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Zusammenfassung

Fraher war die zystische Fibrose eine Krankheit ohne Behandlungsmaoglichkeiten und haufig
schon in der Kindheit tédlich. Jedoch Uberleben heutzutage die meisten Betroffenen bis ins
Erwachsenenalter dank einer starken Intensivierung der Forschung und resultierender neuer
Behandlungsansatze. Dies wurde durch die Entdeckung von mehr als 2000 unterschiedlichen
Mutationen in dem fir die Krankheit ursachlichen CFTR-Gen moglich gemacht M. Ein
Umstand, der dann jedoch haufig zu Komplikationen fiihrt und zu einer Verschlechterung der
Lungenfunktion beitragt, sind chronische Infektionen mit diversen Keimen. Bei einem Blick auf
die auslosenden Erreger lassen sich altersspezifische Haufungen feststellen. So zeigen sich
bei jingeren Kindern vermehrt Nachweise von Staphylococcus aureus, wohingegen bei
alteren Kindern und Erwachsenen neben anderen vor allem gram-negative Nonfermenter
dominieren ., Eine hohe Pravalenz in Jugend und jungem Erwachsenenalter weist dabei
Pseudomonas aeruginosa auf, der in Form von chronischen, kaum eradizierbaren Infektionen
haufig einen beschleunigten Verfall der Lungenfunktion zur Folge hat. Vorwiegend in alteren
Patientinnen und Patienten sind auch wiederkehrende Infektionen mit Pilzen und
Mycobacterium avium nicht selten P, Es scheint, als waren Mukoviszidosepatientinnen und
—patienten anfalliger fir Besiedlungen und invasivere Formen des Erregerkontakts.

Aufgrund der friihen unkontrollierbaren Reaktion des Immunsystems auf diverse einwirkende
Pathogene bei Mukoviszidosepatientinnen und -patienten vermuten wir, dass diese zum Teil
frih beginnenden chronischen Infektionen die zum jeweiligen Zeitpunkt alterspezifisch
angelegten Besonderheiten des Immunsystems bei Betroffenen widerspiegelt. Um fiir diese
Hypothese Anhaltspunkte zu bekommen, mdchte ich in dem vorliegenden Projektvorschlag
Proben von Mukoviszidosepatientinnen und -patienten - von Kleinkindern bis Erwachsenen —
analysieren, gegen Krankheitssymptome und den retrospektiven Krankheitsverlauf
korrelieren, aber auch mit gesunden Probanden vergleichen. Dabei richtet sich das
Hauptaugenmerk auf die pathogenspezifische Reaktion von T-Zellen nach Stimulation durch
Pathogen-beladene Monozyten, die sich im In-vitro-Modell nachstellen lasst. Dieses Wissen
kénnte dazu beitragen, die Pathogenabwehr von Mukoviszidosepatientinnen und —patienten
besser zu verstehen.
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Einleitung

Die zystische Fibrose ist eine autosomal-rezessiv vererbte Stoffwechselerkrankung, die ihren
Ursprung in einem Gendefekt mit nachfolgendem Fehlen oder gestorter Funktion des
funktionellen membranstandigen cAMP-abhéngigen Chloridkanals CFTR hat. Dadurch wird
der Anionentransport unter anderem in Epithelzellen der Atemwege gestort, was letzten Endes
in einer Viskositatserhohung des Mukus resultiert. Dies beglnstigt die Ansiedlung von
Krankheitsserregern und eine damit einhergehende Kombination aus chronischer Infektion
und Entziindung. Durch Freisetzung von Proteasen wie der Elastase kommt es zu einer
fortschreitenden Organschéadigung, die nicht nur die Lunge, sondern in Form von
entziindlichen Veranderungen und Folgen eines gestérten Sekretabflusses auch andere
Organsysteme betreffen. Die bedeutendste Komorbiditat tritt als endo- und exokrine
Pankreasinsuffizienz mit nachfolgender Malabsorption und Diabetes mellitus in Erscheinung.
Weiterhin kann die Krankheit durch Beeintrachtigung des Galleabflusses zu einer biliaren
Zirrhose der Leber, zu einer erhohten Gefahr eines Hitzeschocks durch Affektion der
SchweiRdriisen oder etwa zu einer Infertilitat fihren 1.

Eines von 3.300 Neugeborenen kommt in Deutschland mit Mukoviszidose auf die Welt . Laut
des Berichtsbandes 2020 des Deutschen Mukoviszidose-Registers lag die Lebenserwartung
eines Neugeborenen in diesem Jahr bei 55 Jahren 0. Einen Anteil an gestiegener
Lebenserwartung und -qualitat hat die Weiterentwicklung der Therapiemdglichkeiten, die in
den letzten Jahren vor allem durch die Anwendung von CFTR-Modulatoren gepragt wurde.
2012 wurde Ivacaftor unter dem Handelsnamen Kalydeco® als erstes Therapeutikum seiner
Art in Deutschland zugelassen. Nach einigen anderen in den nachkommenden Jahren, folgte
2020 Kaftrio®, ein Kombinationspraparat zweier CFTR-Korrektoren und eines CFTR-
Potentiators [, Obwonhl sich die Uberlebensdauer der Betroffenen in den letzten Jahrzehnten
stetig verbessert hat, bleibt die Abnahme der Lungenfunktion auf dem Boden wiederkehrender
pulmonaler Infektionen mit 77% aller Todesfalle die Haupttodesursache ®.

Eine zentrale Rolle fur den Verlauf einer Mukoviszidoseerkrankung spielt demnach die
chronische Entziindung. Es gibt eindeutige Hinweise darauf, dass diese Entzindung der
Atemwege, anders als bei lungengesunden Personen, in Ubermaflligem MalRe und langer
anhaltend in Relation zum Stimulus stattfindet 1. Dabei zeigen Mukoviszidosepatientinnen und
—patienten nicht nur eine hohere Anfalligkeit fur bakterielle Infektionen, sondern auch fur die
Besiedlung mit Hefe- und Schimmelpilzen. Diese reichen von transienten tber chronische
Kolonisierungen bis hin zu aktiven Infektionen ©,
Damit im Zusammenhang steht auch eine erhohte Anfélligkeit fur die Entwicklung von
allergischen Reaktionen, insbesondere auf Aeroallergene wie Aspergillus fumigatus. Mit der
Sensibilisierung, die bei der Besiedlung der Atemwege durch den Schimmelpilz stattfindet,
werden ungewollte Reaktionen des Immunsystems ermaoglicht. Erkenntnisse aus einer Studie
von Bacher et al. (2019) legen nahe, dass Th17-Zellen bei Patientinnen und Patienten mit
2
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chronischen entzundlichen Atemwegserkrankungen eine entscheidende Rolle bei der
dysregulierten Immunantwort auf Pilze wie Aspergillus fumigatus spielen konnten. Diese
basiere auf einer Verbindung zwischen protektiver Th17-Antwort auf Candida albicans im
Gastrointestinaltrakt und entziindlichem Geschehen bei Kontakt mit aeroallergenen Pilzen,
zurtickzufuihren auf eine bestehende Kreuzreaktivitat auf Candida albicans 19,
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Abb.1: Reaktive Vorgénge bei einer Infektion der Lunge bei Zystischer Fibrose.

Der zugrundeliegende Defekt im CFTR- Gen flhrt zu einer dysregulierten Immunantwort mit Ansammlung von
polymorphkernigen Leukozyten (PMNs). Diese wird durch die Sekretion chemotaktischer Stoffe dieser Zellen und
durch die hohen Mengen an Elastase in der Lunge, induziert durch die IL-8-Produktion, aufrechterhalten. Durch
die Freisetzung von schéadlichen Mediatoren wie reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und proteolytischer Enzyme
wird die Lunge in ihrer Struktur geschédigt. Auch die Phagozytose anfallender Zellreste und Abfallstoffe ist
beeintrachtigt. Dies tragt zum Bestehenbleiben der Infektion und schlieRlich zu einem Zustand mit standiger
Infektion und Entziindung unter Abnahme der Lungenfunktion bei.

LTBa4: Leukotrien B4, DNA: Desoxyribonukleinsaure

De Rose, V. (2002) [11]

Die zugrundeliegenden Mechanismen scheinen komplex zu sein. Ein Grofteil der bisherigen
Forschung zu Entziindungsmechanismen in den Atemwegen Mukoviszidoseerkrankter
konzentrierte sich vor allem auf die Aktivierung dieser Entziindungsreaktion €. Viele
Forscherinnen und Forscher richten ihre Aufmerksamkeit jedoch mehr und mehr auf deren
Terminierung. Ist die Entziindung einmal aktiviert, steigt sie im Verlauf oft drastisch an und
endet in einem selbsterhaltenden Kreislauf ©l. In Anbetracht dessen erscheint es sinnvoll, dass
der Grund fur das Anhalten dieser inflammatorischen Phase mit einer gestérten Beendigung
im Zusammenhang stehen konnte.



OTTO VON GUERICKE

UNIVERSITAT UNIVERSITATSKLINIKUM
MAGDEBURG 7 = MAGDEBURG A.o.R.

Im Rahmen einer Studie von Nichols et al. (2007) fanden Zytokinmessungen in der Flissigkeit
einer bronchoalveolaren Lavage (BAL) statt. Diese zeigten massive Konzentrationen von TNF-
a, IL-1B, IL-6, IL-8, polymorphkernigen Leukozyten (PMNs) und ihren Produkten wie der
Elastase El. In Blut von an Mukoviszidose erkrankten Kindern wurde in einer weiteren Studie
an einem humanen Stimulationsmodell mit Mycobacterium abscessus eine erhdhte
Konzentration von CD40-Ligand bei gleichzeitiger Erniedrigung von IL-2 nachgewiesen,
beides proinflammatorische Marker 2,

Im Kontrast dazu stehen die Konzentrationen gegenregulatorischer Faktoren wie des léslichen
TNF-Rezeptors und des IL-1-Rezeptor-Antagonisten, die sich nur maRig erhoht zeigten B,
Dadurch entstand ein massiver Uberschuss an pro-inflammatorischen Zytokinen im Vergleich
zu den Inhibitoren. Dies wurde auch in einer weiteren Studie deutlich, in der diese
Dysregulation zwischen Mediatoren wie IL-17 und Metaboliten des Eicosanoid-
Stoffwechselweges als Vertreter der entziindungslimitierenden Stoffe gezeigt wurde €I,

Forschungsfrage

Das vorlaufige Forschungsthema lautet “Altersabhangigkeit von T-Zellantworten gegen Pilze
und Bakterien bei Mukoviszidosepatientinnen”.

Die Tatsache, dass eine Erkrankung mit Mukoviszidose zu einer erhdhten Rate an Infektionen
mit bestimmten Erregergruppen wie Pseudomonas fihrt, wirft die Frage auf, ob mogliche
Unterschiede in den Immunmechanismen zwischen Erkrankten und gesunden Probanden
eine Korrelation zur Haufung dieser Infektionen darstellt.

Da T-Helferzellen eine wichtige Rolle in der Abwehr verschiedenster Erreger spielen, wird die
Untersuchung der komplexen Immunantwort von CD4-T-Zellen den Schwerpunkt dieser Arbeit
bilden.

Die Antikorperpanels, die bei der Detektion der Marker zur Anwendung kommen sollen, sind
auf die Unterscheidung folgender Subgruppen ausgelegt:

Die Thl-Zellen dienen der Beka&mpfung von intrazellularen Bakterien und Viren und
produzieren dazu die inflammatorischen Zytokine IFNy, TNFa und IL-2. Dadurch wird eine
Aktivierung von Makrophagen, naturlichen Killerzellen und zytotoxischen T-Zellen und
schlussendlich die Vernichtung der betroffenen Zelle erreicht 31, Wichtig ist auch ein Blick auf
die jeweiligen Mastertranskriptionsfaktoren, im Fall von Th1l-Zellen handelt es sich um T-bet
3 um durch deren Aktivierung Ruckschliisse auf eine spatere Sekretion der Zytokine zu
Ziehen.

Die Th2-Zellen wiederum sind vor allem fiir die Bekampfung von extrazellularen Pathogenen
verantwortlich. Dazu zahlen Bakterien und Helminthen. Diese produzieren beispielsweise die
Zytokine IL-5, IL-10 und IL-13 und tragen dadurch zu einer Aktivierung von Makrophagen und
der Rekrutierung von Eosinophilen bei 3 24 151 Uber die Sekretion von IL-4 fiihren sie
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aulRerdem zu einer verstarkten Antikdrperproduktion von B-Zellen 1, Th2-Zellen zeichnen
sich klassischerweise durch den Transkriptionsfaktor GATA-3 aus 3.

Die Eradikation von extrazellularen Bakterien und Pilzen, die fir unser Forschungsthema von
besonderer Bedeutung sind, fallt in das Aufgabenfeld der Thl7-Zellen. Diese produzieren
neben IL-17, das eine grof3e Rolle bei der Mobilisierung und Neubildung von neutrophilen
Granulozyten spielt 7, auch noch Zytokine wie IL-21, IL-22, IL-23 und TNFa 31, Sie sind durch
den Transkriptionsfaktor RORyt gekennzeichnet 31,

Regulatorische T-Zellen stehen den anderen Typen in ihrer Funktion gegenuber. Sie
unterdriicken die Aktivierung des Immunsystems und sind dadurch entscheidend fiir die
Selbsttoleranz und die Verhinderung von Autoimmunerkrankungen I8, Merkmale der
regulatorischen T-Zellen sind der Oberflachenmarker CD25 (IL-2-Rezeptor-a) und der
Mastertranskriptionsfaktor FoxP3 1311191

Mit Blick auf diese vier Achsen wollen wir in dieser Arbeit feststellen, ob sich Veranderungen
darstellen lassen, die vor dem Hintergrund der jeweiligen klinischen Situation Ruckschllisse
auf eventuelle infektionsbeglnstigende Mechanismen zulassen.

WiIssenschaftliche Zielstellung

Auf Basis aktueller Erkenntnisse wird die Arbeit an dem Projekt von folgenden Fragestellungen
bestimmt:

1) Unterscheiden sich die immunologischen Antworten der T-Lymphozyten gegen
ausgewahlte Pilze und Bakterien zwischen Gesunden und Mukoviszidosepatientinnen
und —patienten verschiedener Altersgruppen?

2) Gibt es eine Korrelation zwischen dem Alter und der Anfalligkeit fir Pilz- und
Bakterieninfektionen? Korreliert diese mit der CFTR-Mutation?

Frihere Arbeiten unserer Forschungsgruppe zu dem Thema haben gezeigt, dass T-
Zellreaktionen gegen Pilze altersabhangig sind % 21122 Dabei zeigte sich als Reaktion auf
Candida albicans eine hohe Zahl proliferierender T-Lymphozyten bei Neugeborenen und
Kindern bis 5 Jahren, gefolgt von einem Abfall bis ins Erwachsenenalter. Bei Stimulation mit
Aspergillus fumigatus fiel die Proliferationsrate in allen Altersgruppen gleich aus 2°. Im
Rahmen dessen hat sich auch herausgestellt, dass Bifidobacterium longum, ein
normalerweise nicht-humanpathogenes Bakterium und Bestandteil der natirlichen Darmflora,
als Initiator einer Gegenregulation zu einer ungewollten T-Zell-Antwort fungiert %%, Da bisher
unbekannt ist, ob dies auch auf Mukoviszidoseerkrankte Ubertragbar ist, gilt es nun zu
untersuchen:
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3) Ist Bifidobacterium longum dazu in der Lage, regulatorische Mechanismen in
Mukoviszidoseerkrankten zu induzieren?

Inwieweit diese Mechanismen eine Rolle fir die Behandlung von Mukoviszidosepatientinnen
und —patienten spielen kbénnten, ist bisher nicht bekannt. Allerdings kdnnten die Ergebnisse
mdogliche immunologische Unterschiede zu Gesunden herausstellen und damit den Blick
verstarkt auf Mechanismen dieser Ebene lenken.

Methodik

Fur die laufenden und geplanten Experimente werden Uber den Zeitraum der Studie bis
Oktober 2022 Blutproben von Kindern ab dem Kleinkindalter und Erwachsenen mit
Mukoviszidose gesammelt. Dieses Patientenkollektiv befindet sich zur Zeit der Studie an den
Kliniken der Padiatrie und Pneumologie der Universitatsklinik Magdeburg in Behandlung. Um
die gewonnenen Erkenntnisse aus der Untersuchung dieser Proben mit denen Gesunder
vergleichen zu konnen, werden parallel EDTA-Blutproben aus der Klinik fir Hals-Nasen-
Ohrenheilkunde und Blutkegel (Leukocyte reduction system chambers, LRSCs) als
Nebenprodukt der Thrombozytapherese aus der ansassigen Blutbank der Uniklinik
Magdeburg bezogen. Bis zum Ende der Studie, planmafig im Oktober 2022, wird
kohortenubergreifend mit etwa 60 Probanden gerechnet.

Zuallererst findet bei allen Proben eine Isolation von PBMCs (Peripheral blood mononuclear
cells) mittels Dichtegradientenzentrifugation statt. AnschlieBend erfolgt eine automatische
magnetische Zellisolation am AutoMACS. In einem ersten Schritt wird so die Isolation der
Monozyten der jeweiligen Probe aus den PBMCs erreicht. Aus der CD14-negativen Fraktion
werden in einem zweiten Schritt die CD4-positiven T-Lymphozyten durch ebendieses
Verfahren unter Anwendung entsprechender Sortier-Beads gewonnen.

Diese Monozyten werden Uber Nacht mit hitzeinaktivierten Antigenlysaten der ausgewahlten
Bakterien- und Pilzspezies inkubiert. Zur Anwendung kommen dabei die folgenden
Pathogene:

Bakterien:
- Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
- Bifidobacterium longum (ATCC 15697)
- Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae (ATCC 13883)
- Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15692)
- Escherichia coli (Strain K12 MG1655)
- Mycobacterium avium (CCUG 56331)

- Aspergillus fumigatus (MYA-4609)
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- Candida albicans (ATCC 10231)

Am darauffolgenden Tag erfolgt ein Labelling von T-Lymphozyten mit CFSE und anschliel3end
die Inkubation der Monozyten mit diesen Zellen. Die eingesetzte Konzentration von CFSE
betragt 2uM. Die Lymphozyten fir die Messung der Oberflachenmarker und Zytokine sowie
Transkriptionsfaktoren sind nicht markiert worden. Der Einsatz erfolgt bei 5x10* Monozyten
und 1x10° T-Zellen je Well in dem Verhaltnis von 1:2.

In einem Abstand von drei beziehungsweise sechs Tagen erfolgt die Erfassung der
Veranderungen der CFSE-Level jeder Probe via Durchflusszytometrie am BD FACSCanto™
Cell Analyzer, um die stattgefundene Zellproliferation darzustellen.

Die Untersuchung der immunologischen Reaktion der T-Lymphozyten anhand einer Reihe von
Oberflachenmarkern ist ebenso fiir den sechsten Tag nach der Inkubation mit den CD4+-
Lymphozyten geplant. Auch diese findet mithilfe einer durchflusszytometrischen Messung
zuvor mittels Antikorper angefarbter zellgebundener Marker am BD FACSCanto™ Cell
Analyzer statt. Zudem werden an diesem Punkt des Versuches die T-Lymphozyten, die fir die
Messung der Zytokine und Transkriptionsfaktoren bestimmt sind, mit lonomycin, Phorbol 12-
Myristat 13-Acetat (PMA) und Brefeldin A jeweils im Verhaltnis 1:1000 und Monensin im
Verhaltnis 1:3000 restimuliert. AnschlielRend findet eine Fixierung und Permeabilisierung der
T-Zellen mit Formaldehyd und Methanol statt. Die Proben werden fortan tiefgekihlt gelagert.

Am darauffolgenden Tag werden die Proben am BD LSRFortessa™ auf die T-Zell-Antwort und
die damit einhergehende Produktion von Zytokinen und Transkriptionsfaktoren hin untersucht.
Bei beiden Messungen liegt der Fokus auf Th-1, Th-2-, Th-17- und Treg-Zell-typischen
intrazelluléaren Zytokinen und Transkriptionsfaktoren sowie entsprechenden
Oberflachenmarkern zur naheren Charakterisierung dieser Immunantwort.

Mit Blick auf die Oberflachenmarker haben sich bisher insbesondere CD3, CD4, CD25, CD45,
CD69, CD137 und CD71 als relevant erwiesen.

Die Messung der Zytokine und Transkriptionsfaktoren findet aktuell anhand von zwei
Antikdrperpanels statt. Das erste beinhaltet neben den Oberflachenmarkern CD3, CD4, CD45
und CD154 (CDA40-Ligand) die Zytokine IL-2, -4, -8, und -10, TNF-a, IFN-y und die
Mastertranskriptionsfaktoren von drei der vier untersuchten Zellreihnen T-Bet, GATA-3 und
FoxP3 (siehe Abb.2). Dies ist in der Hinsicht interessant, als dass fir Marker wie TNF-q, IL-2
und IL-8 wie zuvor erwahnt bereits Veranderungen bei Mukoviszidoseerkrankten
nachgewiesen wurden. In dem zweiten finden sich CD3 und CD45 als Oberflachenmarker,
zusatzlich zu dem Aktivitatsmarker CD154 (CD40-Ligand) untersuchen wir hier auch auf
CD137. AuBerdem analysieren wir die Proben auf IL-17A, IL-21, IL-22 und den
Mastertranskriptionsfaktor der Th17-Zellreihe, RORVyt.
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Aktivierung der naiven Th-Zelle Differenzierung Aktivierung typische Zytokine
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Abb.2 Differenzierung und Funktionen der Th-Effektorzellen.

Die Aktivierung von naiven Th-Zellen erfolgt durch reife dendritische Zellen. Diese werden dadurch zur Proliferation
angeregt und generieren anschlieRend Tochterzellen. Je nach vorliegendem Zytokinmilieu differenzieren sich diese
durch die Aktivierung spezifischer Transkriptionsfaktoren zu unterschiedlichen Effektorzell-Subtypen, die ihrerseits
wiederum zur Produktion charakteristischer Zytokine befahigt sind. (Modifiziert nach Mak et al. (2014), S. 212 [24],
Symbole von Servier Medical Art)

Zusatzlich ist eine Detektion von Zytokinen in EDTA-Plasma und Kulturiiberstdnden geplant.
Dafir soll das Verfahren des LEGENDplex zur Anwendung kommen. Hierbei handelt es sich
um ein auf Beads basierenden Immunoassay. Ein l6slicher Analyt, in diesem Fall eine Auswahl
an relevanten Zytokinen, wird dabei zwischen zwei Antikérpern eingefangen. Einer dieser
Antikorper wird im Anschluss mit Streptavidin-Phycoerythrin (SA-PE) fluoreszenzmarkiert, um
in einer Messung der Fluoreszenzsignalintensitaten einen Rickschluss auf die Menge an
gebundenen Zytokinen ziehen zu kdnnen %, Die Gewinnung von EDTA- Plasma aus EDTA-
Blut geschieht mittels eines zweistufigen Zentrifugationsprozesses, bei dem der zellfreie Anteil
des Vollbluts vor den zuvor beschriebenen Sortierschritten abgetrennt wird. Untersucht
werden soll dieses Plasma auf Zytokine, von denen bereits gezeigt wurde, dass sie auch im
Sputum zu finden sind, um dann einen Vergleich der Daten zu erstellen. Insbesondere in der
Gruppe der adulten Mukoviszidoseerkrankten stehen uns dafir aktuelle Daten zu der
bakteriellen Besiedlung der Atemwege der Betroffenen zur Verfigung, die anhand von
Sputumproben gewonnen werden. Bei Kindern lasst sich im Normalfall auf Daten eines
Rachenabstrichs zugreifen. Die dafir notigen Analysen erfolgen durch das Institut fur
medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene der Universitatsklinik.
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Im Rahmen dessen findet in der weiteren Auswertung sowohl ein Vergleich zwischen
verschiedenen Altersgruppen innerhalb der Kohorte der Mukoviszidoseerkrankten und der
gesunden Vergleichsgruppe, als auch ein direkter Vergleich Gesunder und Erkrankter statt.
EinflieBen wird auRerdem der mithilfe eines Fragebogens nadher ertrterte gesundheitliche
Zustand der jeweiligen Patientin oder des jeweiligen Patienten, der anhand eigener Angaben,
aktueller klinischer Parameter und Voruntersuchungen erhoben wird.

Um weitere Aussagen zum allgemeinen Gesundheitszustand der Patientinnen und Patienten
treffen zu kdnnen, erfolgt nach Erhalt jeder Probe auRerdem eine Bestimmung des Blutbildes
und des Immunstatus aus dem Vollblut.

Vorlaufige Ergebnisse

Am Anfang des Projektes standen organisatorische Vorarbeiten zur Vorbereitung auf die
geplanten Experimente. Nach ausgiebiger Recherche zum typischen Erregerspektrum bei
Betroffenen wurde die Auswahl geeigneter Pathogene getroffen. Nach Eintreffen und Anzucht
durch das Institut fur medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene erfolgte eine
Hitzeinaktivierung. Zur weiteren Verwendung der Erregerlysate schlossen sich daraufhin
Proteinbestimmungen an. Ebenso Teil der Anfangszeit war die Recherche zur Etablierung
geeigneter Antikdrperpanels. Bisher wurden alle Ablaufe etabliert und diese werden seitdem
bei der Durchfiihrung der Experimente optimiert eingesetzt.

Die erhobenen Daten beziehen sich bisher hauptsdchlich auf die Gruppe der adulten
gesunden Personen. Anhand dieser Vergleichsproben wurden zu Anfang die Verfahren der
Isolation von PBMCs und der Zellseparation mit anschlieRender Stimulation durch Erreger, die
eine hohe Pravalenz bei Zystischer Fibrose aufweisen, eingefliihrt und den Gegebenheiten
aller weiteren geplanten Experimente angepasst. AnschlielBend wurden alle diese Proben
mittels Durchflusszytometrie entweder am BD FACSCanto™ oder am BD LSRFortessa™ auf
die bereits naher beschriebene Auswahl an Zytokinen und Markern hin analysiert. Nach
diesem Muster wurde nach der Einfihrung bisher mit allen Proben seit Oktober letzten Jahres
verfahren.
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Abb.3 Ergebnisse ausgewahlter Zytokinmessungen am BD LSRFortessa™ in einer Monozyten-T-Zell-Kokultur,
Tag 7 nach Stimulation mit S.aureus, B.longum, C. albicans und A. fumigatus, Probe eines mannlichen Probanden
aus der gesunden Kontrollgruppe, erstellt mit FlowJo 10.8.0

Bei einem Blick auf die Daten der betrachteten Oberflachenmarker, die an Tag sechs nach
Inkubation mit den T-Lymphozyten erfolgt, wies CD25, die Alpha-Kette des IL-2-Rezeptors,
eine starke Expression auf. Dies spricht fir die spate Phase einer stattfindenden
Immunantwort, welche mit dem Messzeitpunkt nach sechs Tagen vereinbar zu sein scheint.
Weiterhin soll das Panel bei zukiinftigen Messungen durch CD71 und CD137 erganzt werden.
Die Zytokinmessungen ergaben fur die bakteriellen Antigene bei adulten gesunden
Probandinnen und Probanden eine Expression von IL-2 und IL-4 neben einem deutlichen
Anstieg von IFN-y. Noch deutlicher zeigte sich dieser bei TNF-a. Auch die Messung von CD40-
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Ligand ergab eine starke Expression. Die mit Staphylococcus aureus-Antigenen stimulierte
Probe reagierte dabei im Vergleich am starksten.

Die Pilzantigene konnten in der T-Lymphozyten-Monozyten-Kokultur ebenso eine Reaktion in
den genannten Achsen ausldsen, allerdings in einem schwacheren Umfang verglichen mit den
bakteriellen Erregern. Dazu kam hier eine erhdhte Expression des Transkriptionsfaktors
RORvt, der typisch fir Zellen des Th17-Typs ist. Dies war erwartbar, diese Zellreihe zeigt sich
normalerweise nach Kontakt von T-Zellen mit Pilzantigenen.

Aktuell liegen auch erste Proben von Mukoviszidosepatientinnen und -patienten im Kindes-
und Erwachsenenalter vor. Die dazugehdrigen Experimente sind Gegenstand der
momentanen Arbeit, der sich die Analyse und der Vergleich mit der Kontrollgruppe
anschliel3en werden.

Arbeitsplan

Die Messung einer einzelnen Blutprobe nimmt durch zwischengeschaltete Wartezeiten etwa
acht Tage in Anspruch, wobei aber mehrere Proben parallel analysiert werden konnen.

Fir den Arbeitsfluss und die angestrebte Anzahl an Proben wére es ideal, jede Woche Blut
entgegennehmen und eine Kultur ansetzen zu kdnnen. Wenn weiterhin regelmafig neue
Ergebnisse dazukamen, liel3e sich unter Umstanden friihzeitig abschatzen, in welche Richtung
sich das Studienergebnis entwickelt.

Parallel dazu lauft bereits die Auswertung der Daten aus der Durchflusszytometrie. Zum
Einsatz kommen dabei die Programme FlowJo 10.8.0 und GraphPad Prism 8 zur graphischen
Darstellung und statistischen Auswertung. Die Literatursammlung erfolgt mithilfe des
Programmes Citavi.

Die Recherchearbeit zu dem Studientitel verwandten Themen, den aktuellen Messungen und
Ergebnissen soll das ganze Jahr Uber fortgefiihrt werden, um dann spatestens nach Abschluss
der Messungen im Oktober 2022, wenn moglich aber schon friiher, mit dem Verfassen der
Publikation beginnen zu kénnen. Der Veroffentlichung soll sich die Promotionsarbeit
anschliel3en. Diese plane ich bis zum Ende meines Studiums, was voraussichtlich im
Dezember 2023 sein wird, fertig verfasst zu haben.

Diskussion

Viele Aspekte, die mit der Pathogenese von Begleiterscheinungen Zystischer Fibrose
assoziiert sind, befinden sich aktuell noch in der Erforschung, daher lassen sich auch fir
dieses Studienthema nur schwer Vorhersagen treffen. Anzunehmen ware jedoch
beispielsweise, dass sich Verdnderungen in dem Verhéltnis der Immunantwort einzelner T-
Zellsubtypen zeigen konnten. In einer Studie von Roesch, Nichols und Chmiel (2018) wurde
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eine Imbalance von Th17 und regulatorischen T-Zellen angenommen &, Unbekannt ist dabei,
welchen Anteil die CFTR-Mutation und welchen beispielsweise zeitgleich persistierende
Atemwegsinfektionen haben. Da Th2- und Th17-Zellen normalerweise von regulatorischen T-
Lymphozyten unter Kontrolle gehalten werden ©, ware es denkbar, dass sich bei diesen
beiden Subtypen eventuell eine verstarkte Zytokinsekretion zeigen lassen kdnnte. In welche
Richtung sich das Ergebnis der Studie letztendlich entwickelt, bleibt abzuwarten.
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