder adaptive

Immunität im Laufe der Evolution zu einem effizienten Abwehrmechanismus

entwickelt, der Pathogene antikörpervermittelt oder zellvermittelt bekämpft. In

beiden Fällen ist die Immunantwort hochspezifisch für das jeweilige Antigen

und wird durch dieses erst aktiviert.

Das zentrale Prinzip der adaptiven Immunität ist die klonale Selektion von Lym-

phozyten. Vier Merkmale sind dafür bezeichnend: Spezifität, Diversität, Tole-

ranz gegenüber Autoantigenen sowie Gedächtnis. Das System stützt sich auf

drei Zelltypen mit unterschiedlichen Funktionen: Antigenpräsentierende Zellen

(APC), B-Lymphozyten und T-Lymphozyten.

Für die Auslösung von humoralen und zellvermittelten Antworten sind stets In-

teraktionen zwischen mindestens zwei der genannten Zelltypen notwendig.

B-Lymphozyten, die mit den von ihnen sezernierten Antikörpern die wesentli-

chen Effektoren der humoralen Abwehr darstellen, benötigen für ihre Aktivie-

rung ein Signal von einer antigenspezifischen T-Helferzelle, während die zel-

lulären Effektoren der adaptiven Immunität, die T-Lymphozyten, durch APC ak-

tiviert werden.

Die Subpopulation der T-Helferzellen wirkt aktivierend und regulierend auf an-

dere Zellen des Immunsystems, wie B-Zellen, zytotoxische T-Zellen und anti-

genpräsentierende Zellen. Dagegen ist die Hauptaufgabe der zytotoxischen T-

Lymphozyten (CTL) die Elimination von virusinfizierten Zellen und Tumorzellen

durch Induktion von Apoptose und direkte Lyse (Perforin, Granzym B) in den

Zielzellen (Janeway und Travers, 1997).

1.1.2 Die Funktion der MHC-Moleküle bei der adaptiven Immunität

Die Antigenerkennung bei den beiden Arten der adaptiven Immunität - humoral

und zellulär - wird durch zwei unterschiedliche Gruppen von hochvariablen

Rezeptormolekülen vermittelt; Immunglobuline - sezerniert in extrazelluläre

Räume des Körpers, als Antikörper bezeichnet - dienen auf B-Zellen als
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Rezeptoren, die das Antigen in seiner dreidimensionalen nativen Struktur er-

kennen. Dabei kann neben Proteinen auch jede andere chemische Struktur ein

Antikörperepitop darstellen. Die Hauptaufgabe der Antikörper besteht darin, ex-

trazelluläre Pathogene und deren Produkte in ihrer nativen Form entweder zu

neutralisieren oder zu opsonieren.   

T-Lymphozyten erkennen dagegen mit ihren antigenspezifischen Rezeptoren

(TCR) Fragmente von Proteinen, sogenannte Peptide, die durch intrazelluläre

Proteolyse erzeugt wurden und durch Moleküle einer Familie von höchst poly-

morphen Glykoproteinen an der Zelloberfläche präsentiert werden. Diese Mo-

leküle werden von einer Gruppe von Genen - dem major histocompatibility com-

plex (MHC), der auf Chromosom 6 des Menschen liegt - kodiert. Eine weitere

Bezeichnung für die menschlichen MHC-Moleküle ist human leukocyte antigens

(HLA).

T-Lymphozyten besitzen die Fähigkeit, zwischen körpereigenen und fremden

Peptiden, die an ein MHC-Molekül gebunden sind, zu diskriminieren. Die Funk-

tion der MHC-Moleküle ist, das Proteinrepertoire der sie tragenden Zelle für die

im Körper ständig patroullierenden T-Zellen an der Zelloberfläche abtastbar zu

machen.

In der MHC-Genregion werden zwei Klassen von MHC-Molekülen (Klasse I und

II) kodiert. Diese sind zu unterscheiden aufgrund ihrer verschiedenartigen Mo-

lekülstruktur, der Länge und intrazellulären Herkunft der präsentierten Peptide

sowie aufgrund der Subpopulation von T-Zellen, die durch sie stimuliert

werden.

1.1.3 MHC-Klasse-I-Moleküle

Die MHC-Moleküle beider Klassen sind Heterodimere. Bei Klasse-I-Molekülen,

die auf der Zellmembran von nahezu allen kernhaltigen Zellen des Körpers und

auf Thrombozyten zu finden sind, besteht die schwere α-Kette (um 43 kDa) aus

drei extrazellulären Domänen, einer Transmembranregion und einem kurzen
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zytoplasmatischen Bereich. Die kleinere, völlig extrazellulär gelegene Polypep-

tidkette, das β2-Mikroglobulin (12 kDa), liegt nicht-kovalent assoziiert an die α-

Kette vor. Kodiert werden die schweren Ketten der HLA-Klasse-I-Moleküle in

drei, sich durch einen außergewöhnlich starken Polymorphismus (Rammensee

et al., 1997) auszeichnenden Genloci - HLA-A, -B und -C - auf dem kurzen Arm

von Chromosom 6 im Bereich des MHC.

Im Gegensatz dazu liegt das Gen für das funktionell monomorphe β2-

Mikroglobulin außerhalb des MHC auf Chromosom 15 des Menschen, obwohl

es einen Teil des MHC-Klasse-I-Moleküls kodiert. 

Als weiterer Bestandteil der MHC-Genregion sind die nicht-klassischen HLA-

Klasse-I-Loci, beispielsweise HLA-E, -G und -H, zu nennen, deren Produkte

noch nicht so gut charakterisiert sind und teilweise Funktionen außerhalb des

Immunsystems erfüllen (Diehl et al., 1996; Feder et al., 1996; Braud et al.,

1997; Braud et al., 1998). 

MHC-Klasse-I-Moleküle binden aufgrund ihrer Struktur Peptide von 8-10 Ami-

nosäuren Länge. 

Antigene, die an MHC-I-Moleküle gebunden sind, werden von CD8+ zyto-

toxischen T-Zellen erkannt.

1.1.4 MHC-Klasse-II-Moleküle

MHC-Klasse-II-Moleküle besitzen einige signifikante Unterschiede im Vergleich

zu Klasse-I-Molekülen. Sie sind aus zwei, nahezu gleich schweren, nicht-

kovalent verknüpften Transmembranglykoproteinketten, α (34 kDa) und β (29

kDa), aufgebaut, die jeweils zwei extrazelluläre Domänen, eine Transmembran-

region und einen kurzen zytoplasmatischen Abschnitt enthalten. Kodiert werden

die α- und β-Ketten von je drei Genloci, HLA-DP,  -DQ und -DR. 

Die membranfernen, zu verschiedenen Ketten gehörenden α1- und β1-

Domänen bilden einen dem MHC-Klasse-I-Molekül ähnlichen peptidbindenen

Spalt, der jedoch an beiden Enden offen ist. Dadurch können Peptidliganden
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variabler Länge (12-25 Aminosäuren) von Klasse-II-Molekülen präsentiert wer-

den (Brown et al.,1993; Rammensee et al.,1997). 

MHC-Klasse-II-Moleküle werden gewöhnlich nur von Zellen des Thymusstroma

und in einer Untergruppe der blutbildenen Zellen, hauptsächlich professionelle

APC, exprimiert. Dazu gehören dendritische Zellen, B-Zellen und Makropha-

gen. Die präsentierten Peptide sind entweder von Proteinen intrazellulären Ur-

sprungs oder sie entstammen phagozytotisch, endozytotisch oder pinozytotisch

aufgenommenen Proteinen, die im endosomal-lysosomalen System prozessiert

wurden. Die Proteinfragmente werden nach der Prozessierung in einem spe-

ziellen Zellkompartiment (MIIC) auf die MHC-Klasse-II-Moleküle geladen. 

Nach Einwirkung des inflammatorischen Zytokins Interferon-γ können auch an-

dere Zelltypen MHC-II-Moleküle exprimieren.

CD4+ T-Helferzellen erkennen Antigene, die an MHC-II-Moleküle gebunden

sind.

1.2 Antigenprozessierung und Präsentation

1.2.1 MHC-Klasse-I-abhängige Antigenverarbeitung

          

Antigenfragmente, die auf MHC-Klasse-I-Molekülen präsentiert werden, stam-

men von endogenen, d.h. innerhalb der Zelle synthetisierten Antigenen oder

von viralen Proteinen, die ebenfalls im Zytoplasma der Zelle erzeugt wurden.

Zum größten Teil fallen diese an MHC-I gebundenen Peptide als Nebenpro-

dukte des kontinuierlichen, zytoplasmatischen Proteinabbaus, primär über den

Ubiquitin-Proteasomen-abhängigen Weg, an (Schild und Rammensee, 2000).

Im Innenraum des Proteasoms, das ein multikatalytischer Proteasekomplex ist,

werden die Proteine in 3-25 Aminosäuren lange Peptide zerlegt.

Der Transport dieser Peptide in das Endoplasmatische Retikulum (ER), in dem

die Beladung der dort synthetisierten MHC-Moleküle stattfindet, erfolgt ATP-

abhängig über das heterodimere Transporterprotein TAP (transporter
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associated with antigen processing). Im ER erfolgt der Zusammenbau der

MHC-I-Peptid-Komplexe unter Mithilfe der Chaperone, Calnexin und Calre-

ticulin. Über das Protein Tapasin bindet ein Komplex aus schwerer Kette, β2-

Mikroglobulin und Calreticulin an den TAP-Komplex, bis schließlich Peptid-

transport durch TAP und Peptidbindung an das MHC-I-Molekül für die Aus-

bildung des MHC-Peptid-Komplexes sorgt, welcher dann entlang des sekretori-

schen Wegs (konstitutiver Weg für Membran- und sekretorische Proteine über

Golgi-Apparat und exozytotische Vesikel) weitertransportiert und auf der Zell-

oberfläche exprimiert wird (Pamer und Cresswell, 1998). 

1.2.2 MHC-Klasse-II-abhängige Antigenverarbeitung

Bereits in Abschnitt 1.1.4 wurde erwähnt, daß MHC-Klasse-II-Moleküle Peptide

präsentieren, die insbesondere von extrazellulären Antigenen (wie z.B. Pilze)

stammen und durch endosomale Proteolyse entstanden sind. Die exogenen

Antigene werden dabei in intrazelluläre Vesikel aufgenommen. Diese soge-

nannten Endosomen werden zunehmend saurer, wenn sie sich in Richtung auf

das Zellinnere bewegen. Die Vesikel des endosomal-lysosomalen Abbauweges

enthalten Proteasen wie Cathepsin B, D und L, die bei niedrigem pH-Wert aktiv

sind und mit der Zeit die Proteine spalten, die sich in den Endosomen befin-

den. 

Die MHC-Klasse-II-Moleküle werden wie alle anderen Glykoproteine der Zell-

oberfläche im Endoplasmatischen Retikulum synthetisiert. Darum muß verhin-

dert werden, daß sie in zu frühen Stadien ihrer Biosynthese Peptide, die durch

den TAP-Transporter in das Lumen des ER gelangen, oder neusynthetisierte

zelleigene Polypeptide binden. Die Bindung von Peptiden wird dadurch blok-

kiert, daß den MHC-II-Molekülen ein Protein beigefügt wird, das als MHC-II-

assoziierte invariante Kette (Ii) bezeichnet wird. Im ER schließen sich invariante

Ketten und Klasse II-Heterodimere zum Klasse-II/Ii-Komplex zusammen. Ii bin-

det dabei so an das MHC-II-Molekül, daß ein Teil seiner Polypeptidkette
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den zukünftigen Peptidbindungsspalt vorübergehend besetzt (Roche und

Cresswell, 1990). Der Klasse-II-Ii-Komplex wird zunächst entlang des normalen

sekretorischen Weges bis zum trans-Golgi-Netzwerk transportiert, wird dort

dann aber in den endosomal-lysosomalen Weg umgeleitet, um den Kontakt

zwischen MHC-Klasse-II-Molekülen und den endosomal abgebauten Antigen-

fragmenten herzustellen. In speziellen MHC-II-Kompartimenten wird die invari-

ante Kette Ii so gespalten, daß davon nur noch ein kleines Fragment an das

MHC-Klasse-II-Molekül gebunden bleibt. Anschließend wird dieses Fragment

gegen antigene Peptide des endosomalen Weges ausgetauscht. Von diesen

Kompartimenten werden die mit den zu präsentierenden Peptiden beladenen

MHC-Klasse-II-Moleküle an die Zelloberfläche transportiert (Ferrari et al.,

1997).

1.3 T-Lymphozyten

Lymphozyten umfassen zahlreiche funktionelle Subpopulationen, die sich von-

einander durch die Expression ihrer jeweiligen Zelloberflächenproteine unter-

scheiden. Sie lassen sich differenzieren in T-Zellen, B-Zellen und natürliche

Killerzellen (NK-Zellen).

Allen T-Zellen ist gemein, daß sie auf ihrer Oberfläche einen T-Zellrezeptor

(TCR) bestimmter Spezifität besitzen. Jeder T-Zellrezeptor besteht aus einem

Heterodimer aus zwei verschiedenen Polypeptidketten, zumeist α- und β-Kette.

Nur eine kleine Population von T-Zellen exprimiert einen TCR aus γ- und δ-

Kette. Während der T-Zellreifung kann durch genetische Umlagerungen ein

geschätztes Repertoire von bis zu 1015 TCR unterschiedlicher Spezifität für ver-

schiedene Antigene entstehen (Abbas et al., 1997). 

Die T-Zellrezeptoren sind für die Antigenerkennung durch T-Zellen, die von kör-

pereigenen MHC-Molekülen abhängig sind, verantwortlich. D.h. TCR eines Indi-

viduums können Peptide fremder Antigene nur in Verbindung mit eigenen
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MHC-Molekülen erkennen und darauf reagieren. Dies wird als Restriktion

bezeichnet (Zinkernagel und Doherty, 1974). Mit dem TCR ist der sogenannte

CD3-Komplex an der Zelloberfläche stabil verbunden und leitet Signale ins In-

nere der Zelle nach erfolgreicher Aktivierung.

Während der Antigenerkennung assoziieren sich zudem CD4- und CD8-Prote-

ine auf der T-Zelloberfläche mit Komponenten des TCR. Aus diesem Grund

werden sie als Korezeptoren bezeichnet. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der

differentiellen Erkennung von MHC-Klasse-II- und Klasse-I-Molekülen, wobei

CD4 an unveränderliche Teile des MHC-II-Moleküls und CD8 an konservierte

Regionen des MHC-I-Moleküls bindet. 

1.3.1 Aktivierung von T-Lymphozyten in vivo

Um Antigene spezifisch zu bekämpfen, müssen naive T-Zellen zuerst aktiviert

werden, um sich in T-Effektorzellen umwandeln zu können. Dieser Vorgang

wird als Priming bezeichnet. Dabei führt das erste Zusammentreffen einer na-

iven T-Zelle mit einem Antigen auf einer professionellen antigenpräsentieren-

den Zelle zu einer primären Immunantwort und erzeugt gleichzeitig ein

immunologisches Gedächtnis, das einen Schutz vor nachfolgenden Angriffen

der gleichen Pathogene bietet.

Für die Aktivierung von T-Zellen werden zwei unabhängige Signale benötigt.

Das erste Signal an die T-Zelle, die auf einer APC ein spezifisches Antigen

erkannt hat, resultiert aus der Bindung von TCR und CD4- bzw. CD8-

Korezeptor an den passenden Peptid-MHC-Komplex. Jedoch wird die klonale

Expansion von T-Zellen nur induziert, wenn ein zweites, kostimulierendes Si-

gnal von der APC durch die Bindung ihres B7-Moleküls mit CD28 auf der T-

Zelle erfolgt (Linsley et al., 1990). 

Antigenerkennung ohne kostimulierendes Signal oder zu kurze CD28-B7-

Bindung kann die T-Zellproliferation inhibieren und eine antigenspezifische Hy-

poreaktivität oder Anergie hervorrufen (Jenkins, 1994). 
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Nur wenn beide, antigenspezifische und kostimulierende Signale richtig erzeugt

werden, beginnen die naiven T-Zellen sich zu differenzieren und mit der Pro-

duktion und Sekretion von IL-2 sowie der Expression hochaffiner IL-2-

Rezeptoren (Linsley et al., 1991); dadurch wird die weitere Aktivierung, Proli-

feration und Differenzierung dieser Zellen zu T-Effektorzellen in die Wege gelei-

tet (Linsley und Ledbetter, 1993). 

1.3.2 T-Effektorzellen und deren Funktionen

Wie unter Abschnitt 1.3.1 erwähnt, induziert IL-2 die klonale Expansion naiver

T-Zellen und die anschließende Differenzierung ihrer Nachkommen zu T-

Effektorzellen. Es wird unterschieden zwischen zytotoxischen T-Zellen und

Helfer-T-Zellen. 

1.3.2.1 Zytotoxische T-Lymphozyten (CTL)

Naive CD8+ T-Zellen, die aus dem Thymus kommen, sind schon dafür

vorbestimmt, zytotoxische T-Zellen zu werden, obwohl sie zu diesem Zeitpunkt

noch keine der differenzierten Funktionen von Effektorzellen besitzen. Erst

wenn die naiven CD8+ T-Zellen aktiviert worden sind und sich zu CTL ausdif-

ferenziert haben, können sie Zellen töten, auf deren Oberfläche der entspre-

chende Peptid-MHC-I-Komplex erkannt wurde. Dies geschieht entweder durch

Freisetzung porenbildender Substanzen wie das Zytotoxin Perforin (Podack et

al., 1991) oder durch Expression eines membrangebundenen Effektormoleküls,

des Fas-Liganden, der auf Zielzellen bindet und eine Apoptose induziert (Apa-

sov et al., 1993).
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1.3.2.2 T-Helferzellen (Abb. 1)

Naive CD4+ T-Zellen, die die gemeinsamen Vorläuferzellen der beiden Unter-

gruppen der T-Helferzellen bilden (Kamogawa et al., 1993), können sich nach

einer Aktivierung entweder zu einer TH1- oder einer TH2-Zelle entwickeln, die

nach ihrer Stimulierung unterschiedliche Zytokine synthetisieren und sich daher

in ihren Funktionen unterscheiden (Abb. 1). Da die Entscheidung, TH1- oder

TH2-Zellen zu werden, bereits in den Anfangsstadien der Immunantwort fällt,

beim ersten Kontakt mit einem Antigen auf einem MHC-II-Molekül, ist vor allem

die Fähigkeit der Pathogene, die Zytokinproduktion durch Zellen des angebore-

nen Immunsystems zu stimulieren, für die Form der folgenden adaptiven

Antwort entscheidend (O’Garra, 1998). Die Entwicklung der verschiedenen T-

Helferzellgruppen wird bestimmt von der Art des Antigens, sowie dem ge-

netischen Hintergrund des Wirtsorganismus und wahrscheinlich auch der Dosis

und Eintrittsroute des Antigens (Abbas et al., 1996; Constant et al., 1995; Con-

stant und Bottomly, 1997). 

Im Verlauf der T-Zellaktivierung finden Veränderungen in der Chromatinstruktur

und Methylierung von IL-4-, IL-13- und IFN-γ-Genen statt (Agarwal und Rao,

1998; Bird et al., 1998; Young et al., 1994).

Die selektive Bildung von TH1-Zellen führt zu einer zellvermittelten, protektiven

Immunität und erfolgt durch Stimulation naiver antigenspezifischer CD4+ T-Zel-

len mit IL-12, das nach einem bestimmten Antigenstimulus von antigenprä-

sentierenden Zellen (APC) produziert wird (Hsieh et al., 1993). IL-12 ist lediglich

für das Priming von TH1-Zellen bei einer Erstinfektion mit intrazellulären Patho-

genen erforderlich, nicht jedoch für die weitere Aufrechterhaltung der TH1-

Antwort bei chronischen Infektionen. Bei Autoimmunerkrankungen hingegen, ist

die ständige Gegenwart von IL-12 notwendig, um die TH1-Antwort aufrecht zu

erhalten (Seder et al., 1996). TH1-Zellen sind auf die Aktivierung von APC

spezialisiert, die Pathogene enthalten oder aufnehmen. Sie sezernieren das Zy-

tokin IFN-γ und andere Effektormoleküle, die eine Eradikation intrazellulärer

Pathogene bewirken (Almerigogna et al., 1996; Mosmann et al.,
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1986). Außerdem exprimieren sie den CD40- und/oder den Fas-Liganden, die

beide zur Familie der Tumornekrosefaktoren gehören. Während jedoch der

CD40-Ligand Makrophagen aktiviert, löst der Fas-Ligand (Zhang et al., 1997),

wie bei CTL, den programmierten Zelltod der antigenpräsentierenden Zielzellen

aus; daher beeinflussen ihre Expressionsmuster stark die Funktion. Darüber

hinaus können TH1-Zellen B-Lymphozyten dazu anregen, stark opsonierende

Antikörper zu bilden (Gilbert et al., 1992), die zu bestimmten IgG-Unterklassen

gehören. 

Im Gegensatz zu TH1-Zellen ruft die selektive Produktion von TH2-Zellen, ver-

mittelt durch IL-4 (Le Gros et al., 1990; Swain et al., 1991), das sowohl von

CD4+ T-Zellen und NK1.1+ T-Zellen (Poynter et al., 1997) selbst, als auch

Mastzellen, Basophilen und Eosinophilen (Paul et al., 1993) bereitgestellt wer-

den kann, eine humorale Immunität hervor besonders im Zusammenhang mit

Atopie und allergischbedingten Entzündungen (Romagnani, 1994). TH2-Zellen

sind auf die B-Zell-Aktivierung spezialisiert. Sie sezernieren antiinflammatori-

sche Zytokine wie IL-10 und die Wachstumsfaktoren IL-4 und IL-5 der B-Zelle

(O´Garra, 1998). Ferner exprimieren sie den CD40-Liganden, der an CD40 auf

der B-Zelle bindet und diese zur Proliferation und IgM-Produktion anregt.  

Die produzierten Zytokine der beiden T-Helferzellsubpopulationen zeigen rezi-

proke regulierende Effekte auf die Funktion und Entwicklung humaner TH1- und

TH2-Zellklone (Maggi et al., 1992; O’Garra, 1998). Beispielsweise hemmt das

von TH1-Zellen produzierte IFN-γ die Entwicklung von TH2-Zellen (Fitch et al.,

1993) sowie humorale Immunantworten.

Die Entwicklung einer TH1-Antwort kann dagegen von TH2-Zellen direkt durch

das von ihnen sezernierte IL-4 antagonisiert werden und indirekt durch ihr

IL-10, das die IL-12 Produktion von stimulierten Makrophagen inhibiert (Moore

et al., 1993; Sher und Coffman, 1992).

Trotz der prominenten Rolle, die die Zytokine bei der Entwicklung der T-

Effektorzellen spielen, haben Einzelzellanalysen demonstriert, daß selbst

höchstpolarisierte T-Helferzellsubpopulationen oft mit Zellen der entgegenge-

setzten Subpopulation kontaminiert sind (Kelso et al., 1995), was nicht
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unbedingt feststellbar war durch die Messung der von ihnen sezernierten Zyto-

kine im Kulturüberstand. Das Unvermögen eine vollkommen homogene Sub-

population zu bekommen, kann einerseits eine experimentelle oder biologische

Unfähigkeit beim Generierungsprozess widerspiegeln, andererseits könnte es

auch ein Indikator dafür sein, daß T-Helferzellen eine nicht zu unterschätzende

Autonomie besitzen, die es ihnen ermöglicht, unabhängig von extrazellulären

Signalen, Entscheidungen zu treffen (Reiner und Seder, 1999).
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1.4 Aspergillus fumigatus und Aspergillose

1.4.1 Taxonomie und Charakterisierung des Organismus

Aspergillus fumigatus, auch als rauchgrauer Gießkannenschimmel bezeichnet,

ist einer der am häufigsten ubiquitär vorkommenden saprophytischen Pilze, der

natürlicherweise im Erdreich enthalten ist, eine wesentliche Rolle bei der Wie-

derverwertung von Kohlenstoff (C) und Stickstoff (N) aus sich zersetzendem or-

ganischen Material spielt und durch die Luft übertragen wird. Er gehört einer

thermophilen Gattung an, die bei Temperaturen bis 55°C ein sehr schnelles

Wachstum zeigt und sogar bis zu 70°C überlebt. 

Dabei bildet Aspergillus fumigatus reichlich Hyphen und Sporen, wobei jeder

Konidienkopf tausende von Konidien hervorbringt. Diese in die Atmosphäre

freigesetzten Konidien haben einen Durchmesser von 2-3 µm, d.h. sie sind

klein genug, um die Lungenalveolen zu erreichen (Latgé, 1999). 

1.4.2 Folgen der Aspergillus fumigatus Exposition für den Menschen

Jeder Mensch atmet täglich mindestens einige hundert Aspergillus fumigatus-

Konidien ein (Chazalet et al., 1998; Hospenthal et al., 1998). Deshalb ist der

häufigste Manifestationsort der Aspergillose die Lunge, obwohl eine Dissemina-

tion in jedes Organ möglich ist. Darüber hinaus weisen die meisten gesunden

Menschen aufgrund des ständigen Kontakts mit den Konidien geringe

anti-Aspergillus fumigatus-Antikörpertiter auf (Igea et al., 1993; Kauffman et al.,

1986; Kurup et al., 1990; Latgé et al., 1991; Trompelt et al., 1994; van Rens et

al., 1998).

Bei immunkompetenten Personen ist die Inhalation der Aspergillus-Konidien

zumeist harmlos, da sie relativ effizient durch die angeborenen Abwehrmecha-

nismen eliminiert werden (Roilides et al., 1998). Eine Hauptrolle spielen dabei

die Alveolarmakrophagen und neutrophilen Granulozyten der Lunge, die die
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Konidien phagozytieren und töten, bevor sich eine Infektion ausbilden kann

(Levitz et al., 1986; Madan et al., 1997). Jedoch kann diese Barriere möglicher-

weise umgangen werden, indem “nicht-professionelle” Phagozyten wie tracheo-

bronchiale Epithelzellen, Alveolarepithelzellen vom Typ II sowie Endothel-

zellen Konidien internalisieren, und über diesen Weg Lungengewebe koloni-

siert oder eine vaskuläre Ausbreitung des Pilzes im Organismus initiert werden

kann (DeHart et al., 1997; Paris et al., 1997). 

Jahrelang galt Aspergillus fumigatus als schwach pathogen. Bei gesunden Per-

sonen kann es nach Exposition mit Aspergillus species zu einer Hypersensiti-

vitätsreaktion kommen, wie beispielsweise die exogen-allergische Alveolitis

(Farmerlunge) oder bei Patienten mit vorbestehendem Asthma (Bromley und

Donaldson, 1996) oder zystischer Fibrose eine eosinophile Pneumonie (aller-

gische bronchopulmonale Aspergillose, ABPA) (Hunninghake und Richerson,

1995); gelegentlich werden auch Aspergillome, sogenannte Pilzknoten, beo-

bachtet, die sich bei Immunkompetenten mit einer zugrundeliegenden Lun-

generkrankung in Bronchiektasen oder in Lungenkavernen bei erfolgreich

behandelten Tuberkulosepatienten bilden können (Bennett, 1995). 

Mit der Zunahme von immunsupprimierten Patienten hat sich Aspergillus fumi-

gatus während der letzten zehn Jahre in Industrieländern zu einem der bedeu-

tendsten Pilzpathogene entwickelt, das schwere und zumeist tödliche invasive

Infektionen verursacht (Andriole, 1993; Beck-Sagué et al., 1993; Cohen et al.,

1993; Denning, 1998; Rogers, 1995). Aspergillus fumigatus ist neben A. flavus,

A. terreus, A. niger und A. nidulans für ca. 90% der Aspergillus-Infektionen

verantwortlich (Bodey und Vartivarian, 1989; Kurup und Kumar, 1991). Im

Jahre 1992 betrug der Anteil der invasiven Aspergillose (IA) ungefähr 30% der

Pilzinfektionen bei Patienten, die an Krebs verstarben; an einer IA erkranken

schätzungsweise 10-25% aller Leukämiepatienten, bei denen trotz antimyko-

tischer Behandlung die Mortalitätsrate bei 80-90% liegt (Bodey et al., 1992;

Denning, 1996; Groll et al., 1996). Patienten nach allogener Knochenmark-

transplantation (KMT), bei denen in 5-11% der Fälle eine IA auftritt, weisen eine

Mortalität von 50-100% auf (Latgé, 1999; Wald et al., 1997). Heutzutage
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zählt die IA zu einer der Haupttodesursachen nach Leukämietherapie, hämato-

poetischer Stammzell- und solider Organtransplantation (Patel und Paya, 1997;

Salonen und Nikoskelainen, 1993). 

1.4.3 Klinische Symptome und Diagnose der invasiven Aspergillose

Die Gruppe der Hochrisikopersonen für eine invasive Aspergillose (IA) umfaßt

neutropenische Patienten nach Chemotherapie, aber auch nicht-neutropeni-

sche Patienten unter Behandlung mit immunsuppressiven Medikamenten oder

mit angeborenen oder erworbenen Immundefekten wie z.B. der SCID (severe

combined immune deficiency), CGD (chronic granulomatous disease) (Mouy et

al., 1989), AIDS (acquired immuno deficiency syndrome; CD4+ < 100/µl) (Khoo

und Denning, 1994; Lortholary et al., 1993) und nach allogener Knochenmark-

transplantation (KMT) (Denning, 1998). Nur sehr selten tritt eine IA bei immun-

kompetenten Personen auf (Karim et al., 1997). 

Vier Arten der IA sind bisher beschrieben worden (Denning, 1998): (i) akute

oder chronische Lungenaspergillose, die häufigste Form der IA; (ii) Tracheo-

bronchitis und obstruktive Erkrankung der Bronchien; (iii) akute invasive Sinusi-

tis; sowie die disseminierte Aspergillose, die oft das Gehirn betrifft (10-40% bei

Knochenmarktransplantierten) aber auch viele andere Organe (z.B. Haut,

Nieren, Herz und Augen). 

Die klinischen Merkmale der verschiedenen Arten der IA sind abhängig von den

unterschiedlichen Lokalisationen und den zugrundeliegenden Erkrankungen.

Die Symptome einer IA der Lunge sind eher unspezifisch und somit wenig hilf-

reich, um das Augenmerk auf eine IA zu richten. Dazu zählen trockener

Husten, Fieber, Pleuraschmerzen, Dyspnoe bis hin zu Hämoptysis; häufig ist

Fieber die einzige klinische Beschwerdesymptomatik. 

Besonders in frühen Stadien gilt die IA als schwer diagnostizierbar. Um eine IA

zu beweisen, muß histopathologisch Myzelienwachstum im Gewebe dokumen-

tiert werden, das leider meistens erst bei Autopsie gewonnen werden kann
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(Boon et al., 1991; Groll et al., 1996). Für eine definitive Spezies-Diffe-

renzierung sind immunhistochemische Färbungen oder in situ Hybridisierungs-

techniken erforderlich (Kaufman et al., 1997). 

Da es bisher keinen Konsens über die Kriterien für die definitive oder wahr-

scheinliche Diagnose einer IA gab, wurden die diagnostischen Kriterien für die

IA von Studie zu Studie unterschiedlich definiert und eine Vielzahl von Begriffen

verwendet, wie “erwiesen”, “höchst wahrscheinlich”, “wahrscheinlich”, “möglich”

und “Verdacht auf”. Erst kürzlich hat jedoch die “European Organization for Re-

search and Treatment of Cancer/Invasive Fungal Infections Cooperative Group”

(EORTC/IFICG) zusammen mit der “National Institute of Allergy and Infectious

Diseases/Mycoses Study Group” (NIAID/MSG) die IA nach diagnostischen Kon-

senskriterien neu klassifiziert und somit einen einheitlichen Standard für “erwie-

sene”, “wahrscheinliche” und “mögliche” invasive Pilzinfektionen definiert

(Ascioglu et al., 2002). Demzufolge ist für die Diagnose einer “erwiesenen” in-

vasiven Aspergillose ein histologischer/zytopathologischer Nachweis der Pilzin-

fektion erforderlich und/oder eine positive Kultur, die steril von einem

normalerweise keimfreien, aber klinisch oder radiologisch auffälligen Ort der In-

fektion gewonnen wird. Zur Diagnose einer “wahrscheinlichen” IA bedarf es

mindestens eines definierten Wirtsfaktors (Neutropenie <500/µl länger als 10

Tage; Fieber, länger als 96 Stunden anhaltend und refraktär gegen Breitspek-

trumantibiotika; Zeichen und Symptome einer Graft-versus-Host Disease

(GvHD) oder verlängerte Einnahme von Kortikosteroiden) sowie eines mikro-

biologischen Faktors (positive Kultur aus Sputum oder bronchoalveolärer

Lavage (BAL), positive Zytologie/direkter mikroskopischer Pilznachweis eines

Sinusaspirats) kombiniert mit einem wichtigen klinischen Kriterium (neue pul-

monale Infiltrate im CT, “Halo”-Zeichen, Luftsichelzeichen, radiologische Hin-

weise für eine invasive Infektion eines Sinus oder des zentralen Nerven-

systems). Eine “mögliche” IA wird bestimmt durch mindestens ein Kriterium aus

der Gruppe der Wirtsfaktoren mit zusätzlich einem mikrobiologischen oder

einem klinischen Kennzeichen.
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Die Computertomographie ist sensitiver als das Röntgen und zeigt die Ausdeh-

nung und Anzahl der Pilzläsionen. In frühen Stadien der IA können Computer-

tomogramme spezifische Zeichen einer Infektion enthüllen, wie die typische

“Halo”-Bildung, die aus der hämorrhagischen Nekrose, die eine Pilzläsion um-

gibt, resultiert (Caillot et al., 1997). 

Der positive Vorhersagewert einer Sputumkultur von neutropenischen oder

knochenmarktransplantierten Patienten beträgt laut Horvath und Dummer

(1996) > 70%.

Zur Detektion von Aspergillus-Pathogenen im Serum oder Plasma sind einer-

seits ein Sandwich-ELISA als eine sehr sensitive Methode zur Frühdiagnose ei-

ner IA geeignet (Latgé et al., 1994; Severens et al., 1997; Stynen et al., 1995).

Andererseits können mittels einer höchst sensitiven und spezifischen PCR, die

eine hochkonservierte Sequenz der multicopy 18S rRNA Gene zahlreicher Pilz-

pathogene amplifiziert und analysiert, Aspergillus species im Blut detektiert

werden (Einsele et al., 1997).

1.4.4 Behandlung und Prophylaxe der Aspergillose

Bis vor kurzem waren nur Amphothericin B (AmB) für die intravenöse und Itra-

conazol für die orale Behandlung einer Aspergillose verfügbar (De Pauw, 1997;

Denning, 1996; Denning, 1998). Trotz ihrer Aktivität in vitro, ist die Wirksamkeit

dieser Medikamente gegen Aspergillus fumigatus in vivo niedrig. Folglich ist

nach wie vor eine sehr hohe Mortalitätsrate der IA zu verzeichnen.

Seit neuestem sind auch Variconazol (Vfend) und Cospofungin zugelassen.

AmB gilt immer noch als goldener Standard für die antimykotische Therapie der

IA (Brajtburg und Bolard, 1996). In einigen randomisierten Studien wurde es

auch als Chemoprophylaxe zur Vermeidung des Auftretens einer IA bei Immun-

komprimierten eingesetzt. Deren Ergebnisse deuten an, daß Intranasalsprays

von AmB die Lungenkolonisation durch den Organismus reduzieren können

(Trigg et al., 1997). Desweiteren erwies sich zur Prophylaxe bei KMT-Patienten
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eine AmB-Dosis von 1mg/kg/d als vorteilhaft. Die Wirksamkeit niedriger Dosen

(0,1-0,5 mg/kg/d) bleibt jedoch umstritten (Riley et al., 1994). AmB bindet

bevorzugt an Ergosterol der Pilzmembranen, bildet Transmembrankanäle und

erhöht somit die Permeabilität für monovalente Kationen (Rosin, 1992). Es

schädigt Pilzzellen stärker als Zellen von Vertebraten, bei denen es sich an das

Cholesterol anlagert. Trotzdem ruft es häufig Nebenwirkungen hervor, insbe-

sondere Nephrotoxizität, die bei gleichzeitiger Verabreichung von Cyclosporin

A, noch synergistisch gefördert wird (Pathak et al., 1998; Patterson, 1998). Im

Gegensatz zum herkömmlichen AmB wirkt liposomales AmB wie z.B. AmBi-

some (Nexstar) weniger toxisch auf humane Zellen und weist ein deutlich gün-

stigeres Nebenwirkungsprofil auf (Ringdén et al., 1994). Wichtig für die

Prognose einer IA sind das frühe Einleiten der antimykotischen Therapie sowie

bei Leukämiepatienten die Regeneration der Neutropenie und/oder Reduktion

der Immunsuppression bei KMT-Patienten (Denning, 1998). Bei allogen kno-

chenmarktransplantierten Patienten treten zu der Neutropenie im Gegensatz zu

autolog Transplantierten oder Patienten mit akuter Leukämie weitere Risikofak-

toren hinzu. Eine der Hauptkomplikationen der KMT-Patienten ist die soge-

nannte Graft-versus-Host (GvH) Erkrankung, die bisher mit Immunsuppressiva

wie Cyclosporin oder Steroiden behandelt wird. Daher kann eine Immunthera-

pie bei stark immunsupprimierten Patienten als hilfreiches Adjuvans zur kon-

ventionellen antimykotischen Behandlung dienen (Kullberg, 1997). Die Ziele der

Immunmodulatoren bestehen darin, die Zahl der Neutrophilen und Makropha-

gen zu erhöhen, die Kinetik dieser Zellen am Infektionsort zu modifizieren

und/oder die Phagozyten so zu aktivieren, daß sie die Pilzzellen wirksamer

abtöten können. G-CSF und GM-CSF verkürzen erfolgreich die Dauer einer

Neutropenie bei Risikopatienten (Kullberg und Anaissie, 1998; Rodriguez-

Adrian et al., 1998).
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1.5 Problemstellung und Zielsetzung

Weltweit wird eine stetige Zunahme von Pilzinfektionen beobachtet (Groll et al.,

1996). Betroffen sind insbesondere Patienten mit hämatologischen Neopla-

sien und langandauernden Neutropeniephasen nach Chemotherapie. Verur-

sacht werden diese Infektionen vor allem durch Candida und Aspergillus spe-

cies. Die Entwicklung der letzten Jahre zeigte insbesondere eine Zunahme

invasiver Aspergillus-Infektionen bei nicht-neutropenischen Patienten mit T-

Zelldefekten wie z.B. Patienten mit fortgeschrittener AIDS-Erkrankung und

schwerer Lymphozytopenie (Addrizzo-Harris et al., 1997) oder Patienten nach

allogener Stammzelltransplantation mit persistierendem Immundefekt (Wald et

al., 1997).

Die spezifischen zellulären Immunmechanismen des Menschen gegen Asper-

gillus species sind bislang wenig untersucht. Erste Daten im Mausmodell zei-

gen, daß eine TH1-Antwort eine protektive Immunantwort gegen Aspergillus

fumigatus aufrechterhalten kann, wohingegen eine TH2-Antwort mit einem le-

talen Ausgang einer Aspergillus-Infektion assoziiert ist (Cenci et al., 1997).

Mäuse, die nach einer ersten Exposition mit Aspergillus fumigatus-Konidien

Aspergillus-spezifische Antikörper bilden, die in 90% gegen die 88 kDa Dipepti-

dylpeptidase V (Latgé, unpublished data), eines der beiden Hauptantigene, das

von Antikörpern im Serum von Patienten mit Aspergillomen erkannt wird,

gerichtet sind, sind bei Reexposition mit einer letalen Dosis von Aspergillus-

Konidien vor der Infektion geschützt (Latgé, 1999). IL-10, ein typisches TH2-

Zytokin, hemmt die Bildung von Sauerstoffradikalen sowie die intrazelluläre

Zerstörung von Aspergillus-Hyphen durch Phagozyten (Roilides et al., 1997).

Dieser Effekt von IL-10 kann durch die gleichzeitige Gabe von TH1-Zytokinen

wie z.B. IFN-γ antagonisiert werden. Gesunde Probanden weisen in ca. 80%

eine T-Zellproliferation gegen hitzeinaktivierte Aspergillus-Konidien auf (Graz-

ziutti et al., 1997). Darüber hinaus wurde bei Patienten mit allergischer bron-

chopulmonaler Aspergillose bereits für die HLA-Restriktion DR2 und DR5, ein
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TH-Zell Peptidepitop charakterisiert (Chauhan et al., 1996; Chauhan et al.,

1997).

Nach allogener Stammzelltransplantation (SZT) sind die zellulären Immunef-

fektormechanismen gegen Pilzantigene, insbesondere Aspergillus fumigatus-

Antigene, bislang nicht erforscht. Aufgrund der steigenden Inzidenz und extrem

hohen Mortalität der invasiven Aspergillose ist die Charakterisierung der gegen

Aspergillus species gerichteten Immuneffektormechanismen im Hinblick auf die

Entwicklung neuer Therapiestrategien von großer klinischer Bedeutung. Daher

sollte in dieser Arbeit die Rolle der Aspergillus-spezifischen T-Zellantwort von

T-Zellen aus dem peripheren Blut bei gesunden Probanden sowie hämatolo-

gischen Patienten mit Aspergillose nach Leukämietherapie und Patienten spät

nach allogener SZT untersucht werden. Durch Austestung der Lymphoprolife-

ration auf Stimuli von unterschiedlichen Aspergillus-Antigenen, wie hitzeinak-

tivierte Konidien, intra- und extrazelluläre Aspergillus fumigatus-Extrakte sowie

verschiedene rekombinante Proteine, sollte eine Eingrenzung der T-

Zellreaktivität erfolgen, um mögliche immundominante Antigene zu definieren.

Desweiteren wurde versucht, Aspergillus-spezifische T-Zellinien zu generieren.

Im klinischen Teil des Projekts sollte die Rekonstitution einer Aspergillus-

spezifischen T-Zellantwort bei Patienten nach allogener SZT analysiert und mit

dem klinischen Verlauf korreliert werden, um Hochrisikopatienten besser

bestimmen zu können.
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2 Material und Methoden

2.1 Material und Bezugsquellen

2.1.1 Geräte

Bestrahlungsbombe Gammacell 1000

FacsCalibur® Becton Dickinson

Mikroskope Leitz, LaborluxS

Leitz, Diavert

MiniMACS Miltenyi Biotec

Pipetten Eppendorf

Sterile Arbeitsbank Heraeus, LaminAir HBB2448

Stickstoff-Tanks Chronos Messer Griesheim

Szintillationszähler LKB Wallac 1205 Betaplate®

Wärmeschrank Nuaire™, US Autoflow

Zellerntevorrichtung LBK 1295-001 cell harvester

Zentrifuge IEC, Centra GP8R

2.1.2 Verbrauchsgegenstände

Kulturmedien für Proliferationsassays und Zellinien

Die Chemikalien wurden über die Universitäts-Apotheke, Tübingen, bezogen.

 

RPMI 1640 mit Glutamax-I Gibco BRL, Grand Island, NY, USA

und 25 mM Hepes Puffer

Gentamicinsulfat Refobacin® 80 mg, Merck, Darmstadt

10% fötales Kälberserum (FCS) Sigma, St. Louis

10% inaktiviertes Humanserum Abteilung für Transfusionsmedizin,         

(gepoolt, CMV-negative Spender) Pforzheim
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Das CMV-negative Humanserum wurde auf CMV-Antikörper im Virologischen

Institut, Tübingen untersucht. Die Chargen wurden 30 Minuten lang bei 56°C

hitzeinaktiviert und anschließend auf Mycoplasmen sowie auf Cytotoxizität oder

verstärkte Mitogenität getestet. Danach wurden die Seren gepoolt und über ei-

nen Glasfilter (GF92) und einen 0,8 µm Membranfilter (ME27) filtriert, um dann

bei -20°C gelagert zu werden. Vor Gebrauch wurde das Humanserum noch ein-

mal mit einer 0,45 µm Einmal-Sterilfiltrationseinheit (Minisart-N) filtriert.

Einfriermedium

20% fötales Kälberserum (FCS) Sigma, St. Louis

10% Dimethylsulfoxid (DMSO) Serva, München

70% RPMI 1640 mit Glutamax-I Gibco BRL, Grand Island, NY, USA

und 25 mM Hepes Puffer

Dichtegradientenzentrifugation

FicoLiteH Linaris, Bettingen am Main

Hanks´ Balanced Salt Solution PAA, Linz, Austria

Radioaktives Material

[3H]-Thymidin Amersham-Buchler, Braunschweig

Kulturplatten

24-Loch-Kulturplatte Greiner, Nürtingen

96-Loch-Kulturplatte Nunc, Roskilde, Dänemark

Filter

Glasfilter GF92, Schleicher&Schüll, Dassel

0,8 µm Membranfilter ME27, Schleicher&Schüll, Dassel

0,45 µm Sterilfilter Minisart-N, Sartorius
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Färbelösung für die Zellzahlbestimmung lebender Zellen

0,5% Trypanblau ad 0,9% NaCl Sigma, München

Proliferationsassay

Interleukin-2 (IL-2) Biotest, Dreieich

Phytohämagglutinin (PHA) Gibco BRL, Grand Island, NY, USA

Tetanus-Toxoid (TT) Chiron Behring GmbH & Co, Marburg

CMV-Antigen Biodesign, Dunn, Asbach

Erntefilter und Szintillationsflüssigkeit

Printed Filtermat A Wallace Oy, Turku, Finnland

Szintillationsflüssigkeit LKB Beta Plate Scint, Pharmacia

Einfrier- und Zentrifugiergefäße

Kryoröhrchen Greiner, Nürtingen

Zentrifugenröhrchen Falcon, Heidelberg

2.2 Zell-Spender

Patienten der Medizinischen Klinik - Abteilung II für Hämatologie, Onkologie

und Immunologie - der Universität Tübingen, mit Verdacht auf eine Aspergillus-

Infektion, beziehungsweise erwiesener invasiver Aspergillose im Verlauf ihrer

Krankengeschichte, stellten 20-50 ml ihres Blutes zur Verfügung. Alle Pati-

enten wurden ausführlich aufgeklärt und gaben ihr Einverständnis, Blut für

diese Studie zur Immunrekonstitution zu spenden. 

Zum Vergleich wurde auch Blut von gesunden, freiwilligen Probanden gewon-

nen.
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2.2.1 Einteilung der Patienten anhand des klinischen Verlaufs der IA

Das klinische Ansprechen der Patienten mit invasiver Aspergillose auf die an-

timykotische Therapie wurde radiologisch beurteilt. Drei Gruppen wurden hier-

bei computertomographisch anhand des Zustands der Lungeninfiltrate unter-

schieden. Wenn die Läsionen kleiner als bei vorhergehenden Computertomo-

grammen waren, gehörten sie dem Kollektiv der Patienten mit IA in Regression

an. War kein Unterschied in der Ausprägung der IA-Manifestation festzustellen,

wurden sie in die Gruppe der Patienten mit stabiler IA eingeteilt. Hatten sich die

Infiltrate und/oder Lungenrundherde gegenüber der Voruntersuchung jedoch

verschlechtert, wurden die Patienten der Gruppe mit progredienter IA zugeord-

net. 

2.3 Isolierung mononukleärer Zellen aus dem peripheren Blut 

Die mononukleären Zellen des peripheren Blutes können aufgrund ihrer Dichte

von den anderen Bestandteilen des Blutes getrennt werden.

Frisches natriumheparinisiertes Blut wurde 1:1 mit Hanks Salzlösung verdünnt

und jeweils 30 ml davon in einem 50 ml Zentrifugationsröhrchen vorsichtig auf

15 ml Ficoll-Hypaque (FicoLiteH, Linaris, Bettingen am Main, spezifische Dich-

te 1,078 g/l) geschichtet. Anschließend wurde 25 Minuten lang mit 2000 rpm

bei 20°C zentrifugiert. Die zwischen Ficoll und verdünntem Blutplasma entstan-

dene Interphase, in welcher sich die Fraktion der mononukleären Zellen (pe-

ripheral blood mononuclear cells, PBMC) angesammelt hatte, wurde behutsam

mit einer sterilen Einwegpipette entnommen, und die Zellsuspension mit Hanks

wiederum verdünnt (mindestens im Verhältnis 1:1). Danach wurde die verdün-

nte Zellsuspension zweimal 10 Minuten lang bei 1500 rpm gewaschen, der

Überstand verworfen, das Pellet in RPMI 1640 mit 10% HS aufgenommen,

gezählt (2.5) und auf die entsprechende Konzentration zur folgenden
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Stimulation mit Antigen eingestellt. Die überschüssigen Zellen wurden einge-

froren (2.6).        

2.4 Antigenpräsentierende Zellen

Als antigenpräsentierende Zellen (APC) wurden mononukleäre Zellen aus dem

peripheren Blut eingesetzt, die von den entsprechenden Spendern (2.3)

stammten. Diese Zellen waren automatisch bei den frischen Stimulationsan-

sätzen in den PBMC enthalten. Bei mehrwöchiger Zellkultivierung wurden sie

regelmäßig nach der Induktionsphase bei den erneuten Antigenstimulationen

zugegeben in 2- bis 5-fach höherer Konzentration als die jeweils aktuelle Zahl

der vorstimulierten PBL. In letzterem Fall wurden die APC vor Zugabe zu den

Kulturen mit 30 Gy bestrahlt.

2.5 Bestimmung der Lebendzellzahl

10 µl einer homogenen Zellsuspension wurden mit 10 µl Trypanblau-Lösung

(0,5% [wt/vol]) 1:1 verdünnt und die Zahl der ungefärbten, d.h. die Zahl der vi-

talen Zellen unter dem Mikroskop mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer (Tiefe

0,1 mm) bestimmt. Dabei wurden immer 2 Großquadrate ausgezählt.

Formel für die Lebendzellzahl:

Gezählte Zellzahl x 10 x Volumen der Zellen in µl = Gesamtzellzahl
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2.6 Einfrieren von Zellen

Die Zellkonzentration beim Einfrieren lag in der Regel zwischen 5 x 106 und 1 x

107 Zellen/ml. Nach 10-minütiger Zentrifugation der Zellsuspension bei 1500

rpm, wurde der Überstand verworfen und das Pellet in halbem Endvolumen

40% FCS/RPMI aufgenommen (die Endkonzentration von FCS im Einfrierme-

dium beträgt 20%). Danach erfolgte die Zugabe von gekühltem, 20%-igem

DMSO/RPMI (Endkonzentration 10% DMSO). Je 1 ml der so erhaltenen Zell-

suspension wurde in Kryoröhrchen aliquotiert. Die Röhrchen wurden sofort auf

Eis gestellt, danach bis zu einer Woche bei -70°C gelagert und schließlich in

flüssigen Stickstoff (-180°C) überführt.

2.7 Auftauen von Zellen

Zum Auftauen wurden die erforderlichen Kryoröhrchen mit den tiefgefrorenen

Zellsuspensionen aus dem Stickstoff-Tank herausgesucht und mit flüssigem

Stickstoff in einem Dewar-Gefäß transportiert. Der Auftauvorgang sollte schnell

vor sich gehen. Zu diesem Zweck wurden die Röhrchen einige Sekunden lang

in ein 37°C warmes Wasserbad gestellt, bis der Eisklumpen sich von der Wand

gelöst hatte. Der Inhalt jedes Kryoröhrchens wurde sofort in ein vorbereitetes

15 ml Zentrifugationsröhrchen überführt, das 5 ml RPMI 1640 enthielt. Die Kry-

oröhrchen wurden mit 1 ml RPMI 1640 nachgespült und der Inhalt zu den übri-

gen Zellen gegeben. Danach erfolgte eine 10 Minuten lange Zentrifugation bei

10°C mit 1000 rpm. Der Überstand wurde sorgfälltig abgekippt, das Zellpellet

durch Ziehen des Röhrchens über einen Ständer resuspendiert und mit 10%

HS/RPMI 1640 auf 2 ml aufgefüllt, die Zellzahl wurde bestimmt und auf die

gewünschte Konzentration mit 10% HS/RPMI 1640 eingestellt.
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2.8 Herstellung von Aspergillus-Antigenen

2.8.1 Konidiensuspension

Die Suspension der hitzeinaktivierten Aspergillus fumigatus-Konidien des

Stammes va 10447 wurde im Tübinger Hygiene-Institut von Frau PD Dr. Schu-

macher hergestellt nach einer Methode von Grazziutti et al. (1997). Nach drei-

tägiger Kultivierung auf Sabouraud Dextrose Agar (Difco, Detroit) wurden die

Konidien geerntet, durch sterile Gaze filtriert, in einem Wasserbad bei 100°C

eine Stunde lang abgetötet, mit Salzlösung anschließend gewaschen und dann

bei -4°C aufbewahrt. Die Konidiensuspension wurde auf 106 Konidien/ml und

die zweite Charge doppelt konzentriert auf 2 x 106 Konidien/ml eingestellt. Die

hitzeinaktivierten A. fumigatus-Konidien wurden auf ihre Sterilität hin geprüft, in-

dem sie 10 Tage lang auf Sabouraud Dextrose Agar subkultiviert wurden.

2.8.2 Intra- und extrazelluläre Aspergillus fumigatus-Antigenextrakte

Die Herstellung der Aspergillus-Antigengemische, bestehend aus Proteinen,

Polysacchariden und Glykoproteinen, erfolgte im “Laboratoire des Aspergillus”,

Institut Pasteur, Paris unter Anleitung von Herrn Prof. Dr. Jean-Paul Latgé. 

Die antigenen Eigenschaften von Aspergillus fumigatus-Extrakten sind schon

lange Zeit im Blickpunkt der Forschung und dienten als Basis für die frühe Ent-

wicklung immunologischer Tests, die Verwendung fanden in der serologischen

Diagnose der Aspergillose bei immunkompetenten Wirtsorganismen (Latgé,

1999). Es gibt qualitative und quantitative Unterschiede in der Zusammen-

setzung der Antigenextrakte, die in verschiedenen Laboren hergestellt werden

und sogar zwischen Antigenextrakt-Chargen aus dem selben Labor (Hearn,

1992). Die Variabilität der Antigenzusammensetzung in den Extrakten scheint

nicht von dem Aspergillus-Stamm oder der Wachstumstemperatur

abzuhängen, sondern viel mehr von der Inkubationszeit, den
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Kulturbedingungen sowie der Zusammensetzung des Kulturmediums. Die be-

sten komplexen Antigenpräparationen gelingen während aktivem Pilzwachstum

(1 Tag bei 37°C) in einem zuckerfreien Medium, das nur ein einziges Pro-

teinsubstrat oder Proteinhydrolysat wie beispielsweise das Sabouraud-Medium

enthält (Latgé, 1995). Darüber hinaus induziert die hohe Hexosekonzentration

in solch einem Medium einen sauren pH während des Wachstums und beein-

flußt dadurch stark das Schema der produzierten Antigene (Little et al., 1993;

Moutaouakil et al., 1993). Die Zusammensetzung solch eines Mediums scheint

nahe an den natürlichen Ernährungsbedingungen zu liegen, auf die der Pilz in

den Lungen trifft, d.h. eine proteinreiche Umgebung, die primär aus Kollagen

und Elastin besteht mit einem pH von ca. 7,4 (Latgé, 1999).

Es wurden Konidien des Aspergillus fumigatus-Stammes CBS 144-89 aus der

Sammlung des “Centraalbureau voor Schimmelcultures” (Baarn, Holland) ver-

wendet. Dieser Aspergillus-Stamm wurde von einem Patienten mit invasiver As-

pergillose isoliert und in Schrägkultur auf 2%-igem Malzextrakt-Agar

angezüchtet. Die Konidien wurden in 150 ml Erlenmeyerkolben inokuliert, die

bereits entweder 50 ml Sabouraud (SAB)-Medium (97% [vol/vol] Aqua dest.,

2% [wt/vol] Glucose, 1% [wt/vol] Mycopepton Biokar (Prolabo, Beauvais, Frank-

reich)) oder 50 ml Hefeextrakt (EXL)-Medium (99% [vol/vol] Aqua dest., 1%

[wt/vol] Hefeextrakt (Difco, Detroit, Michigan)) enthielten. 24 h lang wurden die

Inokula, die mit dem Aspergillus-Stamm besäten Medium-Ansätze, in heftiger

Bewegung gelassen mit 200 rpm bei 37°C. Danach wurden die geschüttelten

Kulturen in 2-Liter Gärungsapparaturen (LSL Biolafitte, Saint Germain en Laye,

Frankreich) gegeben, die 1,2 l Sabouraud- oder Hefeextrakt-Medium enthiel-

ten. Die Bedingungen für die nun folgenden 18 h-Kulturen lauteten: Inokulum,

8% (vol/vol); Temperatur, 26°C; Belüftung, 50 l Luft pro min; Rotation, 500 rpm.

Anschließend wurden die Kulturen filtriert. Das Filtrat wurde mit 4 Volumen

90%-igem Ethanol präzipitiert und 48 h in einer Kühlkammer bei 4°C stehen ge-

lassen, um die Gärung zu stoppen. Dann wurde der Niederschlag
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herunterzentrifugiert, und das Pellet in 50 mM Ammonium-Acetat aufgenom-

men, aliquotiert und bei -80°C aufbewahrt.

Das somit erhaltene Präzipitat (PP) enthält zahlreiche extrazelluläre Aspergil-

lus-Antigene.

Das auf dem Filter (BECO-CP 00, E. Begerow GmbH & Co, Langenlonsheim,

Deutschland) aufgefangene Myzelium wurde mehrmals ausgiebig mit Aqua

dest. gewaschen und danach je 10 g feuchtes Myzelium in 30 ml TRIS-HCl-

Puffer (50mM, pH 7,5) mit Glaskügelchen in einem Zellhomogenisator (B.

Braun, Melsungen AG, Deutschland) zerkleinert. Im Anschluß daran wurde

diese Substanz 10 Minuten lang bei 4000 rpm zentrifugiert. 

Der Überstand, das sogenannte Extrait cellulaire (EC) - Zellextrakt - wurde auf-

gefangen und enthält sämtliche intrazelluläre, wasserlösliche Aspergillus

fumigatus-Antigene.

Es wurde also auf der Basis von zwei verschiedenen Medien je ein extrazel-

lulärer (PP SAB, PP EXL) und ein intrazellulärer (EC SAB, EC EXL) Antigenex-

trakt hergestellt.

2.8.2.1 Bestimmung der Proteinkonzentrationen der Antigenlysate

Mit der Bio-Rad Methode, basierend auf der Proteinfärbung mit Coomassie-

Blau und bovinem Serum Albumin (BSA) als Standard, wurde die Konzentration

der Proteine in den Antigengemischen bestimmt. Für die Sodium Dodecyl Sul-

fat (SDS)-Polyacrylamid Gel Elektrophorese (PAGE) Analyse wurden Proben

der vier Aspergillus fumigatus-Antigenlysate bei 100°C, 4 Minuten lang in einem

Puffer gelöst, der 0,5% (wt/vol) SDS und 1,25% (vol/vol) Mercaptoethanol be-

inhaltete. Die Elektrophorese wurde mittels des diskontinuierlichen Puffersy-

stems von LAEMMLI in einem 12,5% Acrylamidgel durchgeführt. Gefärbt

wurden die Gele mit Coomassie Brilliantblau R250 (0,01% [wt/vol] in Methanol-

Essigsäure).
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Die Proteinkonzentrationen in den o.g. Antigengemischen betrugen:

EC SAB:   4 mg Protein/ml

EC EXL: 16 mg Protein/ml

PP SAB: 0,5 mg Protein/ml

PP EXL: 0,6 mg Protein/ml

2.8.3 Rekombinante Aspergillus fumigatus-Proteine

Die rekombinanten Aspergillus fumigatus-Proteine wurden von Herrn Prof. Dr.

Jean-Paul Latgé, “Laboratoire des Aspergillus”, Institut Pasteur, Paris zur

Verfügung gestellt. 

Alle Proteine wurden rekombinant in der Hefe Pichia pastoris exprimiert. Die

Produktion erfolgte strikt nach Anweisung der Hersteller des Invitrogen® Kits

(Invitrogen Corporation, San Diego, CA, USA), d.h.: es wurde Methanol zum

Wachstumsmedium hinzugefügt, da alle Gene der Kontrolle des Alkoholoxi-

dasepromotors unterliegen. 

Aufgrund der Forschungsergebnisse von Herrn Prof. Dr. Michel Monod, Abtei-

lung für Dermatologie des “Centre Hospitalier Universitaire Vaudois”, 1011 Lau-

sanne, Schweiz, war es möglich, die Proteine Metalloprotease Mep 5 (40 kDa)

(Monod et al., 1993), Aspartatprotease Pep 6 (38 kDa), Ribonuklease RNase

(18 kDa, Asp f I) (Arruda et al., 1990; Jensen et al., 1993; Knutsen et al., 1994;

Lamy et al., 1991; Latgé et al., 1991; Madan et al., 1997) sowie die Superoxid

Dismutase Sod Mang 2 (19 kDa) (Hamilton et al., 1995; Holdom et al., 1996)

herzustellen. Die Produktion der Catalase Cat 19 (90 kDa) (Hearn et al., 1992;

López-Medrano et al., 1995; López-Medrano et al., 1996) ist von Calera et al.

(1997) beschrieben worden. Die Herstellung der Dipeptidylpeptidase V DPP V

(88 kDa) (Kobayashi et al., 1993) erfolgte nach einer Methode von Beauvais et

al. (1997).
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Die erste Charge von DPP V (Konzentration: 1 mg Protein/ml) war in 50 mM

Histidin aufgenommen worden.

Sechs weitere rekombinante Proteine (Konzentration: 1 µg Protein/ml) waren in

50 mM Carbonatpuffer (pH 9,6) aufgenommen worden. Es stand jeweils 1 ml

von Mep 5, Pep 6, Cat 19 und RNase zur Verfügung. 

Da diese rekombinanten Proteine, wie sich in den Proliferationsassays heraus-

stellte, zu niedrig konzentriert waren, wurden folgende höher konzentrierte

Chargen ausgetestet, die in 50 mM Histidin aufgenommen worden waren:

RNase 52,5 µg Protein/ml (2x1 ml), 

Pep 6 578 µg Protein/ml (1x1 ml), 

Mep 5 230 µg Protein/ml (1x1 ml),

Cat 19 112 µg Protein/ml (2x1 ml),

DPP V 2. Charge: 730 µg Protein/ml (1x400 µl) und

 3. Charge: 870 µg Protein/ml (1x200 µl),

Sod Mang 2 225 µg Protein/ml (2x1 ml)

2.9 Proliferationsassays

2.9.1 Proliferationstestungen mit PBMC

Zur Überprüfung der spezifischen T-Zellreaktivität, von Patienten und gesunden

Probanden, auf verschiedene Aspergillus-Antigene wurden 6-Tages-Proli-

ferationstests durchgeführt. 

Der Proliferationsassay wurde in 96-Loch-Rundbodenplatten jeweils in Tri-

plikaten ausgeführt. Es wurden pro Loch 1 x 105 PBMC kultiviert in 200 µl RPMI

1640 Medium mit Glutamax-I und 25 mM Hepes-Puffer, dem 10% HS zuge-

setzt war und 200 µg/ml Gentamicinsulfat. Die Aspergillus fumigatus-Antigene

wurden in verschiedenen Konzentrationen dazugegeben:

EC SAB: 50 µg/ml - 50 ng/ml (in 10er Verdünnungsstufen)

EC EXL: 500 µg/ml - 50 ng/ml (in 10er Verdünnungsstufen)
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PP SAB: 50 µg/ml - 5 ng/ml (in 10er Verdünnungsstufen)

PP EXL: 50 µg/ml - 5 ng/ml (in 10er Verdünnungsstufen)

Konidien: 5 x 105 Konidien/ml - 5 x 102 Konidien/ml

Cat 19: 5 µg/ml - 5 ng/ml (500 ag/ml) (in 10er Verdünnungsstufen)

DPP V: 5 µg/ml - 500 pg/ml (in 10er Verdünnungsstufen)

Sod Mang 2: 5 µg/ml - 5 pg/ml (in 10er Verdünnungsstufen)

Mep 5: 5 µg/ml - 500 pg/ml (5 pg/ml) (in 10er Verdünnungsstufen) 

Pep 6: 5 µg/ml - 5 pg/ml (in 10er Verdünnungsstufen) 

RNase: 5 µg/ml - 5 pg/ml (in 10er Verdünnungsstufen)

Als Positivkontrollen für die unspezifische Stimulierbarkeit der Lymphozyten all-

gemein, wurde das rekombinante Zytokin IL-2 (50 U/ml) verwendet. Das poly-

klonale Mitogen PHA (1% [vol/vol]) diente als Positivkontrolle durch unspezifi-

sche Aktivierung aller T-Lymphozyten und Tetanus-Toxoid (TT) (20 µg/ml)

durch spezifische Stimulation MHC-II-restringierter CD4+ T-Lymphozyten in

Tetanus-geimpften Personen. CMV-Antigen (500 ng/ml) wurde zum Vergleich

der Immunrekonstitution der Pilz-spezifischen mit der Virus-spezifischen lym-

phoproliferativen Antwort bei Patienten spät nach allogener SZT eingesetzt. 

Die Negativkontrolle bestand aus dem Medium, in dem auch die Zellen aufge-

nommen worden waren. Sie stellte also die Fraktion der unstimulierten Zellen

dar. 

Die Zellen wurden 6 Tage lang bei 37°C in einer feuchten, 5% CO2 enthalten-

den Atmosphäre kultiviert. Für die letzten 18 h, wurden der Kultur 37 KBq

[3H]-Thymidin pro Loch hinzugefügt. Nach Abschluß der Inkubation, wurden die

Zellen, mit Hilfe eines Zellerntegeräts, auf Glasfaserfilter aufgebracht. Diese Fil-

ter wurden 3 h lang luftgetrocknet, bevor sie in Szintillationsflüssigkeit getränkt

und eingeschweißt wurden. Die antigeninduzierte T-Zellproliferation wurde über

den Einbau des radioaktiven Tritiums [3H], in die DNA sich teilender Zellen, mit

dem Beta-Szintillationszähler in cpm (counts per minute) gemessen. Die ermit-

telte Radioaktivität korreliert mit dem Ausmaß an DNA-Replikation und Proli-

feration.
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Die Absolutwerte wurden als Mittelwert der jeweiligen Triplets in cpm angege-

ben. Zum besseren Vergleich der Ergebnisse untereinander, wurde der

Stimulations-Index (SI) berechnet, der definiert ist als Quotient aus mittlerem

Absolutwert der a-Emission stimulierter Zellen und der mittleren Absolutemis-

sion unstimulierter Zellen (Negativkontrolle).

2.9.2 Proliferationstestung mit selektionierten CD4+/CD8+ T-Zellen

Die Proliferationsassays mit den durch MACS (2.11) selektionierten CD4+ und

CD8+ T-Zellen wurden nach dem selben Schema, wie unter 2.9.1 beschrieben,

durchgeführt und noch erweitert durch Zugabe von autologen, bestrahlten APC

(2.4) im Verhältnis 1:1. Jedoch wurde lediglich die Stimulierbarkeit der CD4+ T-

Zellen, der CD8+ T-Zellen bzw. der CD4-CD8- Zellfraktion auf das Aspergillus

fumigatus-Antigenlysat EC SAB (2.8.2) getestet. EC SAB wurde in 10er

Verdünnungsstufen von 50 µg/ml bis 50 ng/ml eingesetzt. Die effektive Lym-

phoproliferation wird gebildet aus der Differenz der a-Emission von Antigen-

stimulierten Zellen und nicht Antigen-stimulierten Zellen.

Kontrollansätze:

1. unseparierte PBMC + Medium/IL2/PHA/TT

2. unseparierte PBMC + EC SAB

3. CD4+ T-Zellen + Medium/IL2/TT/APC

4. CD4+ T-Zellen + EC SAB

5. CD4+ T-Zellen + EC SAB + APC

6. CD8+ T-Zellen + Medium/IL2/TT/APC

7. CD8+ T-Zellen + EC SAB

8. CD8+ T-Zellen + EC SAB + APC

9. CD4-CD8- Zellen + Medium/APC

10. CD4-CD8- Zellen + EC SAB 

11. CD4-CD8- Zellen + EC SAB + APC
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2.9.3 Proliferationstestung mit vorstimulierten T-Zellinien

Zur Untersuchung der Spezifität von T-Zellinien wurden ebenfalls 6-Tages-

Proliferationsassays ähnlich, wie unter 2.9.1, durchgeführt, jedoch mit einer

Konzentration von 1 x 104 stimulierten T-Zellen/Loch und zusätzlich dem 2- bis

5-fachen an autologen, bestrahlten PBMC als APC.

2.10 Herstellung von Aspergillus-spezifischen T-Zellinien 

Die Kultivierung von humanen T-Zellinien erfolgte aus PBMC von Patienten und

gesunden Spendern. 

Zur Induktion wurden 1 x 107 PBMC in 10 ml RPMI 1640 mit Glutamax-I und 25

mM Hepes Puffer, dem 200 µg/ml Gentamicinsulfat und 10% HS zugesetzt

worden waren, zusammen mit Aspergillus fumigatus-Antigenen (Cat 19: 2,5

µg/ml bzw. 5 µg/ml, Sod Mang 2: 10 µg/ml, EC EXL: 5 µg/ml, PP EXL: 0,5

µg/ml, PP SAB: 1:64 (1:50)) inkubiert. Nach 7 Tagen im Brutschrank bei 37°C

und 5% CO2 wurde 30 U/ml IL-2 zugesetzt und die Kultur weitere 3 Tage im

Brutschrank gelassen. 

Am 10. Tag wurden die stimulierten T-Zellblasten gewaschen, gezählt und in ei-

ner 24-Loch-Platte weiterkultiviert. Es wurden pro Loch 5 x 105 T-Zellblasten in

2 ml von oben genanntem Mediumgemisch mit dem 2- bis 5-fachen an auto-

logen, bestrahlten PBMC (“feeders”), 30 U/ml IL-2 und einem Fünftel bzw.

einem Achtel der Ausgangskonzentration der Antigene eingesetzt. 

Im Folgenden wurden die T-Zellblasten einmal wöchentlich restimuliert. Waren

die Löcher noch vor Ablauf einer Woche voll bewachsen, wurden die Zellen

geteilt und mit frischem Medium (RPMI mit IL-2, HS und Gentamicinsulfat, aber

ohne Aspergillus fumigatus-Antigen und ohne “feeders”) aufgefüllt.
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2.11 Magnetic Cell Sorting zur CD4+/CD8+ Selektion aus PBMC

Für die magnetische Zellseparation (MACS) von CD4+ bzw. CD8+ Lympho-

zyten aus isolierten PBMC wurden zunächst je 1 x 107 der gewaschenen PBMC

in 80 µl Phosphat-gepufferter, physiologischer Kochsalzlösung (pH 7,2), die mit

0,5% BSA und 2 mM EDTA versetzt war, aufgenommen. Die Zellen wurden

nun magnetisch markiert mit kolloidalen super-paramagnetischen MicroBeads

(MACS CD4 bzw. CD8 MicroBeads, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach), die an

monoklonale Maus-Antikörper konjugiert waren, die gegen das menschliche

Zelloberflächenantigen CD4 (LeuTM-3a) oder CD8 (LeuTM-2a) gerichtet sind. Es

wurden je 20 µl der MACS CD4 oder CD8 MicroBeads zu den Zellen hinzuge-

fügt, gut durchmischt und 15 Minuten lang bei 8°C inkubiert. Anschließend wur-

den die Zellen mit 1-2 ml von oben genanntem Puffer gewaschen, 10 Minuten

lang mit 200 rpm zentrifugiert und wiederum in 500 µl Puffer aufgenommen.

Danach wurde eine Säule vom Typ MS+, die in das Magnetfeld eines Mini-

MACS Separators (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) plaziert worden war, mit

500 µl Puffer gefüllt, die vorbehandelten Zellen darauf gegeben und dreimal mit

500 µl Puffer nachgespült. Während die nicht-markierten negativen Zellen die

Säule ungestört passierten, wurden die magnetisch markierten CD4+ oder

CD8+ Zellen in der Säule im Bereich des Magnetfeldes zurückgehalten. Somit

wurden die unmarkierten, CD4- oder CD8- Zellen von den CD4+ bzw. CD8+

Zellen getrennt. Nach Entfernen der Säule aus dem Magnetfeld, konnten die

CD4+ oder CD8+ Zellen, als positiv selektierte Zellfraktion, separat aufgefan-

gen und für Proliferationsassays eingesetzt werden. Nachdem die CD4+ und

CD8+ Zellen aus den PBMC selektioniert worden waren, blieb die Fraktion der

CD4-CD8- Zellen übrig.
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2.12 Bestimmung der Oberflächenmarker mittels FACS-Analyse

2.12.1 Materalien für FACS-Analyse

Monoklonale murine Antikörper der Firma Pharmingen (Hamburg) in 3 ver-

schieden Markierungen: FITC, PE, Cychrome:

Anti-CD3 allgemeiner T-Zellmarker

Anti-CD4 Marker für T-Helferzellen

Anti-CD8 Marker für cytotoxische T-Zellen

Anti-CD14 Marker für myelomonozytische Zellen

Anti-CD19 Marker für B-Zellen

Anti-CD25 Marker für aktivierte T-Zellen

Anti-CD56 Marker für NK-Zellen

Puffer und Lösungen

Waschpuffer:

450 ml Hanks´ Balanced Salt Solution PAA, Linz, Austria

325 mg Natriumazid Serva, Heidelberg

50 ml FCS Sigma, St. Louis, USA

2.12.2 FACS-Markierung

Zur immunphänotypischen Charakterisierung und Quantifizierung von Lympho-

zytenpopulationen der T-Zellinien am Zytofluorographen (fluorescence-

activated-cell-sorter, FACS) wurden murine monoklonale Antikörper gegen ver-

schiedene Oberflächenproteine, die die unterschiedlichen Subpopulationen der

Lymphozyten exprimierten, in 3 verschiedenen Markierungen eingesetzt. Es er-

folgte eine Bindung der spezifischen konjugierten MAK an die Lymphozyten.

Zunächst wurden frische oder aufgetaute Zellen gezählt und 10 Minuten bei

1000 rpm und 10°C zentrifugiert. Der Überstand wurde abgekippt und je 2 x 105
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Zellen in 500 µl Waschpuffer aufgenommen. Um durch die Blockade der Fc-

Rezeptoren ein unspezifisches Binden der AK zu verhindern, wurde zum

Waschmedium 10% FCS hinzugefügt. Zu der Zellsuspension wurden je 10 µl

der o.g. konjugierten MAK in FACS-Röhrchen (Falcon, Heidelberg) hinzupipet-

tiert, gründlich durchmischt und dann unter Lichtschutz 15 Minuten bei 4°C

inkubiert. Nach erneutem zweimaligen Waschen und Zentrifugieren wurde der

Überstand vorsichtig abgenommen und die Zellen in 500 µl Waschpuffer resus-

pendiert. Zur Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen wurden 50 µl

einer 1:100 in Waschpuffer verdünnten Lösung von 2 mg/ml Propidiumjodid

zugegeben. 

Diese 2- bis 3-fach markierten Proben wurden mit dem FacsCalibur® (Becton

Dickinson) gemessen und mit einem Computerprogramm ausgewertet.

Als Negativkontrolle und zum Einstellen des Gerätes dienten bei jeder Färbung

Isotypenkontrollen.

2.13 IFN-γγ ELISPOT

Der ELISPOT ist eine Variation des ELISA. Dabei werden Zellen auf Antikörper

(AK) gegeben, die an einer Plastikoberflache immobilisiert sind. Diese fangen

die Sekretionsprodukte der Zellen ein. Anschließend weißt man die Sekretions-

produkte wie beim ELISA mit Hilfe eines enzymgekoppelten AK nach. Eine en-

zymatische Farbreaktion findet nur dort statt, wo spezifische AK gebunden sind.

So werden farbige Flecken (Spots) sichtbar, anhand derer man die Zahl der

Zellen, die ein bestimmtes Produkt sezernieren, bestimmen kann bzw. die Frei-

setzung dieses Produktes quantifizieren kann.

Es wurde eine Nitrocellulose HA-Platte (MAHA S4510, Millipore) mit 1 µg/well

anti-humanem IFN-γ Antikörper (Mab-D1K, MABTECH, Hölzel, Köln) beschich-

tet, der in 100 µl sterilem kalzium- und magnesiumfreien PBS gelöst war. Über

Nacht wurde die Platte bei 4°C gelagert. Am nächsten Tag wurde die beschich-
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tete Platte fünfmal mit 200 µl/well PBS gewaschen. Im Anschluß daran wurden

zum Blockieren 100 µl/well RPMI 1640 mit 10% Humanserum (HS) zugegeben,

und die Platte wurde eine Stunde lang bei 37°C ruhen gelassen. Währenddes-

sen wurden 1 x 105 PBMC/100 µl aufgenommen, sowohl in reinem HS, als

auch in HS, dem entweder das Aspergillus fumigatus-Antigenextrakt EC SAB in

Konzentrationen von 10 µg/ml sowie 20 µg/ml oder 1% PHA zugesetzt worden

war. Je 100 µl dieser Zellsuspensionen wurde in Triplikaten in die Löcher gege-

ben und 20 h lang bei 37°C im Brutschrank, in einer feuchten, 5% CO2 ent-

haltenden Atmosphäre, inkubiert. Nachdem die Platte sechsmal mit

PBS/Tween20 0,05% in einer Schüssel gewaschen worden war, wurden 0,2

µg/well eines enzymgekoppelten anti-humanen IFN-γ AKs (Mab 7B6-1-Biotin,

MABTECH, Hölzel, Köln), der in 100 µl PBS/BSA 0,5% gelöst worden war, zu

den Zellen in die Löcher hinzugefügt. Wiederum wurde die Platte 2 Stunden

lang bei 37°C ruhengelassen und anschließend im gleichen Puffer wie zuvor

sechsmal gewaschen. Danach wurden 100 µl/well eines Avidin-Peroxidase-

Komplexes (Vectastain Elite Kit, Vector) zugegeben und die Platte bei Raum-

temperatur stehengelassen. Nach einer Stunde wurde dreimal mit dem Puffer

und weitere dreimal mit reinem PBS gewaschen. Schließlich wurden 100 µl/well

AEC-Substrat-Lösung, hergestellt aus 1 Tablette AEC (Sigma, St. Louis, USA),

die in 2,5 ml Dimethylformamid gelöst und mit 47,5 ml Acetatpuffer (bestehend

aus 46,9 ml Millipore H2O + 4,6 ml 0,1 N Essigsäure + 11 ml 0,1 N NaAcetat-

Lösung) ergänzt worden war, zugegeben. Als Reaktionsstarter wurden zu den

50 ml AEC-Lösung 25 µl H2O2 30% hinzugefügt, gut gemischt und steril filtriert

durch einen 0,45 µm-Spritzen-Filter. Um die Reaktion nach 4 Minuten zu stop-

pen, wurde die Platte unter fließendem, destilliertem Wasser gewaschen. Eine

Nacht lang wurde die Platte dann bei Raumtemperatur im Dunkeln gelagert und

danach bei 4°C aufbewahrt, bis die Spots ausgewertet wurden.
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2.14 Zytokin-ELISAs

Die quantitative Bestimmung von Zytokinen im Zellkulturüberstand läßt sich mit

käuflich erwerbbaren ELISAs durchführen. Es wurden ELISA-Kits der Firmen

R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt, Diagnostic Products Corpora-

tion, Los Angeles, USA und Biozol Diagnostica Vertrieb GmbH, Echingen ver-

wendet. Die ELISAs wurden zur Unterscheidung von T-Zellen des Typs TH1

und TH2 ausgewählt. Der Quantikine human IL-4 Kit, R&D wurde nach dem re-

kombinanten NIBSC/WHO IL-4 internationalen Standard lot 88/656 eingestellt

mittels der Umrechnungsformel: 

NIBSC (88/656) äquivalenter Wert (IU/ml) = 0,0163 x Quantikine IL-4 Wert

(pg/ml).

Der rekombinante Standard des Milenia IL-10 ELISA, DPC, wurde am NIBSC-

Standard 92/515 kalibriert.

Der IFN-γ Standard, Biozol, wurde nach dem internationalen Referenzstandard

NBSB lot 82/587 geeicht. 

Alle Assays sind sowohl für den Nachweis von natürlichen humanen als auch

rekombinanten humanen Zytokinen geeignet. Die Zellkulturüberstände wurden

nach 5 Tagesstimulation der PBMC, beziehungsweise nach einer Induktions-

phase von 10 Tagen und den darauf folgenden weiteren Simulationen entnom-

men. Sie wurden sofort bei -70°C eingefroren. Nach Angaben der Hersteller

wurde die Bestimmung der Zytokinkonzentration durchgeführt. Die ELISA-

Platten waren mit monoklonalen Antikörpern spezifisch für das jeweilige Zytokin

vorbeschichtet. Nach der Inkubation bildeten diese Antikörper mit den, in den

Zellkulturüberständen enthaltenen Zytokinen einen Immunkomplex, der mit

einem zweiten, gegen das Zytokin gerichteten, Peroxidase-konjugierten Anti-

körper (bei IL-4 und IL-10), beziehungsweise Biotin-konjugierten Antikörper (bei

IFN-γ) nachgewiesen wurde. Bei Zugabe von Substratlösung erhielt man eine

Farbreaktion, die proportional zu der gebundenen Zytokinmenge war. Die

Lichtabsorption des Farbstoffs wurde bei 450 nm in einem SLT Spectra ELISA-

Reader gemessen. Die Auswertung erfolgte mit der Software Synelisa Version
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3.2 der Firma Elias. Die Standardkurven wurden entweder nach der linearen

Regressionsmethode (IFN-γ) oder nach der 4-Parameter-Methode (IL-4, IL-10)

ausgewertet und die Konzentrationen der verschiedenen Zytokine innerhalb

dieser Standardkurve automatisch mittels des oben genannten Programms

berechnet.

2.15 Statistische Verfahren

Die statistischen Analysen in dieser Pilotstudie wurden zu rein deskriptiven

Zwecken durchgeführt ohne vorherbestehende Hypothesen. Die Auswertung

wurde gemeinsam mit Herrn C. Meisner vom Institut für Medizinische Informa-

tionsverarbeitung, Tübingen, vorgenommen. Alle untersuchten Variablen

waren, entsprechend der Immunreaktionen in der Grundgesamtheit aller Lym-

phozytenspender, nicht normalverteilt. Deshalb wurden sie mit ihren Medianen

und Spannweiten beschrieben. Wilcoxon signed-ranks Tests für abhängige

Variablen wurden angewandt, um die unterschiedliche Stimulierbarkeit der

Lymphozyten bei verschiedenen Konzentrationen jeweils ein und des selben

Antigens zu erfassen. Mann-Whitney U Tests wurden durchgeführt, um die

Verteilungen der Variablen zwischen Patienten mit progredienten klinischen

Manifestationen einer invasiven Aspergillose und Patienten mit offensichtlichem

klinischen Ansprechen auf eine antimykotische Behandlung zu vergleichen.

Spearman’s rank-order Korrelationskoeffizienten wurden errechnet, um die

Verbindung zwischen Aspergillus-spezifischer Lymphoproliferation, Neutro-

philenzahlen und Steroiddosen sowie zwischen Steroiddosen und der IFN-γ

Ausschüttung in Kulturüberständen zu beschreiben. McNemar’s Tests und Sign

Tests wurden angewandt, um die lymphoproliferativen Antworten nach Sti-

mulation mit CMV, EC SAB und Tetanus-Toxoid zu vergleichen sowie die

IFN-c/IL-10 Verhältnisse. Die Testergebnisse wurden mit zweiseitigen nomi-

nalen P-Werten präsentiert. Ein P-Wert von P<0,05 gilt als statistisch auffällig.
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Die Analysen wurden mit den Programmen JMP Version 3.1.6.2 und SAS Sy-

stem für Windows 8.0 Software durchgeführt (SAS Institute, Cary, NC).
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3 Ergebnisse

3.1 Gesunde Probanden

3.1.1 Austestung der verschiedenen Aspergillus fumigatus-Antigene

Die sechs Tage andauernde Lymphozytenproliferation, induziert durch unter-

schiedliche Aspergillus fumigatus-Antigene, gemessen durch die a-Emission

inkorporierten Tritiums ([3H]-Thymidin) [cpm], wurde durch den Stimulations-

Index (SI) erfaßt. Der SI ist definiert als Quotient aus mittlerem Absolutwert der

a-Emission stimulierter Zellen und der mittleren Absolutemission unstimulierter

Zellen (Negativkontrolle). Ein SI von m 3 wurde als positive lymphoproliferative

Antwort gewertet. Bei dieser Arbeit handelt es sich um eine hypothesengene-

rierende Pilotstudie zur Austestung der Lymphozytenproliferation auf unter-

schiedliche Aspergillus fumigatus-Antigene. Es wurde die Hypothese überprüft,

daß Aspergillus-Antigene eine konzentrationsabhängige Proliferation auslösen.

3.1.1.1 Intrazelluäre Antigenextrakte von Aspergillus fumigatus

3.1.1.1.1 EC SAB

Mononukleäre Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC) von gesunden Proban-

den (n=16) wurden mit verschiedenen Konzentrationen des Aspergillus

fumigatus-Zellextrakts EC SAB inkubiert. Die Titrationsreihe erstreckte sich von

50 µg bis 50 ng Protein/ml (Abb. 2). Bei 14 von 16 gesunden Probanden

(87,5%) wurde ein maximaler Stimulations-Index von m 3 am sechsten Tag des

Proliferationsassays dokumentiert [Median der maximalen SI für EC SAB: 7,1;

Spannweite: 2,1 - 86,9]. Alle Testpersonen zeigten eine gute Lymphoprolifera-

tion nach Stimulation mit PHA und Tetanus-Toxoid (TT) [Median SI für PHA:

15,6; Spannweite: 4,1 - 176,5; Median SI für TT: 9,4; Spannweite: 3,3 - 191,6].

PHA diente als Positivkontrolle durch unspezifische Aktivierung aller T-

Lymphozyten und TT durch spezifische Stimulation MHC-II-restringierter CD4+
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T-Lymphozyten in Tetanus-geimpften Personen. Die selben 14 Probanden, die

auf EC SAB auffällig reagiert hatten, zeigten auch unter Kultur mit dem Lym-

phokin IL-2 positive Ergebnisse mit ebenfalls großer Variationsbreite [Median SI

für IL-2: 11; Spannweite: 2,2 - 132,5]. Die Lymphozyten, die im Rahmen der Ti-

trationsreihe mit 5 µg/ml des Antigengemisches EC SAB stimuliert wurden,

demonstrierten maximale Proliferation. Im Vergleich war diese Konzentration

der Proteinkonzentration von 50 µg/ml um das 3,3-fache (P<0,0001), der von

500 ng/ml um das 1,5-fache (P=0,013) und der von 50 ng/ml um das 2,5-fache

(P<0,0001) überlegen. Aus diesem Grund wurde für alle weiteren Experimente

mit EC SAB die 5 µg/ml Konzentration ausgewählt.

Abb. 2:

        

       

EC SAB                    

Abb. 2 zeigt die SI der Verdünnungsreihe von EC SAB in Konzentrationen von

50 - 0,05 µg/ml mit IL-2 und PHA als Positivkontrollen. Die Grenzen dieses

Box-Plots geben die Spannweite des kleinsten und größten SI-Wertes wieder.
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3.1.1.1.2 EC EXL

Die lymphoproliferative Antwort auf das Zellextrakt EC EXL (gewonnen aus As-

pergillus fumigatus im Hefemedium) wurde an den selben gesunden Proban-

den (n=16) wie bei EC SAB getestet. Die Konzentration von EC EXL betrug 500

µg Protein/ml, die in Zehnerschritten bis auf 50 ng Protein/ml heruntertitriert

wurde. Außerdem entstammten die Blutproben teilweise anderen Zeitpunkten,

als jene für die Austestung von EC SAB. Nach Inkubation der PBMC mit EC

EXL zeigte sich bei 9 der 16 Testpersonen (56,25%) ein maximaler SI m 3 [Me-

dian der maximalen SI: 3,35; Spannweite: 1,5 - 126,2]. Wiederum wiesen PHA

und Tetanus-Toxoid in allen Fällen positive Proliferationsergebnisse auf [Me-

dian SI für PHA: 15,6; Spannweite: 4,1 - 115,4; Median SI für TT: 9,4; Spann-

weite: 3,3 - 292,2]. Analog zu den Meßwerten der IL-2-Kultur bei EC SAB

zeigten auch bei dieser Versuchsreihe die selben 14 Probanden auffällige Pro-

liferation [Median SI für IL-2: 11; Spannweite: 2,2 - 420,6]. Lymphozyten, die

mit 5 µg/ml EC EXL stimuliert wurden, proliferierten im Vergleich zu anderen

Proteinmengen um ein Vielfaches mehr (500 µg/ml: 23,1-fach (P<0,0001); 50

µg/ml: 1,1-fach (P=0,64); 500 ng/ml: 1,2-fach (P=0,005); 50 ng/ml: 3,7-fach

(P=0,008)). Daraus läßt sich schließen, daß zwischen der 5 µg/ml und der 50

µg/ml Konzentration von EC EXL kein wesentlicher Unterschied besteht und

somit beide gleichermaßen gut geeignet sind zur Induktion der Lymphozyten-

proliferation.  

3.1.1.2 Extrazelluläre Antigenlysate von Aspergillus fumigatus

3.1.1.2.1 PP SAB

Die Austestung der lymphoproliferativen Antwort auf das Aspergillus fumigatus-

Präzipitat des Sabouraud-Mediums PP SAB (Kulturüberstand) erfolgte parallel

zu der Versuchsreihe mit EC EXL. PBMC der selben gesunden Probanden
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wurden mit PP SAB stimuliert (Ausnahme Proband Nr. 13). Die Stichproben-

größe umfaßte daher nur 15 Personen. Die verwendeten Proteinkonzentra-

tionen von PP SAB bei den Verdünnungsreihen deckten einen Bereich von 50

µg/ml bis 5 ng/ml ab. Bei 6 der 15 untersuchten Personen (40%) fand sich ein

maximaler Stimulations-Index von m 3 am sechsten Tag des Proliferationsas-

says [Median der maximalen SI: 2,1; Spannweite: 1,3 - 53,0]. Im Vergleich zu

der EC EXL-Versuchsreihe zeigten PHA und Tetanus-Toxoid ebenfalls

ausschließlich positive Proliferationsergebnisse aber leicht verschobene Medi-

ane aufgrund der veränderten Stichprobengröße [Median SI für PHA: 15,6;

Spannweite: 4,1 - 115,4; Median SI für TT: 9,1; Spannweite: 3,3 - 292,2]. Unter

IL-2 waren die Stimulations-Indices bei 13 der 15 Probanden m 3 [Median SI für

IL-2: 10,4; Spannweite: 2,2 - 420,6]. Die beste Lymphoproliferation nach Stimu-

lation mit PP SAB wurde bei einer Konzentration von 50 ng/ml beobachtet.

Diese war den anderen Proteingehalten überlegen (50 µg/ml: 9,5-fach

(P=0,008); 5 µg/ml: 10,3-fach (P<0,0001); 500 ng/ml: 2,2-fach (P=0,005); 5

ng/ml: 1,1-fach (P=0,552)). Zwischen der 50 ng/ml und 5 ng/ml Konzentration

ist demzufolge statistisch kein auffälliger Unterschied festzustellen, obwohl bei

50 ng/ml die Lymphoproliferation etwas dominanter war. Demnach eignen sich

diese beiden Konzentrationen von PP SAB zur Stimulation von Lymphozyten.

3.1.1.2.2 PP EXL

Die Untersuchungen mit dem Präzipitat PP EXL (von Aspergillus fumigatus im

Hefemedium) wurden an den PBMC der selben 15 gesunden Probanden

durchgeführt, die auch mit PP SAB stimuliert worden waren. Die eingesetzten

Proteinkonzentrationen von PP EXL reichten von 50 µg/ml bis 5 ng/ml. Mit die-

sem Antigengemisch wiesen die PBMC von 8 der 15 Versuchspersonen

(53,3%) nach der sechstägigen Kultur einen maximalen SI von m 3 auf [Median

der maximalen SI: 3,0; Spannweite: 1,2 - 22,7]. Für die Positivkontrollen PHA,

Tetanus-Toxoid und IL-2 gelten die selben Ergebnisse, die bereits im
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vorhergehenden Abschnitt 3.1.1.2.1 unter PP SAB aufgeführt worden sind. Die

Proliferation nach Stimulation mit der besten Konzentration von 500 ng/ml PP

EXL stellte sich um 20,1-fach stärker heraus als mit 50 µg/ml (P=0,0001) und

2,45-fach stärker als mit 5 ng/ml (P=0,016). Die dazwischen liegenden Konzen-

trationen (5 µg/ml und 50 ng/ml) zeigten hingegen im Vergleich zu 500 ng/ml

keine signifikanten Unterschiede in der Stimulation. 

3.1.1.3 Hitzeinaktivierte Konidien von Aspergillus fumigatus

Mit einer Suspension hitzeinaktivierter Konidien verschiedener Konzentrationen

(5 x 105 - 5 x 103 Konidien/ml) wurden bei 8 gesunden Probanden Proli-

ferationsanalysen an PBMC durchgeführt (Abb. 3). Dabei vermehrten sich die

Zellen von 7 der 8 Personen (87,5%) stark mit jeweils einem maximalen SI von

m 3 [Median der maximalen SI: 17,45; Spannweite: 2 - 83,1]. Bei allen geteste-

ten Probanden wurde IL-2 als Kontrolle eingesetzt, das ausschließlich positive

Ergebnisse lieferte [Median der SI für IL-2: 83,85; Spannweite: 46,2 - 190,3].

Zudem wurde PHA bei 5 der 8 Personen mituntersucht, das ebenfalls in allen

Fällen auffällige Lymphoproliferationen hervorrief [Median der SI für PHA: 86,3;

Spannweite: 18,5 - 234,6]. Wie sich in den Verdünnungsreihen mit den hitze-

inaktivierten Konidien herausstellte, lag die beste lymphoproliferative Antwort

bei einer Konzentration von 1 x 105 Konidien/ml. Diese war um den Faktor 8,15

höher als bei 5 x 105 Konidien/ml (P=0,031), um 1,7 höher als bei 5 x 104

(P=0,078), um 3,2 höher als bei 1 x 104 (P=0,016) und um 6,15 höher als bei 5

x 103 Konidien/ml (P=0,031). 
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Abb. 3:

   Konidien (x 105)                    

Abb. 3 stellt die SI der Verdünnungsreihe der Konidiensuspension in Konzen-

trationen von 5 x 105 - 5 x 103 Konidien/ml mit IL-2 als Positivkontrolle dar. Die

Grenzen dieses Box-Plots geben die Spannweite des kleinsten und größten SI-

Wertes wieder.

3.1.1.4 Rekombinante Proteine von Aspergillus fumigatus

3.1.1.4.1 Catalase (90 kDa)

Das rekombinant in der Hefe Pichia Pastoris exprimierte Aspergillus fumigatus-

Protein Catalse  (Cat 19), diente bei 11 gesunden Probanden als Stimulans der

PBMC (Abb. 4). Davon offenbarten 8 Personen (72,7%) einen maximalen SI

von m 3 [Median der maximalen SI: 3,6; Spannweite: 2,2 - 153,3]. PHA und

Tetanus-Toxoid führten in allen Fällen zu einer positiven Lymphoproliferation

[Median SI für PHA: 15,6; Spannweite: 4,1 - 115,4; Median SI für TT: 9,7;

Spannweite: 3,3 - 292,2]. Die Stimulations-Indices unter IL-2 waren bei 9 der 11

Testpersonen m 3 [Median SI für IL-2: 12,2; Spannweite: 2,2 - 420,6].
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Es zeigte sich, daß die beste lymphoproliferative Antwort bei einer Konzentra-

tion von 5 µg Protein/ml zu finden war, die zugleich dem höchstmöglichen aus-

getesteten Proteingehalt entsprach. Im Vergleich zu den drei niedrigeren

Konzentrationen von Cat 19 proliferierten die PBMC nach Zugabe von 5 µg/ml

um das 1,5-fache gegenüber 500 ng/ml (P=0,014), um das 1,85-fache ge-

genüber 50 ng/ml (P=0,010) und um das 2,1-fache gegenüber 5 ng/ml

(P=0,004).

Abb. 4:

  

Cat 19                

Abb. 4 demonstriert den Vergleich der SI der Verdünnungsreihe von Cat 19 in

Konzentrationen von 5 - 0,05 µg/ml mit den Positivkontrollen IL-2 und PHA. Die

Grenzen dieses Box-Plots geben die Spannweite des kleinsten und größten SI-

Wertes wieder.

3.1.1.4.2 Dipeptidylpeptidase V (88 kDa)

Die ebenfalls in Pichia Pastoris rekombinant produzierte Dipeptidylpeptidase V

von Aspergillus fumigatus (DPP V), wurde bei 16 gesunden Probanden zur
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Lymphozytenstimulation eingesetzt. Das Spektrum der verwendeten Protein-

konzentrationen erstreckte sich von 5 µg/ml bis 500 pg/ml. Ein maximaler SI

von m 3 ließ sich bei 4 der 16 Versuchspersonen (25%) beobachten [Median

der maximalen SI: 1,95; Spannweite: 0,9 - 8,4]. PHA und Tetanus-Toxoid in-

duzierten bei allen untersuchten Probanden eine starke Lymphoproliferation

[Median SI für PHA: 15,6; Spannweite: 4,1 - 78,5; Median SI für TT: 9,4;

Spannweite: 3,3 - 247,2]. Die Stimulations-Indices unter IL-2 waren bei 9 der 11

Testpersonen m 3 [Median SI für IL-2: 11; Spannweite: 2,2 - 132,5].

Am besten proliferierten die PBMC bei einer Konzentration von 500 ng

Protein/ml. Bei dieser Konzentration war die lymphoproliferative Antwort nach

Stimulation mit DPP V leicht gegenüber den anderen ausgetesteten Konzentra-

tionen erhöht. Jedoch zeigte nur der Vergleich der SI der 500 ng/ml Konzentra-

tion mit den SI der 500 pg/ml Konzentration einen auffälligen Unterschied von

P=0,004.

3.1.1.4.3 Weitere rekombinante Proteine von Aspergillus fumigatus

Die Austestung der rekombinanten Superoxid Dismutase (Sod Mang 2) er-

folgte an PBMC von 4 verschiedenen gesunden Probanden. Die Lymphozyten

aller 4 Testpersonen zeigten bei der höchstmöglichen eingesetzten Konzentra-

tion von 5 µg/ml, die wie bei allen diesen rekombinanten Proteinen durch die

geringe Menge des zur Verfügung stehenden Antigens limitiert wurde, einen

maximalen SI von m 3 [Median der maximalen SI für Sod Mang 2: 155,65;

Spannweite: 8,6 - 167,9]. Parallel dazu wurde auch die Lymphozytenstimulation

mit der Metalloprotease (Mep 5; 230 µg/ml), Aspartatprotease (Pep 6; 578

µg/ml) und der Ribonuklease (RNase, hergestellt im Pichia Pastoris-Stamm

46.29; 52,5 µg/ml) untersucht. Ebenfalls bei 5 µg Protein/ml war unter Stimula-

tion mit Mep 5 bei 3 der 4 Testpersonen ein positiver maximaler SI festzuhalten

[Median der maximalen SI für Mep 5: 18,45; Spannweite: 1,8 - 44,7] und unter

Pep 6 wiederum sogar bei allen 4 Probanden [Median der maximalen SI für
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Pep 6: 56,9; Spannweite: 3,9 - 141,0]. Mit der RNase hingegen zeigten nur die

PBMC von 1 der 4 Testpersonen (25%) eine gute Lymphoproliferation bei 500

ng/ml [Median der maximalen SI für RNase: 1,9; Spannweite: 0,6 - 3,7]. 

Kultivierung mit PHA, Tetanus-Toxoid sowie IL-2 führten bei allen untersuchten

Personen zu einer sehr starken Lymphozytenvermehrung [Median SI für PHA:

64,6; Spannweite: 27,2 - 115,4; Median SI für TT: 174,55; Spannweite: 80,9 -

292,2; Median SI für IL-2: 139,3; Spannweite: 106,8 - 420,6].

3.1.2 Bestimmung der Proliferation selektionierter T-Zellen auf EC SAB

Im folgenden wurde die proliferative Kapazität einzelner T-Zellpopulationen auf

Induktion mit EC SAB untersucht. Dafür wurden zunächst isolierte PBMC von

drei Probanden (Nr. 24, Nr. 12 und Nr. 29) mittels MACS (2.11) nach CD4+ be-

ziehungsweise CD8+ und bei Proband Nr. 29 noch zusätzlich nach CD4-CD8-

T-Zellfraktionen (in Tabelle I, aber nicht in Abb. 5 aufgeführt) selektioniert. In all

diesen Fällen zeigte es sich, daß sich die Untergruppe der CD4+ T-Zellen als

Reaktion auf EC SAB rasch vermehrte in Anwesenheit von autologen, bestrahl-

ten PBMC zur Antigenpräsentation (APC), während die effektive Lymphoproli-

feration (2.9.2) sowohl der CD4+ T-Zellen ohne autologe, bestrahlte PBMC, als

auch der CD8+ Population und CD4-CD8- Populationen gering war (Tabelle I;

Abb. 5). Im Vergleich zu CD4+ T-Zellen proliferierten PBMC nicht ganz so

stark, aber dennoch gut. Um die Ergebnisse miteinander vergleichen zu

können, wurden die berechneten Werte der effektiven Lymphoproliferation der

verschiedenen Fraktionen in Relation zur CD4+ Subpopulation mit APC (100%)

prozentual angegeben.
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Tabelle I:

Proband Nr. 24

49,521.78322222.005PBMC
4,51.9881142.102CD8+APC+
7,33.1981263.324CD4+APC-
10044.0282.13646.164CD4+APC+

effektive
Proliferation

[%]

 Emissions-
differenz

[cpm]

    ohne     
EC SAB
[cpm]

5 µg/ml
EC SAB
[cpm]

Zellfraktion

Proband Nr. 12

24,410.30212010.422PBMC
6,32.6461152.761CD8+APC+
n.d.n.d.n.d.n.d.CD4+APC-
10042.2022.65644.858CD4+APC+

effektive
Proliferation

[%]

 Emissions-
differenz

[cpm]

     ohne     
EC SAB
[cpm]

5 µg/ml
EC SAB
[cpm]

Zellfraktion

Proband Nr. 29

0,294351445CD4-CD8-APC-
5,73.2675193.786CD4-CD8-APC+
0-106757CD8+APC-

57,633.09626533.361PBMC
6,73.8252284.053CD8+APC+
3,41.9631122.075CD4+APC-
10057.4921.57459.066CD4+APC+

effektive
Proliferation

[%]

Emissions-
differenz

[cpm]

     ohne      
EC SAB
[cpm]

5 µg/ml
EC SAB
[cpm]

Zellfraktion
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Abb. 5:

3.1.3 Bestimmung der Zytokinproduktion von Aspergillus-spezifischen T-

Zellen mittels IFN-γγ ELISPOT und Zytokin-ELISA

3.1.3.1 IFN-γγ Freisetzung von PBMC gesunder Probanden im ELISPOT

Die Zytokinsekretion von PBMC dreier gesunder Probanden (14, 24, 54) nach

Stimulation mit dem Antigengemisch EC SAB wurde zunächst mit der Methode

des IFN-γ ELISPOTs (2.13) untersucht. Wie auch bei den Proliferationsassays

wurde mit dem unspezifischen T-Zellstimulans PHA das Ausmaß der IFN-γ-

Freisetzung der potentiellen Effektorzellen aus der Gruppe der PBMC ermittelt.

Dabei handelt es sich sowohl um CD4+ als auch CD8+ T-Zellen, die IFN-γ se-

zernieren. Nach Stimulation mit dem Antigenextrakt EC SAB in einer Konzen-

tration von 10 µg/ml zeigten zwischen 250 und 340 Zellen pro 105 PBMC eine

spezifische IFN-c Freisetzung (Abb. 6).
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Abb. 6:

3.1.3.2 Nachweis von Zytokinen im Kulturüberstand von gesunden

Probanden

Um die Aspergillus-spezifische Reaktionsantwort der T-Zellen anhand ihrer Zy-

tokinausschüttung näher zu charakterisieren, wurden PBMC von 17 gesunden

Probanden mit EC SAB in der optimalen Proteinkonzentration von 5 µg/ml sti-

muliert und die Zytokine IFN-c und IL-10 im Überstand analysiert. An 16 dieser

Testpersonen wurden Proliferationsassays mit EC SAB durchgeführt

(3.1.1.1.1).  

Das mittlere Alter dieser 17 gesunden Probanden lag bei 41 Jahren mit einer

breiten Spannweite von 23 bis 88 Jahren. Acht der Testpersonen waren männ-

lich und die übrigen 9 weiblichen Geschlechts.
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Zudem wurden PBMC von 11 dieser insgesamt 17 Probanden auch noch mit 5

µg/ml der rekombinanten Catalase Cat 19 zur Proliferation angeregt. Nach

fünftägiger Kultivierung wurde dann das freigesetzte IFN-γ, IL-10 und IL-4

(n=12) in den Kulturüberständen mittels standardisierten ELISAs erhoben

(2.14). Zur Spezifitätskontrolle der Zytokinausschüttung nach Stimulation mit

Aspergillus fumigatus-Antigenen wurde die Basisfreisetzung von IFN-γ und IL-

10 unstimulierter PBMC nach fünftägiger Kultivierung unter gleichen Bedingun-

gen wie bei der antigeninduzierten Proliferation bei 6 der 17 gesunden

Probanden mituntersucht (Abb. 7: no Ag). IFN-γ war in einer mittleren Konzen-

tration von 18,1 pg/ml [Spannweite: <1,0 - 83,3] im Zellüberstand zu finden. Die

mittlere Konzentration von IL-10 betrug 1,2 pg/ml [Spannweite: <1,0 - 11,9]. Als

Positivkontrolle für die Aspergillus-Antigen-unspezifische Zytokinfreisetzung,

also für die allgemeine Stimulierbarkeit aller T-Lymphozyten in Kultur, diente

das Mitogen PHA. Für IFN-γ ergab sich bei denselben 6 gesunden Probanden

nach Stimulation mit PHA eine mittlere Konzentration von >2000 pg/ml [Spann-

weite: 13,3 - >2000] im Zellüberstand. Die Ausschüttung von IL-10 belief sich

nach Aktivierung der PBMC mit PHA auf einer mittleren Konzentration von 389

pg/ml [Spannweite: <1,0 - 792,1]. 

Nach Stimulation mit EC SAB wurde ein deutlicher Anstieg in der Produktion

von IFN-γ [Median 128,7; Spannweite: 21,3 - 1519 pg/ml] und von IL-10 [Me-

dian: 39,4; Spannweite: 1,5 – 899,4 pg/ml] dokumentiert (Abb. 7). 13 der 17

Probanden zeigten IFN-γ Konzentrationen, die gegenüber IL-10 um mindestens

das 2-fache höher waren. Darüber hinaus wurde die Sekretion von IL-4 bei 12

der 17 gesunden Versuchspersonen mituntersucht. Auffälligerweise war bei al-

len 12 Probanden kein sezerniertes IL-4 meßbar. Dies läßt vermuten, daß die

ELISA-Kits für IL-4 nicht sensitiv genug waren.

Die Zytokinfreisetzung in den Kulturüberständen nach Stimulation mit der 90

kDa Catalase Cat 19 lieferte kongruente Ergebnisse mit einer erhöhten Sekre-

tion von IFN-γ [Median 149,3; Spannweite: 14,4 - >2000 pg/ml] sowie von IL-10

[Median: 10,05; Spannweite: 3,6 – 168,5 pg/ml] (Abb. 7) (Hebart et al., 2002).
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Abb. 7:
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Abb. 7 zeigt den Vergleich der mittels ELISA gemessenen Zytokinsekretion der

unstimulierten Zellen (no Ag) sowie der IFN-c und IL-10 Freisetzung nach

Stimulation der PBMC von gesunden Probanden mit EC SAB und der Catalase

Cat 19.  ∇ IFN-γ, ∆ IL-10

3.1.4 Kultivierung von Aspergillus-spezifischen T-Zellinien

Um die Aspergillus-spezifischen T-Zellen im Blut weiter zu charakterisieren,

wurde versucht, T-Zellen durch verschiedene Aspergillus fumigatus-Antigene in

vitro zu stimulieren und als Linien zu expandieren. Es wurden 9 T-Zellinien von

4 Gesunden etabliert. Zur Generation der T-Zellinien wurden PBMC 10 Tage

mit Aspergillus-Antigen und autologen Feederzellen (bestrahlte PBMC) stimu-

liert und danach durch wöchentliche Restimulation mit einem Fünftel oder

einem Achtel der anfänglichen Antigenkonzentration weitergeführt. Zusätzlich

erfolgte die Zugabe autologer Feederzellen und von IL-2 (2.10). Die nicht vor-

stimulierten PBMC waren in den 6 Tage andauernden Proliferationsassays
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(2.9.1) funktionstüchtig und lebendig. Sie zeigten eine gute, von der Anti-

genkonzentration abhängige Proliferation. Nach der zehntägigen Induktions-

phase zeigten die aktivierten Zellen jedoch nach erneuter Stimulation mit

Antigen im Proliferationsassay (2.9.3), bei dem nur 1 x 104 kultivierte Zellen

sowie 2-5 x 104 autologe bestrahlte PBMC eingesetzt wurden, keine spezifische

Proliferation auf das Antigen. Auch in nachfolgenden Proliferationsassays nach

längerer Kultivierung der T-Zellinien ließ sich keine Proliferation Aspergillus-

spezifischer T-Zellen nachweisen, obwohl im FACS (2.12) eindeutig eine vitale

CD4+ T-Zellpopulation vorhanden war, so daß die Spezifität dieser T-Zellinien

leider nicht geklärt werden konnte.

Exemplarisch werden im folgenden die FACS-Ergebnisse des Probanden Nr.

24 vorgestellt, von dem eine T-Zellinie durch Stimulation mit der rekombinanten

Catalase Cat 19 und eine weitere Linie durch Stimulation mit der rekombinan-

ten Superoxid Dismutase Sod Mang 2 generiert wurde (Abb. 8, Abb. 9). Beim

Vergleich der prozentualen Anteile (Zahlen in den rechten oberen Ecken) der

jeweiligen T-Zellsubpopulationen in Bezug auf die Grundgesamtheit der CD3+

T-Zellen in Kultur entsprechen, wird deutlich, daß kein qualitativer Unterschied

zwischen den beiden rekombinanten Proteinen C19 und SM besteht. Beide

Proteine sind potente Induktoren, da danach hohe Anteile von (63% (Cat 19)

bzw. 62% (Sod Mang 2)) CD4+ T-Zellen gemessen wurden. Im Laufe der Kul-

tivierung fand zudem eine positive Selektionierung statt mit einer weiteren rela-

tiven Zunahme der CD4+ T-Zellen in Kultur, die nach der 3. Stimulation anteilig

86% (Cat 19) bzw. 87% (Sod Mang 2) betrugen. Gegenläufig verhielten sich die

CD8+ T-Zellen (Abb. 8 und Abb. 9). Mit zunehmender Kultivierungsdauer war

auch ein Anstieg in der Expression von CD56 auf CD3+ Zellen zu vermerken

und parallel dazu eine leichte Vermehrung der CD56+CD3- NK-Zellen

(Prozentwerte im linken oberen Quadranten). 
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Abb. 8:
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Abb. 9:
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3.2 Hämatologische Patienten

3.2.1 Austestung der verschiedenen Aspergillus fumigatus-Antigene

3.2.1.1 Intrazelluäre Antigenextrakte von Aspergillus fumigatus

3.2.1.1.1 EC SAB

An PBMC von 24 hämatologischen Patienten mit erwiesener, wahrscheinlicher

oder vermuteter invasiver Aspergillose (1.4.3) nach Chemotherapie und/oder

allogener Stammzelltransplantation (SZT) bzw. Knochenmarktransplantation

wurde das Aspergillus fumigatus-Zellextrakt EC SAB ausgetestet. Zum Zeit-

punkt der Blutentnahme befanden sich einige der Patienten in Aplasie oder un-

ter Steroidtherapie nach KMT, was bei der Analyse der Lymphoproliferation auf

antigene Stimuli, insbesondere auch bei den Positivkontrollen PHA und IL-2,

berücksichtigt werden muß. Wie bei den Versuchen mit den PBMC gesunder

Probanden deckten die untersuchten Antigenkonzentrationen einen Bereich

von 50 µg bis 50 ng Protein/ml ab. Bei 16 der 24 kranken Probanden (66,7%)

wurde ein maximaler SI von m 3 am sechsten Tag des Proliferationsassays

dokumentiert [Median maximaler SI für EC SAB: 5,15; Spannweite: 0,9 -

125,9]. Die Positivkontrolle PHA zeigte eine auffällige Lymphoproliferation bei

15 von 23 Patienten [Median SI für PHA: 9,5; Spannweite: 1 - 1613,5]. Interes-

santerweise ließ sich bei PBMC von 6 der 8 Patienten, die nicht wesentlich auf

Stimulation mit EC SAB reagiert hatten, auch mit PHA keine positive Lympho-

zytenvermehrung induzieren. Nach Stimulation mit TT zeigten 12 von 24 Pati-

enten eine spezifische Proliferation [Median SI für TT: 2,6; Spannweite: 0,7 -

112,7]. Mit IL-2 dagegen waren bei 21 von 24 Probanden positive Ergebnisse

zu vermerken [Median SI für IL-2: 8,4; Spannweite: 0,5 - 201,5].
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3.2.1.1.2 EC EXL

Die lymphoproliferative Antwort auf EC EXL wurde an PBMC von 23 der obigen

Patienten ermittelt. Die eingesetzten Antigenkonzentrationen lagen im selben

Bereich wie bei den gesunden Probanden. Nach Inkubation der PBMC mit EC

EXL wiesen 10 der 23 Testpersonen (43,5%) einen maximalen SI von m 3 auf

[Median der maximalen SI: 2,6; Spannweite: 0,5 - 273,1]. Nach Stimulation mit

PHA zeigten 16 der 23 kranken Probanden positive Proliferationsergebnisse

[Median SI für PHA: 11,2; Spannweite: 1 - 674,9], mit TT 11 der 23 Patienten

[Median SI für TT: 2; Spannweite: 0,4 - 129,5] und mit IL-2 19 der 23 Patienten

[Median SI für IL-2: 8,9; Spannweite: 0,5 - 201,5]. 

3.2.1.2 Extrazelluläre Antigenlysate von Aspergillus fumigatus

3.2.1.2.1 PP SAB

Die Austestung der lymphoproliferativen Antwort auf PP SAB wurde an PBMC

von 18 Patienten durchgeführt. Die eingesetzten Proteinkonzentrationen von

PP SAB erstreckten sich über einen Bereich von 50 µg/ml bis 5 ng/ml. Bei 7 der

18 untersuchten Personen (39%) zeigte sich ein maximaler SI von m 3 [Median

der maximalen SI: 1,95; Spannweite: 1 - 21,5], nach Stimulation mit PHA bei 11

der 18 Patienten [Median SI für PHA: 7,15; Spannweite: 1 - 236], mit TT bei 7

der 18 [Median SI für TT: 1,6; Spannweite: 0,7 - 23,6] und mit IL-2 bei 15 der

18 Probanden [Median SI für IL-2: 8,4; Spannweite: 0,5 - 201,5]. 

3.2.1.2.2 PP EXL

Mit PP EXL wurden Untersuchungen bei den gleichen PBMC der 18 Patienten

durchgeführt, die auch mit PP SAB stimuliert worden waren. Die eingesetzten
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Proteinkonzentrationen von PP EXL rangierten von 50 µg/ml bis 5 ng/ml. 10 der

18 Probanden (55,6%) zeigten nach der sechstägigen Lymphoproliferation mit

PP EXL einen maximalen SI von m 3 [Median der maximalen SI: 3,15; Spann-

weite: 0,7 - 24,2]. Alle 8 Patienten, die auf PP EXL nicht proliferierten, hatten

auch auf PP SAB keine Reaktion gezeigt. Für die Mediane und Spannweiten

der Positivkontrollen PHA, TT und IL-2 gelten die selben Ergebnisse, wie

bereits im vorhergehenden Abschnitt 3.2.1.2.1 unter PP SAB beschrieben. 

3.2.1.3 Hitzeinaktivierte Konidien von Aspergillus fumigatus

Bei 7 Patienten wurden mit einer Suspension hitzeinaktivierter Konidien in

Konzentrationen von 5 x 105 bis 5 x 102 Konidien/ml Proliferationsanalysen der

PBMC durchgeführt. Dabei vermehrten sich die Zellen von 4 der 7 kranken Pro-

banden (57,1%) stark mit einem maximalen SI von m 3 [Median der maximalen

SI: 6,2; Spannweite: 1,2 - 83,3]. Bei allen getesteten Probanden wurde IL-2 als

Kontrolle eingesetzt, wobei 6 der 7 Patienten eine IL-2 induzierte Lymphoproli-

feration aufwiesen [Median der SI für IL-2: 10,3; Spannweite: 1,2 - 278,1]. PHA

führte bei den selben 4 Patienten, deren PBMC sich gut mit den Konidien sti-

mulieren ließen, zu einer Lymphoproliferation, nicht jedoch bei jenen 3, die

keine Reaktion auf die Konidiensuspension gezeigt hatten [Median der SI für

PHA: 27; Spannweite: 0,3 - 297,4]. 

3.2.1.4 Rekombinante Proteine von Aspergillus fumigatus

3.2.1.4.1 Catalase (90 kDa)

Die Catalase (Cat 19), die bei den PBMC der gesunden Probanden zu guten

Proliferationsergebnissen geführt hatte, wurde bei 5 Patienten, die eine positive

Lymphoproliferation auf EC SAB demonstriert hatten, zur Lymphozyten-
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stimulation in Konzentrationen [ 5 µg/ml eingesetzt. Damit zeigten 2 der 5

kranken Testpersonen (40%) einen positiven maximalen SI [Median der maxi-

malen SI: 2,6; Spannweite: 0,9 - 3,8]. Mit PHA und Tetanus-Toxoid war jeweils

bei 3 der 5 Probanden eine gute Lymphoproliferation zu verzeichnen [Median

SI für PHA: 4,8; Spannweite: 2 - 236; Median SI für TT: 4,6; Spannweite: 1,1 -

23,6]. Die SI von IL-2 ergaben bei allen 5 Testpersonen Werte von m 3 [Median

SI für IL-2: 19,5; Spannweite: 3,9 - 176,4] (Tabelle II). 

Tabelle II:

4,8176,41,110,80,952
26,419,55,04,33,550

136,0143,14,629,43,841
2,518,01,312,32,137
2,03,923,620,82,636

PHA: SIIL-2: SITT: SIEC SAB: SImaxCat 19: SImax Proband-Nr.

3.2.1.4.2 Dipeptidylpeptidase V (88 kDa)

Die rekombinante Dipeptidylpeptidase V (DPP V) wurde bei 22 Patienten zur

Lymphozytenstimulation eingesetzt. Das Spektrum der verwendeten Protein-

konzentrationen erstreckte sich analog zu den Proliferationsassays der gesun-

den Probanden von 5 µg/ml bis 500 pg/ml. Ein maximaler SI von m 3 ließ sich

bei lediglich 1 der 22 kranken Versuchspersonen (4,5%) registrieren [Median

der maximalen SI: 1,25; Spannweite: 0,4 - 6,4]. 15 der 22 Probanden zeigten

auf PHA eine starke Lymphoproliferation [Median SI für PHA: 15,6;

Spannweite: 1 - 1613,5], 10 der 22 auf TT [Median SI für TT: 1,75; Spannweite:

0,4 - 44,7] und 18 der 22 auf IL-2 [Median SI für IL-2: 9,1; Spannweite: 0,5 -

201,5]. Somit bestätigten sich auch bei Patienten mit klinischem Anhalt für eine

Aspergillus-Infektion die geringe Anzahl DPP V-spezifischer T-Zellen.
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3.2.2 T-Zellantwort bei Patienten mit klinischem Anhalt für eine IA

3.2.2.1 Charakterisierung des Patientenkollektivs 

Die A. fumigatus-spezifische T-Zellreaktion wurde mit Hilfe von Lymphoprolife-

rationsassays und Zytokin-ELISAs an PBMC von Patienten erhoben, die eine

Hochdosis-Induktions-/Konsolidierungschemotherapie zur Behandlung ihrer

akuten myeloischen (n=8) oder ihrer akuten lymphoblastischen Leukämie (n=4)

erhalten hatten. Zusätzlich wurden Patienten nach allogener peripherer Blut-

stammzelltransplantation (PBSZT) (n=4) oder Knochenmarktransplantation

(KMT) (n=4) von einem HLA-identischen, nicht verwandten Spender untersucht.

Das mittlere Alter der Patienten nach Chemotherapie lag bei 46 [29-67] Jahren

und das der Patienten nach allogener SZT bei 35,5 [26-48] Jahren. Männlichen

Geschlechts waren 12 der Patienten und 8 weiblichen Geschlechts. Die myelo-

ablative Konditionierungstherapie vor einer allogenen SZT bestand entweder

aus einer fraktionierten Ganzkörperbestrahlung (12 Gy) oder aus Busulfan (16

mg/kg Körpergewicht (KG)), beide in Kombination mit Cyclophosphamid (120

mg/kg KG). Patienten mit einer Hochrisiko-Leukämie wurden zusätzlich mit Eto-

posid (40 mg/kg KG) oder Cytosinarabinosid (2 x 2 g/m2 an zwei aufeinander

folgenden Tagen) behandelt. Zur GvHD-Prophylaxe wurde Cyclosporin A ab

Tag -1 und Antithymozytenglobulin (20 mg/kg KG) an den Tagen -4 bis -2, bei

den Patienten, die ein passendes Transplantat eines Geschwisters erhielten,

oder 4 Tage lang, an den Tagen -4 bis -1, bei jenen Patienten, die ein Trans-

plantat von einem HLA-identischen, jedoch nicht verwandten Spender

bekamen, verabreicht. 
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3.2.2.2 Aspergillus-spezifische T-Zellantworten bei Patienten mit IA nach

Chemotherapie und allogener Stammzelltransplantation

Gemäß der unter 1.4.3 erwähnten Definitionen für eine IA wurde das oben

beschriebene Patientenkollektiv (3.2.2.1) eingeteilt. An einer erwiesenen IA

waren 5 Patienten erkrankt, 3 Patienten an einer wahrscheinlichen und 12 Pati-

enten an einer möglichen IA. Das klinische Ansprechen der Patienten auf die

antimykotische Therapie wurde radiologisch beurteilt (2.2.1 und Tabelle III).

Nach Stimulation mit dem Antigengemisch EC SAB wurde bei 14 von 18 Pati-

enten eine positive Lymphoproliferation dokumentiert [Median SI: 9,05; Spann-

weite: 1,0 - 41,4] und 2 weitere Patienten (Proband Nr. 15 und Nr. 39), die nicht

mit EC SAB stimuliert worden waren, zeigten nach Stimulation mit PP EXL eine

positive lymphoproliferative Antwort. Bei 14 dieser insgesamt 20 Patienten

zeigte sich nach Stimulation mit PHA ein SI von m 3 [Median SI für PHA: 18,75;

Spannweite: 0,6 - 332,1], mit TT, das nur bei jenen 18 Patienten mituntersucht

wurde, an denen EC SAB ausgetestet worden war, bei 10 von 18 [Median SI

für TT: 3,6; Spannweite: 0,7 - 27,2] und mit IL-2 bei 17 von 20 Patienten [Me-

dian SI für IL-2: 15,95; Spannweite: 0,5 - 201,5]. 

3.2.2.2.1 Korrelation der T-Zellreaktion der Patienten mit dem klinischen

Erscheinungsbild der IA (zum Zeitpunkt der Blutentnahme)

Eine erwiesene oder wahrscheinliche IA wurde bei 5 Patienten nach allogener

Stammzelltransplantation (SZT) diagnostiziert (Probanden Nr. 15, 37, 40, 45,

52), und bei 3 weiteren Patienten, die eine intensive Chemotherapie zur Be-

handlung ihrer akuten myeloischen Leukämie erhalten hatten (Probanden Nr.

7, 10, 23) (Tabelle III). Von diesen insgesamt 8 Patienten zeigten 6 eine posi-

tive lymphoproliferative Antwort auf Stimulation mit EC SAB und ein Patient
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(Proband Nr. 15) auf PP EXL. Eine partielle Rückbildung der klinischen Mani-

festationen der IA zum Zeitpunkt der ersten Blutentnahme wiesen 5 dieser 8

Patienten auf, und ein Patient (Proband Nr. 52) nach allogener SZT zeigte ei-

nen stabilen Zustand seiner intrazerebralen Läsionen über mehr als 6 Wochen

hinweg (Tabelle III). Die Probanden Nr. 10 und 23 starben an einer dissemi-

nierten IA zu einem späteren Zeitpunkt, nachdem eine allogene SZT durch-

geführt worden war. 

Von den 12 Patienten mit einer möglichen IA gemäß der oben erwähnten Defi-

nitionen (Tabelle III) zeigten 9 eine EC SAB-spezifische Lymphozytenver-

mehrung mit SI-Werten von m 3. 3 von 6 Patienten mit progredienter

Erkrankung aus der Gruppe der Patienten mit der Diagnose einer möglichen IA

wiesen keine EC SAB-spezifische Lymphoproliferation auf.

3.2.2.3 Zytokinproduktion der Aspergillus-spezifischen T-Zellen von Pati-

enten mit IA

Die Sekretion von IFN-γ und IL-10 in Kulturüberstände nach Stimuation mit EC

SAB wurde bei 17 Patienten des unter 3.2.2.1 erläuterten Kollektivs erhoben

(Abb. 10). Als Referenz wurde die Basisfreisetzung dieser Zytokine nach fünf-

tägiger Kultivierung unstimulierter PBMC von 6 der 17 Patienten ermittelt. Da-

bei ergaben sich sowohl für IFN-γ als auch für IL-10 sehr niedrige

Konzentrationen mit einer kleineren Streubreite als bei den gesunden Proban-

den (3.1.3.1) [Median für IFN-γ: 2,4 pg/ml; Spannweite: <1,0 - 20,8 pg/ml; Me-

dian für IL-10: 1,6 pg/ml; Spannweite: <1,0 - 11,9 pg/ml]. Das mittlere

IFN-c/IL-10 Verhältnis betrug 0,9 [Spannweite: 0,2 - 21]. Wiederum diente PHA

als Stimulans für die Positivkontrolle. Für IFN-γ resultierte bei den selben 6
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Patienten nach Stimulation mit PHA eine mittlere Konzentration von 1100 pg/ml

[Spannweite: 4 - >2000] im Zellüberstand. Die Ausschüttung von IL-10 belief

sich nach Aktivierung der PBMC mit PHA auf eine mittlere Konzentration von

373,15 pg/ml [Spannweite: <1,0 - >1000].

Das Verhältnis der Freisetzung von IFN-γ gegenüber IL-10 im Kulturüberstand

war bei 7 Patienten mit günstigem Ansprechen auf die antimykotische Thera-

pie höher [Median des Verhältnisses IFN-γ/IL-10: 1,0; Spannweite: 0,09 - 24,8],

als bei 10 Patienten mit progredienter (n=6) und stabiler (n=4) Erkrankung [Me-

dian des Verhältnisses IFN-γ/IL-10: 0,1; Spannweite: 0,006 - 1,0] (P=0,04)

(Abb. 11).

Die Korrelation der klinischen Befunde zum Zeitpunkt der Analysen zeigt mittels

einer Rangkorrelation nach Spearman, daß die A. fumigatus-spezifische Lym-

phoproliferation mit der Neutrophilenzahl in Wechselbeziehung steht (R=0,459;

P=0,064) und invers korreliert mit der Steroiddosis (R=-0,508; P=0,037). Ferner

war die Steroidbehandlung mit einer Suppression von IFN-γ assoziiert

(R=0,572; P=0,017) nicht jedoch mit einer Unterdrückung der IL-10 Freisetzung

in die Kulturüberstände (R=-0,2543; P=0,325).
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Abb. 10:
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Abb. 10 stellt die mit dem ELISA gemessenen absoluten Konzentrationen von

IFN-c und IL-10 in den Kulturüberständen nach Stimulation mit EC SAB bei den

Patienten mit rückläufiger IA (regression) der Zytokinsekretion der PBMC von

Patienten mit progredienter (progression) oder stabiler (stable) IA gegenüber. 

∆ IFN-γ, ∇ IL-10
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Abb. 11:
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Abb. 11 veranschaulicht das Verhältnis von IFN-c zu IL-10 bei den Patienten

mit rückläufiger IA (regression) im Vergleich zu den Patienten mit progredienter

oder stabiler IA (progression/stable). 

– Verhältnis IFN-c/IL-10
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3.2.3 Vergleichende Analyse der lymphoproliferativen Antworten auf As-

pergillus fumigatus, Tetanus-Toxoid und Cytomegalievirus bei Patienten

spät nach allogener Stammzelltransplantation

Um die Immunrekonstitution auf Antigene von Pilzen, Bakterien und Viren spät

nach allogener SZT zu vergleichen, wurden Blutproben von 18 Patienten im

Mittel 134 [86 - 468] Tage nach der Transplantation entnommen und analysiert.

Die Charakteristika dieser Patienten sind in Tabelle IV aufgeführt. Dieser Zeit-

punkt wurde gewählt, da gemäß früherer Untersuchungen die CMV-

spezifischen lymphoproliferativen Antworten bei der Mehrzahl der Patienten um

den Tag 100 nach der Transplantation demonstriert werden können (Krause et

al., 1997; Hebart et al., 2002).

Eine positive lymphoproliferative Antwort wurde bei 11 von 14 dieser Patienten,

die vor der Transplantation CMV-seropositiv getestet worden waren und/oder

ein Transplantat von einem CMV-seropositiven Spender erhalten hatten, nach

Stimulation mit CMV-Antigen dokumentiert [Median der SI: 8,0; Spannweite:

1,0 - 53,8]. Im Vergleich dazu zeigten 4 der 18 Patienten nach Stimulation mit

dem Aspergillus fumigatus-Antigen EC SAB eine positive Lymphoproliferation

und 3 der 18 nach Stimulation mit Tetanus-Toxoid [Median der SI für EC SAB:

1,2; Spannweite: 1,0 - 37,6; (P=0,008; McNemar’s Test)], [Median der SI für

TT: 1,15; Spannweite: 1,0 - 6,9; (P=0,003; McNemar’s Test)] (Abb. 12A). Bei 4

CMV-seronegativen Patienten, die ein Transplantat von einem ebenfalls CMV-

seronegativen Spender bekommen hatten, fand keine Lymphoproliferation auf

CMV-Antigen statt (Daten nicht gezeigt). Interessanterweise erkrankten 3 der 4

Patienten, die eine Aspergillus-spezifische Lymphoproliferation gezeigt hatten,

an einer invasiven Aspergillose nach der Transplantation (n=2) oder hatten

bereits vor der Transplantation eine positive Anamnese einer IA (n=1). 

Die Zytokinkonzentrationen von IFN-c und IL-10 wurden bei 17 Patienten nach

Stimulation mit EC SAB und TT untersucht und bei 13 Patienten nach Stimula-

tion mit CMV-Antigen. Dabei war das mittlere IFN-c/IL-10 Verhältnis nach

Stimulation mit TT [Median: 4,04; Spannweite: 0,026 - 202] höher als bei EC

73



SAB [Median: 0,28; Spannweite: 0,006 - 2,93; (P=0,002; sign test)] und dem

CMV-Antigen [Median: 0,58; Spannweite: 0,003 - 95,24; (P=0,267; sign test)]

(Abb. 12B). Somit wurde die Aspergillus-spezifische T-Zellantwort der Pati-

enten spät nach allogener SZT sowohl durch einen geringen Stimulations-Index

als auch durch ein niedriges IFN-c/IL-10 Verhältnis charakterisiert.
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Tabelle IV:

12
6

Chronische GvHD
Keine/limitierte Erkrankung
Ausgedehnte Erkrankung

11
4
3

Akute GvHD
Grad 0/I
Grad II

Grad III/IV

10
6
2

Art des Spenders
HLA-identischer Spender, verwandt

HLA-identisch, nicht verwandt
Nicht HLA-identisch, verwandt

11
5
2

Konditionierungstherapie
TBI/CY ± VP16
BU/CY ± ARA-C

TBI/FLU/CY

9
1
4
4

Patient/Spender HCMV-Serologie
+/+
-/+
+/-
-/-

5
4
4
4
1

Grunderkrankung
CML
AML
ALL
NHL
MDS

9
9

Geschlecht
Männlich
Weiblich

43,5 [17 - 58]
Alter [Jahre]

Median [Spannweite]

Patienten [n=18]Charakteristika

Tabelle IV zeigt die klinischen Charakteristika von Patienten spät nach alloge-

ner SZT.

CML, chronische myeloische Leukämie; AML, akute myeloische Leukämie;

ALL, akute lymphatische Leukämie; NHL, non-Hodgkin Lymphom; MDS, myelo-

dysplastisches Syndrom; HCMV, humanes Cytomegalievirus; TBI, Ganzkörper-

bestrahlung; CY, Cyclophosphamid; VP16, Etoposid; BU, Busulfan; FLU, Flu-

darabin; ARA-C, Cytarabinosid; GvHD, graft-versus-host Erkrankung.

75



Abb. 12:
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Abb. 12 zeigt den Vergleich der Analyse der Aspergillus- (EC SAB-), Tetanus-

Toxoid- und CMV-Antigen-spezifischen T-Zellantworten bei Patienten spät nach

allogener SZT. In Abb. 12A sind die Stimulations-Indices dargestellt, in Abb.

12B das Verhältnis von IFN-c zu IL-10 der stimulierten PBMC (Hebart et al.,

2002).
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3.2.4 Sequentielle Untersuchung der T-Zellreaktion im klinischen Verlauf

der invasiven Aspergillose

In der folgenden Abbildung (Abb. 13) wurde von einzelnen Patienten der zeit-

liche Verlauf der invasiven Aspergillose nach allogener SZT dokumentiert. Par-

allel dazu wurden die Zytokinmuster und die Stimulations-Indices nach

Stimulation mit EC SAB erhoben. Wie bereits unter 3.2.2.3 erwähnt, ist zu

beachten, daß die Steroidbehandlung zur Prophylaxe oder Therapie einer

GvHD mit einer Suppression von IFN-γ assoziiert ist, nicht jedoch mit einer Un-

terdrückung der IL-10 Freisetzung. Ferner ist darauf hinzuweisen, daß die Blut-

probengewinnung und -analyse nicht zu definierten Zeitpunkten erfolgte.

Interessanterweise verstarben schließlich 2 der 7 Patienten, die anfangs eine

Besserung der IA unter antimykotischer Therapie gezeigt hatten, an einer dis-

seminierten IA innerhalb von 3 - 14 Monaten (Tabelle III, Patienten #45 und

#40; Abb. 13). Beide Patienten mußten aufgrund einer GvHD im Anschluß an

eine allogene SZT intensiv immunsuppressiv behandelt werden. Die in der Ab-

bildung 13 dargestellten Beispiele verdeutlichen, daß eine Aspergillus-spe-

zifische Lymphoproliferation mit führender IFN-c Freisetzung mit einer Kontrolle

der IA einhergeht, daß aber unter einer intensiven Immunsuppression diese

Antwort verloren gehen kann. Zudem sind hohe IL-10 Konzentrationen nach

spezifischer Stimulation mit einer ungünstigen Prognose der IA assoziiert. So-

mit scheint die erfolgreiche Kontrolle der invasiven Aspergillose mit einer TH1-

Antwort zu korrelieren (Abb. 13, Patient #37), während ein tödlicher Verlauf der

Infektion mit einem niedrigen Stimulations-Index (Abb. 13, Patient #45) und

einem TH2-Zytokinmuster (Abb. 13, Patienten #40 und #2) verbunden war.
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Abb. 13:
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Abb. 13 stellt eine Längsschnittanalyse der Aspergillus-spezifischen T-Zell-

antworten von 4 Patienten mit IA nach allogener SZT dar. Die Langzeitkontrolle

der IA war mit einer positiven Lymphoproliferation auf EC SAB und einer domi-

nanten Sekretion von IFN-c assoziiert (Patient #37), während ein niedriger SI

(Patient #45) und/oder eine dominante Freisetzung von IL-10 (Patienten #2 und

#40) mit einer Ausbreitung der IA nach allogener SZT und einem tödlichen Ver-

lauf in Verbindung stand.

-¡-, Stimulations-Index; dunkelgraue Balken: IFN-c; hellgraue Balken: IL-10

80



4 Diskussion

In den letzten ein bis zwei Jahrzehnten wurde ein bedeutender Wandel in der

Epidemiologie der invasiven Aspergillose beobachtet. Während in früheren

Jahren diese verheerende Erkrankung fast nur bei hämatologischen Patienten

mit einer lang andauernden Neutropeniephase diagnostiziert wurde, wird die in-

vasive Aspergillose mittlerweile mit zunehmender Häufigkeit bei nicht-

neutropenischen Patienten nach allogener Stammzelltransplantation (Wald et

al., 1997), bei Patienten mit fortgeschrittener HIV-Infektion (Denning et al.,

1991) und bei schwerkranken Neugeborenen (Groll et al., 1998) registriert. Die

Übertragung von Sporen in der Luft gilt als Hauptinfektionsweg (Latgé, 1999).

Einige Patienten sind offensichtlich besiedelt, ohne eine invasive Erkrankung zu

entwickeln, bei anderen bleibt die Infektion entweder auf die Lunge begrenzt

oder sie breitet sich in sämtliche Organe weiter aus und Aspergillus fumigatus

kann bei der Obduktion in fast allen Geweben gefunden werden (Groll et al.,

1996).

Die Pathophysiologie der invasiven Aspergillose, besonders bei nicht-

neutropenischen Patienten, und die Rolle, die die Zytokine dabei spielen, ist

noch nicht vollständig verstanden. Anerkannte Risikofaktoren für eine invasive

Aspergillose sind Defekte in der Funktion von Makrophagen (Morgenstern et

al., 1997), eine durch Kortikosteroide induzierte Suppression der Makrophagen-

funktion (Palmer et al., 1991; Schaffner et al., 1982; Schaffner et al., 1985)

sowie die lang andauernde Neutropenie (Gerson et al., 1984). Die immunsup-

pressive Therapie mit Kortikosteroiden verursacht im Mausmodell einen letalen

Verlauf der pulmonalen invasiven Aspergillose. Zwischen mit Steroiden immun-

supprimierten und immunkompetenten Mäusen haben Duong et al. (1998)

große Unterschiede in der Rekrutierung inflammatorischer Zellen sowie in der

Expression proinflammatorischer Zytokine beobachtet. In einer kürzlich publi-

zierten Analyse zeigte sich bei Patienten nach allogener Knochenmarktrans-

plantation eine höhere Inzidenz der invasiven Aspergillose im Vergleich zu

Patienten nach allogener peripherer Blutstammzelltransplantation (Storek et
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al., 2001). Der einzige Unterschied zwischen beiden Gruppen bestand in einer

schnelleren T-Zellrekonstitution nach der Transplantation peripherer Blut-

stammzellen, was auf eine mögliche Rolle der T-Zellen in der Kontrolle von

Pilzinfektionen hinweist.

Die Dysregulation der Zytokinsekretion wurde als ein wichtiger Risikofaktor bei

Patienten mit einer HIV-Infektion festgestellt (Clerici und Shearer, 1994). Im

Mausmodell der invasiven pulmonalen Aspergillose war die Kontrolle der In-

fektion assoziiert mit IFN-c produzierenden interstitiellen Lymphozyten der

Lunge und mit einer vermehrten Freisetzung von TNF-a (Cenci et al., 1998,

Cenci et al., 1999, Mehrad et al., 1999) und IL-12 (Cenci et al., 1999). Eine do-

minierende Freisetzung von TH2-Zytokinen von interstitiellen Lymphozyten der

Lunge konnte bei Mäusen mit einer progredienten Infektion dokumentiert wer-

den. Die Rolle einer TH1-vermittelten Resistenz gegen die invasive Aspergil-

lose konnte experimentell durch die Gabe von neutralisierenden Antikörpern

gegen IL-10 sowie in IL-4 und IL-10 defizienten Versuchstieren untermauert

werden (Cenci et al., 1999; Clemons et al., 2000). Ein protektiver Effekt ei-

ner Aspergillus fumigatus-spezifischen TH1-Antwort wurde bei Tieren dokumen-

tiert, die mit A. fumigatus-Konidien in einer niedrigen Dosis sensibilisiert worden

waren und bei nachfolgender Exposition mit einer tödlichen Dosis des Erregers,

bei nach Sensibilisierung dokumentierter TH1-Antwort, die Infektion überlebten

(Cenci et al., 1998; Cenci et al., 1999). Auch von Nagai et al. (1995) wurde

gezeigt, daß IFN-c und TNF-a eine relevante Rolle in der Kontrolle der inva-

siven Aspergillose spielen, da alle mit Aspergillus fumigatus-Konidien

infizierten, sowohl immunkompetenten als auch immunsupprimierten Mäuse,

die mit IFN-c und TNF-a therapiert worden waren, überlebten. Im Gegensatz

dazu betrug die Mortaliät 40% - 80% bei den infizierten, immunsupprimierten

Mäusen, die mit anti-IFN-c- oder anti-TNF-a-Antikörpern behandelt wurden. Die

Behandlung immunkompetenter Mäuse mit einem Kulturextrakt von Aspergillus

fumigatus führte zur Ausbildung einer protektiven TH1-Gedächtnis-Antwort, ver-

mittelt durch Aspergillus fumigatus-spezifische IFN-c und IL-2 produzierende

CD4+ T-Zellen, die in der Lage waren, im Maustransplantationsmodell einen
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Schutz gegen die Ausbildung einer invasiven Aspergillose nach adoptivem

Transfer auf naive Empfängertiere zu übertragen (Cenci et al., 2000).   

Basierend auf diesen klinischen Beobachtungen und experimentellen Ergebnis-

sen wurde im Rahmen dieser Arbeit die A. fumigatus-spezifische T-Zellantwort

bei gesunden Probanden, bei immunsupprimierten hämatologischen Patienten

mit klinischen Zeichen der invasiven Aspergillose und bei nicht-neutro-

penischen Patienten spät (>100 Tage) nach allogener SZT analysiert. Die

Mehrzahl der gesunden Versuchspersonen zeigte eine positive Lymphoproli-

feration auf das native, zelluläre Extrakt von A. fumigatus (EC SAB), und auch

die PBMC der meisten Patienten ließen sich damit gut stimulieren. Um die Spe-

zifität dieser Messungen zu untermauern, wurde die Konzentrationsabhängig-

keit aufgezeigt. Deshalb wurde in separaten Versuchsreihen die, für

verschiedene Proteingemische nötige, Optimalkonzentration bestimmt. Diese

lag sowohl bei Gesunden als auch bei Patienten für EC SAB bei einer Prote-

inkonzentration von 5 µg/ml. EC SAB war in dieser Studie das effektivste Anti-

gen, um eine Aspergillus-spezifische T-Zellproliferation zu induzieren. EC EXL,

ein weiteres natives, zelluläres Antigengemisch von Aspergillus fumigatus,

führte bei ungefähr der Hälfte aller untersuchten gesunden und kranken Pro-

banden zu einer Lymphoproliferation. Aber auch mit den beiden nativen, sezer-

nierten, extrazellulären Antigenpräzipitaten PP SAB und PP EXL ließen sich

T-Zellantworten erzielen. Die hitzeinaktivierten A. fumigatus-Konidien induzier-

ten bei gesunden Probanden, übereinstimmend mit den Ergebnissen von Graz-

ziutti et al. (1997), eine gute Lymphoproliferation bei einer Konzentration von 1

x 105 Konidien/ml. 

Um immunogene Determinanten von A. fumigatus weiter einzuengen, wurden

verschiedene rekombinante Proteine analysiert. Wie die nativen Aspergillus

fumigatus-Antigengemische, riefen auch rekombinante Proteine von Aspergillus

fumigatus unterschiedlich gute Proliferationsantworten hervor. Die PBMC von

fast allen gesunden Probanden beispielsweise reagierten positiv auf die Stimu-

lation mit 5 µg Protein/ml der rekombinanten Catalase Cat 19.
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Neben der Catalase (90 kDa) gilt die Dipeptidylpeptidase V, DPP V (88 kDa),

als eines der beiden Hauptantigene, die für die Diagnose der Aspergillose an-

gewandt werden (Beauvais et al., 1997). Diese beiden Antigene werden von

Antikörpern in Seren von Patienten mit Aspergillomen erkannt (Kobayashi et

al., 1993; López-Medrano et al., 1995; López-Medrano et al., 1996; Sarfati et

al., 1995). Zudem wurde kürzlich gezeigt, daß Mäuse, die intranasal mit

Konidien immunisiert wurden, eine spezifische, polyklonale Antikörperantwort

sowohl gegen DPP V als auch gegen die Catalase entwickelten (Latgé, unpub-

lished data). 

Interessanterweise ließen sich in dieser Studie (Humanmodell) lediglich 4 von

16 gesunden Probanden mit DPP V stimulieren. Noch weitaus drastischer sah

es bei den Patienten aus. Von 22 Patienten zeigte nur ein einziger eine positive

Lymphoproliferation auf DPP V. Insgesamt wurden drei verschiedene Chargen

von DPP V ausgetestet (Daten nicht gezeigt), die keine Unterschiede aufwie-

sen. 

Das Ausbleiben einer guten lymphoproliferativen Reaktion der PBMC nach

Stimulation mit diesem rekombinanten Protein war überraschend. Es ist un-

wahrscheinlich, daß die untersuchten Konzentrationen außerhalb des opti-

malen Bereichs lagen, um eine lymphoproliferative Antwort zu erzeugen, da 5

µg Protein/ml bei den anderen untersuchten rekombinanten Proteinen, wie der

Catalase oder der Superoxid Dismutase, eine sehr gute Antwort induzierten.

Daraus ist zu schließen, daß DPP V im Menschen kein immundominantes T-

Zellantigen darstellt. Die übrigen rekombinanten Proteine wurden an kleinen

Stichproben untersucht, so daß hier keine abschließende Bewertung möglich

ist.

Im Gegensatz zu den reinen, rekombinanten Proteinen ist bei den nativen Anti-

gengemischen, die eine Vielzahl unterschiedlicher Proteine enthalten, die

Wahrscheinlichkeit sehr hoch, daß Epitope dabei sind, die eine spezifische T-

Zellantwort stimulieren. 

In allen Fällen, in denen PHA als TCR-unspezifische Positivkontrolle mitunter-

sucht worden war, zeigte die PBMC-Kultur von gesunden Probanden unter
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PHA positive Proliferationsergebnisse. Bei einigen Patienten hingegen ver-

mehrten sich die Zellen zum Teil nach Stimulation mit PHA nicht wesentlich,

was auf Funktionsdefizite der T-Zellen, beispielsweise infolge Immunsuppres-

sion durch Chemotherapeutika oder Kortikosteroide im Rahmen einer GvHD,

zurückzuführen ist. 

Mit selektionierten T-Zellen konnte gezeigt werden, daß sich die Population der

CD4+ T-Zellen in Anwesenheit von bestrahlten, autologen PBMC sehr gut mit

EC SAB stimulieren ließ. PBMC wiesen im Vergleich zu der selektionierten

CD4+ T-Zellkultur eine niedrigere, aber dennoch gute Proliferation auf, CD8+ T-

Zellen und CD4-CD8- T-Zellen proliferierten hingegen nur gering.

Im Laufe der mehrwöchigen Kultivierung von T-Zellinien mit rekombinanten As-

pergillus fumigatus-Proteinen stieg der Anteil der CD4+ T-Zellen stark an,

während die Fraktion der CD8+ T-Zellen abnahm. Die Spezifität der Linien

konnte jedoch letztendlich nicht geklärt werden, da in den Proliferationsassays

nach zehntägiger Induktion und in den nachfolgenden Proliferationsassays

nach längerer Kultivierung der T-Zellinien, kein spezifischer 3H-Thymidineinbau

nachweisbar war. Hier ist im weiteren eine Optimierung der Kultur- und der

Readoutsysteme erforderlich.

Die Messung der Konzentrationen von IFN-c und IL-10, die in die Kulturüber-

stände nach spezifischer Stimulation mit Aspergillus fumigatus-Antigenen se-

zerniert wurden, deutet auf eine Immunantwort vom TH1-Typ hin. Leider waren

die ELISA-Kits für IL-4 nicht sensitiv genug, womit die Ergebnisse zusätzlich

hätten bestärkt werden können. Die Patienten mit klinischen Zeichen einer in-

vasiven Aspergillose, bei denen es gelang, die Infektion mit einer antimykoti-

schen Therapie erfolgreich zu kontrollieren, zeichneten sich durch eine positive

Aspergillus fumigatus-spezifische Lymphoproliferation aus. Ferner zeigte sich

ein hohes Verhältnis von IFN-c zu IL-10 in den Kulturüberständen nach spezifi-

scher Stimulation mit dem zellulären Extrakt EC SAB von Aspergillus

fumigatus. Die Patienten mit einer stabilen oder progredienten IA hingegen wie-

sen ein niedrigeres Verhältnis von IFN-c zu IL-10 in den Kulturüberständen

(P=0,04) auf. Interessanterweise verstarben schließlich 2 der 7 Patienten, die
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anfangs eine Besserung der IA unter antimykotischer Therapie gezeigt hatten,

an einer disseminierten IA. Beide Patienten hatten aufgrund einer GvHD eine

verlängerte Phase der Immunsuppression im Anschluß an eine allogene SZT

durchgemacht.

Diese Daten untermauern die Ergebnisse der Beobachtungen im Mausmodell

zur invasiven Aspergillose, daß eine TH1-Immunantwort eine wichtige Rolle

spielt für die Kontrolle einer invasiven Aspergillose bei Patienten mit hämatolo-

gischen Neoplasien. Ein tödlicher Verlauf der Infektion war mit einem niedrigen

Stimulations-Index und einem TH2-Zytokinmuster assoziiert. 

Bestärkt werden die Daten dieser Studie durch die neuesten Forschungsergeb-

nisse von Bozza et al. (2003), die die Fähigkeit von dendritischen Zellen (DCs),

die entweder mit lebenden Aspergillus fumigatus-Bestandteilen oder mit deren

Pilz-RNA aktiviert worden waren, untersucht hatten, eine antimykotische Immu-

nität in vivo zu generieren. Es zeigte sich, daß sowohl humane als auch DCs

von Mäusen, die mit lebenden Pilzen gepulst oder mit Aspergillus-RNA transfi-

ziert worden waren, eine funktionelle Reifung durchmachten, was anhand der

vermehrten Expression des MHC-Klasse-II-Antigens, kostimulierender Moleküle

sowie der Produktion von IL-12 als Reaktion auf Aspergillus fumigatus-Konidien

oder deren RNA bestätigt wurde. Mit Konidien gepulste oder mit Konidien-RNA

transfizierte DCs aktivierten Antigen-spezifische, IFN-c-produzierende T-Lym-

phozyten in vitro und in vivo. Die auf der Ausbildung einer TH1-abhängigen Im-

munantwort beruhende antimykotische Resistenz konnte auch in Mäusen nach

allogener Knochenmarktransplantation induziert werden und war mit einer

schnelleren Erholung myeloischer und lymphatischer Zellen assoziiert. Die

Wirksamkeit der Infusion von DCs, die mit Aspergillus fumigatus-Konidien akti-

viert worden waren, weist auf das Potential einer DC-Vakzine bei hämatologi-

schen Patienten nach Stammzelltransplantation und Knochenmarktrans-

plantation zur Prävention einer invasiven Aspergillose hin.

Hauptrisikofaktoren für eine invasive Aspergillose nach allogener Stammzell-

transplantation sind eine verlängerte Neutropeniephase, eine akute oder chro-

nische Graft-versus-Host Erkrankung sowie die Behandlung mit Kortiko-
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steroiden (Wald et al., 1997). In dieser Studie zeigte sich, daß eine niedrige

lymphoproliferative Antwort auf Aspergillus fumigatus-Antigene mit einer Korti-

kosteroidbehandlung und einer geringen Sekretion von IFN-c in die Kulturüber-

stände nach spezifischer Stimulation assoziiert ist. Patienten mit einer

progredienten invasiven Aspergillose demonstrierten trotz einer positiven lym-

phoproliferativen Antwort auf Aspergillus fumigatus-Antigene entweder ein nied-

riges Verhältnis von IFN-c zu IL-10 oder eine sehr geringe Freisetzung beider

Zytokine. Aus diesen Untersuchungen ist zu schließen, daß die Unterdrückung

der Aspergillus fumigatus-spezifischen TH1-Antwort nach allogener Stammzell-

transplantation während einer Graft-versus-Host Erkrankung und der damit ver-

bundenen Kortikosteroidbehandlung einen prädisponierenden Faktor für die

Entstehung und Progression einer invasiven Aspergillose darstellt. In Analogie

zu den Ergebnissen dieser Studie zeigten Roilides et al. (2001), daß nicht-neu-

tropenische Patienten mit einem günstigen Verlauf der IA niedrige IL-10 Werte

und Patienten mit einer progredienten invasiven Aspergillose hohe IL-10 Werte

in Serumproben aufwiesen. 

Patienten, die eine allogene hämatopoetische Stammzelltransplantation erhal-

ten, sind nicht in der Lage, früh nach Transplantation eine Antigen-spezifische

T-Zellantwort auszubilden (Velardi et al., 1988). Es wurde gezeigt, daß die T-

Zelldepletion bei allogenen Stammzelltransplantationen mit einer langsamen

Rekonstitution von CD4+ und CD8+ T-Zellen assoziiert ist (Roux et al., 1996).

In einer Studie von Pirsch und Maki (1986) stellte sich die T-Zelldepletion als

bedeutender prädiktiver Faktor für die Entwicklung einer invasiven Aspergillose

bei transplantierten Patienten heraus. Die funktionelle Wiederherstellung des T-

Zellsystems nach T-Zell-depletierter allogener Stammzelltransplantation wurde

von Roux et al. (1996) und Verfuerth et al. (2000) untersucht. Verschiedene

Forschungsgruppen haben eine Verlagerung von früh zu spät auftretender in-

vasiver Aspergillose nach konventioneller hämatopoetischer Stammzelltrans-

plantation mit myeloablativer Konditionierungstherapie beschrieben. Dafür

verantwortlich sind kürzere Neutropeniephasen nach Stammzelltransplantation,

der Einsatz von peripheren Blutstammzellen sowie die Verabreichung
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hämatopoetischer Wachstumsfaktoren (Jantunen et al., 1997; Baddley et al.,

2001; Grow et al., 2002; Marr et al., 2002; Martino et al., 2002). Die Ergebnisse

der Studie von Fukuda et al. (2003) betonen ebenfalls das Risiko von spät auf-

tretenden Schimmelpilzinfektionen (mittlerer Infektionsbeginn am Tag 107)

nach allogener hämatopoetischer Stammzelltransplantation mit nicht-myelo-

ablativer Konditionierungstherapie. Das späte Auftreten der invasiven Aspergil-

lose nach nicht-myeloablativer Konditionierungstherapie beruht auf einer

Kombination von verschiedenen Faktoren, wie einer kurzen Neutropeniephase,

Kontrolle der Infektion durch eine Restimmunität des Wirts (initial gemischter

Chimerismus), verspätet einsetzende akute GvHD und konsekutive Kortikoste-

roidtherapie sowie die spät auftretende CMV-Infektion (McSweeney et al.,

2001; Junghanss et al., 2002; Mielcarek et al., 2002; Niederwieser et al., 2003).

Aufgrund der zunehmenden Bedeutung der späten Infektion nach allogener

Stammzelltransplantation wurde in dieser Studie die Aspergillus fumigatus-spe-

zifische T-Zellrekonstitution spät (Median: 134 Tage) nach allogener SZT bei 18

Patienten im Vergleich zur Immunrekonstitution auf ein bakterielles (Tetanus-

Toxoid) und ein virales Antigen (CMV) untersucht. Im Gegensatz zu den CMV-

und TT-spezifischen T-Zellantworten, war die Aspergillus-spezifische T-Zellre-

konstitution durch einen niedrigen Stimulations-Index und ein geringes IFN-c/IL-

10 Verhältnis charakterisiert, was vermutlich zu dem verlängerten Risiko für die

Entwicklung einer invasiven Aspergillose in dieser Patientengruppe beiträgt. In-

teressanterweise erkrankten 3 der 4 Patienten, die eine Aspergillus fumigatus-

spezifische Lymphoproliferation nach Transplantation gezeigt hatten, an einer

invasiven Aspergillose nach Transplantation (n=2) oder hatten bereits vor der

Transplantation eine positive Anamnese für eine IA. Dies deutet an, daß die

Antigenreexposition nach Stammzelltransplantation für die Rekonstitution der

Aspergillus fumigatus-spezifischen Lymphoproliferation von Bedeutung ist. Es

verstarb jedoch keiner der 4 Patienten an dieser Infektion. Alle 4 Patienten wa-

ren CMV-seropositiv und zeigten auch auf das CMV-Antigen bereits wieder ei-

ne positive T-Zellantwort. Daraus ist zu schließen, daß diese 4
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Patienten durch die erfolgreiche Immunrekonstitution spät nach allogener SZT

in der Lage waren, einen gewissen Schutz vor dieser opportunistischen Infekti-

on auszubilden.
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5 Zusammenfassung

In dieser Studie wurde gezeigt, daß humane Lymphozyten gesunder und kran-

ker Probanden mit invasiver Aspergillose auf verschiedene sowohl native als

auch rekombinante A. fumigatus-Antigene in vitro unterschiedlich gut reagieren.

Dies zeigte sich durch Aktivierung, Proliferation und die Produktion proinflam-

matorischer Zytokine. Bei 3 Probanden konnte nach Selektionierung der PBMC

in CD4+ und CD8+ T-Zellfraktionen nachgewiesen werden, daß die Subpopula-

tion der CD4+ T-Helferzellen für die Lymphoproliferation nach Stimulation mit

dem Antigengemisch EC SAB verantwortlich war. Ananolg zu diesen Ergebnis-

sen ließ sich bei den Versuchen zur Kultivierung Aspergillus fumigatus-spezifi-

scher T-Zellinien mit rekombinanten Proteinen eine starke Zunahme der CD4+

T-Zellen und parallel dazu eine deutliche Abnahme der CD8+ T-Zellen in der

Lymphozytenkultur nach rezidivierenden Stimulationen verzeichnen. 

Während gesunde Versuchspersonen eine Lymphozytenantwort vom TH1-Typ

mit einem hohen Verhältnis von IFN-c zu IL-10 gezeigt haben und Patienten mit

regredienter invasiver Aspergillose unter antimykotischer Therapie ebenfalls ei-

ne Dominanz von IFN-c gegenüber IL-10 aufwiesen, zeigten Patienten mit pro-

gredientem Verlauf niedrige IFN-c- und hohe IL-10-Serumspiegel im Sinne

einer TH2-Antwort.

Diese Daten untermauern die Hypothese, daß T-Zellen bei Patienten mit häma-

tologischen Erkrankungen zur Immunabwehr gegen Aspergillus fumigatus

grundlegend beitragen. In der Zukunft kann eine detailliertere Analyse der

Aspergillus fumigatus-spezifischen T-Zellantwort helfen, neue antimykotische

Behandlungsstrategien zu entwickeln. Beispiele wären die Behandlung mit pro-

inflammatorischen Zytokinen, die Hemmung von IL-10 in vivo oder der adoptive

Transfer Aspergillus-spezifischer TH1-Zellen bei Hochrisikopatienten für eine in-

vasive Aspergillose wie zum Beispiel bei Patienten nach allogener Stammzell-

transplantation. 

Als nächster Schritt für die Analyse der Aspergillus fumigatus-spezifischen T-

Zellimmunität wäre es sinnvoll, Epitop-Sequenzen von A. fumigatus für
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MHC-Klasse-II-Moleküle zu bestimmen, die für immuntherapeutische Ansätze

von großem Interesse wären. 
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