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Zusammenfassung 

Aspergillus fumigatus ist ein opportunistisches fungales Humanpathogen, das ein breites 

Erkrankungsspektrum von der invasiven Aspergillose (IA) in immunkompromittierten Patienten 

bis zu einer Reihe von Hypersensitivitätserkrankungen in immunkompetenten Individuen 

hervorrufen kann. Die Diagnostik für A. fumigatus-assoziierte Krankheitsbilder beruht auf 

mehreren diagnostischen Tests, die auch in ihrer Kombination oft zu späten und unzuverlässigen 

Diagnosen führen, was wiederum zu einer suboptimalen Patientenversorgung, erhöhter 

Mortalität und gesteigerten Kosten für das Gesundheitssystem führt. Es besteht daher die 

unbedingte Notwendigkeit, neue und bessere diagnostische Tests zur Detektion von A. fumigatus 

zu entwickeln. T-Zell-Assays sind vielversprechende, innovative diagnostische Tests, die bereits 

für andere Infektionskrankheiten in der Routinediagnostik eingesetzt werden. Erste Versuche 

wurden bereits unternommen, diese Assays auch für A. fumigatus-assoziierte Erkrankungen 

einzusetzen. Die gängigsten, auf mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMC)-basierten 

T-Zell-Assays sind der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA), Enzyme-linked Immuno Spot 

Assay (ELISPOT) und die Durchflusszytometrie. Das Ziel dieser Dissertation war die Entwicklung 

eines klinisch einsetzbaren T-Zell-Assays für A. fumigatus-assoziierte Erkrankungen. 

Die in der Literatur beschriebenen Assays zeigten in unseren Experimenten bei der Anwendung 

für mykologische Fragestellungen eine hohe Suszeptibilität gegenüber bereits kurzen 

präanalytischen Lagerzeiten und Krykonservierung, was einen klinischen Einsatz erschwerte. 

Wir entwickelten deshalb einen Vollblut-basierten ELISA (VB-ELISA) mit dualer Kostimulation 

(α-CD28 und α-CD49d), hoher Reproduzierbarkeit und verbesserter Robustheit gegenüber 

präanalytischen Einflussfaktoren. Der VB-ELISA konnte hohe Differenzen zwischen 

Typ-1-T-Helferzellen (Th1)-, Th2- und Th17-Zytokinkonzentrationen bei Patienten mit 

Aspergillus-assoziierten Hypersensitivitätskrankheitsbildern und Kontrollpatienten feststellen. 

Um zu testen, ob dieser Anstieg auf die Erkrankung zurückzuführen ist oder auch bei hoher 

Aspergillus-Umweltexposition vorzufinden ist, wurde der Assay in Aspergillus-exponierten 

gesunden ökologischen Landwirten getestet. In dieser Gruppe fanden wir ebenfalls eine erhöhte 
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Th1- und Th2-Expansion und -Zytokinsekretion gegenüber gesunden Kontrollspendern, jedoch 

wurde nur ein geringer Anstieg des Th17-Signalzytokines IL-17 detektiert. Die Detektion von 

IL-17 im VB-ELISA in Kombination mit anderen Zytokinmarkern ist daher ein vielversprechender 

Biomarker für die Diagnose von A. fumigatus-assoziierten Hypersensitivitätserkrankungen.  

Neben diesen Hypersensitivitätserkrankungen haben wir den VB-ELISA auch in 

immunkompromittierten Patienten nach allogener Stammzelltransplantation (alloSZT), einer 

Hochrisikogruppe für die IA und die durch das humane Cytomegalovirus (HCMV) ausgelöste 

Zytomegalie, evaluiert. Während in unserer monozentrischen Pilotstudie aufgrund der geringen 

Inzidenz keine Evaluation an IA-Patienten erfolgen konnte, wurde mittels VB-ELISA eine hohe 

Konkordanz der HCMV-spezifischen T-Zell-Antwort mit der HCMV-Serologie sowie eine 

vergleichbare Leistung zum ELISPOT, dem am häufigsten eingestetzen Assay für diese 

Fragestellung, festgestellt. 

Zusammenfassend haben wir mit dem VB-ELISA einen vielversprechenden und breitflächig im 

Spektrum A. fumigatus-assoziierter Erkrankungen einsetzbaren T-Zell-Assay entwickelt, der in 

der Zukunft in großen Studien mit klar definierten Patientenkohorten getestet werden sollte. Auf 

Grund von Daten aus Folgestudien, die auf dieser Arbeit basieren, ist des Weiteren davon 

auszugehen, dass der VB-ELISA auf Grund seiner Stärken potenziell in einer Vielzahl von 

Anwendungsgebieten und Pathogenen (eine Folgestudie mit SARS-CoV-2 wurde vor kurzem 

veröffentlicht) universell eingesetzt werden kann. Neben der Immundiagnostik für diverse 

Infektionserkrankungen könnte der Assay außerdem für T-Zell-Antworten auf Vakzinierungen 

und Immuntherapien, in vivo Experimente und in vitro Toxizitätstests verwendet werden. 
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Summary 

Aspergillus fumigatus is an opportunistic human pathogen, which is the cause of a wide disease 

spectrum. The spectrum ranges from invasive Aspergillosis (IA) in immunocompromised 

patients to diverse hypersensitivity diseases in immunocompetent individuals. Diagnostic assays 

of A. fumigatus have to be combined for efficient detection and still lead to unreliable and late 

diagnosis, resulting in suboptimal patient care, increased mortality and public health costs. There 

is, therefore, a great need to develop novel diagnostics for the detection of A. fumigatus. T-cell 

assays are promising, innovative diagnostic assays, which are used in routine diagnostics for 

certain infectious diseases. First affords have been made to adapt T-cell assays for the diagnosis 

of A. fumigatus-associated diseases. The most common T-cell assays are based on the isolation and 

stimulation of peripheral blood mononuclear cell (PBMC) and relay on Enzyme-linked 

Immunosorbent Assay (ELISA), Enzyme-Linked Immuno Spot Assay (ELISPOT) and flow 

cytometry as their read-out platforms. The aim of this dissertation was to develop a clinically 

feasible T-cell assay for A. fumigatus-associated diseases.  

 We were able to demonstrate that all of these assays have high susceptibility towards pre-analytic 

factors like cryopreservation and shortly extended pre-analytic blood storage periods, hampering 

clinical feasibility. Thus, we developed a whole blood based ELISA (WB-ELISA) with dual co-

stimulation (α-CD28 and α-CD49d), which showed high reproducibility, increased robustness 

towards pre-analytic factors and increased cytokine read-outs. The WB-ELISA was able to 

quantify large differences of T helper cell 1 (Th1), Th2 and Th17 cytokine concentrations in 

patients suffering from Aspergillus-associated hypersensitivity diseases compared to healthy 

controls. To analyze, whether these increased cytokine concentrations were the result of the 

pathology or could also be found in heavily Aspergillus-exposed individuals, we examined 

cytokine concentration in heavily Aspergillus-exposed organic farmers. We quantified increased 

Th1 and Th2 cytokine concentrations, however, we only found a minimal increase in the Th17 

signal cytokine IL-17. Interleukin (IL)-17 (most likely in combination with other cytokines) is 

therefore a promising potential biomarker for the diagnosis of Aspergillus-associated 

hypersensitivity diseases. 
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In addition to Aspergillus-associated hypersensitivity diseases, we tested the feasibility of the 

WB-ELISA in immunocompromised patients after allogeneic stem cell transplantation (alloSCT). 

These patients are at high-risk for infections like IA as well as cytomegalovirus (CMV) disease, 

which is caused by CMV. Although, IA-specific evaluation could not be conducted, due to the 

low IA-incidence in these patients, the WB-ELISA showed high concordance of HCMV-specific 

T-cell responses with HCMV-serology as well as comparable performance to the ELISPOT, a 

commonly used T-cell assay for HCMV, in alloSCT patients. 

In conclusion, the successful development of the WB-ELISA has led to a promising and widely 

applicable T-cell assay for Aspergillus-associated diseases. In the future, the WB-ELISA should be 

evaluated in larger, multi-centric studies in well-defined patient cohorts suffering from 

Aspergillus-associated diseases. Furthermore, the WB-ELISA might be useful for a wide range of 

areas and pathogens (a follow-up study in COVID-19 patients was recently published). Besides 

the use in the immune diagnostics of infectious diseases, the WB-ELISA might also be applicable 

in the quantification of T-cell responses in vaccination- and immune therapy studies, in-vivo 

experiments and in-vitro toxicity testing.  
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1 Einleitung 

1.1 Der Schimmelpilz Aspergillus fumigatus und seine Bedeutung als 

opportunistisches Humanpathogen 

1.1.1 Morphologie und Vorkommen von A. fumigatus 

Der Schimmelpilz Aspergillus fumigatus ist ein saprotropher Pilz aus der Gattung Aspergillus 

(Gießkannenschimmel) und gehört zu den Ascomycota (Schlauchpilzen). Weitere 

Aspergillus-Spezies sind unter anderem A. clavatus, A. flavus, A. nidulans, A. niger und A. terreus, 

jedoch ist A. fumigatus der klinisch relevanteste Vertreter der Aspergilli [1]. A. fumigatus wird 

zumeist in der Erde und degenerierender Biomasse gefunden, in welcher er eine zentrale Rolle in 

der Kohlenstoff- und Stickstoffwiederverwertung einnimmt [2]. In der Natur pflanzt sich der Pilz 

asexuell durch die Bildung von Konidien fort [3, 4]. Ein sexueller Fortplanzungszyklus und die 

damit verbundene Produktion von Ascosporen konnte nur unter spezifischen 

Wachstumskonditionen im Labor beobachtet werden [5]. Durch seine thermophile Natur wächst 

der Pilz im Temperaturbereich von 25 bis 55 °C und überlebt auch Extremtemperaturen von bis 

zu 70 °C [3]. Diese breiten Wachstumskonditionen verhelfen dem Pilz zu einer globalen 

Distribution. Die haploiden Konidien werden durch die Luft transportiert und keimen in 

nährstoffreichen Umgebungen innerhalb von 4 – 6 Std. zu Keimschläuchen aus. Aus diesen 

Keimschläuchen entwickeln sich Hyphen. Hyphen sind multinukleäre Zellen, die sich verflechten 

und dadurch eine Struktur, die Myzel genannt wird, bilden [1, 6]. Sie formieren Konidiophoren, 

die neue Konidien produzieren. Die hydrophoben Konidien verteilen sich aerogen. In 

Sporenmessungen in der Luft war A. fumigatus einer der am häufigsten vorkommenden Pilze [7]. 

Jeder Mensch atmet am Tag 100 – 1000 Konidien ein. Die Konidien haben einen Durchmesser von 

2 – 3 µm und gelangen daher tief in die humane Lunge bis in die Alveolen [3].  
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1.2 A. fumigatus-assoziierte Erkrankungen  

Eine balancierte physiologische A. fumigatus-Immunantwort verhindert das Wachstum des Pilzes 

in der Lunge. Eine Über- oder Unterreaktion des Immunsystems führt zu diversen 

A. fumigatus-assoziierten Erkrankungen. Eine Überreaktion des Immunsystems gegen 

A. fumigatus kann zu Hypersensitivitätspathologien führen. Im Gegensatz dazu führt eine 

Unterreaktion in immunkompromittierten Patienten zur invasiven Aspergillose (IA) (Abbildung 

1) [8].  

 

Abbildung 1: A. fumigatus-assoziierte Pathologien. Die Inhalation von A. fumigatus-Konidien kann unterschiedliche 

Erkrankungen auslösen. Bei Menschen mit physiologischer Immunantwort löst der Pilz weder eine Infektion noch eine 

Hypersensibilitätskrankheit aus. Bei immunkompromittierten Patienten (ICH) kann der Pilz seinen Wirt infizieren, was 

zu einer invasiven Aspergillose führen kann. Eine milde Kompromittierung des Immunsystems (mild ICH) in 

chronischen respiratorischen Pathologien, kavitären Lungenerkrankungen oder Asthma können 

A. fumigatus-assoziierte Erkrankungen auslösen. Diese A. fumigatus-assoziierten Erkrankungen beinhalten das 

Aspergillom, die Chronische pulmonale Aspergillose (CPA), die Chronische nekrotisierende pulmonale Aspergillose 

(CNPA), die Allergische bronchopulmonale Aspergillose (ABPA) und das Schwere Asthma mit Pilzsensibilisierung 

(SAFS). Die Abbildung wurde aus dem Review-Artikel von van de Veerdonk und Kollegen übernommen [1].  
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1.2.1 Die invasive Aspergillose (IA) 

Ein immunkompromittierter Wirt ist die Hauptvoraussetzung für die Entwicklung einer IA. Die 

Immunkompromittierung kann durch die Verabreichung von Immunsuppressiva oder durch ein 

anderweitig eingeschränktes Immunsystem, wie eine Neutropenie, entstehen [8]. Bei der IA 

keimen Aspergillus-Konidien in der Lunge aus und wachsen invasiv ins Lungenparenchym und 

in die pulmonalen Blutgefäße. Dieses Pilzwachstum führt zu einer ischämischen Nekrose des 

Lungengewebes. In fortgeschrittenen Krankheitsstadien kann der Pilz nach der Angioinvasion 

disseminieren und sich in anderen Organen wie dem zentralen Nervensystem und der Leber 

verbreiten [8]. Die IA ist die häufigste Pilzinfektion bei Patienten nach allogener 

Stamzelltransplantation (alloSZT) und bei Patienten mit soliden Organtransplantationen [8]. 

Mittlerweile wurde die IA aber auch in anderen Patientengruppen beschrieben. Schwere 

Influenza oder COVID-19-Verläufe können z. B. eine IA zur Folge haben [9-11]. Die IA entwickelt 

sich zu einem zunehmenden Problem für das Gesundheitssystem. In den Jahren von 2000 - 2013 

erhöhte sich die IA-Prävalenz beispielweise in den USA um 3 % pro Jahr [12].  

Diagnostik für die IA 

Die Diagnose der IA wird aus einer Kombination von klinischen, radiologischen und 

mikrobiologischen Daten gestellt. Bei Hochrisikopatienten weisen Fieber unbekannter Herkunft, 

andere Symptome einer Infektion der unteren Atemwege und gleichbleibende Symptomatik nach 

Verabreichung von Breitbandantibiotika auf eine Pilzinfektion hin [13]. Als radiologisches 

Diagnostikum werden unterschiedliche Formen der Thoraxbildgebung verwendet. Besonders in 

der frühen Diagnostik der IA ist die Thoraxbildgebung allerdings nicht sensitiv und spezifisch 

genug. Selbst eine Woche vor dem Tod sind 10 % der der IA-Patienten in der Thoraxbildgebung 

negativ [13-15]. Außerdem bleiben bei nicht-neutropenischen Patienten die klassischen 

radiologischen Manifestationen oft aus [16, 17]. Deswegen muss die Radiologie mit anderen 

diagnostischen Tests kombiniert werden [13-15]. Der mikroskopische Beweis von ins 

Lungengewebe gewachsenem A. fumigatus in Proben einer Biopsie wird als gesicherter Nachweis 

einer IA gewertet, kann jedoch nur eine Sensitivität von 50 % erreichen und des Weiteren 

aufgrund der Morbidität der Patienten oft nicht durchgeführt werden (z. B. bei der 



8 

 

Thrombozytopenie) [18]. Auch Kulturen sind durch ihre Sensitivität von unter 30 % in der IA 

Diagnostik stark limitiert [8]. Der Galactomannan (GM)-Aspergillus-Antigen-Test detektiert den 

A. fumigatus-Zellwandbestandteil GM im bronchoalveolar lavage (BAL) oder Serum der Patienten 

und ist einer der Pfeiler der IA-Diagnostik. Der GM-Test zeigt bei bestimmten Patientengruppen 

eine Sensitivität von 67 – 100 % und Spezifizität von 86 – 99 %. Bei anderen Patientengruppen, 

wie pädiatrischen oder nicht neutropenischen Patienten sowie Patienten mit antimykologischer 

Prophylaxe, sinkt die Sensitivität jedoch bis auf 30 % [19-21]. Ähnlich wie beim GM-Test kann 

auch nach dem A. fumigatus-Zellwandbestandteil (1-3)-b-D-Glucan gesucht werden. Obwohl der 

Test in Studien eine Sensitivität von 67- 100 % und eine Spezifizität von 84 – 100 % gezeigt hat [22, 

23], spielt dieser diagnostische Test in der IA-Diagnostik nur eine untergeordnete Rolle [8, 13]. 

Außerdem kann Aspergillus-DNA durch die Aspergillus-PCR detektiert werden. Der 

Aspergillus-PCR-Test nach FPCRI-Kriterien zeigt eine gepoolte Sensitivität von 79 % im Vollblut 

(VB) und 93 % im Plasma sowie eine Spezifizität von 79 % im VB und 69 % im Plasma. Trotz 

großer Anstrengungen bestehen jedoch immer noch Probleme in der Standardisierbarkeit der 

Aspergillus-PCR, die unter anderem auf die Vielzahl der kommerziellen und in-house-Assays 

zurückzuführen sind [24]. 

Trotz des breiten Spektrums an diagnostischen Tests ist eine frühe Diagnose der IA daher noch 

immer eine große Herausforderung. In der Routine kann kein diagnostischer Test eine 

verlässliche Diagnose stellen und die Verwendung mehrerer diagnostischer Tests ist notwendig 

[24-26]. Für Forschungszwecke wird daher die Wahrscheinlichkeit des Vorhandenseins einer IA 

nach den EORTC-Kriterien eingeschätzt. Hierbei werden mögliche, wahrscheinliche oder 

gesicherte IAs unterschieden [27]. Eine frühe Diagnose der IA ist mit stark gesenkten 

Mortalitätsraten verbunden und notwendig, um die hohen Mortalitätsraten von 20 - 59 % (in 

Abhängigkeit von der zugrunde liegenden Pathologie) zu vermindern [28-33]. Daher gibt es einen 

enormen Bedarf an besseren diagnostischen Tests für die IA. 
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1.2.2 Die Chronische pulmonale Aspergillose (CPA) 

Die CPA ist eine chronische, nicht-invasive Form der Aspergillose und betrifft allein in Europa 

über 240.000 Menschen [34]. Prädisponierende Grunderkrankungen für die CPA sind unter 

anderem Tuberkulose (weltweite geschätzte CPA Prävalenz von 1,7 Millionen), Allergische 

Bronchopulmonale Aspergillose (ABPA) (weltweite geschätzte CPA Prävalenz von 411.000), 

Sarkoidose (weltweite geschätzte CPA-Prävalenz von 411.000) chronisch obstruktive 

Lungenerkrankung (COPD), Pneumothoraxkarzinom und therapiertes Lungenkarzinom [35-39]. 

Die prädisponierenden Pathologien inhibieren die physiologische Immunität gegen A. fumigatus, 

indem sie unter anderem Kavitäten schaffen und die mukoziliären Verteidigungsmechanismen 

schwächen [8]. 

Im Gegensatz zur IA liegt bei CPA-Patienten nur eine leichte oder keine Immunsuppression vor. 

Die CPA ist in verschiedene Subpathologien unterteilt: Aspergillom, subacute invasive aspergillosis 

(SAIA), chronic cavitary pulmonary aspergillosis (CCPA) und chronic fibrotic pulmonary aspergillosis 

(CFPA) [34, 40, 41].  

Ein Aspergillom ist eine fungale Masse, die sich in den von den prädisponierenden Pathologien 

geschaffenen Kavitäten in der Lunge bildet. A. fumigatus kolonialisiert hierbei zuerst eine Kavität, 

wonach er in eine ballförmige Struktur wächst. Diese Struktur besteht fast ausschließlich aus 

fungalen Hyphen und extrazellulärer Matrix [34, 42]. Neuzig Prozent aller Aspergillome geht in 

Entwicklungsländern eine Tuberkuloseinfektion voraus. Milde bis, in seltenen Fällen, 

lebensbedrohliche Hämoptysen sind eines der häufigsten Symptome des Aspergilloms. Daher 

sollte das Aspergillom nach Möglichkeit operativ entfernt werden [8, 34, 42].  

CCPA ist die häufigste Form der CPA. Bei der CCPA sind eine oder mehrere Lungenkavitäten 

vorhanden, von denen manche ein Aspergillom enthalten. Pulmonale oder systemische 

Symptome und eine Krankheitsprogression über 3 Monate stellen das charakteristische klinische 

Bild dar [34]. Eine unbehandelte CCPA kann sich zu einer CFPA entwickeln. Der Leitbefund der 

CFPA ist die Fibrose eines oder mehrerer Lungenlappen, die zu fibrotischer Zerstörung des 

Lungengewebes führt. Ein starker Verlust der Lungenfunktion ist die Folge [34]. SSIA wird bei 
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leicht immunsupprimierten Patienten beobachtet und ähnelt der CCPA. Die zwei 

Hauptunterschiede zur CCPA sind ein invasives Hyphenwachstum und eine beschleunigte 

Progression der Erkrankung [34].  

Diagnostik für die CPA 

Die Diagnose der CPA beruht auf mehreren Säulen [34]. Der wichtigste Bestandteil ist die 

Thoraxbildgebung. Der Befund der Bildgebung wird mit mikrobiologischen und 

immunologischen diagnostischen Tests kombiniert. Die immunologische Diagnostik umfasst die 

Detektion von Aspergillus-spezifischen Immunglobulin(Ig)Gs, Aspergillus-Antigenen und 

Präzipitinen. Zusätzlich werden die Grunderkrankung, die Fortschrittsgeschwindigkeit der CPA 

und die Dauer der Anwesenheit der Symptome in Betracht gezogen (1-3 Monate für SSIA; über 3 

Monate für die restlichen CPAs) [34]. 

Mikrobiologisch wird Material einer Lungenbiopsie auf A. fumigatus-Hyphen untersucht und 

deren invasives Wachstum geprüft. Eine Invasion lässt auf eine SSIA schließen. Eine positive 

Kultur kann ebenfalls A. fumigatus nachweisen [34]. Positive Kulturen werden bei 56 – 81 % der 

CPA-Patienten gefunden [41, 43, 44]. Der GM-Antigen-Test zeigt in der BAL eine Sensitivität von 

77– 86 % und eine Spezifizität von ca. 77 %. In Serumproben wird eine Sensitivität von 23– 67 % 

und eine Spezifizität von 64 % gefunden [45-47]. Daher wird der GM-Test aus der BAL, nicht 

jedoch aus dem Serum empfohlen [34]. Antikörpertests sind die wichtigsten diagnostischen 

Assays für die CPA [48]. Eine Aussage über deren Effizienz ist auf Grund der großen Anzahl an 

verschiedenen kommerziellen und in-house-Assays und unzureichenden vergleichenden Studien 

jedoch nicht möglich [34]. Es bestehen aber große Unterschiede in Sensitivität und Spezifizität 

[34]. Dementsprechend wurden Antikörpertests nur unzureichend standardisiert und es fehlen 

Studien, die Antikörperantworten mit der Art und der Schwere der CPA in Verbindung bringen 

[8]. 

CPA-Patienten haben ohne Therapie eine hohe 5-Jahres-Mortalitätsrate von 75 – 80 %. Die 

Therapie kann jedoch nur durch eine frühzeitige Diagnosestellung eingeleitet werden. Die 

Diagnosestellung ist für die Kliniker anhand der aktuellen diagnostischen Möglichkeiten eine 
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große Herausforderung [34]. Neue Diagnostika oder Biomarker und die Weiterentwicklung 

bestehender diagnostischer Methoden sind daher unabdingbar. 

1.2.3 Allergische Aspergillose 

Die allergischen Aspergillosen werden von einer Hypersensitivitätsreaktion auf 

Aspergillus-Antigene ausgelöst. Sie können in die Kategorien ABPA, Aspergillus-induziertes 

Asthma (AIA) und allergische Aspergillus-Sinusitis (AAS) unterteilt werden [49]. 

1.2.3.1 Die allergische bronchopulmonale Aspergillose (ABPA) 

Die ABPA kommt hauptsächlich bei Pateinten mit Asthma oder zystischer Fibrose (CF) vor [49]. 

Ein bis fünfzehn Prozent aller CF-Patienten leiden an einer ABPA. Bei Asthmatikern wird die 

ABPA-Prävalenz auf 2,5 % geschätzt. Dementsprechend sollten 4,8 Millionen Asthma-Patienten 

weltweit an ABPA erkrankt sein [36, 50]. Diese allergische Antwort wird von Typ-2-T-

Helferzellen (Th) und IgE mediiert und führt zu einer starken Entzündungsreaktion in der Lunge 

[49]. Bei einigen Patienten wird jedoch auch eine IgG-mediierte Antwort gefunden. Die 

Symptome umfassen schlecht kontrolliertes Asthma, Atemnot, Erschöpfung, Gewichtsverlust, 

Hämoptysen, leichtes Fieber und Husten mit Auswurf. Die Erkrankung führt in ihrer finalen 

Form zu einer irreversible Fibrose des Lungengewebes [49]. Eine ABPA kann sich ebenfalls zu 

einer CPA weiterentwickeln [51]. Die frühe Diagnose der ABPA ist unabdingbar für den 

Patienten, da die starke Entzündung ohne Therapie zu Bronchitis, Lungenfibrose, 

Rechtsherzinsuffizienz und einem Verlust der Lungenfunktion führen kann [51, 52]. 

Diagnostik für die ABPA 

Die Standardisierung der diagnostischen Kriterien gestaltet sich schwierig. Einer der 

bekanntesten Versuche die ABPA-Diagnostik zu standardisieren sind die ISHAM-Kriterien [51]. 

Wie bei der IA und CPA muss die Diagnose auf Basis mehrerer Kriterien gestellt werden. Als 

erstes Kriterium wird die Grunderkrankung des Patienten betrachtet. Wie bereits erwähnt, sind 

Asthma und CF die beiden häufigsten prädisponierenden Krankheitsbilder, die zu einer ABPA 

führen. 
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Die Radiologie wird in der Diagnostik von ABPA genutzt. Jedoch sind die Charakteristika, die 

zur Diagnose herangezogen werden, nur bei wenigen Patienten mittels Radiologie sichtbar. Zum 

Beispiel wird eine zentrale Bronchiektasie, ein Kennzeichen der ABPA, nur bei 37 % der ABPA 

Patienten gefunden [53]. 

 Der Aspergillus-Hauttest (Prick-Test) dient dem Nachweis einer IgE-Sensibilisierung und ist einer 

der wichtigsten diagnostischen Tests für die ABPA. Die Sensitivität ist mit 90 % hoch, jedoch ist 

die Spezifizität stark limitiert, da auch 40 % der Asthmapatienten ohne ABPA im 

Aspergillus-Hauttest positiv sind [54, 55]. Ebenfalls wichtig ist die Bestimmung des gesamten und 

Aspergillus-spezifischen IgE im Serum. Die Aussagekraft des Tests unterscheidet sich bei 

CF-Patienten und Asthmatikern. Die Bestimmung des Gesamt-IgE hat bei Asthmatikern eine 

Sensitivität von 88 % und eine Spezifizität von 67 %, während das Aspergillus-spezifische IgE eine 

Sensitivität von 96 % und eine Spezifizität von 88 % zeigt [51]. Auch die Detektion von 

Aspergillus-IgG wird bei klinischem ABPA-Verdacht durchgeführt. Aspergillus-IgG ist nicht 

spezifisch für ABPA und hauptsächlich ein Marker der CPA (siehe Kapitel 1.2.2). Es kann jedoch 

den Übergang zu einer CPA signalisieren [41, 56]. Ein weiteres Diagnosekriterium ist eine 

Eosinophilie. Diese wird aufgrund einer häufig isoliert pulmonalen Ausprägung allerdings nur 

bei 40 % der ABPA-Patienten im Blut gefunden und ist zudem nicht spezifisch für die ABPA. [51]. 

Ein zusätzlicher diagnostischer Test ist der kulturelle Nachweis von Aspergillus im Sputum. Dieser 

ist bei zu 39 – 60 % der Patienten positiv und die Kontrolle von sequenziellen Proben in der Kultur 

erhöht die Chance auf die Detektion von ABPA [57, 58].  

In der Gesamtschau gestaltet sich die Diagnose der ABPA schwierig und es vergehen oft Jahre 

zwischen der initialen ABPA-Symptomatik und der Diagnosestellung [59]. Genau wie bei der IA 

und der CPA gibt es keinen Test, der allein über eine hinreichende Sensitivität und Spezifität für 

die ABPA verfügt. Daher sind auch in der ABPA-Diagnostik neue Tests notwendig.  

1.2.3.2 Allergische umweltassoziierte Aspergillus-Krankheitsbilder 

Die allergischen mit Aspergillus-assoziierten Krankheitsbilder, die in der Umweltmedizin 

Relevanz haben, sind Hypersensitivitäts-Pneumonitis mit ihrer Unterform der exogen-
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allergischen Alveolitis, bronchozentrische Granulomatose, eosinophile Pneumonie, schweres 

Asthma mit fungaler Sensibilisierung (SAFS), allergische mykotische Rhinitis (AFRS) und ABPA 

(siehe Kapitel 1.2.3.1, hier jedoch auch ohne Komorbidität zu finden) [60]. Hierbei ist vor allem 

die berufliche Schimmelpilzexposition, wie sie z. B. in landwirtschaftlichen Betrieben [61, 62] und 

in der holzverarbeitenden Industrie [60, 63, 64] vorzufinden ist, ein wichtiger Risikofaktor. Drei 

bis zehn Prozent der Bevölkerung zeigen eine Pilzsensitivierung [65, 66]. Während bei vielen 

Individuen eine Sensitivierung asymptomatisch ist, kann bei atopischen Patienten eine große 

Bandbreite an Symptomen beobachtet werden. Diese reichen von milden Symptomen wie 

Rhinorrhoe, Niesreiz (Sternutatio) und Husten (Tussis) bis zum Vollbild der ABPA oder Asthma 

bronchiale. Die schwersten Verläufe können zum Tod des Patienten führen. Neben der atopischen 

Prädisposition ist die Schwere der Symptomatik auch von der Höhe der Pilzexposition abhängig 

[60].  

 

Diagnostik für das Bio- und Bioeffektmonitoring umweltassoziierter Aspergillus-Exposition 

Im Allgemeinen findet die Diagnose von umweltassoziierten Aspergillus-Erkrankungen durch die 

Immunglobinbestimmung (primär IgE) statt [60]. Jedoch werden für manche Krankheitsbilder 

ggf. auch weitere krankheitsspezifische diagnostische Tests eingesetzt. Die exogene allergische 

Alveolitis ist z. B. nicht primär IgE-vermittelt und wird via IgG-Nachweis, Thoraxbildgebung (für 

Spätstadien), Bronchoskopie und für gutachterliche Fragestellungen durch einen Provokations- 

bzw. Karenztest diagnostiziert [67]. Umweltmedizinisch gibt es lediglich zwei Testsysteme, die 

zur Bestimmung der Intensität der Schimmelpilzexposition angewendet werden. Zum einen ist 

das die Messung der sich in der Luft befindlichen Sporenkonzentration und zum anderen die 

oben genannte Immunglobinbestimmung (primär IgE) im Serum. Beide Techniken haben 

Schwächen. Hinsichtlich der Sporenkonzentrationsmessungen gibt es keine etablierten 

Grenzwerte für tolerable Sporenkonzentrationen in der Luft. Außerdem geben derartige 

Messungen keine Informationen über die Langzeitexposition und die immunologischen 

Reaktionen der betroffenen Personen. Die Immunglobinbestimmung kann weder Auskunft über 

Dosis, Länge noch den zeitlichen Rahmen der Exposition geben [68]. Diese Limitationen 

illustrieren die Notwendigkeit, neue Biomarker für Schimmelpilzexposition zu evaluieren. 
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1.3 Die Immunantwort auf A. fumigatus 

1.3.1 Physiologische innate Immunreaktion gegen A. fumigatus 

Die erste Verteidigungslinie gegen A. fumigatus-Konidien ist von physischer Natur. Viele 

Konidien werden bereits durch die Nasenmuscheln und durch die Verästlung des bronchialen 

Systems und dem dadurch entstehenden turbulenten Luftstrom daran gehindert, tiefer in die 

Lunge einzudringen. Durch den turbulenten Luftstrom werden die Konidien im bronchialen 

Mukus gefangen und durch Zilien aus der Lunge transportiert. Die Konidien, die tiefer in die 

Lunge gelangen, werden durch das zelluläre Immunsystem zerstört [69].  

Konidien, denen es gelingt, bis in die Alveolen vorzudringen, kommen als erstes mit Alveolaren 

Epithelzellen (EZs) und Alveolarmakrophagen (AM) in Kontakt. EZs können Konidien 

phagozytieren und in aziden Phagolysosomen zersetzen. Nur weniger als 3 % der durch die EZs 

phagozytierten Konidien sind in der Lage, innerhalb der EZs auszukeimen [70]. Wenn Konidien 

der Phagozytose der EZs entkommen oder auf den EZs auskeimen, werden Signalkaskaden 

ausgelöst, die eine Entzündungsreaktion einleiten. Hierbei werden antimikrobielle Peptide und 

damage-associated molecular patterns (DAMPs) freigesetzt und Neutrophile via C-X-C motif ligand 

(CXCL)1 sowie CXCL2 und Interferone (IFNe) der Typen I und III rekrutiert [8, 71-74]. Konidien, 

die den Verteidigungsmechanismen entkommen und zu Hyphen auskeimen, lösen in bronchialen 

EZs die Sekretion von Interleukin (IL)-8 aus [75].  

AM erkennen Konidien mit verschiedenen Rezeptoren wie DC-SIGN [76], Dectin-1 [77] und 

löslichen pattern recognition receptors (PRRs) wie Pentraxin-3 (PTX-3) [78]. Die Konidien werden 

phagozytiert und innerhalb von 24 Stunden in aziden Phagolysosomen vernichtet [1]. 

Die reaktive Sauerstoffspezies (ROS)-Produktion durch Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid-

Phosphat (NADPH)-Oxidase spielt ebenfalls eine zentrale Rolle bei der Bekämpfung von A. 

fumigatus durch Neutrophile. Die Vernichtung von Hyphen ist abhängig von der NADPH-

Oxidase [79]. Durch die Induktion der NADPH-Oxidase wird die neutrophil extracellular trap 
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(NET)ose eingeleitet. Bei der NETose werden von den Neutrophilen NETs gebildet, die aus 

Desoxyribonukleinsäure (DNA) bestehen und antimikrobielle Peptide beinhalten. Diese NETs 

werden gegen Hyphen eingesetzt, die bereits zu groß sind, um phagozytiert zu werden. Obwohl 

NETose eine wichtige Rolle in der innaten Immunantwort gegen A. fumigatus spielt, wurde 

festgestellt, dass NETs A. fumigatus nicht direkt töten. Stattdessen schädigen die durch die 

Neutrophilen sezernierten ROS die Hyphen des Pilzes [1]. Andere antimykotische Mechanismen 

der Neutrophile sind ROS-unabhängig. Hierzu zählt die Verteidigung gegen Konidien durch 

Lactoferrin-mediierten Eisenentzug, der dem Pilz die notwendigen Wachstumsnährstoffe 

vorenthält [79, 80]. Weitere Mechanismen sind die Sekretion von antimikrobiellen Peptiden, 

Proteasen [81] sowie PTX-3 [82]. Generell sind Neutrophile die wichtigsten Effektorzellen im 

Kampf gegen eine Aspergillus-Infektion und ihre Rekrutierung zum Infektionsort ist daher von 

höchster Wichtigkeit. Die frühe Neutrophilenrekrutierung findet via MyD88 statt, das durch die 

Sekretion von Type-I-IFNe von Lungen EZs aktiviert wird. Die späte Rekrutierung ist von 

CARD-9 abhängig, welches über CXC-Signalkaskaden aktiviert wird [8]. 

Eosinophile zeigen ebenfalls antifungale Aktivität, indem sie den Pilz direkt angreifen. Durch die 

Regulierung andere Immunzellen via der IL-23/IL-17 Achse sind sie auch indirekt an der 

antifungalen Antwort beteiligt [83, 84]. 

Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) erkennen A. fumigatus-Keimschläuche und -Hyphen mit 

dem PRR Cluster of Differentiation (CD)56 [85-87]. Nach ihrer Aktivierung sezernieren sie die 

Moleküle Granzym und Perforin, die den mykotischen Strukturen direkt schaden [86]. Zusätzlich 

schütten sie Chemokine und Zytokine aus, die zur Rekrutierung, Aktivierung und Regulierung 

sekundärer Immunzellen wie dendritischen Zellen (DCs) und Makrophagen beitragen [88, 89]. 

Während der Neutropenie sind NK-Zellen essenziell, um ein invasives Pilzwachstum zu 

verhindern. In der neutropenischen Phase bei alloSZT-Patienten zeigen Patienten mit niedrigen 

NK-Zell-Zahlen oder einer späten NK-Zell-Rekonstitution ein erhöhtes Risiko für eine IA [90]. 

Monozyten, von Monozyten stammende dendritische Zellen (mo-DCs) und plasmacytoide 

dendritische Zellen (pDCs) sind ebenfalls ein wichtiger Bestandteil für die Immunantwort gegen 

A. fumigatus. pDCs erkennen A. fumigatus Hyphen durch Dectin-2. Nach dem Kontakt sezernieren 
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sie IFN-γ und Tumornekrosefaktor (TNF)-α, bilden NET-ähnliche DC extracellular traps (pETs) 

und zeigen antimykotische Aktivität [91]. Inflammatorische Monozyten differenzieren nach dem 

Kontakt mit Aspergillus zu mo-DCs. Mo-DCs können den Pilz phagozytieren und abtöten. Indirekt 

können sie durch die Erhöhung der Aktivität von Neutrophilen für eine gesteigerte Elimination 

von Konidien sorgen. CCR2+ inflammatorische Monozyten fördern durch Typ-I und -III-IFNe die 

antifungale ROS-Aktivität von Neutrophilen [92, 93]. CD14+CD16+ Monozyten aktivieren die 

Leucin-Aminopeptidase (LAP) und begrenzen dadurch das Pilzwachstum [94]. Sowohl 

Monozyten als auch mo-DCs migrieren zu den Lymphknoten, in denen sie Aspergillus-Antigene 

an Zellen des adaptiven Immunsystems präsentieren und dieses aktivieren [95]. Sie stellen so eine 

wichtige Verbindung zwischen dem angeborenen und dem adaptiven Immunsystem dar. 

Der innate Teil des humoralen Immunsystems ist ebenfalls ein wichtiger Bestandteil der 

Aspergillus-Immunreaktion. Neben dem Mannan-bindenden Protein (MBP), den surfactant 

proteins (SP)-1 und SP-2 steht vor allem der lösliche PRR PTX-3 im Fokus der Forschung [8]. PTX-

3 Polymorphismen führen zu einer erhöhten Suszeptibilität für IA und CPA [96-100]. EZs und 

Makrophagen sezernieren PTX-3, welches Aspergillus-Konidien opsoniert und dadurch deren 

Phagozytose fördert [8, 78, 101].  

 

1.3.2 Die adaptive Immunantwort: Ein Exkurs in die Welt der T-Zell-Antwort 

und -Proliferation 

Das adaptive Immunsystem ist in der Lage, Pathogen-spezifische Immunreaktionen zu 

generieren. Es bildet langlebige Gedächtniszellen, um auf eine erneute Infektion mit demselben 

Pathogen durch rapide Proliferation schnell reagieren zu können [102]. B-Zellen sind adaptive 

Immunzellen, die durch ein enormes Repertoire an diversen IGs auf der Zelloberfläche artfremde 

Stoffe erkennen können und die durch diese Stoffe aktiviert werden. Stoffe, die an spezifische 

Lymphozytenrezeptoren binden, werden Antigene genannt. B-Zellen sind für die humorale 

Immunantwort verantwortlich [103]. T-Zellen besitzen hochspezifische T-Zell-Rezeptoren 

(TCRs), die ebenfalls Antigene (zumeist Proteine) erkennen und durch diese Antigene aktiviert 
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werden [104]. Diese Antigene können der Umwelt entstammen oder in Form von z. B. Tumoren 

im eigenen Körper entstehen. Bei Umweltantigenen müssen T-Zellen Pathogenantigene von 

ungefährlichen Stoffen unterscheiden und die Stärke sowie die Art der Immunreaktion 

regulieren. Auch im Körper dürfen nur entfremdete Antigene erkannt werden, um die 

Entstehung von Autoimmunkrankheiten zu verhindern. Die Eigenschaft der T-Zellen, 

Autoantigene und ungefährliche Antigene zu ignorieren, wird als Toleranz bezeichnet [104].  

Die Vorgängerzellen der T-Zellen werden im Knochenmark gebildet und migrieren zum Thymus, 

in dem sie selektiert werden und maturieren. Es entstehen drei T-Zell-Hauptgruppen: 1. CD4+ Th-

Zellen, 2. CD8+ zytotoxische T-Zellen und 3. regulatorische T-Zellen (Tregs). Nach dem Export 

aus dem Thymus patrouillieren ruhende „naive“ T-Zellen durch die sekundären lymphatischen 

Organe (Milz und Lymphknoten), aber auch durch unterschiedliche Gewebe und das Blut. Die 

naiven T-Zellen lösen im Ruhezustand keine Immunreaktion aus, sondern müssen erst aktiviert 

werden [102, 104].  

Zur T-Zell-Aktivierung werden Antigene von antigenpräsentierenden Zellen (APCs) für T-Zellen 

präsentiert. Der Prototyp einer APC ist die DC. DCs werden aktiviert und migrieren in die 

sekundären lymphatischen Organe. Sie verarbeiten Proteine und präsentieren sie auf 

Haupthistokompatibilitätskomplexen (MHCs). Es gibt zwei MHC-Typen: MHC-Typ-I und 

MHC-Typ-II. MHC-Typ-I präsentiert intrazelluläre Antigene an CD8+ T-Zellen und MHC-Typ-II 

präsentiert extrazelluläre Proteine an CD4+ T-Zellen. In den sekundären lymphatischen Organen 

binden antigenspezifische T-Zellen den MHC-Antigen-Komplex der DCs [105].  

Der TCR auf der T-Zelle ist mit CD3 assoziiert sowie, je nach T-Zell-Typ, mit CD4 oder CD8 und 

verstärkt so die Bindung mit dem MHC-Antigen-Komplex der DC. Die Bindung des TCRs an den 

MHC-Antigen-Komplex ist das erste Signal für die T-Zell-Aktivierung. Für die T-Zell-

Aktivierung werden jedoch zusätzliche Signale benötigt. Liegt nur das erste Signal vor, geht die 

T-Zelle in einen hyporesponsiven Status (Anergie) über [102]. Hierdurch sollen autoreaktive T-

Zellen, die den Selektionsprozess im Thymus fälschlicherweise überlebt haben, an der 

Aktivierung gehindert werden [105].  
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Als zweites Signal dienen kostimulatorische Faktoren. Die am besten definierten 

kostimulatorischen Faktoren sind Zell-gebundene Rezeptoren auf APCs [106]. APCs werden 

durch verschiedene Zytokine, die während einer Entzündungsreaktion sezerniert werden, 

und/oder durch PRR-Stimulation aktiviert und exprimieren daraufhin kostimulatorische 

Faktoren [107]. Der T-Zell-Rezeptor CD28 ist der primäre kostimulatorische Faktor und bindet an 

die APC-Rezeptoren CD80 und CD86. Zwei weitere Beispiele für kostimulatorische Faktoren sind 

CD40 und CD49d [106, 108]. Neben den stimulatorischen gibt es auch inhibitorische 

kostimulatorische Faktoren wie Cytotoxic T-lymphocyte Antigen (CTLA)-4 [106]. Das dritte Signal 

ist die T-Zell-Stimulation durch Zytokine. Die vorhandenen Zytokine entscheiden hierbei über 

die Art der Differenzierung und die Expansion der T-Zellen. Die antigenspezifische T-Zelle wird 

aktiviert, wenn diese drei Signale in der richtigen Reihenfolge von der Zelle detektiert werden. 

Nach der Aktivierung differenzieren und expandieren die T-Zellen und migrieren zum 

Infektionsort [109]. 

T-Zellen, die noch nicht mit ihrem spezifischen Antigen in Kontakt gekommen sind, werden naive 

T-Zellen genannt und sind durch die Expression von CD45RA und CCR7 gekennzeichnet. In der 

primären Reaktion entstehen nach der initialen Antigenstimulation durch die klonale Expansion 

eine Vielzahl von CD45+CCR7- Effektor-T-Zellen (Teff), die mit ihren Effektorfunktionen den 

Körper verteidigen. Diese Reaktion erreicht ihren Höhepunkt nach 7 – 15 Tagen. Nach dem 

Höhepunkt der Reaktion sterben 90 – 95 % der expandierten Zellen ab [102].  

Es hinterbleiben in einer vereinfachten dichotomischen Darstellung eine kleine Anzahl an 

CD45RA-CCR7- Effektor (Tem)- und CD45RA-CCR7+ zentralen (Tcm) Gedächtniszellen. Diese 

Zellen werden bei erneuter Stimulation leichter aktiviert, haben ein erhöhtes Expansionspotenzial 

und können ihre Effektorfunktionen schneller ausführen. Zusätzlich patrouillieren sie in 

peripheren Geweben, in denen naive T-Zellen nur selten angetroffen werden, um auf eine erneute 

Stimulation schneller reagieren zu können. Tem-Zellen zeigen nach Reaktivierung schnelle 

Effektorfunktionen, besitzen jedoch nur geringes Expansionspotenzial. Im Gegensatz dazu sind 

die Effektorfunktionen von Tcm-Zellen gering, aber ihr Expansionspotenzial ist hoch. Tcm-Zellen 

sorgen dadurch für eine erneute, hocheffiziente klonale Expansion, während die Tem-Zellen die 
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Infektion frühzeitig unter Kontrolle halten. Gedächtniszellen haben eine Halbwertszeit von 

ungefähr 8 – 15 Jahren und ermöglichen dem Körper so einen langanhaltenden Schutz vor vielen 

Pathogenen [102].  

 

1.3.3 CD4+ T-Zellen 

Naive CD4+ T-Zellen werden in sekundären lymphatischen Organen durch den Kontakt mit APCs 

aktiviert und differenzieren nachfolgend in Effektor- und Gedächtniszellen verschiedener 

Th-Gruppen. Sie töten die Mikroben nicht direkt, sondern orchestrieren das angeborene und 

adaptive Immunsystem. Hierdurch erhöhen sie die Phagozytoseeffizienz, rekrutieren und 

aktivieren Leukozyten und sind an der Entstehung einer effektiven humoralen Immunantwort 

beteiligt. Durch die unterschiedlichen Funktionen der Th-Untergruppen kann das adaptive 

Immunsystem spezifisch auf diverse mikrobielle Infektionen reagieren. In diesem Kapitel werden 

die drei Hauptuntergruppen Typ 1 Helfer T-Zelle (Th1), Th2 und Th17 im Bezug auf ihre 

A. fumigatus-Immunantwort besprochen. Die Th-Gruppen werden über Signalzytokine, 

Transkriptionsfaktoren, die Expression von Chemokin- und Chemokinrezeptoren und die daraus 

resultierenden Funktionen definiert. Die Unterteilung in die Untergruppen ist nicht absolut. Es 

gibt z. B. T-Zellen, die typische Zytokine für verschiedenen Th-Untergruppen sezernieren [110]. 

Die Differenzierung der Untergruppen findet in den lymphatischen Organen statt. Aktivierte 

antigenspezifische T-Zellen werden durch Zytokine in eine bestimmte 

Th-Differenzierungsrichtung geleitet. Diese werden von APCs und anderen Immunzellen, die 

sich in den lymphatischen Organen befinden, sezerniert [110]. Die wichtigsten Charakteristika 

der Th1-, Th2- und Th17-Zellen sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
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Tabelle 1: T Helferzellen. Die Tabelle beschreibt die wichtigsten Charakteristika der T-Helferzelltypen 1, 2 und 17. Adaptiert und erweitert aus [111].
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1.3.4 T-Zell-Antwort auf A. fumigatus 

Die Hauptaufgabe des adaptiven Immunsystems in der Verteidigung gegen Aspergillus ist das 

Orchestrieren des innaten Immunsystems, um den Schimmelpilz schnell und effizient zu 

eliminieren. CD4+ Th-Zellen spielen eine entscheidende Rolle während der Homöostase und in 

der Pathophysiologie der Aspergillose [112]. Sie sind sowohl im Patienten als auch durch die 

kontinuierliche Aspergillus-Umweltexpostion bei gesunden Menschen anwesend [113-115]. 

Um die Th-Zell-Reaktion zu induzieren, sind Signale des innaten Immunsystems nötig. EZs 

sezernieren Zytokine, die T-Zellen rekrutieren, aktivieren und durch eine Veränderung im 

Stimulationsumfeld in ihrer Th-Differenzierung beeinflussen [116-119]. Nach der Phagozytose 

von Konidien oder Keimschläuchen rekrutieren AMs innate Immunzellen durch die Sekretion der 

Zyto- und Chemokine Granulozyten-Kolonie-stimulierende Faktor (G-CSF), Granulozyten-

Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktor (GM-CSF), IL-1α, IL-1β, IL-6, Macrophage 

Inflammatory Protein (MIP)1-α, MIP-2 und TNF-α [120].  

Monozyten und von Monozyten abgeleitete CD11b+ DCs transportieren den phagozytieren Pilz 

in die Lymphknoten, wo er präsentiert und eine Th-Zell-Antwort eingeleitet wird [95]. Th-Zellen 

werden von DCs mit Hilfe der Chemokine CC-Motief-Ligand (CCL)3, CCL4, CXCL10 und CCL20 

rekrutiert [121]. Die Pilzantigene werden den Th-Zellen von DCs auf MHC-II präsentiert. 

Gleichzeitig werden die zur Th-Zell-Aktivierung notwendigen kostimulatorischen Liganden 

hochreguliert. DCs exprimieren nach A. fumigatus-Stimulation CD80 und CD86, die 

kostimulatorischen Liganden für CD28. Des Weiteren findet die Kostimulation über OX40 und 

seinem Liganden OX40L statt. Eine Dysregulierung dieser kostimulatorischen Moleküle wird in 

den allergischen Ausprägungen der Aspergillose beobachtet [122, 123]. Nach der Aktivierung der 

Th-Zellen, verbunden mit der autokrinen Sekretion von IL-2, beginnt die T-Zell-Proliferation und 

die Th-Zellen differenzieren in die verschiedenen Th-Subgruppen. Für Aspergillus sind vor allem 

Th1-, Th2- und Th17-Zellen von Belang. In welche Th-Subtypen die aktivierten Th-Zellen 
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differenzieren, hängt maßgeblich vom Zytokinumfeld ab. Zu diesem Umfeld tragen DCs 

entscheidend bei [124].  

DCs können die diversen A. fumigatus-Morphotypen aufgrund von einer Vielzahl an PRRs 

unterscheiden und Morphotyp-spezifische Th-Antworten induzieren [125]. Die Unterscheidung 

der Morphotypen findet anhand der Zusammenstellung der Pilz-Zellwand statt. Die äußere 

Schicht von A. fumigatus-Konidien besteht aus Hydrophobinen und die innere Schicht aus 

Melanin. In geschwollenen Konidien kommen die Glykoproteine Chitin, Galactomannan, β-1,3/β-

1,6 und β-1,3/β-1,4 Glucane zum Vorschein, deren Konzentration sich in Keimschläuchen und 

Hyphen erhöht [126]. DCs induzieren nach Stimulation mit A. fumigatus-Konidien einen 

Th1-Phänotypen durch die Sekretion von IL-12 [127]. Eine Infektion mit Hyphen führt zur 

Sekretion u. a. von IL-1β, TNFα und IL-4 durch DCs [122, 128]. IL-1β induziert die 

Th17-Differenzierung, während IL-4 die Th2-Differenzierung fördert [129-131]. Von DCs 

sezerniertes TNF-α kann während einer Aspergillus-Infektion sowohl einen Th2- als auch einen 

Th17-Phänotypen induzieren [132]. Im Gegensatz zur Stimulation mit Konidien führt eine 

Infektion mit Hyphen zu einem Th17-Phänotypen, der durch IL-23 Sekretion induziert wird [133]. 

Die Depletion von mo-DCs schwächt die Th1- und stärkt die Th17-Antwort, was für eine Rolle 

von mo-DCs in der Th1-Differenzierung spricht [134] (Abbildung 2). 
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Abbildung 2: Th-Antwort auf A. fumigatus. Die Erkennung von A. fumigatus durch Zellen des innaten Immunsystems 

via PRRs leitet die Immunantwort ein. Naive Th-Zellen werden von DCs durch Antigenpräsentation auf MHC-II 

Molekülen (1.), kostimulatorische Faktoren (2.) und Zytokine (3.) aktiviert. Das Zytokinumfeld wird maßgeblich von 

EZs, DCs und AMs beeinflusst. Die vorhandenen Zytokine bestimmen, in welche Th-Subpopulationen die naiven Th-

Zellen differenzieren. Die diversen Th-Subpopulationen exprimieren spezifische Transkriptionsfaktoren und lösen 

durch ihre Signalzytokine unterschiedliche Effektorfunktionen aus. EC/EZ = Epithelzelle; DC = Dendritische Zelle; AM 

= Alveolarmakrophage; Th = T-Helferzelle; IL = Interleukin; IFN = Interferon; TGF = Transforming growth factor; TNF = 

Tumor necrosis factor; AMP= Antimikrobielles Peptid; CTLA-4 = cytotoxic T-lymphocyte antigen 4; PRRs = Pattern recognition 

receptors STAT = Signal Transducer and Activator of Transcription, RORγt = RAR-related orphan receptor gamma t; AHR = 

aryl hydrocarbon receptor; t-Bet = T-boxtranscription factor 21; GATA3 = Transkriptionsfaktor GATA3; PU.1 = 

Transkriptionsfaktor PU.1; FOXP3 = Forkhead box P3. Abbildung übernommen aus [112]. 

 

Th1-Antwort gegen A. fumigatus 

Die allgemeinen Charakteristika der Th1-Antwort können in Tabelle 1 gefunden werden. 

Spezifische T-Zellen für die A. fumigatus-Proteine Crf1 und Catalase, die den Aktivierungsmarker 

CD154 und IFN-γ exprimieren und daher einen Th1-Phänotypen ausbilden, waren bei Patienten 

nach alloSZT mit einer IA prädiktiv für einen guten Verlauf. Abwesenheit dieser Zellen führte 

zur Krankheitsprogression [114]. Bei immunkompententen Mäusen führte die wiederholte 

intranasale Stimulation mit vitalen A. fumigatus Konidien zu einer erhöhten IL-12 Sekretion mit 
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subsequenter Th1-Differenzierung. Diese Mäuse waren anschließend resistent gegen eine IA 

[135]. Eine Sensitivierung von Mäusen mit A. fumigatus-Konidien und eine darauffolgende 

Stimulation mit einer für unsensitivierte Mäuse letalen Dosis Konidien überlebten vor allem 

Mäuse mit T-Zellen, die das Signalzytokin der Th1-Antwort, IFN-γ, sezernierten [136]. Die 

Th1-Antwort wird hauptsächlich von IL-12 induziert. Folglich senken hohe Konzentrationen von 

IL-12 die Suszeptibilität für die IA in Mausmodellen [135, 137]. Brieland und Kollegen berichten, 

dass immunkompetente Mäuse, deren Immunsystem durch die Inhalation von einer hohen 

Anzahl A. fumigatus Konidien stimuliert wurde, IL-18 vor IL-12 sezernieren und dass die 

Neutralisierung jeweils eines dieser beiden Zytokine zu einer reduzierten IFN-γ-Antwort führt 

[138]. In einem weiteren Mausmodell stieg mit der Höhe der IFN-γ-Antwort auch der Schutz vor 

der invasiven Aspergillose [135].  

Aus diesen Studien kann geschlossen werden, dass eine starke Th1-Antwort einen protektiven 

Effekt bei einer A. fumigatus-Infektion hat. Durch eine prominente Th1-Differenzierung wird 

vermehrt IFN-γ ausgeschüttet, welches die Effizienz des innaten Immunsystems erhöht und 

dadurch die Eliminierung von A. fumigatus steigert [139-142].  

 

Th2-Antwort gegen A. fumigatus 

Ein allgemeiner Überblick über die Th2-Antwort kann in Tabelle 1 gefunden werden. Eine 

dominante Th2-Antwort inhibiert die Th1-Antwort und wird durch die Zytokine IL-4, IL-5 IL-10 

und IL-13 charakterisiert. Sie ist maßgeblich in die Pathophysiologie von verschiedensten 

Hypersensitivitätskrankheiten involviert [143, 144]. In einem IA-Mausmodell wurden entweder 

IL-4-/- oder Wildtyp-Mäuse mit A. fumigatus-Konidien intranasal infiziert. IL-4-/- Mäuse waren 

weniger suszeptibel für die Entwicklung einer IA als die Wildtyp-Kontrolltiere. Diese verringerte 

Suzeptibilität ging einher mit einer erhöhten IFN-γ-Sekretion und daher einem gestärkten 

Th1-Phänotypen [145]. Konträr führte eine starke Th2-Antwort in Mausmodellen zu 

IA-Progression [145, 146]. 
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Eine dysregulierte Th2-Antwort wird bei A. fumigatus-assoziierten 

Hypersensitivitätserkrankungen beobachtet. Es wird angenommen, dass knapp 20 % aller 

Allergene von mykologischer Abstammung sind [147, 148]. Bis heute sind 150 mykologische 

Allergene bekannt [149]. Die meisten hiervon sind A. fumigatus-Allergene [112, 148, 150]. Diese 

Allergene können bei atopischen Individuen oder Patienten mit einer respiratorischen 

Grunderkrankung, die eine fungale Kolonisation begünstigen, starke Th2-Antworten auslösen 

[124].  

Mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMCs; beinhalten T-Zellen) von gesunden 

Individuen sezernieren nach A. fumigatus-Lysat-Stimulation IL-5 und IL-13. Verglichen mit 

Menschen mit niedriger A. fumigatus-Umweltexposition sezernieren Zellen von Spendern mit 

hoher Exposition erhöhte Mengen dieser zwei Zytokine [151]. PBMCs von Patienten mit ABPA 

sezernieren nach A. fumigatus-Konidien-Stimulation ebenfalls erhöhte Mengen an IL-5 und IL-13, 

während die IFN-γ-Sekretion inhibiert ist, was für ein gestörtes Th1/Th2-Verhältnis bei 

ABPA-Patienten spricht [152]. In einem ABPA-Mausmodell zeigten Mäuse eine Eosinophilie, 

einen pathologischen Umbauprozess der Atemwege (Remodeling) und erhöhte IgE 

Serumkonzentrationen [153]. Während IL-5-Neutralisierung die Eosinophilie aufhob, führte die 

alleinige Neutralisierung von IFN-γ zur Steigerung der Eosinophilie [153].  

Die Ergebnisse zeigen die Wichtigkeit der Th1/Th2-Balance in A. fumigatus-assoziierten 

allergologischen Krankheitsbildern auf [124]. Die Daten deuten darauf hin, dass eine Th1-

Antwort eine protektive und eine exzessive Th2-Antwort eine pathologische Wirkung bei 

A. fumigatus-assoziierten Krankheitsbildern hat.  

Die Th1/Th2 dichotomische Erklärung ist jedoch nicht ausreichend, um diese Pathologien zu 

erklären. Auch andere Zytokine und Teile der T-Zell-Antwort spielen eine wichtige Rolle.  

 

Th17-Antwort gegen A. fumigatus 

Analog zur Th1- und Th2-Antwort wurde die allgemeinen Infortmationen zur Th-17-Anwort in 

Tabelle 1 zusammengefasst. Die Th17-Antwort auf A. fumigatus ist ebenfalls an der Homöostase 
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und Pathologie beteiligt. Es wurde kürzlich gezeigt, dass die Entstehung von A. 

fumigatus-reaktiven Th17-Zellen auf einer Kreuzreaktion basiert. A. fumigatus-reaktive Th17-

Zellen wurden im Darm durch die Konfrontation der Th-Zellen mit dem humanen kommensalen 

Pilz Canida albicans gebildet [154]. 

Dectin-1 ist für die Induktion der Th17-Antwort und die Elimination von A. fumigatus essenziell 

[134, 155, 156]. Dectin-1-/- Mäuse zeigten eingeschränkte Th17-Antworten auf A. fumigatus und 

wiesen höhere A. fumigatus induzierte Mortalitätsraten auf. Diese gehen einher mit 

eingeschränkter Neutrophilenrekrutierung und geschwächten Effektorfunktionen von 

Neutrophilen und Makrophagen [155]. Neben IL-17 kontrolliert Dectin-1 auch die Produktion des 

Th17-Zytokins IL-22. Ein gestörtes Dectin-1 Signal führte bei Mäusen zu geringerer IL-22 

Produktion und zu erhöhtem Pilzwachstum in den Lungen der Mäuse [156]. In einem weiteren 

Mausmodell für IA führte die Neutralisierung von IL-17 und IL-23 im Gegensatz zu diesen Daten 

zu verminderter Suszeptibilität gegenüber einer IA [157]. Im Gegensatz zu ß-Glucan, das über 

Dectin-1 Th17-Antworten stärkt, unterdrückt der A. fumigatus-Zellwandbestandteil 

Galactosaminogalactan (GAG) die Th17-Antwort (und Th1-Antwort), einhergehend mit 

abgeschwächter Neutrophilen-Rekrutierung und erhöhter Suszeptibilität in IA-Mausmodellen 

[158, 159]. Obwohl die grundlegenden Krankheitsbilder unterschiedlich sind, ist bei Patienten mit 

Schädelbasisosteomyelitis (SBO) und Chronischer Granulomatose (CGD) die Th17-Antwort stark 

eingeschränkt. Beide Patientengruppen sind häufig von Infektionen mit A. fumigatus betroffen 

[160, 161]. 

Während eine kurzfristige, zielgerichtete Aktivierung des Th17-Arms des Immunsystems einen 

protektiven Effekt hat, trägt eine chronische Aktivierung der Th17-Zellen, wie sie in 

A. fumigatus-assoziierten Hypersensitivitätskrankheiten zu finden ist, zur chronischen 

Entzündung und Gewebeschädigungen in der Lunge bei [162, 163]. In einem Mausmodell führte 

die Überaktivität von IL-17 zu einer Neutrophilie, die mit einer persistierenden 

A. fumigatus-Infektion in der Lunge der Tiere assoziert war [157]. IL-23 ist essenziell für die 

Aufrechterhaltung der IL-17-Antwort, da IL-23 Knockout-Mäuse kein IL-17 produzierten [157]. 

In vitro A. fumigatus-stimulierte T-Zellen von gesunden Individuen zeigen einen dominanten 
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Th1-Phänotypen [141, 164]. Im Gegensatz dazu differenzieren T-Zellen von COPD-Patienten 

hauptsächlich in Th17-Zellen [164]. A. fumigatus spezifische T-Zellen von CF-Patienten mit 

akuten, unbehandelten ABPA sind überwiegend IL-17 positiv [154]. 

Auch bei der Th17-Antwort spielt das Th1/Th17-Verhältnis eine wichtige Rolle. Dectin-1 

Aktivierung führte zu einer verstärkten Th17-Antwort und inhibierte die Th1-Antwort. 

Zusätzlich resultierte eine Inhibition der Th1-Zytokine IFN-γ und IL-12 in einer prominenten 

Th17-Differenzierung [134]. Die Neutralisierung von IL-12 führte in einem IA-Mausmodell zu 

einer verstärkten Th17-Differenzierung durch erhöhte Konzentrationen von IL-23, wodurch die 

IA-Suszeptibilität gesteigert wurde [157]. Auch in einem weiteren Mausmodell für IA ging eine 

Th1-lastige Antwort mit der Beseitigung von A. fumigatus einher, während Mortalität mit einer 

Th2/Th17-lastigen Antwort in Zusammenhang gebracht wurde [165].  

Zusammenfassend suggerieren die Daten, dass eine kurze, kontrollierte Th17-Aktivierung zur 

Beseitigung des Pilzes führt. Die Th17-Antwort ist notwendig, um die Rekrutierung und die 

Aktivierung von Neutrophilen, den wichtigsten Effektorzellen in der Bekämpfung von 

A. fumigatus, zu unterstützen [155, 166, 167]. Im Gegensatz dazu führt eine lange, unkontrollierte 

Aktivierung zu einer chronischen Entzündung und damit einhergehenden Gewebeschädigungen 

in der Lunge. Eine Verschiebung des Th1/Th17-Verhältnisses zu Gunsten von Th17 wird mit 

Pilzpersistenz in Verbindung gebracht. 

 

Treg Antwort gegen A. fumigatus 

Tregs kontrollieren Entzündungsreaktionen mit Hilfe von unterschiedlichen Mechanismen wie 

der Expression von CTLA-4 sowie der Sekretion von IL-10 und Transformierendem 

Wachstumsfaktor (TGF)-ß [168]. Sie sind in der physiologischen Immunantwort dafür 

verantwortlich, eine Toleranz für harmlose Aeroantigene, wie z. B. A. fumigatus, zu erzeugen 

[169]. Von A. fumigatus ausgelöste Entzündungsreaktionen werden ebenfalls von Tregs inhibiert. 

So zeigten IL-10-Knockout-Varianten in einem Mausmodell für die ABPA beispielsweise erhöhte 
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Konzentrationen IFN-γ, IL-4 und IL-5 in Verbindung mit einer gesteigerten Entzündung der 

Atemwege und Mortalität nach Stimulation mit A. fumigatus [170]. 

  

1.4 Die T-Zell-Antwort als diagnostischer Marker 

1.4.1 Einführung in die funktionellen T-Zell-Assays 

Die Fähigkeit der T-Zellen, spezifisch auf diverse Pathogene zu reagieren, ermöglicht die 

Verwendung von T-Zell-Antworten als diagnostischem Marker. Als Ausgangsmaterial wird bei 

T-Zell-Assays peripheres Blut verwendet, das entweder direkt stimuliert wird oder aus dem 

PBMCs isoliert werden, die nach der Isolation stimuliert werden [171]. Die T-Zellen werden mit 

einem Antigen des zu diagnostizierenden 

Pathogens, das während der Stimulation von 

DCs präsentiert wird, in vitro über eine 

bestimmte Inkubationsperiode stimuliert. 

Darauffolgend werden die Zellen auf 

Aktivierungsmarker und Zytokinsekretion 

untersucht [171-176]. Die Reaktion in der 

stimulierten Probe wird in der Regel mit der 

Reaktion in einer unstimulierten 

Hintergrundkontrolle und einer 

Positivkontrolle verglichen. Die 

Hintergrundkontrolle soll eine Kontamination im 

Prozess der Probengewinnung und Stimulation und/oder eine pathologische, unspezifische 

Reaktion des Spenders ausschließen. Als Positivkontrolle wird in der Regel ein Lektin wie z. B. 

Phytohämagglutinin (PHA) verwendet. Die Positivkontrolle wird verwendet, um grobe Fehler im 

Prozess und eine Immundefizienz des Spenders auszuschließen. 

Das Immunsystem kann auch für 

neuartige, immuntherapeutische 

Ansätze zur Behandlung der IA 

genutzt werden. Welche 

Möglichkeiten in dieser Hinsicht 

für die Behandlung der IA 

bestehen, habe ich während 

meiner Doktorarbeit in dem 

Review-Artikel 

„Immunomodulation as a Therapy for 

Aspergillus Infection: Current Status 

and Future Perspectives“ 

zusammengefasst (siehe 

Appendix 6.1). 
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Zur Auslesung der T-Zell-Aktivierung werden verschiedene Methoden genutzt. Die meisten 

kommerziell erhältlichen T-Zell-Assays werden via Enzyme-Linked Immuno Spot Assay (ELISPOT) 

oder Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) analysiert und beschränken sich auf die Analyse 

von IFN-γ. Deswegen werden sie oft IFN-γ Release Assays (IGRAs) genannt (Tabelle 2) [171]. 

Neben ELISPOT und ELISA ist in experimentellen T-Zell-Assays die Durchflusszytometrie eine 

weit verbreitete Technik zur Analyse der T-Zell-Aktivierung [172-176]. Ein Überblick über die 

Funktionsweisen der verschiedenen Methoden wird in Abbildung 3 gegeben.  

Hersteller  T-Zell-Assay Name  Methode Pathogen Ausgangsmaterial für die 

Stimulation 

Qiagen QuantiFERON-TB  ELISA M. tuberculosis VB 

Qiagen QuantiFERON-CMV  ELISA CMV VB 

Oxford Immunotec T-SPOT.TB  ELISPOT M. tuberculosis PBMCs 

Oxford Immunotec T-SPOT.CMV  ELISPOT CMV PBMCs 

Mikrogen T-Track CMV  ELISPOT CMV PBMCs 

Tabelle 2: Liste der geläufigsten kommerziell erhältlichen IFN-γ Release Assays (IGRAs). Abkürzungen: CMV= 

Cytomegalovirus, Tb = Tuberkulose.  

 

 

Abbildung 3: Funktionsweise von QuantiFERON, T-Track, T-SPOT und experimentellen durchflusszytometrischen 

Assays. Für alle T-Zell-Tests wird dem Patienten peripheres Vollblut (VB) abgenommen. Für den QuantiFERON-Test 

(ELISA) wird das Blut direkt in Teströhrchen entnommen, das die spezifischen Antigene enthält. Nach dem Vermengen 

von Blut und Antigenen wird die Suspension über Nacht inkubiert. In dieser Zeit sezernieren die aktivierten 

Immunzellen IFN-γ. Das Plasma wird abgenommen und in einem ELISA gemessen. Für T-Track und T-SPOT (beide 

ELISPOT) werden PBMCs aus dem VB isoliert und in Medium in eine ELISPOT-Platte gegeben. Dort werden die Zellen 
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mit spezifischen Antigenen stimuliert und über Nacht inkubiert. Auch hier geben aktivierte Lymphozyten IFN-γ ab, 

das direkt auf der mit Fangantikörpern beschichteten Membran der Platte gebunden wird. Nach der Inkubationszeit 

wird die Zellsuspension entfernt und das sich auf der Membran befindliche IFN-γ gefärbt. So entstehen die für den 

ELISPOT charakteristischen Punkte an den Stellen, an denen eine Immunzelle IFN-γ sezerniert hat. Diese Platten 

werden abschließend in einem ELISPOT Reader ausgelesen [171]. Die durchflusszytometrische Analyse der T-Zell-

Aktivierung kann sowohl aus VB als auch aus PBMCs durchgeführt werden. Die Zellen werden hierbei ebenfalls über 

Nacht mit spezifischen Antigenen stimuliert. Danach werden die Zellen mit Antikörpern, die mit Fluorochromen 

konjugiert sind, markiert. Diese Antikörper können gegen eine Vielzahl von Aktivierungs- und Populationsmarkern 

gerichtet sein. Die stimulierten und markierten Zellen werden anschließend in einem Durchflusszytometer gemessen 

[172-176]. Die Durchflusszytometrie und der ELISA können sowohl mit VB als aus PBMCs durchgeführt werden, 

während der ELISPOT nur mit PBMCs durchgeführt werden kann. 

 

1.4.2 T-Zell-Assays in der Klinik 

Nach über 80 Jahren der Tuberkulosediagnostik mittels Tuberkulin-Hauttest (TST) haben 

T-Zell-Tests den Einzug in die klinische Diagnostik der Tuberkulose gefunden (Tabelle 2). Neben 

dem TST werden die IGRAs QuantiFERON(QFN)-Tuberkulose (TB) und T-SPOT.TB in der 

Routinediagnostik angewandt [177-179]. Die Funktionsweise von QFN-TB und T-SPOT.TB 

werden in Abbildung 3 erläutert. Der QFN-Plus ist die 4. Generation und aktuelle Version des 

Tests und wurde im Jahr 2015 auf den Markt gebracht [180]. Der VB-basierte Test beinhaltet neben 

einer Hintergrundkontrolle ohne Antigen und einer Positivkontrolle zwei Stimulationsröhrchen, 

die als TB1 und TB2 bezeichnet werden und mittels unterschiedlicher Peptidmischungen sowohl 

Th-Antworten als auch die Aktivierung zytotoxischer T-Zellen detektieren [181].  

Im T-SPOT.TB werden PBMCs ebenfalls mit M. tuberculosis-Antigenen stimuliert. Auch hier 

werden ESAT-6- und CFP-10-Peptide zur Stimulation, eine Hintergrundkontrolle und eine 

Positivkontrolle verwendet [182, 183]. QFN-TB und T-SPOT.TB besitzen eine Sensitivität und 

Spezifität von über 90% sowie eine hohe Konkordanz der Messergebnisse untereinander [180, 

184-188]. 

Beide Tests sind von der U.S. Food and Drug Administration (FDA) zugelassen und haben neben 

dem Fortschritt für die Patientenversorgung auch einen sozioökonomischen Nutzen [188, 189]. 
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Auf Grund der erhöhten Spezifizität der IGRAs gegenüber dem TST können sie trotz der höheren 

Kosten pro Test Ausgaben für weitere Nachuntersuchungskosten einsparen und so ihren höheren 

Preis auch ökonomisch rechtfertigen [189]. Verglichen mit den diagnostischen Empfehlungen der 

British Thoracic Society, konnte in einer britischen Studie eine IGRA-gesteuerte Diagnostik £ 10.79 

pro Patienten einsparen [190]. 

Auf Grund des Erfolgs im Bereich der Tuberkulose-Diagnostik wurden IGRAs auch für andere 

Infektionen entwickelt [191-193]. Eine der vielversprechendsten Anwendungen sind IGRAs für 

das Cytomegalovirus (CMV). CMV-Infektionen und -Reaktivierungen sind eine typische 

Komplikation bei soliden Organtransplantationen und bei der alloSZT, die zu erhöhter 

Morbidität, Mortalität und Transplantationsverlusten führt [194-196]. Eine frühe 

CMV-Reaktivierung nach alloSZT kommt meistens nur bei Patienten ohne CMV-Prophylaxe vor. 

Allerdings werden auch späte und repetitive CMV-Reaktivierung beobachtet, v. a. bei Patienten 

mit einer späten CMV-Reaktivierung auf Grund von einer verzögerten Rekonstitution des 

allgemeinen und CMV-spezifischen Immunsystems [197]. Mit IGRAs kann die IFN-γ-Sekretion 

eines einzelnen Patienten auf verschiedene CMV-Antigene gemessen werden. Anhand von 

Grenzwerten kann hierdurch das Risiko einer CMV-Reaktivierung abgeschätzt werden [196, 198-

204]. IGRAs in Kombination mit der Detektion der CMV-Viruslast könnten so zur individuellen 

CMV-Risikostratifizierung genutzt werden und individuelle Therapie- und 

Nachverfolgungsansätze ermöglichen [196]. Es gibt drei kommerziell erhältliche IGRAs für CMV: 

die PBMC-basierten ELISPOTs T-SPOT.CMV und T-Track.CMV, welche die CMV-spezifische 

Immunantwort auf die CMV-Antigene IE-1 und pp65 messen, und den VB-basierten 

QuantiFERON-CMV, der die IFN-γ-Antwort auf 23 CMV-Peptidepitope quantifiziert [196, 205]. 

Die Funktionsweise der Assays wird in Abbildung 3 zusammengefasst und ist analog zu den in 

der Tuberkulose genutzten IGRAs. 

Basierend auf den klinischen Erfahrungen bei der Tuberkulose und beim CMV-Monitoring sind 

IGRAs ein vielsprechendes diagnostisches Werkzeug und können sowohl zur Primärdiagnose als 

auch zur Risikostratifizierung und individualisierten Therapiesteuerung einen wichtigen Beitrag 

leisten. Trotz ihrer Vorteile haben IGRAs auch potenzielle Schwächen. Hierzu zählen unter 
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anderem die Beeinflussung der IGRA-Ergebnisse durch präanalytische Faktoren wie verlängerte 

präanalytische Lagerzeit und die eingeschränkte Testgenauigkeit bei immunkompromittierten 

Patienten [178, 206-209]. Sowohl der TST als auch die IGRAs sind auf ein funktionierendes 

Immunsystem zur Diagnosestellung angewiesen. Daher nimmt die Testgenauigkeit bei 

immunkompromittierten Patienten ab [178, 206, 207]. Trotzdem ist die Messung auch bei diesen 

Patienten möglich [210-212]. Präanalytische Faktoren sind für bis zu 68 % der Fehler in der 

Diagnostik verantwortlich [181]. Auch bei den IGRAs haben präanalytische Faktoren wie eine 

längere Lagerzeit des Blutes vor Verarbeitung eine höhere Rate an nicht eindeutig auswertbaren 

Messungen („indeterminate“) und falsch-negative Ergebnisse zur Folge [208, 209].  

 

1.4.3 Experimentelle T-Zell-Assays in der Diagnostik für invasive Mykosen und 

Schimmelpilz-Sensitivierung 

Die Antworten des adaptiven Immunsystems können auch im mykologischen Feld mit 

T-Zell-Assays gemessen werden. Besonders im Bereich der Schimmelpilze wurde eine Vielzahl 

an Studien durchgeführt. Hier konzentrieren sich die Ansätze auf die Assayplattformen ELISPOT, 

ELISA und CD154-basierter Durchflusszytometrie. 

Der ELISPOT wurde bereits für die Analyse von gesunden Spendern und Patienten mit invasiven 

Mykosen (IMI) verwendet. In einer Studie mit drei Patienten mit invasiven Mucormykosen (IM) 

wurden im ELISPOT IFN-γ, IL-4-, IL-10- und IL-17-sezernierende Zellen detektiert. Im Gegensatz 

dazu konnten keine dieser Zellen bei den 25 Kontrollpatienten ohne IM nachgewiesen werden. 

Die Zytokinsekretion war nur während der IM-Infektion messbar und sank nach deren 

Behandlung [213]. Dieselbe Arbeitsgruppe berichtete konträr zu dieser Studie, dass auch bei 

hämatologischen Patienten ohne IM Mucorales spezifische T-Zellen gefunden wurden. Die 

Mucorales-spezifischen T-Zell-Frequenzen waren allerdings bei Patienten mit wahrscheinlicher 

oder gesicherter IM höher als bei den Kontrollpatienten. Außerdem zeigten Patienten mit 

Mucorales-spezifischen T-Zellen ohne IM einen dominanten IFN-γ-Phänotypen, während die 
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IM-Patienten höhere Frequenzen von Mucorales-spezifischen T-Zellen, welche die Th2-

Signalzytokine IL-4 und IL-10 sezernierten, aufwiesen [214]. 

In einer Kohorte von 22 hämatologischen Patienten mit IA konnten A. fumigatus-spezifische 

T-Zellen nach der Stimulation von PBMCs mit verschiedenen A. fumigatus-Antigenen via 

ELISPOT detektiert werden. Diese T-Zellen sezernierten hauptsächlich IFN-γ und IL-10. Bei den 

IA-Patienten waren die Anwesenheit von IFN-γ-produzierenden A. fumigatus-spezifischen T-

Zellen sowie T-Zell-Antworten auf eine größere Anzahl von A. fumigatus-Antigenen prädiktiv für 

einen positiven Krankheitsverlauf. Auch bei gesunden Spendern wurden A. fumigatus-spezifische 

T-Zellen nachgewiesen. Die Frequenzen und die Diversität der T-Zell-Antwort waren jedoch 

geringer als bei den IA-Patienten [215]. Die Th-Antwort auf A. fumigatus-Allergene (Aspf) kann 

ebenfalls im ELISPOT gemessen werden. Bei gesunden Spendern lösten Aspfs eine dominante 

Th1-Antwort aus, wobei auch eine Th2- und Th17-Antwort gemessen werden konnte [216]. 

Diese Studien zeigen, dass spezifische T-Zellen gegen Schimmelpilze bei Patienten mit IMI und 

bei gesunden Spendern mit dem ELISPOT-Test gemessen werden können. Neben der Frequenz 

der Schimmelpilz-spezifischen T-Zellen kann auch der dominante Th-Phänotyp durch die 

Detektion der Signalzytokine im ELISPOT bestimmt werden. Hierbei bestätigen die Ergebnisse 

das in Kapitel 1.3.4 dargestellte Dogma einer überwiegend protektiven Th1-Antwort und 

potenziell schädlichen Th2-Reaktionen gegen Schimmelerreger. Dies unterstreicht die Wichtigkeit 

der Analyse der verschiedenen Th-Antworten und der Entwicklung eines diagnostischen Tests, 

der diese zuverlässig und individuell messen kann. Die ELISPOT-Plattform ist hierfür geeignet, 

zeigt aber auch entscheidende Limitationen wie einen hohen Arbeitsaufwand durch die 

Notwendigkeit der PBMC-Isolation und PBMC-Kryokonservierung zur simultanen 

Testdurchführung von einer größeren Anzahl von Patienten. 

Bei der durchflusszytometrischen Analyse von Schimmelpilz-spezifischen T-Zellen werden 

CD4+CD154+ Zellen detektiert. CD154 ist ein spezifischer Th-Zellen-Aktivierungsmarker mit 

geringem unspezifischem Hintergrund [113, 217, 218]. CD154+ Schimmelpilz-spezifische T-Zellen 

konnten sowohl bei gesunden Spendern, Patienten mit IM und Patienten mit allergologischen 

Aspergillus-assoziierten Krankheiten gemessen werden [113, 114, 151, 172-175, 217, 219-222].  
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Gesunde Individuen mit niedriger bzw. hoher Aspergillus-Umweltexposition können mit 

Messung von CD154+ spezifischen T-Zellen Klassifikationsgenauigkeit von ca. 85 % erkannt 

werden [151, 175, 222]. Zur Stimulation wurde am häufigsten ein A. fumigatus-Myzellysat 

verwendet, aber auch die Stimulation mit anderen A. fumigatus-Antigenen aktiviert die T-Zellen 

in diesem Assay [113, 114, 151, 172-175, 217, 219-222].  

Die Arbeitsgruppe um Petra Bacher zeigte, dass bei Patienten mit IMIs höhere 

A. fumigatus-spezifische T-Zell Frequenzen als bei gesunden Spendern detektierbar sind. Anhand 

von gesunden Probanden wurde ein Grenzwert der physiologischen T-Zell-Antwort auf 

A. fumigatus von maximal 0,39 % A. fumigatus-spezifischen Th-Zellen nach Stimulation festgelegt. 

Bei IMI-Patienten werden dementsprechend teilweise höhere Frequenzen gemessen. Bei 

mehrfachen longitudinalen Messungen konnten IMIs mit einer Sensitivität von 90 % und einer 

Spezifizität von 80 % erkannt werden. Der Assay konnte jedoch nur für 85,5 % der Patienten 

verwendet werden. Die restlichen Patienten hatten durch ihre Grunderkrankungen zu wenige Th-

Zellen oder zeigten keine Reaktion auf die Positivkontrolle. Nach einer Lungenresektion bei IM 

verbunden mit der Entfernung eines Großteils der Pilzlast fielen die Mucorales-spezifischen T-

Zellen bei Patienten mit IM stark ab. Dies unterstreicht den diagnostischen Wert des Assays, da 

nach Reduktion der Pilzlast auch die T-Zell-Antwort abfällt [172]. Auch anderen Gruppen ist es 

gelungen, mit diesem Assay erhöhte A. fumigatus-spezifische T-Zellen bei IA-Patienten zu 

detektieren. Wie bereits in Kapitel 1.3.4 erwähnt, konnte die Anwesenheit von spezifischen 

CD154+ T-Zellen für die A. fumigatus-Antigene Crf1 und Catalase1 mit einem besseren klinischen 

Verlauf der IA korreliert werden [114]. In einer Studie von Steinbach und Kollegen wurden 115 

Hochrisikopatienten via Detektion von antigenspezifischen CD69+CD154+ Th-Zellen auf IMIs 

untersucht. Dreiunddreißig Prozent der Patienten hatten analog zur bereits oben gennanten 

Studie durch ihre Grunderkrankungen eine zu geringe Anzahl von Th-Zellen oder zeigten keine 

Reaktion auf die Positivkontrolle und waren deswegen nicht auswertbar. Basierend auf nur 4 

gesicherten IMIs in der untersuchten Kohorte zeigte der Test eine Sensitivität von 100 % und eine 

Spezifizität von 81 %. Außerdem besaßen knapp 20 % der Patienten mit einer möglichen IMI 

erhöhte spezifische T-Zell-Frequenzen. Dies könnte darauf hindeuten, dass mit diesem Test eine 



35 

 

bessere Unterscheidung zwischen Patienten mit IMIs und falsch positiven Befunden anderer Tests 

(z. B. GM) möglich sein könnte [173].  

Die CD154-basierte Durchflusszytometrie wurde ebenso im allergologischen Bereich angewendet 

[113, 154, 223]. Hierzu wurden A. fumigatus-spezifische CD4+CD154+ Zellen zusätzlich für 

unterschiedliche Zytokine gefärbt. Eine dominante Th2-Antwort wurde bei allergologischen 

Patienten anhand von CD4+CD154+IL4+, CD4+CD154+IL5+ und CD4+CD154+IL13+ spezifischen 

Th-Zellen gemessen [113]. Bei ABPA-Patienten wurde mit dem Assay ebenfalls eine dominante 

Th2-Antwort auf A. fumigatus-Allergene detektiert [223]. CD154+IL4+IL17+ Th-Zellen waren 

indikativ für eine akute, unbehandelte ABPA, während die Detektion von CD154+IL4+ Th-Zellen 

ohne IL17 eine akute, unbehandelte ABPA nicht nachweisen konnte [154]. Einschränkend ist im 

Hinblick auf die drei allergologischen Publikationen zu erwähnen, dass die spezifischen T-Zellen, 

die im Assay detektiert wurden, magnetisch selektiert und über einen langen Zeitraum 

expandiert wurden. 

Die vorgestellten Daten zeigen, dass die Detektion von A. fumigatus-assoziierten 

Hypersensitivitätskrankheiten und IMIs via CD154 möglich ist. IMIs werden mit hoher 

Sensitivität und Spezifizität detektiert, jedoch ist die Messung bei einer großen Anzahl der 

Patienten nicht auswertbar. Die Zeit, die zur Expansion der T-Zellen in vielen Protokollen zur 

Messung benötigt wird, erschwert die Verwendung dieser Protokolle in der klinischen Praxis 

stark. Alle hier beschriebenen durchflusszytometrischen Assays basieren auf der Isolation von 

PBMCs. Auf der Grundlage dieser Assays haben wir einen VB-basierten CD154-Assay entwickelt, 

der günstiger, zeitsparender sowie einfacher in der Durchführung ist und ein geringeres 

Blutvolumen benötigt. Mit diesem Assay wurden bei gesunden Probanden höhere 

A. fumigatus-spezifische CD4+CD154+ Frequenzen im Vergleich zur PBMC-basierten Methode 

gefunden, was für eine höhere Sensitivität des VB-Tests gegenüber des PBMC-basierten Tests 

sprechen könnte. Dies muss sich allerdings noch in relevanten Patientenkollektiven bestätigen 

[174].  

Obwohl der Einsatz von ELISAs für Schimmelpilze in der direkten Detektion des Pilzes 

beispielsweise via Galactomannan weit verbreitet ist, gibt es nur wenige Daten zur Anwendung 
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funktioneller T-Zell-ELISAs in der medizinischen Mykologie [13]. Page und Kollegen berichteten, 

dass die PBMCs von gesunden Spendern mit hoher Umweltexposition von Schimmelpilzen im 

Vergleich mit niedrigexponierten Individuen nach Stimulation mit A. fumigatus einen Trend zu 

erhöhten Konzentrationen von IL-5, IL-13 und IL-17A im ELISA zeigten. Erhöhte 

Konzentrationen von IL-5 wurden bei denselben Spendern auch nach Stimulation mit der 

Mucorales-Spezies Rhizopus arrhizus gefunden. Die Zytokinmarker erhöhten die 

Differenzierungsfähigkeit der CD154-Durchflusszytometrie zwischen niedrig- und 

intensivumweltexponierten, gesunden Spendern. Ausschließlich anhand der 

Zytokinkonzentrationen konnte die Differenzierung der beiden Gruppen jedoch nicht vollzogen 

werden. Eine zusätzliche Limitation war, dass die PBMCs für diesen Assay für 120 Std. inkubiert 

wurden, was ungünstig für einen potenziellen, diagnostischen Einsatz ist [151]. Im Weiteren 

klinischen, mykologischen Feld wurde ein VB-basierter IGRA für den dimorphen Pilz Histoplasma 

capsulatum (HC) entwickelt und in einer Kohorte von 126 Individuen getestet. Zwischen den 

Kohorten der Genesenen und den Nichtinfizierten erreichte der Test eine Sensitivität von 70 - 92 

% und eine Spezifizität von 85 - 95 % in Abhängigkeit des verwendeten Antigens [224]. Kritisch 

bleibt trotzt der hohen Sensitivität und Spezifizität anzumerken, dass besonders 

immunkompromittierte Patienten ein hohes Risiko in Hinblick auf eine kritische HC-Infektion 

haben [225, 226] und die Aussagekraft des Tests unter akuter Immunsuppression noch nicht 

evaluiert wurde. Des Weiteren wird, wie bei Tuberkulose- und CMV-Assays, nur IFN-γ 

quantifiziert, was für eine Diagnose von A. fumigatus unzureichend sein könnte.  

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass große Anstrengungen unternommen werden, 

einen funktionellen T-Zell-Assay für A. fumigatus-assoziierte Erkrankungen zu entwickeln. 

Hierfür wurden die Plattformen ELISPOT, ein auf CD154-basierter durchflusszytometrischer 

Assay und in wenigen Studien der ELISA genutzt. Einige Herausforderungen für T-Zell-Tests 

werden aus den Daten deutlich. Hochrisikopatienten für IMI sind meistens 

immunkompromittiert. Da die Infektion indirekt über die Immunreaktion des Patienten 

diagnostiziert werden soll, wird der Assay von Wirtsfaktoren wie Immunsuppression und 

Immunrekonstitution stark beeinflusst [172, 173]. Die Anwesenheit von spezifischen T-Zellen bei 

gesunden Probanden bedeutet, dass eine hohe Assaypräzision erforderlich ist, um Grenzwerte 



37 

 

definieren zu können und vermehrte falsch-positive und falsch-negative Ergebnisse zu 

vermeiden. Eine limitierte präanalytische Robustheit einiger für die Immunantwort von 

Aspergillus wichtiger Th-Fraktionen (v. a. Th-17) stellt für IGRAs erhöhte Anforderungen dar. 
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1.5 Zielsetzung 

Die aktuelle Diagnostik sowohl für die IA als auch für A. fumigatus-assoziierte 

Hypersensitivitätskrankheiten basiert auf mehreren Säulen. Für die unterschiedlichen 

Krankheitsformen sind die Diagnose via Anamnese, Grunderkrankung, Immunstatus, 

Symptomatik und einer Reihe von diagnostischen Tests notwendig. Einzelne diagnostische Tests 

sind nicht leistungsstark genug, um A. fumigatus-assoziierte Krankheiten zu diagnostizieren [8, 

13]. Die Tests weisen A. fumigatus direkt nach und sind nur einmalig positiv (Kultur, GM und 

PCR-Test) oder sie sind unspezifisch und bleiben u. U. für eine lange Zeit positiv (CT-Scan) [13, 

227, 228]. Die Vielzahl der zu berücksichtigenden Faktoren sowie die Unzuverlässigkeit und 

Schwächen der einzelnen diagnostischen Tests führen häufig zu späten oder falschen Diagnosen, 

die durch eine verzögerte oder inkorrekte Therapie zu einer erhöhten Mortalität und verstärkten 

Symptomatik beitragen [13, 34, 51]. Daher besteht eine große Notwendigkeit im Hinblick auf neue 

diagnostische Assays sowohl für die IA als auch für die A. fumigatus-assoziierten 

Hypersensitivitätskrankheiten.  

T-Zell-Assays sind vielversprechende diagnostische Tests, die bereits in der Routinediagnostik 

der Tuberkulose eingesetzt werden [180, 181] und neben der Intensität potenziell auch die Art der 

Immunantwort evaluieren könnten. Für Schimmelpilze gibt es aktuell allerdings nur wenige 

experimentelle T-Zell-Assays und es besteht kein Konsensus, welche Plattform (ELISA, ELISPOT 

oder Durchflusszytometrie) am besten für diese Anwendung geeignet ist. Daher ist das Hauptziel 

dieser Arbeit die Entwicklung und Evaluation eines praxistauglichen, funktionellen T-Zell-

Assays zur Detektion der humanen Immunantwort auf das opportunistische Pathogen 

A. fumigatus. Dieses Ziel soll durch die folgenden spezifischen Arbeitspakete erreicht werden: 

1.) Evaluation der präanalytischen Limitationen in der Literatur beschriebener T-Zell-Assays  

Falsch-positive und falsch-negative diagnostische T-Zell-Assay-Testergebnisse können auf Grund 

einer veränderten Immunantwort durch Kryokonservierung und/oder präanalytische Lagerzeit 

entstehen. Wir werden daher den Einfluss einer präanalytischen Lagerzeit von 6 Std. und von drei 

unterschiedlichen Kryokonservierungsbedingungen auf die Detektion von A. fumigatus-
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spezifischen T-Zellen mit den geläufigsten PBMC-basierten T-Zell-Assays (ELISPOT, 

Durchflusszytometrie, ELISA) untersuchen. Die Identifikation einer möglichst robusten 

Assay-Plattform für T-Zell-Assays zur Detektion von A. fumigatus, die trotz präanalytischer 

Lagerzeit und Kryokonservierung ein belastbares Testergebnis erzielen kann, ist unabdingbar, da 

auf Grund der geringen Inzidenzen Aspergillus-assoziierter Krankheitsbilder zukünftig 

multizentrische Studien mit entsprechenden logistischen Herausforderungen realisiert werden 

sollten.  

2.) Entwicklung eines klinisch anwendbaren VB-basierten ELISAs für A. fumigatus 

VB-basierte T-Zell-Assays erfordern weniger aktive Arbeitszeit, sind kostengünstiger und 

einfacher zu standardisieren, benötigen ein geringeres Blutvolumen sowie eine weniger komplexe 

Laborausstattung und besitzen ein physiologischeres Stimulationsumfeld als PBMC-basierte 

Systeme. Wir streben deshalb an, einen VB-basierten ELISA für die Detektion von 

Aspergillus-assoziierten Krankheitsbildern zu entwickeln. Dieser Assay soll auf seine 

Reproduzierbarkeit und Robustheit gegenüber präanalytischer Lagerzeit sowie seiner 

Leistungsfähigkeit in einer Patientenkohorte mit Aspergillus-assoziierten Lungenerkrankungen 

untersucht werden. Die erfolgreiche Entwicklung eines VB-basierten ELISAs für die Detektion 

von A. fumigatus würde die klinische Anwendbarkeit stark verbessern und multizentrische 

Studien vereinfachen. 

3.) Evaluation der Immunantwort von Probanden mit intensiver beruflicher 

A. fumigatus-Exposition  

Intensive berufliche A. fumigatus-Exposition kann zu allergischen Erkrankungen beitragen (siehe 

Kapitel 1.2.3.2). Wir werden daher mit Hilfe von verschiedenen T-Zell-Assays die Immunantwort 

von beruflich intensivexponierten, gesunden Landarbeitern analysieren und Unterschiede in der 

Immunantwort dieser gesunden Probanden zu Patienten mit Aspergillus-assoziierten 

Hypersensitivitätskrankheiten untersuchen. Diese Studie wird somit Unterschiede zwischen 

einer physiologischen und pathophysiologischen Immunantwort auf A. fumigatus-Exposition 

identifizieren und eruieren, ob T-Zell-Assays potenziell auch für umweltmedizinische 

Fragestellungen geeignet sind. 
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4.) Vergleichende Evaluation verschiedener T-Zell-Assays bei immunkompromittierten Patienten 

Neben Patienten mit Aspergillus-assoziierten Hypersensitivitätskrankheiten sind IAs, die 

hauptsächlich bei immunkompromittierten Patienten vorkommen, eine wichtige und auf Grund 

der Einschränkungen des Immunsystems herausfordernde Patientenkohorte für funktionelle 

T-Zell-Tests (siehe Kapitel 1.2.1). Wir werden überprüfen, ob T-Zell-Assays zur Detektion der 

opportunistischen Erreger A. fumigatus und CMV bei immunkompromittierten Patienten nach 

alloSZT geeignet sind. Hierfür werden wir Patientenproben an drei unterschiedlichen 

Zeitpunkten nach alloSZT mit verschiedenen Assay-Plattformen analysieren, deren technische 

Durchführbarkeit und deren Konkordanz zur CMV-Serologie untersuchen. Aus den Ergebnissen 

kann abgeleitet werden, ob und, wenn ja, welche T-Zell-Assays für die Detektion von A. fumigatus 

bei immunkompromittierten Patienten geeignet sein könnten und ob sich weitere infektiologische 

Anwendungsoptionen der getesteten Assays über A. fumigatus hinaus ergeben können. 
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2 Materialien und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 Technische Ausrüstung 

2.1.1.1 Kühl- und Gefrierschränke 

Comfort Liebherr 

MedLINE Liebherr 

Premium Liebherr 

2.1.1.2 Vortexer 

Harmony Mixer Uzusio VTX-3000L LMS Laboratory and Medical Supplies 

Vortex-Genie 2 Scientific Industries 

2.1.1.3 Heizblock 

neoBLOCK 1 neoLab 

2.1.1.4 Zentrifugen 

Fresco 17 Centrifuge Thermo Scientific 

Megafuge 16 Centrifuge Thermo Scientific 

Multifuge 3s Thermo Scientific 

Sunlab Mini-Zentrifuge neoLab 

Galaxy Mini-Zentrifuge  VWR International 
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2.1.1.5 Sterilwerkbank 

HERAsafe HS Thermo Electron Corporation 

2.1.1.6 Inkubatoren 

HERACELL 150i CO2 Incubator Thermo Scientific 

HERATHERM Incubator Thermo Scientific 

Minitron INFORS HT 

HERACELL 240 Thermo Scientific 

2.1.1.7 Geräte und Materialien zur Dosierung von Flüssigkeiten 

Accu-Jet Pro Brand 

BD Discardit II Spritzen Becton Dickinson Biosciences 

BD Eclipse Needle 20G Becton Dickinson Biosciences 

BD Plastipak 1 ml Becton Dickinson Biosciences 

Biosphere Filter Tips Sarstedt 

Pipettierhilfe Macro Brand 

Mikroliterpipetten Research Plus Eppendorf 

Multipette M4 Eppendorf 

Pasteur Pipette 3 ml Biosigma 

Serologische Pipetten Cellstar Greiner bio-one 
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2.1.1.8 Waagen 

KERN 440-33N Kern & Sohn GmbH 

KERN AEJ 120-4M Kern & Sohn GmbH 

2.1.1.9 Reaktions- und Kryogefäße 

Reaktionsgefäße 5 ml, PP Nerbe plus 

Cellstar-Gefäße 15 ml/50 ml Greiner bio-one 

SafeSeal Reaktionsgefäße Sarstedt 

CryoTube vials Thermo Fisher Scientific 

Mr. Frosty Kryokonservierungsgefäß Nalge Nunc International 

2.1.1.10 Materialen zur Blutabnahme 

Cutasept F Haut-Desinfiziens BODE Chemie 

Gazin Mullkompresse Lohmann und Rauscher 

Leukomed Wundverband BSN medical 

Multi-Adapter Sarstedt 

S-Monovette 2,7 ml Sarstedt 

S-Monovette 2,7 ml K3E Sarstedt 

S-Monovette 7,5 ml Z Sarstedt 

S-Monovette 7,5 ml LH Sarstedt 

Venenstaubinde Megro 

Venofix Safety 19G B. Braun Melsungen AG 
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2.1.1.11 Materialien für Zellisolation und -kultur 

Zellkulturplatte, 96 Vertiefungen, 

Flachboden/Rundboden 

Falcon 

Filtropur S 0,2 Sarstedt 

Hypodermic Needle-Pro Needle 23G B. Braun Melsungen AG 

Whole Blood Columns Miltenyi Biotec 

MACS Multistand Miltenyi Biotec 

Sterican Mix Halbstumpf, G 18 B. Braun Melsungen AG 

Leukosep™ 50 mL Röhrchen Greiner Bio-One 

MidiMACS™ Cell Separator Miltenyi Biotec 

2.1.1.12 Geräte und Materialien zur Zellzählung 

Zählkammer Neubauer Improved Assistent und Marienfeld 

Vi-Cell XR counter Beckmann Coulter 

Vi-Cell 4 mL Sample Vial Beckmann Coulter 

2.1.1.13 Geräte und Materialien für die Durchflusszytometrie 

5 ml Polystyrene Round-Bottom Tubes Falcon 

BD FACSCalibur (Serien-Nr.: 6420) Becton Dickinson Biosciences 

CytoFLEX AS34240 Beckmann Coulter 

Contrad 70 Beckmann Coulter 

CytoFLEX Sheath Fluid Beckmann Coulter 

FACS Clean Becton Dickinson Biosciences 
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FACS Flow Becton Dickinson Biosciences 

FACS Rinse Becton Dickinson Biosciences 

FlowClean Cleaning Agent Beckmann Coulter 

 

2.1.1.14 Geräte und Materialien für den ELISPOT 

IFN-γ ELISPOT Lophius Biosciences 

IFN-5 ELISPOT Lophius Biosciences 

IFN-13 ELISPOT Lophius Biosciences 

IFN-17 ELISPOT Lophius Biosciences 

BioReader 5000a BioSYS 

2.1.1.15 Geräte und Materialien für den ELISA und Multiplex-Zytokinassays 

NanoQuant infinite M200 PRO Tecan 

HydroFlex™ ELISA Waschgerät Tecan 

Microplate Shakers with 4-Place Platform 

(Model No.: 88861024) 

Fisherbrand 

Plastipak 1 mL Spritzen Becton Dickinson Biosciences 

Eclipse Needle with SmartSlip-Technology 

20 G (0,9 mm x 40 mm) 

Becton Dickinson Biosciences 

IFN-γ (ELISA MAX Deluxe Kit) BioLegend 

IL-17 (ELISA MAX Deluxe Kit) BioLegend 

Schwefelsäure (2N) Carl Roth 

MILLIPLEX HCYTOMAG 14‐plex EMD Millipore (Merck) 
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MILLIPLEX MAP Human High Sensitivity T 

Cell Magnetic Bead Panel 

EMD Millipore (Merck) 

Luminex200 Reader Luminex 

2.1.2 Reagenzien 

2.1.2.1 Reagenzien und Kits zur Herstellung und Qualitätskontrolle von Zellstimulanzien 

Aqua ad iniectabilia B. Braun Melsungen AG 

Aspergillus fumigatus Lysat Miltenyi Biotec 

Aspergillus fumigatus Lysat 
Hergestellt von der Gruppe von Herrn Dr. 

Kniemeyer (Hans-Knöll-Institut, Jena) 

Aspf1, Aspf3, Aspf4, Aspf6, Aspf8, 

Aspf9(Crf1), Aspf22, CatB, CipC, CsnB, Hly, 

Pst2 

Hergestellt von der Gruppe von Herrn Prof. 

Frank Ebel (Ludwig-Maximilians-

Universität München)[229] 

T-activated Phosphoprotein (pp)65 Lophius Biosciences 

DC Protein Assay Kit Bio-Rad 

Endochrome-K Assay Kit Charles River 

2.1.2.2 Reagenzien und Materialien für die Zellisolation und -kultur 

Anti-CD28 pure – functional grade, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD40 pure – functional grade, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD49d pure, human Miltenyi Biotec 

Biocoll Separating Solution (1,077 g/ml) Biochrom und Merck 

EDTA salt solution Sigma-Aldrich 

Hanks‘ buffered salt solution (HBSS) Sigma-Aldrich 
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Phosphate-Buffered Saline (PBS) Sigma-Aldrich 

T-activated proteins CMV pp65 Lophius Biosciences 

Phytohemagglutinin (PHA) Sigma-Aldrich 

RPMI-Medium 1640 + GlutaMAX Gibco 

Dimethylsulfoxid (DMSO) – Lösung Ph.Eur. Apotheke des Universitätsklinikums 

Würzburg 

CTL-Wash (10x) C.T.L. Europe 

L-Glutamin 200 mM GIBCO 

AIM-V + AlbuMAX (BSA) (1x) Medium GIBCO 

ELISPOT-Färbungslösung Lophius Biosciences 

CTL-Test Medium C.T.L. Europe 

Tween-20 Sigma-Aldrich 

Fetales Kälberserum (FCS) Sigma-Aldrich 

StraightFrom Whole Blood CD3 MicroBeads Miltenyi Biotec 

Humanes AB serum Sigma-Aldrich 

Trypanblau Sigma-Aldrich 

2.1.2.3 Reagenzien und Kits für Immunfluoreszenzfärbungen 

7-AAD Staining Solution Miltenyi Biotec 

Annexin V Apoptose Detektions Kit 

(beinhalt Annexin V Puffer, Annexin V und 

Propidiumiodid) 

Becton Dickinson Biosciences 

Anti-Annexin V-APC Becton Dickinson Biosciences 
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Anti-CD3-Vioblue, REAfinity, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD3-PerCP, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD3-FITC, human Becton Dickinson Biosciences 

Anti-CD3-FITC, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD4-FITC, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD4-FITC, REAfinity, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD4-FITC, human Becton Dickinson Biosciences 

Anti-CD4-VioBlue, REAfinity, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD8-FITC, REAfinity, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD8-PerCP, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD8-PerCP, REAfinity, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD11b-APC, REAfinity, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD14-PerCP-Vio 700, REAfinity, 

human 

Miltenyi Biotec 

Anti-CD14-PerCP, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD16-PerCP, human BioLegend 

Anti-CD19-APC, human BioLegend 

Anti-CD45RA-VioGreen, REAfinity, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD56-APC, human Becton Dickinson Biosciences 

Anti-CD62L-PE, REAfinity, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD66b-FITC, REAfinity, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD66b-PE, human Becton Dickinson Biosciences 
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Anti-CD69-PE-Vio615, REAfinity, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD107a (LAMP-1)-PE-Vio770, 

REAfinity, human 

Miltenyi Biotec 

Anti-CD154-APC, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD154-APC, REAfinity, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD154-PE-Vio770, REAfinity, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD183 (CXCR3)-PE-Vio615, REAfinity, 

human 

Miltenyi Biotec 

Anti-CD196 (CCR6)-APC, REAfinity, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD197 (CCR7)-PE, REAfinity, human Miltenyi Biotec 

Anti-HLR-DR-PE, human Becton Dickinson Biosciences 

Anti-IFN-g-PE, human Miltenyi Biotec 

Anti-IFN-g-PE, REAfinity, human Miltenyi Biotec 

Anti-IFN-γ-APC-Vio770, REAfinity, human Miltenyi Biotec 

Anti-IL-5-PE, human Miltenyi Biotec 

Anti-IL-13-PE, human Miltenyi Biotec 

Anti-IL-17-PE, human Miltenyi Biotec 

Brefeldin A Sigma-Aldrich 

GolgiStop Becton Dickinson Biosciences 

Erythrocyte lysis buffer Qiagen 

Inside Stain Kit Miltenyi Biotec 

Invitrogen L/D fixable near-IR ThermoFisher 
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2.1.3 Software 

BD CellQuest Pro Version 0.3.9f7B Becton Dickinson Biosciences 

BioReader 12.1 Software BioSYS 

CytExpert 1.2 Beckmann Coulter 

Kaluza Version 2.1 Beckmann Coulter 

FLOWJO Single Cell Analysis Software 

Version10.6.1 und Version X.0.7 

FlowJo, LLC 

i-Control 1.12 Tecan 

EndoScan V software 4.0 (SP1) Charles River 

Microsoft Office 2010 Microsoft 

P Value from Pearson (R) Calculator Social Science Statistics 

Wilcoxon-Mann-Whitney Test Calculator Saarland University 

Prism v8 GraphPad 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Probandenakquise und Klassifizierung 

2.2.2 Akquise von Blutspendern und Klassifizierung der Schimmelpilzexposition 

Verwendet in:  

Lauruschkat et al., Mycoses 2018 Lauruschkat et al., Open Forum Infect Dis., 2020 

Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021a Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021b 

 

Nach Aufklärung und freiwilliger, schriftlicher Einwilligung wurden 18- bis 75-jährige 

Blutspender in die Studie eingeschlossen. Positive Ethikvoten der Julius-Maximilians-Universität 

Würzburg mit den Kennzeichen 34/15 und 78/16 sowie der National Health Service, Health Research 

Authority mit dem REC Kennzeichen 19/SC/0645 wurden vor dem Beginn der Studien eingeholt.  

Ausschlusskriterien für den Einschluss gesunder Spender wurden wie folgt definiert:  

• Schwangerschaft oder Stillen 

• Einnahme von Immunsuppressiva oder Immunmodulatoren in den letzten 12 Wochen 

• Vakzinierung oder Einnahme von Antiinfektiva in den letzten 4 Wochen 

• Akute oder chronische Infektionserkrankung 

• Insulinpflichtiger Diabetes mellitus 

• Vorausgegangene Teilnahme an derselben Versuchsserie dieser Studie  

• Vulnerable Personengruppe 

Diese Ausschlusskriterien wurden bereits veröffentlicht [151, 175, 222] und der 

Probandenerfassungsbogen ist im Appendix 6.2 abgebildet. 

Anhand eines Fragebogens zur Höhe der Schwimmelpilzexposition wurden Probanden in 

gering- und intensivexponierte Spender unterteilt. Im Fragebogen wurden Langzeitexposition, 

Exposition im beruflichen bzw. Wohnumfeld sowie die Exposition in der Wohnung einschließlich 

des Gartens und der Kellerräume abgefragt. Probanden mit Langzeitexposition sowie einem 
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aktuellen Expositionsfaktor (Exposition im beruflichen Umfeld, Exposition im Wohnumfeld und 

Exposition innerhalb des Wohnbereichs) oder mit drei aktuellen Expositionsfaktoren wurden als 

intensiv-, die übrigen als geringexponierte Probanden klassifiziert. Die 

(Sub-)Expositionskategorien sind in Tabelle 3 erläutert. Der Frage- und Auswertungsbogen ist 

im Appendix 6.3 abgebildet. Dieser Fragebogen und die darin enthaltenen Kriterien wurden in 

vorhergehenden Publikationen validiert [151, 175, 222]. 

Expositionsfaktor-

Kategorie 

Expositionsfaktoren (eine Kategorie wurde als positiv angesehen, wenn ein Proband 

mindestens einen Faktor aufweist) 

Langzeitexposition • Leben in ruralem Wohnort mit weniger als 2000 Einwohnern oder in einer 

Kleinstadt mit weniger als 20000 Einwohnern bei gleichzeitiger Anwesenheit von 

landwirtschaftlichen Betrieben/Nutzflächen (inkl. Weinbau) bzw. 

holzverarbeitender Industrie im Umkreis von 1 km für mindestens 5 Jahre 

• Exposition im beruflichen Umfeld für mindestens 5 Jahre 

Exposition im 

beruflichen Umfeld 

• Intensiver Kontakt mit organischen Abfällen 

• Intensiver Kontakt mit landwirtschaftlichen Rohstoffen 

• Verarbeitung von Holz oder Holzprodukten 

• Sanierungs- bzw. Renovierungsarbeiten in Altbauten 

• Längerer Aufenthalt in schimmelbelasteten Räumen inkl. Büroräumen 

• Intensiver Umgang mit Pflanzen, inkl. Topfpflanzen und Hydrokultur 

• Umgang mit Klimaanlagen, Abluftanlagen oder Kühltechnik 

• Sonstige Arbeiten, bei denen intensiver Umgang mit Schimmelpilzen bestanden 

haben könnte (nach Angabe des Probanden) 

Exposition im 

Wohnumfeld 

• ruraler Wohnort mit weniger als 2000 Einwohnern 

• landwirtschaftliche Betriebe/Nutzflächen (inkl. Weinbau) bzw. holzverarbeitende 

Industrie im Umkreis von 1 km 

Exposition innerhalb 

des Wohnbereichs 

• Eigener Nutzgarten 

• Teichanlage, Wasserlauf oder ähnliche Anlagen im Gartenbereich 

• Zimmerspringbrunnen oder Aquarium 

• Topfpflanzen inkl. Hydrokultur im Wohn- oder Schlafbereich 

• Haltung von Haustieren (jeglicher Art) 

• Intensive Nutzung von Kellerräumen, z. B. als Lagerräume 

• Bekannte Schimmelpilzbelastung in der Wohnung oder dem Wohngebäude 
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Tabelle 3: Expositionsfaktor-Kategorien und Subkategorien. Expositionsfaktor-Kategorien und -Subkategorien, die 

eine Einschätzung über die Intensität der Schimmelpilzexposition eines Individuums ermöglichen. Probanden mit 

Langzeitexposition sowie einem aktuellen Expositionsfaktor (Exposition im beruflichen Umfeld, Exposition im 

Wohnumfeld und Exposition innerhalb des Wohnbereichs) oder mit drei aktuellen Expositionsfaktoren wurden als 

intensiv-, der Rest als geringexponierte Probanden klassifiziert [152, 175, 231]. 

Der ökologische Anbau durch die in der Studie eingeschlossenen Biobauern wurde nach der 

Verordnung für ökologische/biologische Produktion und die Kennzeichnung von 

ökologischen/biologischen Erzeugnissen (834/2007) anhand von Zertifikaten der folgenden 

Kontrollstellen nachvollzogen: Demeter (DE-ÖKO-022), Naturland, A-B-CERT (DE-ÖKO-06), 

Kontrollverein ökologischer Anbau e.V. (DE-ÖKO-022). 

Folgende Patienten wurden für die unterschiedlichen Studien eingeschlossen:  

Lauruschkat et al., Open Forum Infect Dis., 2020:   

In die Studie wurden 13 Patienten eingeschlossen, von denen insgesamt 35 Proben gewonnen 

wurden. Die Altersspanne betrug 35 – 69 Jahre, in der Kohorte befanden sich 8 Männer und 5 

Frauen. Den Patienten nach alloSZT wurde an drei verschiedenen Zeitpunkten Blut 

abgenommen. Bei zwei Patienten konnte nur eine Messung durchgeführt werden, ehe die 

Patienten verstarben. Die genauen Patientencharakteristika sind in Suppl. Materiel 2 im Anhang 

zur Publikation (Kapitel 3.4.1) [230] zusammengefasst. Die Blutentnahmezeiträume wurden wie 

folgt definiert: Blutentnahme 1: Woche 7 – 11; Blutentnahme 2: Woche 11 – 15; Blutentnahme 3: 

Woche 18 – 25. 

Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021a:  

Folgende Patienten mit chronischen Aspergillus-assoziierten respiratorischen Erkrankungen oder 

Kontrollpatienten mit respiratorischen Erkrankungen ohne Schimmelpilzassoziation wurden am 

University Hospital of Wales in die Studie eingeschlossen:  

• 2 Patienten mit CF und erhöhten Aspergillus-spezifischen IgE (Altersspanne 41 – 47, 1 

Mann, 1 Frau) 

• 3 Patienten mit ABPA (Altersrange 33 – 83, 1 Mann und 2 Frauen) 
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• 4 Patienten mit CPA (Altersrange 60 – 80, 3 Männer und 1 Frau) 

• 5 Kontrollpatienten (Altersrange 56 – 90, 4 Männer und 1 Frau) 

2.2.2.1 Blutentnahme 

Nach zweifacher, 30 sekündlicher Desinfektion der Einstichstelle wurde venöses Blut mit Hilfe 

einer Venofix Safety 19G Kanüle in S-Monovetten (Sarstedt) abgenommen. Die S-Monovetten 

beinhalteten das Antikoagulans Lithium-Heparin für die funktionalen Assays, EDTA zur 

Blutbildbestimmung der Probanden oder ein Koagulans zur Serumgewinnung. Folgende 

Blutvolumina wurden den Spendern entnommen:  

• Lauruschkat et al., Mycoses 2018: 150 mL Lithium-heparinisiertes Blut, 2,7 mL EDTA Blut 

und 15 mL Serum 

• Lauruschkat et al., Open Forum Infect Dis., 2020: 30 mL Lithium-heparinisiertes Blut 

• Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021b: 75 mL Lithium-heparinisiertes Blut, 2,7 mL 

EDTA Blut und 35 mL Serum 

• Für alle anderen Experimente wurde das Blutvolumen nach folgenden Richtlinien 

abgeschätzt: Für Lithium-heparinisiertes Blut wurde bei der PBMC Isolation von 1x106 

PBMCs/mL Blut ausgegangen und für die VB-Systeme wurden 500 µL Blut pro 

Stimulationsröhrchen benötigt. 

 

2.2.3 Herstellung der Stimuli und Stimulusqualitätskontrollen 

2.2.3.1 Herstellung von A. fumigatus-Myzellysat und -Proteinantigenen 

Verwendet in:  

Lauruschkat et al., Open Forum Infect Dis., 2020 Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021a 

Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021b  
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Das A. fumigatus-Myzellysat wurde von Miltenyi Biotec erworben. Nachdem die Produktion von 

der Firma eingestellt wurde, wurde ein ähnliches Lysat von der Arbeitsgruppe von Herrn Dr. 

Kniemeyer (Hans-Knöll-Institut, Jena) bereitgestellt. Die Produktionsmethodik wurde von der 

Arbeitsgruppe in [231] beschrieben. 

Das Miltenyi-A. fumigatus-Myzellysat wurde in den Publikationen und in der Datenakquise für 

folgende Abbildungen verwendet: 

• Lauruschkat et al., Mycoses 2018 

• Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021a; Abbildung 1 und 5 

Die A. fumigatus-Proteinantigene wurden von der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Frank Ebel 

(Ludwig-Maximilians-Universität München, München), wie in [229, 231] beschrieben, produziert. 

2.2.3.2 Endotoxinmessung von A. fumigatus-Myzellysat und -Proteinantigenen 

Verwendet in:  

Lauruschkat et al., Open Forum Infect Dis., 2020 Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021a 

Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021b  

 

Die Endotoxinmessung des A. fumigatus-Myzellysat und der Proteinantigene wurde von der 

Firma Lophius Biosciences durchgeführt. Hierbei wurden die Konzentrationen mit Hilfe des 

Endochrome-K-Assay-Kits und der EndoScan V Software 4.0 (SP1) quantifiziert. Die Messung 

wurde nach Herstellerprotokoll durchgeführt. Für den VB-ELISA wurde ein sehr konservativer 

Grenzwert von 1 Endotoxineinheit/mg (EU/mg) Antigen festgelegt. Für den ELISPOT wurde ein 

Grenzwert von 3,7 EU/mg von Frau Sonja Etter in ihrer Doktorarbeit (noch nicht erschienen) bei 

uns im Labor bestimmt. Die in der Durchflusszytometrie benutzten Stimulanzien waren alle 

industriell hergestellt bzw. befanden sich unter dem Grenzwert von 1 EU/mg Antigen. 
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2.2.4 PBMC-basierte Methoden 

2.2.4.1 Gewinnung von autologem Serum 

Verwendet in:  

Lauruschkat et al., Mycoses 2018 Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021b 

 

Die befüllten Serum-Monovetten wurden bei 3000 g und Raumtemperatur (RT) für 7 min 

zentrifugiert, woraufhin das Serum entnommen wurde. Mit Hilfe eines 0,2 µm 

Spritzenvorsatzfilters wurde das Serum sterilisiert und in 1,5 mL Reaktionsgefäße aliquotiert. Zur 

Inaktivierung des Komplementsystems wurden die Proben bei 56 °C für 30 min inkubiert. Wenn 

kein Serum zur Verfügung stand, wurde das autologe Serum durch humanes AB Serum ersetzt. 

2.2.4.2 PBMC-Isolation, -Quantifikation und -Viabilitätskontrolle 

Verwendet in:  

Lauruschkat et al., Mycoses 2018 Lauruschkat et al., Open Forum Infect Dis., 2020 

Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021b  

 

Vor der Blutentnahme wurden 50 mL Leukosep-Röhrchen mit 15 mL Ficoll-Lösung befüllt. 

Einundzwanzig mL Lithium-heparinisiertes Blut wurden mit 7 mL PBS verdünnt und mittels 

serologischer Pipette in das obere Kompartiment eingefüllt. Die Zellen wurden bei 800 g und RT 

für 15 min zentrifugiert. Bei diesen und den folgenden Zentrifugationsschritten wurden die 

Bremse und die Beschleunigung der Heraeus Megafuge 16 auf 5 gestellt. Die PBMC-Schicht 

wurde mit einer Pasteurpipette in ein 50 mL Cellstar-Gefäß abgenommen, mit HBSS [232] oder 

CTL Wash (alle anderen Publikationen) auf 45 mL aufgefüllt und bei 400 g und RT für 10 min 

zentrifugiert. Der Überstand wurde dekantiert und die PBMCs in 1 mL HBSS [232] oder CTL 

Wash (alle anderen Publikationen) aufgenommen. Für die Veröffentlichung Lauruschkat et al., 

Mycoses, 2018 wurden die PBMCs in einer Neubauerzählkammer gezählt (wie im nächsten 

Abschnitt beschrieben), für die restlichen Publikationen wurde die Zellzählung auf den Vi-Cell 



57 

 

XR Counter umgestellt. Hierfür wurde 10 µL Zellsuspension mit 190 µL HBSS in einem Vi-Cell 4 

mL Sample Vial verdünnt und in den Zellzähler gegeben. 

Verwendet in:  

Lauruschkat et al., Mycoses 2018 

 

In einer 96-Well-Platte wurde 50 µL Trypanblau und 40 µL Roswell Park Memorial Institute 

medium (RPMI) 1640 GlutaMAX™ + 5 % autologes Serum mit 10 µL der Zellsuspension 

vermischt. Zehn Mikroliter aus dieser Mischung wurden in einer Neubauerzählkammer unter 

dem Mikroskop gezählt. Die PBMCs wurden für die folgenden Analysen aufgeteilt: 8x105 für die 

durchflusszytometrische Oberflächenmarkeranalyse, 4x106 für den ELISPOT, 1x107 für sowohl die 

funktionelle, durchflusszytometrische Analyse als auch Multiplex-Zytokinassays und 3,0 - 5,5x107 

für jede der drei Kryokonservierungsbedingungen (siehe Kapitel 2.2.4.3), je nach PBMC-Ertrag 

des jeweiligen Spenders. Alle Konditionen wurden mit HBSS auf 10 mL aufgefüllt, ein zweites 

Mal bei 400 g und RT für 10 min gewaschen und in das adäquate Medium aufgenommen. Die 

PBMCs für durchflusszytometrische- und Multiplex-Zytokinassays wurden in RPMI + 5 % 

autologem Serum, die PBMCs für den ELISPOT in AIM-V AlbuMAX™ aufgenommen. Die 

Medien zur Kryokonservierung können in Kapitel 2.2.4.3 und Tabelle 4 gefunden werden.  

2.2.4.3 PBMC-Kryokonservierung 

Verwendet in:  

Lauruschkat et al., Mycoses 2018 

 

Nach der in Kapitel 2.2.4.2 beschriebenen Zellzählung und dem finalen Waschschritt wurden die 

PBMCs in drei verschiedenen Medien kryokonserviert (Tabelle 4). Die Zellen wurden in jedem 

Medium in einer Konzentration von 1x107/900 µL aufgenommen. Kurz vor der 

Kryokonservierung wurden 100 µL Dimethylsulfoxid (DMSO) hinzugefügt, was zu einer 

Endkonzentration von 1x107/mL führte. Aliquots von jeweils 1 mL wurden in CryoTubes gegeben 
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und in einem mit 2–Propanol befüllten Mr. Frosty-Kryokonservierungsbehälter bei -80 °C 

eingefroren. Das 2–Propanol wurde nach fünf Kryokonservierungs-/Auftauzyklen erneuert. Nach 

72 - 96 Stunden wurden die befüllten Cryotubes in flüssigen Stickstoff überführt, in dem sie 2 - 4 

Wochen gelagert wurden.  

 
RPMI + FCS RPMI + autol. Ser. AIM-V 

Kryomedium 

50 % RPMI 

40 % FCS 

10 % DMSO 

70 % RPMI 

20 % autol. Ser. 

10% DMSO 

90 % AIM-V 

10% DMSO 
  

Auftaumedium 
90 % RPMI 

10 % FCS 

95 % RPMI 

5 % autol. Ser. 
AIM-V   

Waschmedium nach Auftau RPMI RPMI AIM-V  
 

Regenerationsmedium 
90 % RPMI 

10 % FCS 

95 % RPMI 

5 % autol. Ser. 
AIM-V  

 

Kulturmedium Durchflusszytometrie 

und Multiplex-Zytokinassay 

95 % RPMI 

5 % autol. Ser. 

95 % RPMI 

5 % autol. Ser. 

95 % RPMI 

5 % autol. Ser. 
 

 

Kulturmedium ELISPOT AIM-V AIM-V AIM-V  
 

Tabelle 4: Medien der Publikation Lauruschkat et al., Mycoses, 2018. Die Medien in dieser Tabelle wurden für die 

Publikation Lauruschkat et al., Mycoses, 2018 verwendet (übersetzt aus Lauruschkat et al., Mycoses, 2018) [232]. 

Abkürzungen: autol. Ser. = autologes Serum; FCS = fetales Kälberserum; RPMI = Roswell Park Memorial Institute 

Medium.  

 

Tabelle 2.2.4.3: PBMC-Auftau- und -Regenerationsphase 

Verwendet in:  

Lauruschkat et al., Mycoses 2018 

 

1 mL der auf 37 °C vorgewärmten Auftaumedien (siehe Tabelle 4) wurde tropfenweise auf das 

jeweilige Aliquot gegeben. Die Suspension wurde tropfenweise in ein 50 mL Röhrchen überführt, 
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das das 20 mL Auftaumedium beinhaltete. Das Kryokonservierungsröhrchen wurde noch 

zweimal mit der Zellsuspension gespült, um den Zellverlust zu minimieren. Nach einem 

Zentrifugationsschritt von 400 g für 10 min mit voller Bremse und Beschleunigung wurde der 

Überstand verworfen und die Zellen wurden erneut in 20 mL auf 37 °C erwärmtem Medium 

(siehe Tabelle 4) aufgenommen. Alle weiteren Zentifugationsschritte in diesem Abschnitt wurden 

analog hierzu ausgeführt. Die PBMCs wurden erneut zentrifugiert, in 300 µL HBSS gelöst und 

gezählt (wie in Kapitel 2.2.4.2 beschrieben). Achthunderttausend PBMCs wurden für die 

Zelloberflächenfärbung benutzt. Der Rest der Zellen wurde im Regenerationsmedium (siehe 

Tabelle 4) bei einer Konzentration von 5x106 PBMCs/mL bei 37 °C und 5 % CO2 für 16 - 18 Std. 

bei einem Winkel von 5 ° (wie in der Literatur empfohlen [233]) in einer T25-Zellkulturflasche 

inkubiert. Nach der Regenerationsphase wurden die Zellen in ein 50 mL Cellstar-Gefäß überführt 

und die T25-Zellkulturflasche mit 10 mL RPMI oder AIM-V (in Abhängigkeit vom 

Kryokonservierungsmedium) gewaschen und ebenfalls in das zugehörige 50 mL Cellstar-Gefäß 

gegeben. Die PBMCs wurden erneut zentrifugiert und anschließend in 300 µL HBSS 

aufgenommen. Nach einer erneuten Zellquantifizierung wurden die Zellen für die folgenden 

Analysen aufgeteilt: 8x105 für die durchflusszytometrische Oberflächenmarkeranalyse, 4x106 für 

den ELISPOT, 1x107 sowohl für die funktionelle, durchflusszytometrische Analyse als auch für 

den Multiplex-Zytokinassay.  

2.2.4.4 Zelluläre Komposition und durchflusszytometrische Viabilitätsbestimmung  

Verwendet in:  

Lauruschkat et al., Mycoses 2018 

 

Die Zellviabilität wurde nach der PBMC-Isolation, der -Kryokonservierung und 

der -Regenerationsphase bei der Zellquantifizierung mithilfe von Trypan Blau ermittelt (siehe 

Kapitel 2.2.4.2).  

Die Leukozyten-Komposition wurde via Durchflusszytometrie von Zelloberflächenmarkern 

bestimmt. Fünfundneunzig Mikroliter HBSS + 0,5 % autologes Serum wurden mit den passenden 
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Antikörpern für jedes benötigte durchflusszytometrische Panel angereichert (Färbemedium). 

Zweihunderttausend PBMCs wurden im passenden Färbemedium für 20 min im Dunkeln bei RT 

inkubiert. Die Reaktion wurde mit 1 mL Waschpuffer abgestoppt. Danach wurden die gefärbten 

Zellen in 200 µL HBSS aufgenommen und in 5 ml Polystyrene Round-Bottom Tubes überführt. 

Abschließend wurden die gefärbten Zellen am Durchflusszytometer ausgelesen. Die 

verwendeten Antikörper sind in Tabelle 5 zusammengestellt.  

Die Lymphozytenviabilität wurde ebenfalls via Durchflusszytometrie analysiert. Hierfür wurde 

der Annexin V-Bindungspuffer und das Propidiumiodid aus dem Annexin 

V-Apoptose-Detektions-Kit benutzt. Allerdings wurde der α-Annexin V-FITC-Antikörper aus 

dem Kit durch einen α-Annexin V-APC-Antikörper vom selben Hersteller (Becton Dickinson 

Biosciences) ersetzt. In ein 5 ml Polystyrene Round-Bottom Tube wurden 2x105 PBMCs überführt 

und zweimal mit kaltem PBS gewaschen. Die Waschschritte fanden bei 400 g und RT für 5 min 

mit voller Beschleunigung und Bremse statt. Nachdem der Überstand nach dem zweiten 

Waschschritt verworfen wurde, wurden die PBMCs in 100 µL Bindungspuffer, der mit den 

passenden Antikörpern angesetzt wurde, resuspendiert. Die Inkubationszeit wurde im Dunkeln 

ausgeführt und betrug 15 min. Anschließend wurden 400 µL Bindungspuffer hinzugefügt und 

die gefärbten PBMCs innerhalb von 1 Std. gemessen. Die hinzugefügten Antikörper werden in 

Tabelle 5 spezifiziert. 
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Fluorochrom 

 
Mycoses, 2018 

Open Forum 

Infect Dis., 2020 

J Fungi (Basel)., 

2021b 

 Zell-

populationen 

Panel 1 

Zell-

populationen 

Panel 2 

Viabilitäts- 

färbung 

T-Zell- 

Aktivierung 

Panel 1,2,3,4 

T-Zell- 

Aktivierung 

T-Zell- 

Aktivierung/ 

Differenzierung 

VioBlue Marker (Hersteller)     CD4 (MB) CD4 (MB) 

VioGreen Marker (Hersteller)      CD45RA (MB) 

FITC Marker (Hersteller) CD3 (MB) CD4 (BD) CD3 (MB) CD4 (MB)  CD8 (MB) 

PE Marker (Hersteller) HLR-DR (BD) CD66b (BD) PI (BD) 
IFN-ɣ/IL-5/13/17 

(MB) 
IFN-ɣ (MB) CCR7 (MB) 

PE-Vio615 Marker (Hersteller)      CXCR3 (MB) 

PerCP Marker (Hersteller) CD14 (MB) CD8 (MB)  CD3 (MB)  7-AAD (MB) 

PE-Vio770 Marker (Hersteller)      CD154 (MB) 

APC Marker (Hersteller) CD56 (BD) CD19 (BL) Annexin V (BD) CD154 (MB) CD154 (MB) CCR6 (MB) 

APC-Vio770 Marker (Hersteller)      IFN-ɣ (MB) 

Tabelle 5: Verwendete Antikörper für die PBMC-basierte Durchflusszytometrie. Antikörper für die Durchflusszytometrie der Veröffentlichung Lauruschkat et al., 

Mycoses, 2018, Lauruschkat et al., Open Forum Infect Dis., 2020 und Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021b. Extrazelluläre Färbung; Intrazelluläre Färbung; 

Abkürzungen: APC = Allophycocyanin, BD = Becton Dickinson, BL = Biolegend, FITC = Fluorescein-5-isothiocyanat, MB = Miltenyi Biotec, PE = phycoerythrin, PerCP = 

Peridinin-Chlorophyll-Protein, VB = Vollblut 
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2.2.4.5 PBMC-Stimulation und -Ernte für die PBMC-basierte Durchflusszytometrie 

Verwendet in:  

Lauruschkat et al., Mycoses 2018 Lauruschkat et al., Open Forum Infect Dis., 2020 

Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021b  

 

Die PBMCs wurden in einer Konzentration von 1x107 in RPMI + 5 % autologem Serum 

resuspendiert. Einhundert Mikroliter (1x106 PBMCs) wurden pro Vertiefung in eine 96-Well-Platte 

mit flachem Boden gegeben. Nach einer Stunde ± 15 min Regenerationsphase wurden die PBMCs 

stimuliert. Die Stimulationskonditionen sind in Tabelle 6 beschrieben. Nach weiteren 2 Stunden 

Inkubationszeit wurde jede Probe mit 10 µg/mL Brefeldin A versetzt. Danach wurden die Zellen 

18 - 20 Std. bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Für die Ernte wurde ein Waschpuffer aus HBSS plus 

0,5 % autologem Serum angesetzt. Der Überstand aus einer Vertiefung wurde in jeweils ein 2 mL 

Reaktionsgefäß gegeben. Anschließend wurden die Vertiefungen mit 200 µL Waschpuffer gefüllt. 

Zur Ernte wurden die PBMCs mit einer 1000 µL Pipettenspitze vorsichtig vom Boden der 

Vertiefung gekratzt, zum entsprechenden Überstand gegeben und bei 400 g und 4 °C für 5 min 

mit voller Beschleunigung und Bremse zentrifugiert.  

 α-CD28 α-CD49d AfuLy pp65 PHA 

Konzentration  

 
1 µg/mL 1 µg/mL 50 µg/mL 3 µg/mL 5 µg/mL 

Unstimulierte Kontrolle X X    

AfuLy Stimulation X X X   

pp65 Stimulation X X  X  

Positivkontrolle     X 

Tabelle 6: Die verwendeten Stimuli und deren Konzentrationen sowie die verwendeten kostimulatorischen 

Faktoren und deren Konzentrationen für die PBMC-basierte Durchflusszytometrie. X zeigt an, dass die Komponente 

in der jeweiligen Kondition benutzt wurde. AfuLy = A. fumigatus Lysat (sowohl AfuM (Miltenyi) als auch AfuJ (HKI 

Jena) wurden in der gleichen Konzentration eingesetzt). 

 

2.2.4.6 A. fumigatus-spezifische T-Zell-Quantifizierung mittels Durchflusszytometrie 

Verwendet in:  
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Lauruschkat et al., Mycoses 2018 Lauruschkat et al., Open Forum Infect Dis., 2020 

Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021a Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021b 

 

Alle benötigten Antikörper zur Zelloberflächenfärbung wurden in 100 µL Waschpuffer (HBSS + 

0,5% autologem Serum) pro Probe angesetzt. Jede Probe wurde in 95 µL der Antikörperlösung 

für die Oberflächenfärbung resuspendiert und für 20 min im Dunkeln inkubiert. Danach wurde 

die Reaktion mit 1 mL Waschpuffer abgestoppt und die Proben wurden zentrifugiert. Dieser und 

alle nachfolgenden Zentrifugationsschritte der Zellfärbung wurden bei 400 g und 4 °C für 5 min 

mit voller Beschleunigung und Bremse durchgeführt. Für die intrazelluläre Färbung wurde das 

Inside Stain Kit von Miltenyi Biotec verwendet. Der Fixierpuffer wurde 1:1 mit HBSS verdünnt. 

Von dem verdünnten Fixierpuffer wurden 400 µL auf die Proben gegeben und gründlich 

resuspendiert. Anschließend wurden die Proben für 20 min im Dunkeln inkubiert und bei 400 g 

und 4 °C für 5 min zentrifugiert. Einhundert Mikroliter Inside Perm wurden je Probe mit den 

passenden Antikörpern angesetzt. Jede Probe wurde in 95 µL der Lösung resuspendiert und für 

10 min im Dunkeln inkubiert. Abschließend wurden die Proben erneut zentrifugiert, der 

Überstand verworfen und die Zellen in 200 µL HBSS aufgenommen. Die Zellsuspension wurde 

in 5 ml Polystyrene Round-Bottom Tubes überführt und am Durchflusszytometer ausgelesen. 

Details zu den benutzten Antikörpern der Oberflächen- und intrazellulären Färbung können der 

Tabelle 5 entnommen werden. 

2.2.4.7 Messung und Analyse der durchflusszytometrischen Daten 

Verwendet in:  

Lauruschkat et al., Mycoses 2018 Lauruschkat et al., Open Forum Infect Dis., 2020 

Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021a Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021b 

 

Ausgelesen wurden die Proben mit dem FACS Calibur (BD) oder dem Cytoflex AS34240 

(Beckman Coulter) Durchflusszytometer. Kaluza v.2.1 oder FlowJo v.X.0.7 und v.10.6.1 wurden 

zur Auswertung der durchflusszytometrischen Daten verwendet.  
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2.2.4.8 ELISPOT 

Verwendet in:  

Lauruschkat et al., Mycoses 2018 Lauruschkat et al., Open Forum Infect Dis., 2020 

Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021b  

 

Es wurden IFN-γ-, IL-5-, IL-13- und IL-17-ELISPOT-Platten genutzt. Hierbei wurde IFN-γ im 1-

Schritt- und die restlichen Zytokine im 2-Schritt-Detektionsverfahren durchgeführt. Die PBMCs 

wurden auf 2x106 PBMCs/mL in entweder AIM-V ALBUMAX [232] oder CTL Test (alle anderen 

Publikationen) eingestellt und mit kostimulatorischen Faktoren angereichert (Tabelle 7). 

Daraufhin wurden 100 µL der PBMC-Lösung in jede Vertiefung der ELISPOT-Platte gegeben und 

mit den entsprechenden Stimuli (Tabelle 7) stimuliert.  

Zytokine  α-CD28 α-CD40 α-CD49d AfuLy AfuPA pp65 PHA 

 Konzentration  1 µg/mL 1 µg/mL 1 µg/mL 50 µg/mL 30 µg/mL 3 µg/mL 6 µg/mL 

IFN-γ/IL-5 Uns. Kontrolle X  X     

IFN-γ/IL-5 AfuLy Stimulation X  X X    

IFN-γ/IL-5 AfuPA X  X  X   

IFN-γ pp65 Stimulation X  X   X  

IL-13 Uns. Kontrolle X X      

IL-13 AfuLy Stimulation X X  X    

IL-13 AfuPA X X   X   

IL-17 Uns. Kontrolle        

IL-17 AfuLy Stimulation    X    

IL-17 AfuPA     X   

IFN-γ, IL-5/13/17 Positivkontrolle       X 

Tabelle 7: Verwendete Stimuli und deren Konzentrationen sowie die verwendeten kostimulatorischen Faktoren 

und deren Konzentrationen für den ELISPOT. X zeigt an, dass die Komponente in der jeweiligen Kondition 

angewandt wurde. Abkürzungen: IL = Interleukin, IFN = Interferon, PHA = Phytohaemagglutinin, AfuLy = 

A. fumigatus-Lysat (sowohl AfuM (Miltenyi) als auch AfuJ (HKI Jena) wurden in der gleichen Konzentration eingesetzt), 

AfuPA = A. fumigatus-Proteinantigene, Uns. Kontrolle = Unstimulierte Kontrolle 

Anschließend wurden die Platten bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. IFN-γ-ELISPOT-Platten 

wurden für 24 ± 2 Std. und die restlichen Platten zur Detektion anderer Zytokine wurden für 

entweder 40 ± 2 Std. (Lauruschkat et al., Mycoses, 2018) oder 44 ± 2 Std. (Lauruschkat et al., J Fungi 

(Basel)., 2021b) inkubiert. Nach dem Ende der Stimulationszeit wurden die PBMCs verworfen 

und die Platten sanft auf Papiertüchern ausgeklopft. Die nachfolgenden Waschschritte wurden 
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folgendermaßen ausgeführt: Die leeren Vertiefungen wurden mit 200 µL Waschpuffer befüllt, der 

Waschpuffer anschließend verworfen und die Platte sanft auf Papiertüchern ausgeklopft. 

Zunächst wurden die Platten 6-mal mit PBS + 0,05 % Tween-20 gewaschen. Danach wurden 

100 µL der Detektionsantikörperlösung in jede Vertiefung gegeben. Die 

Detektionsantikörperlösung, bestehend aus dem passenden Detektionsantikörper für das 

jeweilige Zytokin der ELISPOT-Platte, wurde in Verdünnungspuffer (DB) gelöst (Tabelle 8). Die 

Platten wurden für 2 Std. mit der Detektionsantikörperlösung inkubiert und anschließend 3-mal 

mit PBS + 0,05 % Tween-20 gewaschen und 3-mal mit PBS gewaschen. 

Beim 1-Schritt-Detektionsverfahren (nur IFN-γ) wurden daraufhin 50 µL Färbungslösung in die 

Vertiefungen gegeben und die Platte für 6 – 7 min im Dunkeln inkubiert. Die Platte wurde sanft 

mit Leitungswasser ausgespült. Abschließend wurde die Platte sanft von beiden Seiten auf 

Papiertüchern abgeklopft, über Nacht getrocknet und wieder zusammengesetzt. Das Auslesen 

der Platten wurde auf einem BioReader 5000a mit der BioReader 12.1 Software durchgeführt. Die 

genauen Detektionseinstellungen des Bioreaders sind in Lauruschkat et al., Mycosis, 2018, 

Supplementary Table 2c (3.1.1) beschrieben. 

Beim 2-Schritt-Detektionsverfahren wurde anschließend an den Waschschritt, der auf die 

Inkubation mit dem primären Detektionsantikörper folgt, 100 µL vom 

Avidin- HRP-Zweitantikörper in die Vertiefungen gegeben und für 30 min inkubiert, woraufhin 

6-mal mit PBS gewaschen und die Platte ausgeklopft wurde. Danach wurde wie beim 

1-Schritt-Verfahren die Färbungslösung hinzugegeben und analog zum 1-Schritt-Verfahren 

fortgefahren. Alle Verdünnungen der Antikörper für den ELISPOT können in Tabelle 8 gefunden 

werden. 

Antikörper Verdünnung Puffer 

IFN-γ Detektionsantikörper (HRP-konjugiert) 1:300 DB Puffer 

IL-5 Detektionsantikörper 1:1000 DB Puffer 

IL-13 Detektionsantikörper 1:1000 DB Puffer 

IL-17 Detektionsantikörper 1:1000 DB Puffer 

Avidin – HRP 1:1000 DB Puffer 

Tabelle 8: Die für den ELISPOT verwendeten Antikörper, deren Verdünnung und der verwendete 

Verdünnungspuffer. Abkürzungen. DB = Verdünnungspuffer (dilution buffer), HRP = Meerrettichperoxidase, IL = 

Interleukin (Tabelle übernommen aus dem T-Track ELISPOT Handbuch des Herstellers Lophius Biosciences). 
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2.2.5 VB-basierte Methoden 

2.2.5.1 Vorbereitung von Stimulationsröhrchen für Vollblut-ELISA und Vollblut-basierte 

Durchflusszytometrie  

Lauruschkat et al., Open Forum Infect Dis., 2020 Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021a 

Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021b  

 

Zur vereinfachten Handhabung wurde eine 2,7 ml S-Monovette ohne (Anti)koagulanz in ein 15 

mL Cellstar-Gefäß gesteckt. Die Mastermixe für die unterschiedlichen Konditionen wurden nach 

Tabelle 9 angesetzt. Die S-Monovette wurde steril geöffnet, mit 500 µL des Mastermix befüllt und 

steril wieder verschlossen. Die so hergestellten Stimulationsröhren wurden bei –20 °C für eine 

maximale Lagerzeit von 4 Wochen aufbewahrt. 

 α-CD28 α-CD49d AfuLy 
Aspf4/Aspf

6 
pp65 PHA RPMI 

Konzentration im 

einsatzfähigen 

Stimulationsröhrchen 

2 µg/mL 2 µg/mL 100 µg/mL 60 µg/mL 6 µg/mL 10 µg/mL add 500 µL 

Finale Konzentration nach 

der Injektion von 500 µL 

VB 

 

1 µg/mL 1 µg/mL 50 µg/mL 30 µg/mL 3 µg/mL 5 µg/mL n/a 

Unstimulierte Kontrolle X X     X 

AfuLy Stimulation X X X    X 

Aspf4/6 Protein 

Stimulation 
X X  X   X 

pp65 Stimulation X X   X   

Positiv Kontrolle      X X 

Tabelle 9: Ansätze für den VB-ELISA. X zeigt an, dass die Komponente in der jeweiligen Kondition benutzt wurde. 

Abkürzungen: AfuLy = A. fumigatus-Myzellysat, CD = cluster of differentiation, n/a = unzutreffend, PHA = 

Phytohemagglutinin, pp65 =Phosphoprotein 65, RPMI = Roswell Park Memorial Institute medium, VB = Vollblut 

(adaptiert und übersetzt aus Lauruschkat et. al., J Fungi (Basel).,2021a) 
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2.2.5.2 VB-ELISA 

Verwendet in:  

Lauruschkat et al., Open Forum Infect Dis., 2020 Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021a 

Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021b  

 

Die Stimulationsröhrchen wurden am Tag des Einsatzes aufgetaut. Nachdem die Röhrchen auf 

RT gebracht und desinfiziert wurden, erfolgte die Injektion von 500 µL Blut mittels einer 

Insulinspritze, deren Nadel durch die Membran der 2,7 ml S-Monovette gestochen wurde. Das 

Blut wurde mit der Stimulationslösung durch 10-maliges Invertieren durchmischt und bei 37 °C 

für 24 – 26 Std. inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben in ein 2 mL 

Reaktionsgefäß überführt und bei 2000 g für 20 min zentrifugiert. Die Überstände wurden mit 

einer 100 Mikroliterpipette entnommen. Die Überstände jeder Probe wurden in verschiedene 1,5 

mL Reaktionsgefäße aliquotiert, um wiederholte Einfrier-/Auftauzklen zu verhindern, und bei -20 

oder -80 °C kryokonserviert. 

 

2.2.5.3 Konventionelle ELISA-Analysen 

Verwendet in:  

Lauruschkat et al., Open Forum Infect Dis., 2020 Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021a 

Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021b  

 

Für konventionelle ELISAs und Luminex-Assays wurden die gewonnenen Serum- und 

Zellüberstandsproben mit RPMI verdünnt (Tabelle 10). 
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Zytokin (ELISA Hersteller) Unstimuliert AfuLy Aspf4/Aspf6 PHA 

IFN-γ (Biolegend) 1:2 1:2 1:2 1:24 

IL-8 (Biolegend) 1:10 1:10 - 1:40 

IL-17 (Biolegend) unverdünnt unverdünnt unverdünnt 1:4 

MIP-1α (R&D) 1:2 1:2 1:2 1:8 

Luminex Assay 1:2 1:2 1:2 1:2 

Tabelle 10: RPMI-Verdünnungsfaktor der gewonnenen Serum- und Zellüberstandsproben für konventionelle 

ELISAs und Luminex-Assays. Abkürzungen: AfuLy = A. fumigatus-Myzellysat, IL = Interleukin, IFN = Interferon, 

PHA = Phytohemagglutinin 

Konventionelle ELISA-Produkte wurden von zwei verschiedenen Firmen durchgeführt. IFN-γ, 

IL-8 und IL-17 wurden von Biolegend erworben und nach Herstellervorgaben ausgeführt. Die 

Angaben des Herstellers für das Ansezten der Reagenzien wurde in Tabelle 11 übernommen.  

Material Verdünnung mit 

2.4 mL Coating Puffer A (5X) 9.6 mL deionisiertes Wasser 

60 µL Capture Antikörper (200X) 12 mL 1X Coating Puffer A 

12 mL Assay Diluent A (5X) 48 mL PBS 

60 µL Detection Antikörper (200X) 12 mL 1X Assay Diluent A 

12 µL Avidin HRP (1,000X) 12 mL 1X Assay Diluent A 

5,5 mL TMB Substrate Lösung A 5,5 mL TMB Substrate Lösung B 

Tabelle 11: Vorbereitung und Verdünnungen der Reagenzien für eine Platte ELISA. Abkürzungen: HRP = 

Meerrettichperoxidase (übersetzt und adaptiert aus [234])  

 

Zuerst wurden die Platten am Vorabend mit 100 µL verdünnter Fangantikörperlösung 

beschichtet und über Nacht bei 4 °C im Kühlschrank gelagert. Nach 16 – 18 Std. wurden die 

Platten 5-mal mithilfe eines ELISA Waschgeräts gewaschen. Hierfür wurde als Waschpuffer PBS 

+ 0,05 % Tween-20 benutzt. Nach den Waschschritten wurden die Platten auf Papier ausgeklopft, 

um die restliche Flüssigkeit aus den Vertiefungen zu entfernen. Die nachfolgenden Waschschritte 

wurden analog durchgeführt. Nach Vollendung des ersten Waschschritts wurde zum Blockieren 

unbesetzter Bindungsstellen der Platte in jede Vertiefung 200 µL 1X Assay Diluent A gegeben und 

die Platten wurden für 1 Std. auf einem Schüttler bei 750 rpm mit einem zirkulären Orbit von 0.25 

cm geschüttelt. Diese Geschwindigkeit des Schüttlers wurde auch für die folgenden 

Inkubationsschritte benutzt. Währenddessen wurden die Standards nach Herstellerangaben 

angesetzt und eine 2-fache Verdünnungsreihe angelegt. Gleichzeitig wurden die Proben 

aufgetaut. Nach der Inkubationszeit des Blockierungspuffers wurde ein erneuter Waschschritt 

durchgeführt. Anschließend wurden 100 µL von jeder Standardverdünnung und Probe in die 

entsprechenden Vertiefungen gegeben und die Platten wurden für 2 Std. geschüttelt. Nach einem 
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weiteren Waschschritt wurde 100 µL von der Detektionsantikörperlösung in jede Vertiefung 

gegeben und die Platten wurden für 1 Std. geschüttelt. Dieser Vorgang wurde nach der 

Inkubationszeit ein weiteres Mal mit der Avidin-HRP-Lösung mit einer lediglich 30-minütigen 

Inkubation unter Schütteln wiederholt. Danach wurde die Platte 10-mal gewaschen und 100 µL 

TMB-Substrat-Lösung in jede Vertiefung pipettiert. Nach der vom Hersteller vorgeschlagenen 

Inkubationszeit wurde die Reaktion mit 1 M Schwefelsäure gestoppt und im NanoQuant infinite 

M200 PRO ausgelesen. Hierfür wurde eine Wellenlänge von 450 nm bei einer 

Referenzwellenlänge von 570 nm verwendet. 

Im MIP1-α konventionellen ELISA wurde der Fangantikörper mit PBS verdünnt. Vom 

verdünnten Fangantikörper werden 100 µL in jede Vertiefung einer 96-Well-Platte pipettiert und 

die Platte über Nacht bei RT inkubiert. Am nächsten Morgen wurde die Platte mit dem 

ELISA-Waschgerät gewaschen. Hierbei wurde die sich in den Vertiefungen befindliche 

Flüssigkeit abgesaugt und 400 µL Waschpuffer (PBS + 0,05 % Tween-20) in jede Vertiefung 

gegeben. Dieser Schritt wurde 2-mal wiederholt. Nach dem Waschen wurde die Platte auf einem 

Papiertuch abgeklopft. Danach wurde die Platte mit 300 µL Reagent Dilutent (PBS + 1 % bovines 

Serumalbumin) für 1 Std. bei RT geblockt. In der Zwischenzeit wurden der Standard und die 

Proben ebenfalls mit Reagent Dilutent angesetzt bzw. verdünnt (Tabelle 10). Nachdem die Platte 

für eine Stunde geblockt wurde, wurde sie erneut gewaschen. Anschließend wurden 100 µL von 

den Proben und dem Standard in jede Vertiefung gegeben und auf RT für 2 Std. inkubiert, 

woraufhin ein weiterer Waschschritt folgte. Der Detektionsantikörper wurde in Reagent Dilutent 

verdünnt und 100 µL von dieser Verdünnung wurden in jede Vertiefung gegeben. Nach einer 

Inkubationszeit von 2 Std. bei RT und einem weiteren Waschschritt wurden 100 µL des im Reagent 

Dilutent verdünnten Streptavidin–HRP-Zweitantikörpers in jede Vertiefung pipettiert. Die Platte 

wurde bei RT im Dunkeln für 20 min inkubiert und anschließend erneut gewaschen. 

Abschließend wurden die Addition der Substratlösung, Inkubation, das Abstoppen der 

Farbreaktion und das Auslesen der Platte wie oben beschrieben ausgeführt. 

Zur Berechnung der Zytokinkonzentrationen wurde der Wert der Hintergrundkontrolle des 

ELISAs von den stimulierten ELISA-Werten subtrahiert. Die ermittelten Konzentrationen, die aus 
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einer 7-Punkt-Standardkurve interpoliert wurden, wurden abschließend mit dem 

Verdünnungsfaktor verrechnet.  

2.2.5.4 T-Zell-Depletion 

Verwendet in:  

Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021a 

 

Die Säulen aus dem Whole Blood Column Kit wurden am MidiMACS™ Cell Separator befestigt und 

mit 3 mL PBS + 0,5 % humanem AB Serum äquilibriert. Heparinisiertes Vollblut wurde mit 50 µL 

StraightFrom Whole Blood CD3 MicroBeads vermischt und die Suspension wurde für 10 min bei RT 

inkubiert. Nach der Inkubation wurden das mit den Beads angereicherte Blut und Vollblut ohne 

Beads als Vergleichsprobe auf die Säulen gegeben. Der Durchfluss wurde in 50 mL Cellstar-

Gefäßen aufgefangen und in 2 mL Reaktionsgefäße aliquotiert, um die Aufnahme des 

Durchflusses in eine Diabetesspritze zu ermöglichen. Die Stimulationsröhrchen wurden wie in 

Kapitel 2.2.5.1 angesetzt und, wie in Kapitel 2.2.5.2 beschrieben, mit CD3-depletiertem bzw. 

nicht-depletiertem Vollblut beimpft und 10-mal invertiert. Diese Röhrchen wurden entweder in 

konventionellen ELISAs, wie in Kapitel 2.2.5.3 beschrieben, gemessen oder für die VB-ELISA 

Durchflusszytometrie (siehe Kapitel 2.2.5.5) genutzt. 

2.2.5.5 VB-basierte Durchflusszytometrie 

Verwendet in:  

Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021a 

 

Die Stimulationsröhrchen mit CD3-depletiertem und nicht-depletiertem Blut wurden bei 37 °C 

und 5 % CO2 inkubiert. Für Granulozyten- und NK-Zell- Analysen betrug die Stimulationszeit 6 

Std., während T-Zellen nach 24 Std. analysiert wurden. Für NK-Zell- und T-Zell-Analysen 

wurden 10 µg/mL Brefeldin A und 0,67 µL/mL BD GolgiStop nach 2 (NK-Zell-Analyse) bzw. 4 
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Std. (T-Zell-Analyse) hinzugegeben. Details zu den verwendeten Fluoreszenz-markierten 

Antikörpern sind in Tabelle 12 zusammengefasst.  

 

Verwendet in:  

Lauruschkat et al., Open Forum Infect Dis., 2020 

 

Die Stimulationsröhrchen für die unspezifische Hintergrundkontrolle, A. fumigatus-Myzellysat, 

pp65 und PHA (nach Kapitel 2.2.5.1 angesetzt) wurden aufgetaut und 500 µL 

Lithium-heparinisiertes Vollblut wurden, wie in Kapitel 2.2.5.2 beschrieben, durch die Membran 

der S-Monovetten injiziert. Die Inkubation fand bei 37 °C und 5 % CO2 für 18 -20 Std. statt, wobei 

nach 2 Std. Stimulation 10 µg/mL Brefeldin A in die Stimulationsröhrchen gegeben wurde. 

 

Ab diesem Punkt verwendet in:  

Lauruschkat et al., Open Forum Infect Dis., 2020 Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021a 

 

Nach der Inkubationszeit wurde das VB von den Stimulationsröhrchen in jeweils 15 mL-Gefäße 

überführt. Danach wurden die Proben mit 1 mL 0,5 M EDTA verdünnt, 5-mal invertiert und für 

15 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden 2 mL Erythrozytenlysepuffer hinzugegeben und 

bei 600g für 7 min mit Beschleunigung und Bremse zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen 

und die Zellen wurden in 3 mL Erythrozytenlysepuffer für 2 - 6 min inkubiert. Nach einem 

weiteren Zentrifugationsschritt (600 g, 7 min, mit Beschleunigung und Bremse) wurden die Zellen 

bei ausreichender Erythrozytenlyse in 1 mL HBSS aufgenommen. Wenn die Erythrozytenlyse 

nicht zufriedenstellend war, wurden die Zellen ein weiteres Mal in 1 mL Erythrozytenlysepuffer 

aufgenommen, erneut wie oben beschrieben zentrifugiert und danach in 1 mL HBSS 

aufgenommen. Die Färbung wurde wie in Kapitel 2.2.4.6 durchgeführt mit dem Unterschied, dass 

das HBSS nicht mit autologem Serum supplementiert wurde. 
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Fluorochrom  

Open Forum Infect 

Dis., 2020 
J Fungi (Basel)., 2021a 

T-Zell 

Aktivierung 
Zellpopulationen  

T-Zell 

Aktivierung 

Granulozyten 

Aktivierung 

NK-Zell 

Aktivierung 

VioBlue Marker (Hersteller) CD4 (MB) CD3 (MB) CD3 (MB)   

FITC Marker (Hersteller)  CD66b (MB) CD4 (MB) CD66b (MB) CD3 (BD) 

PE Marker (Hersteller) IFN-ɣ (MB)  IFN-ɣ (MB) CD62L (MB) IFN-ɣ (MB) 

PE-Vio615 Marker (Hersteller)   CD69 (MB)  CD69 (MB) 

PerCP Marker (Hersteller)  CD14 (MB) CD8 (MB)  CD16 (MB) 

PE-Vio770 Marker (Hersteller)   CD107a (MB)  CD107a (MB) 

APC Marker (Hersteller) CD154 (MB) CD56 (BD) CD154 (MB) CD11b (MB) CD56 (BD) 

APC-Vio750 Marker (Hersteller)  L/D fixable near-IR (I) L/D fixable near-IR (I) L/D fixable near-IR (I) L/D fixable near-IR (I) 

Tabelle 12: Antikörper für die VB-basierte Durchflusszytometrie. Antikörper für die Durchflusszytometrie der Veröffentlichung Lauruschkat et al., Open Forum 

Infect Dis., 2020 und Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021a). Direkt nach dem Auftauen der Stimulationsröhrchen, vor dem Einspritzen des Bluts in die 

Stimulationsröhrchen hinzugefügt; Viabilitätsfärbung (L/D) durchgeführt vor der extrazellulären Färbung in 1 mL HBSS für 30 min; Extrazelluläre Färbung; 

Intrazelluläre Färbung; Abkürzungen: Abkürzungen: APC = Allophycocyanin, BD = Becton Dickinson, BL = Biolegend, FITC = Fluorescein-5-isothiocyanat, I = Invitrogen, 

IR = Infrarot, MB = Miltenyi Biotec, PE = phycoerythrin, PerCP = Peridinin-Chlorophyll-Protein, VB = Vollblut (übersetzt und adaptiert aus Lauruschkat et al., J Fungi 

(Basel)., 2021a). 
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2.2.6 PBMC- und VB-basierte Methoden  

2.2.6.1 MILLIPLEX Multiplex Assays mittels Luminex-Technologie 

Verwendet in:  

Lauruschkat et al., Mycoses 2018 

 

PBMCs wurden, wie oben beschrieben (siehe Kapitel 2.2.4.2), isoliert und danach, wie in Kapitel 

2.2.4.5 dargestellt, stimuliert. Hierbei wurde jedoch kein Brefeldin A hinzugefügt. Die PBMCs 

wurden 120 Std. bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Anschließend wurden die Überstände 

abgenommen und bis zur Analyse bei -80 °C kryopräserviert. Das Serum wurde, wie in Kapitel 

2.2.4.1 beschrieben, gewonnen. 

 

Verwendet in:  

Lauruschkat et al., Mycoses 2018 Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021a 

Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021b  

 

Das Serum oder der Zellkulturüberstand wurden 1:2 mit RPMI verdünnt. Die Bead-basierten 

Luminex-Assays MILLIPLEX HCYTOMAG 14‐plex und MILLIPLEX MAP Human High 

Sensitivity T Cell Magnetic Bead Panel Kit wurden von Mariola Dragan aus der Gruppe von Prof. 

Dr. Nicolas Schlegel (Universitätsklinikum Würzburg, Oberarzt für Viszeralchirurgie) nach den 

Herstellerangaben durchgeführt. Zum Auslesen der Platten wurde der Luminex200 Leser in 

Verbindung mit der XPONENT3 Software und der Milliplex Analyse Software benutzt. Die 

finalen Konzentrationsberechnungen wurden in Microsoft Excel ausgeführt.  
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2.2.7 Statistik 

Zytokinkonzentrationen bzw. Frequenzen von Aktivierungsmarker-positiven Zellen in den 

unstimulierten Kontrollproben wurden, wenn nicht anders vermerkt, von den Werten der 

stimulierten Proben substrahiert.  

 

2.2.7.1 Signifikanzprüfung  

Verwendet in:  

Lauruschkat et al., Mycoses 2018 Lauruschkat et al., Open Forum Infect Dis., 2020 

Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021a Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021b 

 

Zur Signifikanzprüfung wurden, abhängig vom Datenformat, die folgenden Testverfahren 

verwendet: Mann-Whitney-U-Test, gepaarter, zweiseitiger t-Test, der Friedman-Test und Dunn’s 

multiple comparison-Test. Die verwendeten Testverfahren sind in den Abbildungslegenden der 

jeweiligen Publikationen aufgeführt. Für die Korrektur der Falschentdeckungsrate (FDR) wurde 

in bestimmten Berechnungen die Benjamini-Hochberg Korrektur von 0.2 an den Mann-Whitney-

U-Test angeschlossen. Korrelationsanalysen wurden mit Hilfe des 

Pearson-Korrelationskoeffizienten (r) oder der Spearman-Rangkorrelation getätigt. 

 

2.2.7.2 Bestimmung von technischen Variationsparametern 

Verwendet in:  

Lauruschkat et al., Mycoses 2018 

 

Der Variationskoeffizient (VK) wurde nach folgender Formel berechnet: 

𝑉𝐾(%) = √𝑛 
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n = Anzahl der Aspergillus-reaktiven Spots gemessen im ELISPOT oder der Aspergillus-reaktiven 

T-Zellen in der Durchflusszytometrie 

Berechnung der Standardabweichung (SD) für die verschiedenen Assays: 

𝑆𝐷 = √
∑ (𝑥𝑖 −  𝜇)2𝑛

𝑖=1

𝑛 − 1
 

n = Anzahl der Events; xi = Ergebnis der einzelnen Messung; µ = Mittelwert der Messungen 

Die SD der unspezifischen Hintergrundmessung und der antigenspezifischen Assay-Ergebnisse 

wurde gemäß dem Gaußschen Fehlerfortpflanzungsgesetz kombiniert und berechnet: 

𝑆𝐷𝐺𝑒𝑠 = √(𝑆𝐷𝑢𝑛𝑠
2) +  (𝑆𝐷𝑠𝑡𝑖𝑚

2) 

uns = unspezifische Hintergrundmessung; stim = stimulierte Probe 

Der reale VK (VKR) wurde wie folgt berechnet: 

𝑉𝐾𝑅 =  √
𝑆𝐷𝐺𝑒𝑠

𝐷𝑖𝑓𝑓
 

Diff = Differenz der Zytokinkonzentrationen bzw. antigenspezifischen Zellfrequenzen zwischen 

stimulierter und unspezifischer Hintergrundmessung 

 

Die erwartete SD (SDE) wurde wie folgt berechnet: 

𝑆𝐷𝐸 =  √(
𝜇1+2

√𝑥1 + 𝑥2
)2 + (

𝜇3+4

√𝑥3 + 𝑥4

)2  

x = Ergebnis der einzelnen Messung; µ = Mittelwert der Messungen 

 

Der erwartete VK (VKE) wurde wie folgt berechnet: 
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𝑉𝐾𝐸 =  √
𝑆𝐷𝐸

𝐷𝑖𝑓𝑓
 

Diff = Differenz zwischen stimulierter und unspezifischer Hintergrundmessung 

 

Das Konfidenzintervall (KI) wurde wie folgt berechnet: 

𝐾𝐼 = 𝑥 ± 𝑍 ×  
𝑆𝐷𝐸

√𝑛
 

X = Mittelwert; Z = Standardfehler (z-Wert; z-Wert für das 95 % CI ist 1,96 und für das 99 % liegt 

der Wert bei 2,576), SD = Standardabweichung, n = Stichprobengröße 

 

Testverfahren bei gelagerten oder kryokonservierten Proben wurden als nicht-unterlegen 

angesehen, wenn die Zytokinkonzentrationen oder spezifischen T-Zell-Frequenzen innerhalb des 

95 % KI der sofort prozessierten Proben lagen.  

 

Verwendet in:  

Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021a 

 

Die Zytokinkonzentrationen wurden auf das eingespritzte Blutvolumen normalisiert.  

Die VK wurde wie folgt berechnet: 

𝑉𝐾 =  √
𝑆𝐷

𝜇
 

µ = Mittelwert der Messungen 
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Wie in der Literatur vorgeschlagen [235], waren die Ziel-VKs für gut definierte Antigene 25 % 

(Aspf4) und für schlechter definierte Antigene 35 % (AfuLy). 

 

2.2.7.3 Bestimmung der diagnostischen Leistung von Immun-Assays (ROC-Analyse) 

Verwendet in:  

Lauruschkat et al., Open Forum Infect Dis., 2020 

 

Die binäre Klassifikationseffizienz, bezogen auf den CMV-Serostatus und/oder eine 

CMV-Infektion, wurde mit der Grenzwertoptimierungskurve (ROC) bestimmt. 

2.2.7.4 Random Forest-Analyse 

Verwendet in:  

Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021b 

 

Die Random Forest Analyse wurde von Herrn Dr. Sascha Schäuble (Hans-Knöll Institut Jena) 

durchgeführt. Eine genauere Beschreibung der Analyse kann im Abschnitt 2.7. Statisitcal Analyses 

der Publikation Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021b gefunden werden. 

 

2.2.7.5 Datenanalyse und Datenvisualisierung 

Verwendet in:  

Lauruschkat et al., Mycoses 2018 Lauruschkat et al., Open Forum Infect Dis., 2020 

Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021a Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021b 

 

• Lauruschkat et al., Mycoses 2018 
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• Lauruschkat et al., Open Forum Infect Dis., 2020 

• Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021a 

• Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021b  

 

Zur Datenanalyse und Visualisierung wurden die Programme GraphPad Prism, Microsoft Excel, 

sowie die im Materialteil spezifizierten Online-Ressourcen benutzt. Die zur Evaluation der 

Ergebnisse genutzten statistischen Tests sind unter den Abbildungen vermerkt. Signifikanzlevel 

wurden durch nicht signifikant (ns) p > 0.05, * p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001 angegeben. In 

seltenen Fällen wurden, wie in den entsprechenden Abbildungslegenden spezifiziert, weitere 

Symbole zur Darstellung von Trends verwendet. Die Definition des Trends kann unter den 

entsprechenden Abbildungen gefunden werden. 
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3 Resultate 

Der Resultatteil meiner kommulativen Dissertation wird aus den folgenden Publikationen 

gebildet: 

• Susceptibility of A. fumigatus-specific T-cell assays to pre-analytic blood storage and 

PBMC cryopreservation greatly depends on readout platform and analytes.  

Lauruschkat CD*, Wurster S*, Page L, Lazariotou M, Dragan M, Weis P, Ullmann AJ, 

Einsele H., Löffler J. Mycoses. 2018 Aug;61(8):549-560. doi: 10.1111/myc.12780. Epub 

2018 Jun 11. 

• Development of a simple and robust whole blood assay with dual co-stimulation to 

quantify the release of T-cellular signature cytokines in response to Aspergillus antigens. 

Lauruschkat CD, Page L, White PL, Etter S, Davies HE, Duckers J, Ebel F, Schnack E, 

Backx M, Dragan M, Schlegel N, Kniemeyer O, Brakhage AA, Einsele H., Loeffler J #, 

Wurster S#. J Fungi (Basel). 2021 Jun 8;7(6):462. doi: 10.3390/jof7060462. (a) 

• Chronic occupational mold exposure drives expansion of Aspergillus-reactive type 1 and 

type 2 T-helper cell responses. 

Lauruschkat CD, Etter S, Schnack E, Ebel F, Schäuble S, Page L, Rümens D, Dragan M, 

Schlegel N, Panagiotou G, Kniemeyer O, Brakhage AA, Einsele H., Wurster S#, Loeffler 

J #. J Fungi (Basel). 2021 Aug 27;7(9):698. doi: 10.3390/jof7090698. (b) (Die experimentellen 

ELISPOT-Daten von Abbildung 4, 5 sowie die ELISPOT-Daten, die einen Teil von 

Abbildung 6 ausmachen, sowi die serologischen Daten, die im Artikel mit data not shown 

gezeigt wurden, wurden von Frau Sonja Etter generiert und werden als Teil Ihrer 

Dissertation in veränderter Form eingereicht.) 

• T-Cell Immune Surveillance in Allogenic Stem Cell Transplant Recipients: Are Whole 

Blood-Based Assays Ready to Challenge ELISPOT?. 

Lauruschkat CD*, Page L*, Etter S, Weis P, Gamon F, Kraus S, Einsele H., Wurster S#, 

Loeffler J#. Open Forum Infect Dis. 2020 Nov 8;8(1):ofaa547. doi: 10.1093/ofid/ofaa547. 

eCollection 2021 Jan. 

* geteilte Erstautorenschaft, # geteilte Letztautorenschaft 
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Während der Dissertationszeit habe ich den folgenden Reviewartikel veröffentlicht (Appendix 

6.1): 

Immunomodulation as a Therapy for Aspergillus Infection: Current Status and Future 

Perspectives. 

Lauruschkat CD, Einsele H., Loeffler J. J Fungi (Basel). 2018 Dec 14;4(4):137. doi: 

10.3390/jof4040137. Review. 
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3.1 Kapitel 1: Susceptibility of A. fumigatus-specific T-cell assays to pre-

analytic blood storage and PBMC cryopreservation greatly depends 

on readout platform and analytes. 

 

Autorenliste:  

Lauruschkat CD*, Wurster S*, Page L, Lazariotou M, Dragan M, Weis P, Ullmann AJ, Einsele H., 

Löffler.  

* geteilte Erstautorenschaft 

 

Journal: 

J. Mycoses (ISSN: 1439-0507) 

 

 

Ausgabe: 

2018 Aug;61(8):549-560 

Doi: 

https://doi.org/10.1111/myc.12780 

Sekundäre Veröffentlichung: 

Die sekundäre Veröffentlichung findet mit der Genehmigung des Journals statt:  

“If you are the author of a published Wiley article, you have the right to reuse the full text of your published 

article as part of your thesis or dissertation. In this situation, you do not need to request permission from 

Wiley for this use.” [236]  
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3.1.1 Supplement 

 

Susceptibility of A. fumigatus specific T-cell assays to pre-

analytic blood storage and PBMC cryopreservation greatly 

depends on readout platform and analytes  

 

 

Lauruschkat CD*, Wurster S*, Page L, Lazariotou M, Dragan M, Weis P, Ullmann AJ, Einsele H., 

Löffler.  

* geteilte Erstautorenschaft 
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Supplementary Figure 1: Granulocyte contamination and CD4+/CD8+ ratios of PBMC 

samples 

Granulocyte content (a) (SSC properties and CD66b-PE staining) and CD4+/CD8+ ratios (b) of 

leukocyte samples were determined by flow cytometry. Fresh (0 h), stored (6 h), and 

cryopreserved samples were assessed. Thawed samples were measures before [B] and after [A] 

resting. Thick horizontal lines and black diamonds indicate mean (n = 6) and median values, 

respectively. Whiskers represent minimum and maximum values.  
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Supplementary Figure 2: Assessment of lymphocyte viability depending on pre-analytical 

sample treatment 

Lymphocyte viability was assessed by CD3-FITC, propidium iodide [PI], and Annexin V-APC [A] 

staining. Fresh (0 h), stored (6 h), and cryopreserved samples were assessed. B = before resting, 

A = after resting. Mean values (n = 6) are shown in the figure.  

  

Annexin +

PI +

Double neg

98.0

98.5

99.0

99.5

100.0

D1 D2 D3 D4 D5

(%
)

0 h 6 h B    A

RPMI
+ FCS

B    A

RPMI
+ autol. S.

B    A

AIM-V

A- PI- A+ PI- A+ PI+A- PI+



97 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure 3: Unspecific background frequencies of CD154+/CD4+ cells 

depending on pre-analytic sample treatment 

The figure compares unspecific background frequencies of CD154+/CD4+ T-helper cells after 

stimulation of PBMCs with α-CD28 ± A. fumigatus mycelial lysates, addition of brefeldin A, and 

overnight culture as described in the Methods section.  
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Supplementary Figure 4: Exemplary data set for flow cytometry and gating strategy 

After stimulation, brefeldin A treatment, and staining of PBMCs as described in the methods 

section, 100000 lymphocytes were acquired flow cytometrically according to FSC/SSC properties 

(left column). CD3+CD4+ cells among lymphocytes were selected with a rectangular gate using 

FlowJo analysis software (middle column). CD3+CD4+ cells were assessed for CD154 and 

cytokine expression (here: IFN-γ) and split into four adjacent subpopulations using the quadrant 

tool. All data shown in this exemplary data set were obtained using PBMCs from the same donor 

(D6). a) Immediately processed cells stimulated with α-CD28, b) immediately processed cells 

stimulated with α-CD28 and A. fumigatus lysate, c) cells isolated after 6 h blood storage stimulated 

with α-CD28 (showing significantly elevated CD154 expression compared to immediately 

processes cells), d) cells isolated after 6 h blood storage stimulated with α-CD28 and A. fumigatus 

lysate. 
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Supplementary Figure 5: Flow cytometric detection rates of A. fumigatus reactive T-cells 

in thawed samples without cell resting before stimulation 

PBMCs cryopreserved in RPMI + autologous serum (+ DMSO) were thawed and plated for 

stimulation without prior overnight resting. Remaining aliquots from four out of six donors (D2, D4, 

D5, D6) were available for this experiment. A. fumigatus specific T-cells were quantified by 

intracellular CD154 and IFN-γ staining after stimulation of PBMCs with α-CD28 ± A. fumigatus 

mycelial lysates, addition of brefeldin A, and overnight culture as described in the Methods section. 

CD154+/CD4+ (a) and CD154+IFN-γ+/CD4+ (b) A. fumigatus reactive T-cell frequencies of four 

donors are shown in the figure (blank squares). Thick horizontal bars and whiskers indicate test 

results obtained using immediately processed samples and their 95 % confidence interval, 

respectively. 
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Supplementary Figure 6: Impact of overnight resting of thawed cells on CD154-based A. 

fumigatus specific T-cell detection rates 

PBMCs cryopreserved in RPMI + autologous serum (+ DMSO) were thawed and plated either 

immediately (n = 4, blue diamonds, raw data in Sup. Figure 4) or after overnight resting (n = 6, 

red diamonds, raw data in Figure 4). Following stimulation of PBMCs with α-CD28 ± A. fumigatus 

mycelial lysates, addition of brefeldin A, and overnight culture, CD154+/CD4+ A. fumigatus reactive 

T-cell frequencies were determined by flow cytometry and compared with results obtained using 

immediately processed samples (x-values). Linear regression analysis was performed. Slopes 

and y-intercepts are provided in the figure. 
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Supplementary Figure 7: Representative data set for ELISPOT documenting reduced SFC 

counts and elevated coefficients of variation after 6 h blood storage 

ELISPOT was performed as described in the Methods section. Data shown in this exemplary data 

set were obtained using PBMCs from the same donor (D5). α-CD28 and α-CD49d costimulatory 

antibodies were added to both background and A. fumigatus lysate wells for IFN-γ ELISPOT. PHA 

was used as positive control, culture medium without PBMCs as negative control.  
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Supplementary Figure 8: Comparative analysis of individual ELISPOT counts depending 

on pre-analytic sample handling 

A. fumigatus specific T-cells were quantified by IFN-γ (a), IL-5 (b), IL-13 (c), and IL-17 (d) 

ELISPOT as described in the Methods section. Individual SFC counts per 200000 stimulated 

PBMCs after deduction of unspecific background are shown in the figure. Stored and 

cryopreserved samples (y-values) were compared with freshly prepared cells (x-values).  
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Supplementary Figure 9: Comparative analysis of individual concentrations of selected 

cytokines in PBMC supernatants depending on pre-analytic sample handling 

IFN-γ (a), IL-5 (b), and IL-17 (c) concentrations in supernatants of A. fumigatus lysate stimulated 

PBMCs (n = 6) were quantified by magnetic bead based assays (HCYTOMAG). Unspecific 

background was deduced from results of lysate stimulated samples. Stored and cryopreserved 

samples (y-values) were compared with freshly prepared cells (x-values). “n. d.” indicates that no 

cytokine secretion exceeding background was detected. 
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 RPMI + FCS RPMI + autol. serum AIM-V 

Freezing Medium 50 % RPMI 
40 % FCS 

10 % DMSO 

70 % RPMI 
20 % autol. Serum 

10% DMSO 

90 % AIM-V 
10% DMSO 

Thawing Medium 90 % RPMI 
10 % FCS 

95 % RPMI 
5 % autol. Serum 

AIM-V 

Washing Medium RPMI RPMI AIM-V 

Resting Medium 90 % RPMI 
10 % FCS 

95 % RPMI 
5 % autol. Serum 

AIM-V 

Culture Medium for Flow Cytometry 
and Multiplex Cytokine Assays 

95 % RPMI 
5 % autol. Serum 

95 % RPMI 
5 % autol. Serum 

95 % RPMI 
5 % autol. Serum 

Culture Medium for ELISPOT AIM-V AIM-V AIM-V 

 

Supplementary Table 1: Overview of media used for different freezing, thawing, and resting 

protocols 

  



105 

 

Module 1: Sample 

1.1 Essential donor info 

Healthy volunteers aged 25 to 29 years, 2 male, 4 female. 
Exclusion criteria: Signs and symptoms of acute or chronic 
infections, antibiotic / antifungal treatment within past 4 weeks, 
immunosuppressive treatment within past 12 weeks, diabetes 
mellitus, pregnancy. 

1.2 Source of cell material Venous whole blood 

1.3 Collection methodology Monovette® blood collection system + 19 G butterfly needle 

1.4 Anti-coagulant Lithium heparin 

1.5 
Transportation / storage conditions 
for unprocessed samples 

Venipuncture was performed in the laboratory and samples 
were processed onsite. Samples stored for 6 hours prior to 
processing were kept at room temperature.  

1.6 Cell processing methodology 
PBMC isolation using LeucosepTM centrifuge tubes and ficoll 
(1.077 g/ml) 

1.7 
Median time and ranges from sample 
collection until end of cell processing 

Processing time from blood draw until begin of centrifugation (of 
immediately processed samples) ranged from 18 to 24 min 
(median: 21 min). Processing time from blood draw to cell 
counting and completion of cryopreservation ranged from 84 to 
115 min (median: 106 min) and 155 to 175 min (median: 158 
min), respectively. 

1.8 Cut-offs 
Periods from blood draw to begin of gradient centrifugation, cell 
counting, and completion of cryopreservation must not exceed 

30 min, 120 min, and 180 min, respectively. 

1.9 Fresh or cryopreserved 
Fresh, stored, and cryopreserved cells were comparatively 
analysed (Fig. 1). 

1.10 Devices used for cryopreservation Mr. FrostyTM freezing container  

1.11 Freezing process Described in the Methods section 

1.12 Medium used for freezing 
Three different media were comparatively assessed. Details for 
each processing step are summarized in Sup. Table 1. 

1.13 
Median time and temperature for 
each transportation and storage step 

Transportation was not required as cells were stored onsite. 
Median storage time at -80 °C: 76 hours, median (subsequent) 
storage time in liquid nitrogen:  31 days. 

1.14 Cut-offs Storage time at -80 °C: 72 to 120 hours.  

1.15- 

1.18 
Median cell yield and viability Summarized in Fig. 2 

1.19 Cut-offs 

Cut-off for trypan blue negative and Annexin/PI negative cells in 
immediately processed samples: 95 %. No cut-offs were applied 
to stored cryopreserved samples as yield and viability were 
endpoints of the study. 

1.20 Cell counting methodology Microscopic counting using a modified Neubauer chamber. 

1.21 Additional assessments 
Cell composition after isolation, thawing, and resting was 
determined 
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Module 5: Laboratory 

5.1 Guidance of lab operations 

Experiments were conducted under GLP principles. SOPs were 
prepared by CDL (ELISPOT) and SW (Cell isolation, 
cryopreservation, flow cytometry) and reviewed by all authors. 
Lab members were trained thoroughly. Process related 
parameters were documented in standardized case report 
forms. 

5.2 
Laboratory accreditions and 
certifications 

n/a 

5.3 Details on audits n/a 

5.4 Status of protocols Monocentric study with SOPs followed by all authors. 

5.5 Status of assays 
The study was performed using qualified (Flow cytometry, IFN-
γ ELISPOT, multiplex cytokine assays) and investigative (IL-5, 
IL-13, and IL-17 ELISPOT) assays. 

5.6 Specific performance criteria n/a 

 

Supplementary Table 2a: General MIATA modules (module 1 and 5) 
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Module 2: Assay 

2.1 Medium and serum details 
RPMI 1640 (Gibco) + 5% autologous heat-inactivated, sterile-
filtered serum was used for PBMC culture and stimulation. 

2.2 Pre-testing information 
As sterile-filtered autologous serum was used, pre-testing was 
not required. 

2.3 
Treatment procedures of cells prior 
to assay 

Described in Methods section 

2.4 Sufficient assay details 

2.5 Internal assay controls 

1 µg/ml α-CD28 were used as unspecific background control 
and reactive T-cell frequencies were deduced from all specific 
measurements. PHA-stimulated positive controls were used for 
adjusting instruments settings (compensation). 

2.6 Acceptance criteria 
Unspecific background of CD154+/CD4+ cells in α-CD28-only 

samples must not exceed 0.07 %.  

2.7 External reference samples n/a 

2.8 Assay acceptance criteria n/a 

Module 3: Data acquisition 

3.1 Equipment and software FACS Calibur & Cell Quest Pro Software (BD) 

3.2 Basic equipment settings 
Acquisition will stop when 100000 in G1=R1 (lymphocyte gate 
according to FSC/SSC properties), resolution: 1024. Compen-

sation was performed individually for each donor and panel.  

3.3 Detailed gating strategy 
Sup. Fig. 4 

3.4 Representative data set 

3.5 
Mean, median, ranges of event 
counts for relevant populations 

Relevant populations and statistical details are summarized in 
Sup. Table 3. 

3.6 Unusual strategies explained n/a 

3.7 Review of raw data Raw data were reviewed by at least two authors.  
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Module 4: Results 

4.1 
Background and ag-specific 
reactivity levels 

Background and antigen-specific responses depending on pre-
analytic sample handling are summarized in Sup. Table 3. 
Individual background values for CD154+/CD4+ cells are shown 
in Sup. Fig. 3. 

4.2 Cut-off specifications 
Unspecific background of CD154+/CD4+ cells in α-CD28-only 
samples must not exceed 0.07 %. 

4.3 Accessibility of raw data  
Donor record forms, flow cytometric files and data printouts are 
stored onsite and were carefully reviewed by at least two 
authors. Relevant raw data are summarized in Sup. Table 3. 

4.4 
Definition of positive reactivity (above 
background) including tests applied 

As mould-reactive T-cells are detectable in most healthy donors, 
no cut-off specifications for reactivity were applied. In this study, 
“A. fumigatus reactive T-cells” are defined as T-cells 
upregulating activation markers (e. g. CD154) upon stimulation 
with mycelial lysates + costimulatory factors, whereas “A. 
fumigatus specific” T-cell frequencies are calculated by 
deducing unspecific background (costimulatory factors only) 
from A. fumigatus reactive T-cells numbers. 

4.5 
Parameters, software and version 
used for response determination 

Analysis was performed using FlowJo vX.0.7. 

4.6 
Response definition predefined or 
post-hoc 

n/a 

4.7 
Definition of response induced by 
treatment 

n/a 

4.8 Any data excluded and why no data excluded 

4.9 Why test was used 

Flow cytometric mould specific T-cell quantification was 
described as a novel biomarker to monitor invasive mycoses (3) 
and environmental mould exposure (9) Better standardization of 
pre-analytic sample processing is desirable to facilitate multi 
centric studies and is therefore addressed in the present study. 

 

Supplementary Table 2b: Assay specific MIATA modules (module 2 – 4) for flow 

cytometry   
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Module 2: Assay 

2.1 Medium and serum details 
Serum free AIM-V AlbuMAXTM BSA (Thermo Fisher Scientific) 
was used. 

2.2 Pre-testing information 
The medium does not contain serum and was tested by the 
manufacturer. 

2.3 
Treatment procedures of cells prior 
to assay 

Described in Methods section 

2.4 Sufficient assay details 

2.5 Internal assay controls 

Phytohemagglutinin (PHA, 40 µg/ml) was used as positive 
control for each donor, condition, and cytokine. At least one 
negative control (medium without PBMCs) was conducted on 
each ELISPOT plate. Additionally, results of unstimulated 
controls (PBMCs + costimulatory factors, without lysate) were 
determined and deduced from all lysate stimulated wells. 

2.6 Acceptance criteria 
Positive PHA control (> 200 IFN-γ+ SFCs / 2 x 105 PBMCs). 
Medium control < 10 SFCs / 2 x 105 PBMCs. 

2.7 External reference samples n/a 

2.8 Assay acceptance criteria n/a 

Module 3: Data acquisition 

3.1 Equipment and software 
Plates were analysed on a Bioreader 5000a (BioSYS) using the 
Bioreader 12.1 software.  

3.2 Basic equipment settings 

For all cytokines the white balance was set to red: 582, blue: 
531 HUE: 180. The diameter of the spots was accepted between 
54 and 1000. For IFN-γ the brightness was set to 80 %, the 
contrast to 34 % and the sensitivity to 81%. For IL-5, IL-13 and 
IL-17 the following settings were used: brightness: 68 %, 
contrast: 32 % and sensitivity: 81 %.  

3.3 
Strategy for establishing spot 
detection parameters 

Spot detection settings were chosen to detect clearly visible 
spots. Because of the different brightness of the membrane of 
the IL-5, IL-13 and IL-17 ELISPOTs compared to the IFN-γ 
ELISPOT, brightness and contrast had to be adjusted 

accordingly.  

3.4 Representative data set Sup. Fig. 7  

3.5 
Mean, median, ranges of event 
counts for relevant populations 

Statistical details are summarized in Sup. Table 4. 

3.6 Unusual strategies explained n/a 

3.7 Review of raw data Raw data were reviewed by at least two authors.  
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Module 4: Results 

4.1 
Background and ag-specific 
reactivity levels 

Background and antigen-specific responses depending on pre-
analytic sample handling are summarized in Sup. Table 4.  

4.2 Cut-off specifications 

IFN-γ SFC numbers in unstimulated wells must not exceed 10 
spots per 2 x 105 cells in the unstimulated wells. Cut-offs for IL-
5, IL-13, and IL-17 were not determined yet as assays are 
considered investigative. 

4.3 Accessibility of raw data  
Donor record forms and readout files (SFC counts) are stored 
onsite and were carefully reviewed by at least two authors. 
Relevant raw data are summarized in Sup. Table 4. 

4.4 
Definition of positive reactivity (above 
background) including tests applied 

As mould-reactive T-cells are detectable in most healthy donors, 
no cut-off specifications for reactivity were applied. In this study, 
“A. fumigatus reactive” SFC counts are defined as PBMCs 
releasing cytokines upon stimulation with mycelial lysates + 
costimulatory factors, whereas “A. fumigatus specific” SFC 
counts are calculated by deducing unspecific background from 

A. fumigatus reactive SFCs.  

4.5 
Parameters, software and version 
used for response determination 

Analysis was performed using Bioreader 12.1.  

4.6 
Response definition predefined or 
post-hoc 

n/a 

4.7 
Definition of response induced by 
treatment 

n/a 

4.8 Any data excluded and why 3 out of 672 wells were excluded due to contamination.   

4.9 Why test was used 

ELISPOT based mould specific cell quantification was 
described as a novel biomarker to monitor invasive mycosis (4-
6). Better standardization of pre-analytic sample processing is 
desirable to facilitate multi centric studies and is therefore 
addressed in the present study. 

 

Supplementary Table 2c: Assay specific MIATA modules (module 2 – 4) for ELISPOT 
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 Fresh Stored 

Cryopreserved 

RPMI 
+ FCS 

RPMI 
+ autol. S. 

AIM-V 

Lymphocytes acquired 
98919 
± 1264 

98065 
± 2724 

98241 
± 1256 

96789 
± 1997 

97759 
± 1085 

CD3+CD4+ cells acquired 
54261 
± 7066 

55153 
± 7865 

57883 
± 6842 

59652 
± 6206 

57948 
± 6687 

 CD154 

Mean reactive T-cells (CD154+/CD3+CD4+)  
in lysate stimulated samples (%) 

0.210 0.171 0.289 0.274 0.194 

Mean specific T-cells (CD154+/CD3+CD4+) 
after deduction of background (%) 

0.178 0.084 0.179 0.243 0.160 

Values exceeding the upper 
95 % CI of fresh samples 

n/a 
0 

(0 %) 
3 

(50 %) 
6 

(100 %) 
4 

(67 %) 

Values below the lower 
95 % CI of fresh samples 

n/a 
5 

(83 %) 
2 

(33 %) 
0 

(0 %) 
2 

(33 %) 

Median fold change compared  
to freshly isolated cells 

n/a 0.44 1.30 1.40 1.31 

Coefficient of correlation n/a 0.86 0.05 0.98 -0.36 

 IFN-γ 

Mean CD154+IFN-γ+/CD3+CD4+ frequency  
in lysate stimulated samples (%) 

0.018 0.012 0.027 0.014 0.014 

Mean CD154+IFN-γ+/CD3+CD4+ frequency 
after deduction of unspecific background (%) 

0.018 0.011 0.025 0.013 0.014 

Values exceeding the upper 
95 % CI of fresh samples 

n/a 
0 

(0 %) 
3 

(50 %) 
0 

(0 %) 
0 

(0 %) 

Values below the lower 
95 % CI of fresh samples 

n/a 
2 

(33 %) 
0 

(0 %) 
2 

(33 %) 
2 

(33 %) 

Relative detection rates compared to  
fresh cells (median fold change) 

n/a 0.64 1.40 0.72 0.86 

Coefficient of correlation n/a 0.82 0.83 0.78 0.58 

CD154+IFN-γ+/CD154+ (%) 11.1 12.7 12.9 5.5 10.1 

 IL-5 

Mean CD154+IL-5+/CD3+CD4+ frequency 
after deduction of unspecific background (%) 

0.000 0.000 0.000 0.001 0.001 

CD154+IL-5+/CD154+ (%) 0.2 0.2 0.1 0.3 0.6 

 IL-13 

Mean CD154+IL-13+/CD3+CD4+ frequency 
after deduction of unspecific background (%) 

0.000 0.001 0.000 0.001 0.002 

CD154+IL-13+/CD154+ (%) 0.7 0.6 0.2 0.5 1.3 
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 IL-17 

Mean CD154+IL-17+/CD3+CD4+ frequency 
after deduction of unspecific background (%) 

0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 

CD154+IL-17+/CD154+ (%) 1.2 0.6 0.3 0.7 0.7 

 

Supplementary Table 3: Technical parameters of flow cytometric A. fumigatus specific T-

cell quantification 
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 Fresh Stored 

Cryopreserved 

RPMI 
+ FCS 

RPMI 
+ autol. S. 

AIM-V 

IFN-γ 

SFCs per 2 x 105 PBMCs after 
deduction of unspecific 

background (mean ± SD, p-value) 

5.7 
± 5.2 

 

5.2 
± 3.2 

p = 0.768 

10.4 
± 13.2 

p = 0.296 

2.0 
± 2.0 

p = 0.084 

2.6 
± 3.1 

p = 0.124 

SFCs per 2 x 105 PBMCs in 
unstimulated wells (mean ± SD) 

2.0 
± 1.9 

0.6 
± 0.7 

2.8 
± 1.5 

0.7 
± 1.3 

1.2 
± 1.1 

SFCs per 2 x 105 PBMCs in lysate 
stimulated wells (mean ± SD) 

7.7 
± 5.7 

5.8 
± 3.8 

13.2 
± 14.5 

2.7 
± 3.1 

3.8 
± 3.6 

Values exceeding the upper 
95 % CI of fresh samples 

n/a 
1 

(17 %) 
3 

(50 %) 
0 

(0 %) 
1 

(17 %) 

Values below the lower 
95 % CI of fresh samples 

n/a 
1 

(17 %) 
1 

(17 %) 
3 

(50 %) 
3 

(50 %) 

Median fold change  
compared to fresh cells 

n/a 1.10 2.67 0.23 0.17 

Coefficient of correlation n/a 0.74 0.86 0.81 0.71 

IL-5 

SFCs per 2 x 105 PBMCs after 
deduction of unspecific 

background (mean ± SD, p-value) 

46.4 
± 43.7 

 

26.7 
± 42.0 

p = 0.046 

33.2 
± 48.9 

p = 0.166 

15.5 
± 29.8 

p = 0.029 

10.7 
± 12.5 

p = 0.071 

SFCs per 2 x 105 PBMCs in 
unstimulated wells (mean ± SD) 

38.0 
± 47.7 

14.1 
± 13.8 

42.6 
± 49.2 

25.3 
± 18.6 

14.8 
± 15.4 

SFCs per 2 x 105 PBMCs in lysate 
stimulated wells (mean ± SD) 

84.4 
± 89.2 

40.8 
± 55.4 

73.7 
± 97.3 

33.7 
± 39.3 

23.3 
± 28.1 

Values exceeding the upper 
95 % CI of fresh samples 

n/a 
0 

(0 %) 
0 

(0 %) 
0 

(0 %) 
0 

(0 %) 

Values below the lower 
95 % CI of fresh samples 

n/a 
4 

(67 %) 
3 

(50 %) 
4 

(67 %) 
4 

(67 %) 

Median fold change  
compared to fresh cells 

n/a 0.39 0.44 0.17 0.23 

Coefficient of correlation n/a 0.92 0.93 0.87 0.78 

IL-13 

SFCs per 2 x 105 PBMCs after 
deduction of unspecific 

background (mean ± SD, p-value) 

52.2 
± 37.3 

 

26.3 
± 24.7 

p = 0.063 

37.6 
± 49.6 

p = 0.443 

20.1 
± 25.8 

p = 0.146 

8.8 
± 11.7 

p = 0.018 

SFCs per 2 x 105 PBMCs in 
unstimulated wells (mean ± SD) 

33.2 
± 32.5 

12.8 
± 12.9 

71.2 
± 39.4 

15.3 
± 11.7 

13.7 
± 9.8 

SFCs per 2 x 105 PBMCs in lysate 
stimulated wells (mean ± SD) 

85.5 
± 67.5 

39.0 
± 37.2 

105.8 
± 77.8 

30.8 
± 35.0 

19.7 
± 21.9 

Values exceeding the upper 
95 % CI of fresh samples 

n/a 
0 

(0 %) 
2 

(33 %) 
1 

(17 %) 
0 

(0 %) 

Values below the lower 
95 % CI of fresh samples 

n/a 
4 

(67 %) 
3 

(50 %) 
5 

(83 %) 
5 

(83 %) 

Median fold change  
compared to fresh cells 

n/a 0.56 0.78 0.18 0.07 

Coefficient of correlation n/a 0.76 0.63 0.17 0.85 
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IL-17 

SFCs per 2 x 105 PBMCs after 
deduction of unspecific 

background (mean ± SD, p-value) 

23.6 
± 21.8 

 

5.7 
± 3.3 

p = 0.098 

2.1 
± 3.8 

p = 0.049 

0.3 
± 0.4 

p = 0.061 

1.0 
± 1.7 

p = 0.056 

SFCs per 2 x 105 PBMCs in 
unstimulated wells (mean ± SD) 

10.7 
± 15.3 

3.6 
± 2.1 

4.3 
± 2.4 

2.0 
± 1.9 

1.1 
± 1.8 

SFCs per 2 x 105 PBMCs in lysate 
stimulated wells (mean ± SD) 

34.3 
± 36.5 

9.3 
± 4.4 

5.8 
± 4.6 

1.3 
± 0.9 

1.3 
± 1.7 

Values exceeding the upper 
95 % CI of fresh samples 

n/a 
0 

(0 %) 
0 

(0 %) 
0 

(0 %) 
0 

(0 %) 

Values below the lower 
95 % CI of fresh samples 

n/a 
3 

(50 %) 
5 

(83 %) 
5 

(83 %) 
5 

(83 %) 

Median fold change  
compared to fresh cells 

n/a 0.32 0.03 0.00 0.00 

Coefficient of correlation n/a 0.66 0.87 0.39 0.86 

 

Supplementary Table 4: Performance of ELISPOT based A. fumigatus specific T-cell 

quantification depending on pre-analytic treatment 
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3.2 Kapitel 2: Development of a simple and robust whole blood assay 

with dual co-stimulation to quantify the release of T-cellular 

signature cytokines in response to Aspergillus antigens. 

Autorenliste:  

Lauruschkat CD, Page L, White PL, Etter S, Davies HE, Duckers J, Ebel F, Schnack E, Backx M, 

Dragan M, Schlegel N, Kniemeyer O, Brakhage AA, Einsele H., Loeffler J #, Wurster S#.  

J Fungi (Basel). # geteilte Letztautorenschaft 

Zwei von 92 Artikeln der Ausgabe 6 wurden mit Editor’s 

Choice ausgezeichnet. Diese Publikation war eine davon. 

Journal: 

J Fungi (Basel). (EISSN 2309-608X) 

 

Ausgabe: 

2021 Jun 8;7(6):462. (a) 

 

Doi: 

https://doi.org/10.3390/jof7060462. 

 

Sekundäre Veröffentlichung: 

Die sekundäre Veröffentlichung findet mit der schriftlichen Genehmigung des Journals unter der 

CC BY-Lizenz (Open Access) statt.  
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3.2.1 Supplement 

 

 

Development of a simple and robust whole blood assay with 

dual co-stimulation to quantify the release of T-cellular signature 

cytokines in response to Aspergillus antigens. 

 

Lauruschkat CD, Page L, White PL, Etter S, Davies HE, Duckers J, Ebel F, Schnack E, Backx M, 

Dragan M, Schlegel N, Kniemeyer O, Brakhage AA, Einsele H., Loeffler J #, Wurster S#. 

# geteilte Letztautorenschaft 
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3.3 Kapitel 3: Chronic occupational mold exposure drives expansion of 

Aspergillus-reactive type 1 and type 2 T-helper cell responses. 

Autorenliste:  

Lauruschkat CD, Etter S, Schnack E, Ebel F, Schäuble S, Page L, Rümens D, Dragan M, Schlegel 

N, Panagiotou G, Kniemeyer O, Brakhage AA, Einsele H., Wurster S#, Loeffler J #. 

 (Die experimentellen ELISPOT-Daten von Abbildung 4, 5 sowie die ELISPOT-Daten, die einen 

Teil von Abbildung 6 ausmachen, und die serologischen Daten, die im Artikel mit data not shown 

gezeigt wurden, wurden von Frau Sonja Etter generiert und werden als Teil Ihrer Dissertation in 

veränderter Form eingereicht.) 

# geteilte Letztautorenschaft 

 

Journal: 

J Fungi (Basel). (EISSN 2309-608X) 

 

Ausgabe: 

2021 Aug 27;7(9):698 (b) 

Doi: 

https://doi.org/10.3390/jof7060462. 

 

Sekundäre Veröffentlichung: 

Die sekundäre Veröffentlichung findet mit der schriftlichen Genehmigung des Journals unter der 

CC BY-Lizenz (Open Access) statt. 
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3.3.1 Supplement 

 

 

Chronic occupational mold exposure drives expansion of 

Aspergillus-reactive type 1 and type 2 T-helper cell responses. 

 

 

Lauruschkat CD, Etter S, Schnack E, Ebel F, Schäuble S, Page L, Rümens D, Dragan M, Schlegel 

N, Panagiotou G, Kniemeyer O, Brakhage AA, Einsele H., Wurster S#, Loeffler J #.  

# geteilte Letztautorenschaft 
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3.4 Kapitel 4: T-Cell Immune Surveillance in Allogenic Stem Cell 

Transplant Recipients: Are Whole Blood-Based Assays Ready to 

Challenge ELISPOT? 

 

Autorenliste:  

Lauruschkat CD*, Page L*, Etter S, Weis P, Gamon F, Kraus S, Einsele H., Wurster S#, Loeffler J#. 

* geteilte Erstautorenschaft, # geteilte Letztautorenschaft 

 

Journal: 

Open Forum Infect Dis. (ISSN: 2328-8957) 

 

 

Ausgabe: 

2020 Nov 8;8(1):ofaa547, eCollection 2021 Jan. 

 

Doi: 

https://doi.org/10.1093/ofid/ofaa547 

 

Sekundäre Veröffentlichung: 

Die sekundäre Veröffentlichung findet mit der schriftlichen Genehmigung des Journals statt. 
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3.4.1 Supplement 

 

 

T-Cell Immune Surveillance in Allogenic Stem Cell 

TransplantRecipients: Are Whole Blood-Based Assays Ready to 

Challenge ELISPOT? 

 

 

Lauruschkat CD*, Page L*, Etter S, Weis P, Gamon F, Kraus S, Einsele H., Wurster S#, Loeffler J#. 

 

* geteilte Erstautorenschaft, # geteilte Letztautorenschaft 

 

  



170 

 

Suppl. Material 1: Study design. 
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Suppl. Material 2: Summary of patient characteristics and technical assay performance. 

 

Patient number

Underlying disease

Type of transplant

CMV status donor

CMV status recipient

Blood collection Days post transplantation 71 96 126 72 99 127 64 97 162 48 76 155 48 90 142 64 90 133 71 99 159 69 48 90 132 69 67 81 158 77 105 166 63 93 174

Skin I I II

Gastro-intestinal III

Liver I

Cyclosporine A

Sirolimus

MMF

Prednisolone

Fluconazole

Posaconazole

Voriconazole

Caspofungin

Letermovir

Valganciclovir

Positive CMV PCR ⸎ © ⸎ © #

Radiological suspicion of IMI

Mold-positive cultures

Positive Aspergillus  biomarkers (GM, BG, PCR)

Neutrophils

Lymphocytes

Monocytes

PBMC isolation PBMC yield (mio. cells from approx. 25 ml blood) 4 4 5 13 27 27 59 7 18 18 16 47 34 37 36 14 56 46 17 53 48 31 53 40 21 11 15 29 6 23 35 13 17 26 17

Flow cytometry PBMC CD154 AfuLy 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Flow cytometry PBMC CD154 pp65 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Flow cytometry WB CD154 AfuLy 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Flow cytometry WB CD154 pp65 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Flow cytometry PBMC CD154 IFN-γ AfuLy 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Flow cytometry PBMC CD154 IFN-γ pp65 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Flow cytometry WB CD154 IFN-γ AfuLy 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Flow cytometry WB CD154 IFN-γ pp65 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

ELISPOT IFN-γ AfuLy 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Op 1 1 1 1 1

ELISPOT IFN-γ pp65 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Op 1 1 1 1 1

WB-ELISA IFN-γ AfuLy 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

WB-ELISA IFN-γ pp65 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

9 10 11 12 136 7 8

Systemic immunosuppressive therapy

Antifungal prophylaxis                                                 

(not considering PCP prophylaxis)

Positive

MMUD

AML

1 2 3 4 5

CMV prophylaxis and therapy

Evidence of opportunistic infection

Blood count

Evaluation of T-cell assay performance

Positive Negative NegativePositive Negative

Acute GvHD within 14 days of blood collection

Transplant data

PMF MM AML CML/sAML

Negative Negative

Positive Negative NegativePositive

Positive Positive Negative Negative NegativePositive

MRD MMUDMUD MUD

Positive Positive Negative Negative Negative NegativeNegative Negative

MCL

MUD MMUD MRD MMUD MMUDMUD MUD MUD

MPN MPN AMLMDS AML AMLCMMoL
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Legend for Suppl. Material 2: Summary of patient characteristics and technical assay performance. 

 

 

Footnotes: # Positive CMV PCR blood test 15 days prior to measurement, ⸎ positive CMV PCR blood test below the quantifiable threshold in week 2 post-

transplantation, © positive CMV PCR blood test(s) at the time of the last T-cell measurement and/or between the last measurement and week 25. Details are 

provided in Figures 2B and 2C.  

Abbreviations of the table can be found on the next page. 

Clinical characteristics

 Positive / given  Negative / not given

 Not applicable (follow-up lost)

 > 500 / µl

 200-300 / µl

 300-400 / µl

 400-500 / µl

 Monocytes

 < 100 / µl

 100-200 / µl

 < 200 / µl

 200-400 / µl

 400-600 / µl

Blood count

 GvHD grading (I-IV)

 < 500 / µl

 500-1000 / µl

 1000-1500 / µl

 1500-2000 / µl

 2000-2500 / µl

 > 2500 / µl

 Neutrophils  Lymphocytes

I

 > 1000 / µl

 600-800 / µl

 800-1000 / µl

 Operator errorOp

 Insufficient response to positive control (P)

 QC infringements (B) and (C) 

 QC infringements (B) and (P)

 Excluded from evaluation

1

 Evaluable measurements

 No quality control concerns

 Mildly elevated unspecific background

 Non-evaluable measurements

Technical performance of T-cell immunoassays

 Insufficient cell number (C) 

 Strongly elevated unspecific background (B)
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Abbreviations: AfuLy = Aspergillus fumigatus mycelial lysate, (s)AML = (secondary) acute myeloid leukemia, BG = beta-glucan, CD = cluster of differentiation, 

CML = chronic myeloid leukemia, CMMoL = chronic myelomonocytic leukemia, CMV = cytomegalovirus, ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay, 

ELISPOT = enzyme-linked immunospot, GM = galactomannan, GvHD = graft-versus-host disease, IFN-γ = interferon-gamma, IMI = invasive mold infection, 

MCL = mantel cell lymphoma, MDS = myelodysplastic syndrome, MM = multiple myeloma, MMF = mycophenolate mofetil, MMUD = mismatched unrelated 

donor, MPN = myeloproliferative neoplasm, MRD = matched related donor, MUD = matched unrelated donor, PBMC = peripheral blood mononuclear cells, 

PCP = Pneumocystis pneumonia, PCR = polymerase chain reaction, PMF = primary myelofibrosis, pp65 = phosphoprotein 65, QC = quality control, WB = whole 

blood. 



174 

 

Suppl. Material 3: MIATA reporting modules for flow cytometry according to 

http://miataproject.org. 

Module 1: Sample 

1.1 Essential donor info 
Patients after allogenic stem cell transplantation aged 35 to 69, 8 male, 

5 female. Patient characteristics are summarized in Suppl. Material 2. 

1.2 Source of cell material Venous whole blood 

1.3 Collection methodology Monovette® blood collection system + butterfly needle 

1.4 Anti-coagulant Lithium-heparin 

1.5 
Transportation / storage conditions 

for unprocessed samples 

Venipuncture was performed at the ward and samples were stored at 

room temperature while they were transported to the laboratory. 

1.6 Cell processing methodology PBMC isolation using LeucosepTM tubes and ficoll (1.077 g/ml). 

1.7 

Median time and ranges from 

sample collection until end of cell 

processing 

Time from blood collection until plating of isolated PBMCs ranged from 

124 to 271 min (Median: 170 min). Time from blood draw to begin of 

whole blood incubation ranged from 39 to 182 min (Median: 60 min). 

1.8 Cut-offs 

Periods from blood draw to completion of plating of the PBMCs or 

injection of the whole blood into the whole blood stimulation tubes must 

not exceed 6 hours. 

1.9 Fresh or cryopreserved Fresh 

 1.10 – 1.14 not applicable (no cryopreservation) 

1.15 Median cell yield and viability 

Median yield of PBMC isolation: 2.3 x 107 PBMCs from approximately 

25 ml lithium heparin whole blood, median viability 96.5% (determined 

by trypan blue exclusion using Vi-Cell XR (Beckman Coulter).  

 1.16 – 1.18 not applicable (no cryopreservation) 

1.19 Cut-offs Viability after PBMC isolation > 90%.  

1.20 Cell counting methodology PBMCs were counted using Vi-Cell XR (Beckman Coulter) 

1.21 Additional assessments n/a 
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Suppl. Material 3 (continued) 

 

  

Module 2: Assay 

2.1 Medium and serum details 

RPMI 1640 + GlutaMAXTM (Gibco) + 5% autologous heat-inactivated, 

sterile-filtered serum was used for PBMC culture and stimulation. No 

serum was added to whole blood cultures. 

2.2 Pre-testing information 
As sterile-filtered autologous serum was used, pre-testing was not 

required. 

2.3 
Treatment procedures of cells prior 

to assay 

PBMC and whole blood-based flow cytometry were performed as 

described before [1]. Aspergillus fumgiatus mycelial lysate (prepared as 

described in [2], 50 µg/ml) or CMV pp65 (Lophius Biosciences, 3 

µg/ml) were used as antigenic stimuli. 2.4 Sufficient assay details 

2.5 Internal assay controls 

Mock-stimulation with 1 µg/ml α-CD28 (PBMCs) or 1 µg/ml α-CD28 

+ α-CD49d (whole blood) was used as an unspecific background control 

and reactive T-cell frequencies were deduced from all specific 

measurements. Phytohemagglutinin (10 µg/ml, Sigma-Aldrich) was 

used as a positive control. 

2.6 Acceptance criteria Acceptance criteria are summarized in Suppl. Material 8A. 

2.7 External reference samples n/a 

2.8 Assay acceptance criteria n/a 
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Suppl. Material 3 (continued) 

Module 3: Data acquisition 

3.1 Equipment and software FACS Calibur & Cell Quest Pro software (BD) 

3.2 Basic equipment settings 

Acquisition: Accept all events, acquisition will stop when 100,000 in 

G1=R1 (lymphocyte gate according to FSC/SSC properties), resolution: 

1024.  

Channels: P1: FSC-Height, P2: SSC-Height, P3: CD4-FITC, P4: IFN-

γ-PE, P7: CD154-APC.  

Detector / Amplitudes PBMCs: P1 FSC E00 1.30 Lin, P2 SSC 471 1.00 

Lin, P3 FL1 705 Log, P4 FL2 613 Log, P5 FL3 690 Log, P7 FL4 879 

Log. 

Detector / Amplitudes Whole Blood: P1 FSC E00 1.30 Lin, P2 SSC 476 

1.00 Lin, P3 FL1 705 Log, P4 FL2 613 Log, P5 FL3 690 Log, P7 FL4 

850 Log. 

3.3 Detailed gating strategy The gating strategy and representative data sets are shown in Suppl. 

Material 6. 3.4 Representative data set 

3.5 
Mean, median, ranges of event 

counts for relevant populations 

Pooled event counts for unstimulated samples and samples stimulated 

with AfuLy and pp65 are provided: 
 

PBMCs 

Lymphocyte count mean:  
Lymphocyte count median:  

Lymphocyte count min: 

Lymphocyte count max: 

CD4+ cells count mean:  

CD4+ cells count median:  
CD4+ cells count min:  

CD4+ cells count max:  
 

Visit 1 

28515 

21434 

3639 

91256 

3961 

2257 

95 

15705 

Visit 2 

26046 

21640 

7031 

79729 

3918 

2853 

419 

18563 

Visit 3 

33598 

29270 

4244 

85950 

6673 

4999 

245 

25362 

Whole Blood 

Lymphocyte count mean:  
Lymphocyte count median:  

Lymphocyte count min: 

Lymphocyte count max: 

CD4+ cells count mean:  

CD4+ cells count median:  
CD4+ cells count min: 

CD4+ cells count max: 

Visit 1 

40781 

33017 

9420 

102851 

4419 

2814 

210 

18704 

Visit 2 

40009 

34550 

12475 

99509 

6095 

4456 

728 

18613 

Visit 3 

49022 

36570 

6350 

122386 

7578 

6173 

205  

26910 

3.6 Unusual strategies explained n/a 

3.7 Review of raw data Raw data and gating were reviewed by at least two authors.  
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Suppl. Material 3 (continued) 

Module 4: Results 

4.1 
Background and ag-specific 

reactivity levels 

Background and antigen specific responses are summarized in Suppl. 

Material 10. 

4.2 Cut-off specifications Cut-off specifications are summarized in Suppl. Material 8A. 

4.3 Accessibility of raw data  
Case report forms and flow cytometry files are stored onsite and were 

carefully reviewed by at least two authors. 

4.4 

Definition of positive reactivity 

(above background) including tests 

applied 

As Aspergillus-reactive T-cells are detectable in most individuals and 

no cases of invasive aspergillosis were reported, no cut-offs for 

reactivity were applied. Positive reactivity for CMV was determined 

retrospectively using ROC curves based on the subjects’ CMV 

serostatus. Cutoffs are provided in Suppl. Material 8A. 

4.5 
Parameters, software and version 

used for response determination 
Values were quantified using FlowJo v10.6.1. 

4.6 
Response definition predefined or 

post-hoc 
Post-hoc 

4.7 
Definition of response induced by 

treatment 
n/a 

4.8 Any data excluded and why No data was excluded.   

4.9 Why test was used 

Mold- and CMV-reactive T-cells were proposed as a diagnostic 

biomarker. This study aimed to evaluate and compare the feasibility of 

different T-cell assays in patients after allogenic stem cell 

transplantation. 

Module 5: Laboratory 

5.1 Guidance of lab operations 

Experiments were conducted under GLP principles. SOPs are based on 

published protocols [1, 3-5]. All lab members were trained thoroughly. 

Process related parameters were documented in case report forms. 

5.2 
Laboratory accreditions and 

certifications 
n/a 

5.3 Details on audits n/a 

5.4 Status of protocols Monocentric study with SOPs followed by all authors. 

5.5 Status of assays 

The study was performed using qualified assays. Comparative 

assessment of different stimulation schemes was performed and 

published [1]. 

5.6 Specific performance criteria 
Performance criteria are specified in the Results section of this 

manuscript and Suppl. Material 8A. 
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Suppl. Material 4: MIATA reporting modules for ELISPOT according to http://miataproject.org.  

Module 1: Sample 

1.7 
Median time and ranges from sample 

collection until end of cell processing 

Time from blood collection until seeding of isolated PBMCs into 

ELISPOT plates ranged from 128 to 275 min (Median: 158 min). 

 All other items for Module 1 are identical to those in Suppl. Material 3 or not applicable.  

Module 2: Assay 

2.1 Medium and serum details CTL TestTM (CTL Europe) was used. 

2.2 Pre-testing information 
The medium does not contain serum and was tested by the 

manufacturer. 

2.3 
Treatment procedures of cells prior 

to assay 

IFN-γ ELISPOT was performed as described before [3], except CTL 

TestTM (CTL Europe) was used instead of AIM-VAlbuMAX (Thermo 

Fisher Scientific). Aspergillus fumgiatus mycelial lysate (prepared as 

described in [2], 50 µg/ml) or CMV pp65 (Lophius Biosciences, 3 

µg/ml) were used as antigenic stimuli. 
2.4 Sufficient assay details 

2.5 Internal assay controls 

Phytohemagglutinin (10 µg/ml, Sigma-Aldrich) was used as positive 

control. Background controls consisted of PBMCs, medium, and co-

stimulatory factors, but no stimulus. Medium without PBMCs was 

used as an additional technical control. 

2.6 Acceptance criteria Acceptance criteria are summarized in Suppl. Material 8A. 

2.7 External reference samples n/a 

2.8 Assay acceptance criteria n/a 

Module 3: Data acquisition 

3.1 Equipment and software 
Plates were analysed with a Bioreader 5000a (BioSYS) using the 

Bioreader 12.1 software.  

3.2 Basic equipment settings 

The white balance was set to red: 582, blue: 531. HUE: 180. The 

diameter of the spots was accepted between 54 and 1000. The 

brightness was set to 80%, the contrast to 34%, and the sensitivity to 

81%.  

3.3 
Strategy for establishing spot 

detection parameters 

Spot detection settings were chosen to detect clearly visible spots and 

was optimized as part of a previously published study [3].  

3.4 Representative data set A representative data set is provided in Suppl. Material 7.  

 All other items for Module 3 are identical to those in Suppl. Material 3 or not applicable.  
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Suppl. Material 4 (continued) 

Module 4: Results 

4.5 
Parameters, software and version 

used for response determination 
Analysis was performed using Bioreader 12.1 software.  

4.8 Any data excluded and why 
One data set (Patient #12, Visit 1) was excluded due to an operator 

error.   

 All other items for Module 4 are identical to those in Suppl. Material 3 or not applicable.  

Module 5: Laboratory 

 All items for Module 5 are identical to those in Suppl. Material 3.  
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Suppl. Material 5: Reporting modules for whole blood ELISA analogous to MIATA criteria. 

Module 1: Sample 

 All items for Module 1 are identical to those in Suppl. Material 3.  

Module 2: Assay 

2.1 Medium and serum details 
This assay is whole blood-based. The stimulation cocktail in the test 

tubes contained 500 µl serum-free CTLTestTM medium (CTL Europe). 

2.2 Pre-testing information No serum supplementation was used. 

2.3 
Treatment procedures of cells prior 

to assay 
n/a 

2.4 Sufficient assay details 

Anticoagulant-free blood collection tubes (Sarstedt) were prepared 

with 500 µl CTLTestTM medium (CTL Europe) supplemented with 1 

µg/ml α-CD28 and α-CD49d (Miltenyi Biotec). Aspergillus fumgiatus 

mycelial lysate (prepared as described in [2], 100 µg/ml*) or CMV 

pp65 (Lophius Biosciences, 6 µg/ml*) were used as antigenic stimuli. 

The unstimulated background control contained co-stimulatory factors 

and medium, but no antigen. The positive control consisted of medium 

and phytohemagglutinin (20 µg/ml*, Sigma-Aldrich). Stimulation 

tubes were cryopreserved at -20 °C for up to four weeks. 
 

Within 30 min of blood collection, stimulation tubes were brought to 

room temperature. 500 μl whole blood was added to each stimulation 

tube using a graduated 1 ml insulin syringe. Stimulation tubes were 

inverted 10 times and incubated for 24 h at 37 °C. Plasma was 

collected, centrifuged at 2000 g for 20 min, and cryopreserved at -20 

°C. Cytokine concentrations were measured using the IFN-γ ELISA 

Max Deluxe Set (Biolegend) according to the manufacturer’s manual. 

2.5 Internal assay controls 

Phytohemagglutinin (10 µg/ml final concentration, Sigma-Aldrich) 

was used as positive control for each sample. Background controls 

consisted of whole blood, medium, and co-stimulatory antibodies, but 

no stimulus. 

2.6 Acceptance criteria Acceptance criteria are summarized in Suppl. Material 8A. 

2.7 External reference samples n/a 

2.8 Assay acceptance criteria  n/a 

 

* These concentrations refer to the stimulation mix in the ready-to-use whole blood stimulation tubes. After injection 

of 500 µl whole blood, final-concentrations are 50 µg/ml Aspergillus fumgiatus mycelial lysate, 3 µg/ml CMV pp65 

and 10 µg/ml phytohemagglutinin, respectively. 
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Suppl. Material 5 (continued) 

Module 3: Data acquisition 

3.1 Equipment and software 
Plates were analysed with a Tecan NanoQuant infinite M200 Pro using 

Tecan I-control 1.12. 

3.2 Basic equipment settings 

Absorbance was set to 450 nm and the reference wave length to 570 

nm. 25 flashes were used. The shaking duration was set to 5 sec with 

an amplitude of 3.5 and linear mode. Plate setting NUN96ft – Thermo 

Fisher Scientific 96 Flat Transparent was applied.  

 All other items for Module 3 are identical to those in Suppl. Material 3 or not applicable.  

Module 4: Results 

4.5 
Parameters, software and version 

used for response determination 
Analysis was performed using Microsoft Excel 365. 

4.8 Any data excluded and why No data was excluded.   

 All other items for Module 4 are identical to those in Suppl. Material 3 or not applicable.  

Module 5: Laboratory 

 All items for Module 5 are identical to those in Suppl. Material 3.  
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Suppl. Material 6: Gating strategy and representative data set for flow cytometry. 

(CMV-seropositive patient). 
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Suppl. Material 7: Representative data set for ELISPOT (CMV-seropositive patient). 
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Suppl. Material 8: Performance criteria for investigational (A) and commercial (B) T-cell assays.  

 

A 

Modality Flow cytometry ELISPOT ELISA 

Readout % CD154+/CD4+ % CD154+IFN-γ+/ 

CD4+ 

IFN-γ SFCs per      

106 PBMCs 

IFN-γ pg/ml 

Matrix Both Both PBMCs WB 

Cutoff cell number 5000 acquired lymphocytes and  

2000 CD4 cells (per stimulus) 

◊ n/a 

Cutoff for minimum 

PHA response 

0.30% 0.15% 100 20 

Cutoff unspecific 

background 

0.14% 0.07% 50 10 

Mildly elevated 

background 

0.07% 0.05% 25 5 

Retrospectively 

determined cutoff 

for test positivity 

0.061% 0.066% 36 17.6 

◊: no specific cutoff was applied; however, in one instance, PBMC yield was insufficient to fill all required wells 

n/a: not applicable to the modality 
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Suppl. Material 8 (continued)   

B 

Modality ELISPOT ELISA 

Readout IFN-γ SFCs per 106 PBMCs * IFN-γ concentration 

Kit T-Track CMV T-Spot CMV QuantiFERON CMV 

Manufacturer Lophius Biosciences Oxford Immunotec Qiagen 

Matrix PBMCs PBMCs WB 

Cutoff cell number # # n/a 

Cutoff mitogen 

response 

50 ○ 80 0.5 IU/ml = 25 µg/ml ○ 

Cutoff unspecific 

background 

50 Δ 40 0.2 IU/ml = 10 µg/ml Δ 

Definition of 

positive result 

50 after subtracting 

background 

No specific cutoff 0.2 IU/ml = 10 µg/ml after 

subtracting background 

* all values in the manufacturer’s protocol were converted to a denominator of 106 PBMCs  

# no specific requirement as long as all required wells and controls can be tested 

○ requirement only applies to measurements that are non-reactive to the CMV antigen stimulus 

Δ no requirement, value provided in the table represents a recommendation  
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Suppl. Material 9: Performance of T-cell assays depending on the sampling time point and 

modality. 

Stimulus: A = Aspergillus fumigatus mycelial lysate, B = CMV pp65 
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Suppl. Material 10: Distributions of A. fumigatus-induced T-cell responses and unspecific 

background. 

 

Modality Flow cytometry ELISPOT ELISA 

Readout % CD154+/CD4+ % CD154+IFN-γ+/CD4+ IFN-γ SFCs per 

106 PBMCs 

IFN-γ pg/ml 

Matrix PBMCs WB PBMCs WB PBMCs WB 

A. fumigatus-reactive T-cell response (after subtraction of unspecific background) 

1st quartile 0.035% 0.167% 0.000% 0.017% 0.00 0.67 

Median 0.069% 0.238% 0.016% 0.038% 0.75 3.35 

3rd quartile 0.141% 0.496% 0.032% 0.120% 2.00 9.60 

Unspecific background 

1st quartile 0.015% 0.047% 0.000% 0.000% 0.00 0.00 

Median 0.033% 0.086% 0.000% 0.000% 1.88 0.00 

3rd quartile 0.081% 0.115% 0.000% 0.021% 3.75 0.37 
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Suppl. Material 11: Correlation of CMV pp65-induced IFN-γ responses across the studied 

protocols.  

 

 

 

Green = CMV seronegative, red = seropositive or CMV infection, dashed lines = retrospectively determined 

cutoff for positive result, ρ = Spearman’s rank correlation coefficient, n = number of measurements 

evaluable for both protocols compared in each graph, p = p-value of Spearman coefficient.   
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Suppl. Material 12: Concordance of test results across IFN-γ-based CMV pp65 immunoassays. 

 

Readout 1 PBMC Flow Cytometry (% CD154+IFN-γ+/CD154+) 

Readout 2 WB Flow Cytometry (% 

CD154+IFN-γ+/CD4+) 

ELISPOT (SFCs/106 

PBMCs) 

WB-ELISA (pg/ml) 

# of measurements 

evaluable for both assays 

19 21 19 

Positive in both assays 10 (53%) 11 (52%) 11 (58%) 

Negative in both assays 8 (42%) 9 (43%) 7 (37%) 

Overall concordance 18 (95%) 20 (95%) 18 (95%) 

Positive for readout 1              

Negative for readout 2 

1 (5%) 1 (5%) 1 (5%) 

Negative for readout 1              

Positive for readout 2 

0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 

 

 

Readout 1 WB Flow Cytometry (% CD154+IFN-γ+/CD4+) ELISPOT (SFCs/106 

PBMCs) 

Readout 2 ELISPOT (SFCs/106 

PBMCs) 

WB-ELISA (pg/ml) WB-ELISA (pg/ml) 

# of measurements 

evaluable for both assays 

25 20 25 

Positive in both assays 12 (48%) 8 (40%) 10 (40%) 

Negative in both assays 12 (48%) 8 (40%) 12 (48%) 

Overall concordance 24 (96%) 16 (80%) 22 (88%) 

Positive for readout 1              

Negative for readout 2 

1 (4%) 2 (10%) 1 (4%) 

Negative for readout 1              

Positive for readout 2 

0 (0%) 2 (10%) 2 (8%) 
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4 Diskussion 

4.1 Wissensstand vor den Erkenntnissen der Dissertation 

Die Vielzahl der zur Diagnosestellung zu berücksichtigenden Kriterien wie Patientenhistorie, 

Grunderkrankung, Patientenimmunstatus, typische Symptome sowie die Unzuverlässigkeit und 

Schwächen der einzelnen aktuellen diagnostischen A. fumigatus-Tests führen zu späten oder 

falschen Diagnosen, die durch eine verzögerte oder inkorrekte Therapie zu einer erhöhten 

Mortalität und verstärkten Symptomatik führen (ausführlich beschrieben in Kapitel 1.2). Daher 

besteht eine unbedingte Notwendigkeit für neue diagnostische Tests im diversen Spektrum der 

A. fumigatus-assoziierten Krankheitsbilder. Ein innovatives Diagnostikum, das in verschiedenen 

A. fumigatus-assoziierten Krankheitsbildern erfolgreich eingesetzt werden kann, würde die 

Versorgung einer großen Anzahl von Patienten verbessern. Studien haben gezeigt, dass die Th-

Zell-Antwort eine wichtige Rolle in vielen der Aspergillus-assoziierten Erkrankungen einnimmt. 

Hierbei konnten Differenzen in der Höhe der Th-Zell-Frequenz, der Th-Zytokinsekretion und der 

Zytokinverhältnisse von Th1-/Th2- und Th17-Zellen zwischen Patienten und Kontrollen in 

verschiedenen A. fumigatus-assoziierten Erkrankungen festgestellt werden (siehe Kapitel 1.3.4). 

Die Stärke und Art der Immunantwort kann in funktionellen T-Zell-Assays quantifiziert werden. 

T-Zell-Assays werden bereits bei anderen Infektionskrankheiten eingesetzt. Für die Tuberkulose 

gehören sie bereits zur Routinediagnostik, was die Anwendbarkeit dieser Tests in der Klinik zeigt 

(siehe Kapitel 1.4.2).  

T-Zell-Assays werden daher auch für A. fumigatus-assoziierte Krankheitsbilder erforscht. In 

Pilotstudien wurde das Potenzial der Assays aufgezeigt, Patienten mit A. fumigatus-assoziierten 

Erkrankungen von Kontrollpatienten zu diskriminieren. Die Assays wurden jedoch zumeist nur 

bei Hochrisikopatienten mit hämatologischen Grunderkrankungen evaluiert. Obwohl die 

Unterscheidung von Patienten und Kontrollpatienten möglich war, gab es eine hohe Anzahl von 

nicht auswertbaren Tests und eine longitudinale Testung war in vielen Fällen erforderlich, um 

falsch-negative Testergebnisse zu vermeiden (siehe Kapitel 1.4.3). Die Unzuverlässigkeit der 

Tests in der Gruppe der hämatologischen Patienten kann auf verschiedene Gründe zurückgeführt 
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werden. Hämatologische Patienten sind aufgrund ihrer Grunderkrankung und deren 

Behandlung z. B. durch Immunsuppressiva immunkompromittiert [237, 238]. Sie sind daher eine 

problematische Zielgruppe für einen Test, der die Reaktion des Immunsystems quantifiziert. A. 

fumigatus-assoziierte Hypersensitivitätskrankheiten sind auf Grund des funktionaleren 

Immunsystems der Patienten eine potenziell sinnvollere Patientenkohorte zur Etablierung und 

Anwendung von funktionellen T-Zell-Assays. Es gibt jedoch kaum Studien zu deren Einsatz in 

diesen Kohorten (siehe Kapitel 1.4.3).  

In der Literatur sind Faktoren bekannt, die Testergebnisse von T-Zell-Assays stark beeinflussen. 

Diese Faktoren sind unter anderem präanalytische Lagerzeit, insuffiziente Standardisierung von 

Protokollen und Kryokonservierung. Demzufolge sollten die präklinischen T-Zell-Assays für 

A. fumigatus-assoziierte Krankheitsbilder auf den Einfluss dieser Faktoren hin untersucht werden, 

um einen möglichst robusten, praktikablen und reproduzierbaren T-Zell-Assay zu entwickeln. 

Vor dem Hintergrund der natürlichen, ubiquitären Hintergrundexposition und den dadurch 

resultierenden A. fumigatus-spezifischen T-Zell-Frequenzen bei gesunden Individuen, kann es in 

diesen Tests leicht zu falsch-positiven oder falsch-negativen Ergebnissen kommen.  

Der in der Literatur am weitesten verbreitete Assay basiert auf der durchflusszytometrischen 

Detektion von A. fumigatus-spezifischen T-Zellen mit Hilfe des Aktivierungsmarkers CD154 

(siehe Kapitel 1.4.3). Durchflusszytometrische Analysen können jedoch nur an großen 

medizinischen Zentren und mit Hilfe von fachkundigem Personal durchgeführt werden. 

Alternative Assayplattformen für die adaptive Immundiagnostik von A. fumigatus-assoziierten 

Krankheitsbilder sind daher notwendig. 

Aktuell bestimmen die meisten T-Zell-Assays nicht die Art der Th-Antwort, sondern beschränken 

sich auf die Analyse von IFN-γ. Die Differenzierung der diversen Th-Antworten ist jedoch von 

großer Relevanz für die Evaluation von A. fumigatus-assoziierten Krankheiten (siehe Kapitel 1.4.2 

und Kapitel 1.3.4). Durch den bisherigen Fokus der adaptiven Immundiagnostik auf IFN-γ als 

Aktivierungsmarker ist der Einfluss von präanalytischen Faktoren auf andere Zytokine oder 

Aktivierungsmarker weitgehend unbekannt. 
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4.2 Kriterien für einen klinisch anwendbaren T-Zell-Test für 

A. fumigatus 

Für die Entwicklung eines diagnostischen Tests gibt es Kriterien, die über einen sinnvollen Einsatz 

des Assays in der Routine entscheiden [208, 209, 230, 239-245]. Diese Kriterien umfassen 

Reproduzierbarkeit der Testergebnisse, Robustheit gegenüber präanalytischen Lagerzeiten und 

Transport, Einfluss von Kryokonservierung, die Möglichkeit zur CD4-Normalisierung, die 

Komplexität der Laborausstattung, die Größe des von den Operatoren benötigten Fachwissens 

sowie Kosten und Aufwand. Diese Kriterien werden im Folgenden diskutiert und sind in Tabelle 

13 zusammengefasst [208, 209, 230, 239-245]. 

Neben diesen technischen Parametern ist das wichtigste Kriterium für die Entwicklung eines 

A. fumigatus-spezifischen T-Zell-Assays die Differenzierung von Patienten mit 

A. fumigatus-assoziierten Krankheitsbildern und entsprechenden Kontrollgruppen. Dieser Faktor 

wird daher separat in Kapitel 4.7 diskutiert und ebenfalls in Tabelle 13 dargestellt.  

 

Kriterien für einen klinisch anwendbaren 

A. fumigatus-T-Zell-Test 
PBMC-basiert VB-basiert 

 ELISPOT ELISA Durchflusszy. Durchflusszy. ELISA 

Differenzierung von Patienten mit 

A. fumigatus-assoziierten Erkrankungen und 

Kontrollgruppen (siehe Kapitel 4.7) 

+ ? + ? + 

Hohe Reproduzierbarkeit der Testergebnisse + ? + + + 

Robustheit gegen präanalytische Lagerzeiten und 

Transport 
< 6 Std. < 6 Std. 2 Std. 6 Std. 8 Std. 

Kryokonservierung - - + - + 

Batch-Analysen + + - - + 

CD4-Normalisierung - - + + - 

Geringe Komplexität der Laborausstattung und 

geringes benötigtes Fachwissen 
+ + - - + 

Geringe Kosten und Aufwand - - - + + 

Tabelle 13: Kriterien für einen klinisch anwendbaren A. fumigatus T-Zell-Test und die Erfüllung dieser Kriterien 

in den verschiedenen Assays. Abkürzungen: CD = Cluster of Differentiation, Durchflusszy. = Durchflusszytometrie, Std. 

= Stunden, PBMC = Mononukleäre Zellen des peripheren Blutes, VB = Vollblut. 
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4.2.1 Reproduzierbarkeit und Akkuratheit der Testergebnisse 

Die Reproduzierbarkeit der Testergebnisse ist ein entscheidendes Kriterium für einen 

diagnostischen Test [239-241]. Daten zur Reproduzierbarkeit von T-Zell-Assays sind 

hauptsächlich vom QFN-Test bekannt. Dem QFN-Test wird eine hohe Reproduzierbarkeit bei 

dichotomen (positiv/negativ) Ergebnissen bescheinigt. Jedoch schwankt die genaue Höhe der 

gemessenen IFN-γ-Konzentrationen in aufeinander folgenden QFN-Tests desselben 

Individuums. Dies kann bei Patienten mit Ergebnissen nahe den Grenzwerten zur variablen 

Interpretation (negativ zu positiv oder positiv zu negativ) der Testergebnisse führen [239-241]. 

In experimentellen Schimmelpilz-T-Zell-Assays ist die Analyse der Reproduzierbarkeit bislang 

kaum untersucht. Auf Grund der Wichtigkeit dieses Parameters für diagnostische Assays lag ein 

Hauptaugenmerk unserer Arbeit auf der Entwicklung eines reproduzierbaren Tests. Die 

Reproduzierbarkeit ist besonders für adaptive A. fumigatus-T-Zell-Assays von hoher Bedeutung, 

da das ubiquitäre Vorkommen der Pilzsporen zu einer natürliche Hintergrund-T-Zell-Frequenz 

führt (siehe Kapitel 1.4.3) [151, 172, 222]. Während bei der Tuberkulose ein dichotomes Ergebnis 

ausreicht, ist durch die Aspergillus-Hintergrundexposition ein präzises quantitatives Ergebnis 

nötig. Variationskoeffizienten von 25 % für gut definierte Antigene, wie die genutzten 

Proteinantigene, und 35 % für komplexere Antigene, wie das genutzte Lysat, gelten als akzeptable 

Abweichungen für adaptive Immunzellassays [235]. Die Ergebnisse des von uns entwickelten 

VB-ELISAs befanden sich innerhalb dieser Grenzwerte, sowohl für den Variationskoeffizienten 

zwischen zwei vom selben Operator analysierten Stimulationsröhrchen als auch für von 

verschiedenen Operatoren durchgeführte Tests vom selben Spender [246]. Basierend auf den bei 

gesunden Probanden erhobenen Daten erfüllt der Test auch den Variationskoeffizientvorgaben 

der FDA für Liganden-bindende Assays wie den ELISA [247]. Bei der PBMC-basierten 

Durchflusszytometrie nach A. fumigatus-Lysatstimulation lagen die Variationskoeffizienten 

ebenfalls unter 35 % [232]. Für den ELISPOT T-SPOT.TB berichteten Tuuminen und Kollegen von 

einem Variationskoeffizienten von unter 20 % bei Stimulation mit den im Kit befindlichen gut 

definierten Antigenen. In der Studie wurden jedoch nur wenige Proben getestet [248]. Generell 

ist die Datenlage zur technischen Reproduzierbarkeit des T-SPOT.TB limitiert. Vergleichend 
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zeigte der ELISPOT in unseren Experimenten [232] bei A. fumigatus-Lysatstimulation von direkt 

nach der Blutentnahme isolierten PBMCs ebenfalls geringere Variationskoeffizienten als die 

Zielvorgabe von 35 % bei A. fumigatus-Lysat-Stimulation für die Zytokine IL-5, IL-13, IL-17 (Daten 

nicht gezeigt). Der Variationskoeffizient für IFN-γ lag bei sehr geringen Messwerten, die 

statistisch zu einer unvermeidbar höheren Varianz führen, geringfügig über 35 % (Daten nicht 

gezeigt). Unsere Daten bei gesunden Spendern, untermauert durch Erfahrungen aus der 

Literatur, suggerieren, dass der Variationskoeffizient bei niedrigen Messwerten nahe des 

Detektionslimits höher ausfällt als bei höheren Messwerten [246, 248, 249]. Geringe 

Konzentrationen nahe den Grenzwerten sollten daher in Zukunft besonders akkurat überprüft 

werden.  

Viele Faktoren, die zu einer größeren Varianz in T-Zell-Assays führen, sind bereits in der Literatur 

beschrieben. Variabilitätsfaktoren sind unter anderem Wirtsfaktoren wie eine Veränderung des 

Immunstatus z. B. durch den Einsatz von Immunsuppressiva. Zusätzlich können Unterschiede in 

der Handhabung der Röhrchen, wie z. B. Differenzen beim Vermischen des Blutes mit dem 

Antigen durch das Invertieren der Röhrchen, zu erhöhter Variabilität beitragen [241]. Starkes 

Schütteln der QFN-Stimulationsröhrchen erhöhte z. B. die gemessenen IFN-γ-Ergebnisse [241]. 

Die Messung des Plasmas im ELISA kann ebenfalls durch andere Faktoren wie Pipettierfehler 

oder variables Blutvolumen beeinflusst werden [241, 250]. Derartige prozedurale Faktoren sollten 

in multizentrischen Studien evaluiert und standardisiert werden. 

Ein fluktuierendes Blutvolumen in den Stimulationsröhrchen des QFT-Tests hat einen direkten 

Einfluss auf die Ergebnisse [241, 250]. Im VB-ELISA haben wir dieses Problem verringert, indem 

die Röhrchen mit einer definierten Blutmenge mittels einer graduierten Spritze beimpft werden. 

Bei den von uns generierten Daten zur Intra-Operator-Varianz (zwei Stimulationsröhrchen vom 

selben Labormitarbeiter mit Blut desselben Spenders aus derselben Blutentnahme zum gleichen 

Zeitpunkt eingespritzt) wurden keine entscheidenden Abweichungen zwischen den beiden 

eingespritzten Stimulationsröhrchen festgestellt, was darauf hindeutet, dass mit unserem System 

eine konstante Blutmenge in die Stimulationsröhrchen injiziert werden kann [246].  
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Ein weiterer Variabilitätsfaktor ist eine ungenaue Einhaltung der vorgeschriebenen 

Inkubationszeiten. Moderate Verlängerungen der Inkubationszeit (z. B. um 8 Std.) beeinflussten 

die Testergebnisse für IFN-γ im QFN-Test nicht [250]. Jedoch können lange Inkubationszeiten von 

2 oder 3 Tagen im selben Test zu falsch-positiven und nicht auswertbaren Ergebnissen führen 

[251]. Eine Ausweitung des validierten Auswertungszeitraums nach der Stimulation um mehr als 

2 Std. (z. B. Plasmaentnahme im VB-ELISA zwischen 24 und 26 Std. nach Start der Inkubation) 

würde die Praktikabilität und Flexibilität des VB-ELISAs in der Labordurchführung erhöhen. Auf 

Grund der unsicheren Datenlage zur Suzeptibilität verschiedener Zytokine neben IFN-γ könnten 

bei einem verlängerten Zeitraum Testergebniskonversionen im VB-ELISA verursacht werden, 

sodass dahingehend eine detaillierte experimentelle Validierung nötig ist. 

Die in diesem Abschnitt genannten Faktoren in Kombination mit der natürlichen Varianz der 

Ergebnisse haben im QFN-Test einen besonders großen Einfluss auf die Ergebnisse in der Nähe 

des Grenzwertes. Ergebnisse in diesem Bereich werden in der Literatur als intermediäre 

Ergebnisse bezeichnet und haben bei serieller Testung ein erhöhtes Risiko einer 

Ergebniskonversion. Sowohl hohe als auch niedrige Ergebnisse, die entfernt vom Grenzwert 

liegen, sind bei serieller Testung robust [249, 252]. Das Vorkommen einer intermediären 

Ergebniszone ist daher auch bei unserem VB-ELISA wahrscheinlich und sollte insbesondere auf 

Grund der natürlichen Hintergrundexposition bei größeren Patientenkohorten überprüft werden.  

 

4.2.2 Präanalytische Lagerzeiten und Transport 

Die präanalytische Lagerzeit und der Transport der Blutproben haben ebenfalls einen großen 

Einfluss auf die Ergebnisse der funktionellen T-Zell-Assays. Verlängerte präanalytische 

Lagerzeiten senken die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit von T-Zell-Assays. Die Länge der 

zulässigen präanalytischen Lagerzeiten ist abhängig vom genutzten Test und muss daher für neue 

Assays bestimmt werden, damit eine optimale Testleistung gewährleistet werden kann. Gute 

Testleistungen bei längerer präanalytischer Lagerzeit sind für die Anwendbarkeit eines 

T-Zell-Tests entscheidend [208, 209, 242, 243].  
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Das Blut für den T-SPOT.TB sollte innerhalb von 8 Std. und für den QFN-Test innerhalb von 16 

Std. verarbeitet werden [242]. Verzögerungen in der Verarbeitung und Inkubation der 

Assayproben führen zu einer erhöhten Anzahl von falsch-positiven, falsch-negativen und 

nicht-auswertbaren Ergebnissen [208, 209, 242, 243]. Selbst kurze Verzögerungen in der 

Verarbeitung und der Inkubation der Proben können zu unzuverlässigen Ergebnissen führen 

[208, 243]. Doberne und Kollegen berichteten, dass eine Verzögerung der Inkubation von 6 oder 

12 Std. im QFN zu 19 bzw. 22 % Ergebniskonversionen führten [208]. Die Verminderung der 

präanalytischen Lagerzeit führte umgekehrt zu einer geringeren Anzahl nicht-auswertbarer 

Ergebnisse [209, 253]. In einer südkoreanischen Studie konnte die Anzahl der nicht-auswertbaren 

Ergebnisse (Nichteinhaltung der Grenzwerte der Positiv- und/oder Negativkontrolle) im QFN-

Test durch die Verminderung der präanalytischen Lagerzeit von 10 auf 3 Std. von 11 auf 3 % 

gesenkt werden [209]. Für den T.Spot.TB wurde ebenfalls festgestellt, dass aus längeren 

Lagerzeiten schlechtere Testleistungen resultieren [253, 254]. Auch in der Mykologie hat die 

präanalytische Lagerzeit einen starken Einfluss auf die Immunzellfunktionalität. Wurster und 

Kollegen beschrieben, dass die PBMC-basierte durchflusszytometrische Detektion von 

Aspergillus-spezifischen Th-Zellen bereits nach 6 Std. präanalytischer Lagerzeit signifikant 

vermindert war, und empfehlen eine maximale präanalytische Lagerzeit von 2 Std. [222].  

Die spezifischen T-Zell-Frequenzen und Zytokinkonzentrationen, die via Durchflusszytometrie, 

ELISPOT und ELISA (alle PBMC-basiert) nach A. fumigatus-Stimulation gemessen wurden, 

wichen in den von uns durchgeführten Experimenten nach 6 Std. präanalytischer Lagerzeit 

signifikant von den Ergebnissen mit direkt nach Blutentnahme verarbeiteten Zellen ab. Die 

meisten Abweichungen wurden durch einen Funktionsverlust der Zellen verursacht. Sowohl in 

der Durchflusszytometrie als auch im ELISPOT verringerte sich die gemessene Aspergillus-

spezifische T-Zell-Frequenz. Im ELISPOT verringerte sich die Anzahl der spot forming cells (SFCs) 

um 40 %. In der klinischen Praxis könnten hieraus falsch-negative Testergebnisse resultieren. Im 

ELISA blieben die gemittelten Zytokinkonzentrationen weitestgehend konstant, doch große intra-

individuelle Abweichungen verhinderten einen sinnvollen diagnostischen Einsatz. Zytokine 

besaßen unterschiedliche Suszeptibilitäten gegenüber präanalytischen Lagerzeiten. Besonders 

suszeptibel waren IL-2, IL-8, IL-10 und IL-17, die 0.1 bis über 10-fache 
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Konzentrationsveränderungen im Vergleich von sofort gemessenen PBMCs zu 6 Std. gelagerten 

PBMCs zeigten. IL-17 reagierte hierbei besonders suszeptibel auf präanalytische Faktoren. Neben 

den gerade genannten großen intra-individuellen Abweichungen im ELISA hatte eine verlängerte 

präanalytische Lagerzeit auch im ELISPOT einen starken Einfluss auf die Anzahl der 

detektierbaren IL-17 SFCs. IL-17 SFCs, die bei sofort isolierten PBMCs noch robust gemessen 

wurden, konnten nach 6 Std. präanalytischer Lagerzeit in vielen Fällen nur noch in stark 

verminderter Frequenz detektiert werden [232]. Von einer erhöhten Suzeptibilität von IL-17 

wurde ebenfalls von anderen Arbeitsgruppen berichtet [255]. Eine robuste Quantifizierung von 

IL-17 ist jedoch für die Diagnose von Schimmelpilz-assoziierten Krankheitsbildern von großer 

Bedeutung, da IL-17 eine wichtige Rolle in den prädisponierenden chronischen 

Lungenkrankheiten für Schimmelpilz-assoziierte Erkrankungen und in den 

Schimmelpilz-assoziierten Krankheitsbildern selbst spielt. Hierbei kann IL-17 sowohl 

A. fumigatus-Persistenz als auch A. fumigatus-Elimination unterstützen (siehe Kapitel 1.3.4) [124, 

154, 256]. Daher haben wir für den VB-ELISA präanalytische Lagerzeiten für IFN-γ und IL-17 

validiert. 

Der VB-ELISA zeigte reproduzierbare Testleistungen bei präanalytischen Lagerzeiten von bis zu 

8 Std. und ist damit robuster als die bisher veröffentlichten und von uns getesteten T-Zell-Assays 

für A. fumigatus-spezifische T-Zellen. Die Möglichkeit einer präanalytischen Lagerzeit von 8 Std. 

ist die Voraussetzung für einen realistischen klinischen Einsatz. Die Stimulationsröhrchen des VB-

ELISAs werden direkt nach der Blutentnahme eingespritzt, selbst wenn sie erst später inkubiert 

werden. Die gegenüber der Literatur verbesserte präanalytische Lagerzeit könnte daher auf die 

direkte Verdünnung des Blutes mit RPMI, die unverzügliche Stimulation und/oder die 

Kostimulation zurückzuführen sein.  

Ein Hauptgrund für die nachlassende Funktionalität während der präanalytischen Lagerzeit ist 

die Aktivierung von Granulozyten [257, 258]. Granulozyten-Aktivierung kann die Funktionalität 

von T-Zellen inhibieren und unspezifische Hintergründe erhöhen [259]. In den 

Stimulationsröhrchen unseres VB-ELISAs wird das Blut 1:2 mit RPMI verdünnt. Durch das 

nährstoffreichere Umfeld könnten die Funktionalität und Viabilität der Granulozyten und der 
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anderen Zelltypen gefördert werden. Ähnliche kommerzielle Systeme wie TruCulture (Myriad 

RBM, Austin, USA) benutzen ebenfalls eine Blutverdünnung mittels Nährmedium im 

Stimulationssystem.  

Die direkte Aktivierung der Immunzellen durch den in den Stimulationsröhrchen enthaltenen 

Stimulus könnte ebenfalls zur verlängerten präanalytischen Lagerzeit beitragen. Die Viabilität 

von Granulozyten kann durch die Zytokinsekretion von anderen aktivierten Immunzellen erhöht 

werden. Hierdurch würden die negativen Effekte der Granulozyten-Aktivierung abgeschwächt. 

Unter anderem sind TNF-α und IL-8 Überlebensfaktoren für Granulozyten [260]. IL-8 wird in 

hohen Konzentrationen in den Proben unseres VB-ELISAs gefunden [246]. Unabhängig von 

Verbesserungen des granulozytären Umfelds könnte der VB-ELISA die Viabilität der T-Zellen 

durch weitere Mechanismen erhöhen. APC-Aktivierung findet durch den in den VB-ELISA 

Röhrchen befindlichen Stimulus früh statt und die kostimulatorischen Faktoren CD80 und CD86 

(Liganden für CD28) werden exprimiert. Aktivierung von CD28 führt zur Akkumulation des anti-

apoptotischen Mediators Bcl-XL in T-Zellen und resultiert in erhöhter Viabilität der T-Zellen [261]. 

Dieser Effekt wird durch die artifizielle Zugabe von kostimulatorischen Faktoren unterstützt, 

deren Funktion in Kapitel 4.4 diskutiert wird. Durch die frühere T-Zell-Aktivierung wird 

zusätzlich schneller IL-2 sezerniert, welches T-Zell-Viabilität, Proliferation und 

Effektor-Differenzierung fördert [262].  

Der Vergleich von Studien aus der Literatur zur präanalytischen Lagerzeit und Transport zu 

unseren Daten ist jedoch limitiert, da externe Studien, v. a. in der Tuberkulose-Diagnostik, 

präanalytische Effekte zumeist mit dichotomen Ergebniskonversionen der Patientenproben 

korrelieren. Das Hauptaugenmerk muss daher in zukünftigen Studien auf Patientenproben nahe 

den Grenzwerten liegen. Diese Schwerpunktsetzung ist in der aktuellen Phase der 

Testentwicklung durch das Fehlen validierter Grenzwerte noch nicht möglich, sollte aber in den 

folgenden Entwicklungsphasen priorisiert werden. Die Robustheit der absoluten 

Zytokinkonzentrationen ist dennoch eine gute Annäherung und unsere Ergebnisse deuten auf ein 

robustes Testsystem hin, das mit hoher Wahrscheinlichkeit die entsprechenden Qualitätskriterien 

erfüllt.  
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Trotz des schlechten Abschneidens der PBMC-basierten Assays im Hinblick auf die Detektion 

von A. fumigatus-spezifischen T-Zellen nach prolongierter präanalytischer Lagerzeit ist ein 

sinnvoller Einsatz nicht ausgeschlossen. Methoden wie T Cell Xtend oder BD Vacutainer CPT 

könnten potenziell die präanalytische Lagerzeit verlängern. Die Firma Oxford Immunotec 

vertreibt T Cell Xtend, welches durch einen bivalenten Antikörper Erythrozyten mit 

Granulozyten verbindet und so für eine verbesserte Separierung von PBMCs und Granulozyten 

sorgt. Granulozyten verlieren mit verlängerter präanalytischer Lagerzeit an Densität und finden 

sich bei der PBMC-Isolation nach verlängerter präanalytischer Lagerzeit vermehrt in der 

PBMC-Schicht wieder [259]. T Cell Xtend wurde bereits extensiv in Verbindung mit dem 

T-Spot.TB getestet. Die Ergebnisse sind jedoch kontrovers. Während einige Publikationen von 

einer Verlängerung der maximalen präanalytischen Lagerzeit von bis zu 33 Std. berichten [242, 

263, 264], konnte eine aktuelle Studie keinen Vorteil von T Cell Xtend für den T-Spot.TB finden 

[254]. In einer kleinen Pilotstudie konnten wir ebenfalls keinen signifikanten Gewinn durch die 

Verwendung von T Cell Xtend für die Detektion von A. fumigatus-spezifische T-Zellen finden 

(Daten nicht gezeigt). 

Ein weiterer Ansatz, die Zellfunktionalität über die präanalytische Lagerzeit für PBMC-basierte 

Assays zu präservieren, ist der Einsatz von BD Vacutainer CPT- oder vergleichbaren Röhrchen. 

Hierbei wird das Blut direkt in das CPT-Röhrchen abgenommen. In dem Röhrchen befindet sich 

eine Polyesterharzschicht, die das Blut vom im CPT-Röhrchen enthaltenen Ficoll trennt. Dadurch 

kann die PBMC-Isolation innerhalb des Röhrchens durch einen einfachen Zentrifugationsschritt 

nach der Entnahme durchgeführt werden, wodurch die Granulozyten frühzeitig von den PBMCs 

getrennt werden. Die frühe Trennung hat in Studien die Funktionalität der Immunzellen 

verbessert. CPT-Röhrchen stellten die durch präanalytische Lagerzeit verminderte 

IFN-γ-Sekretion von PBMCs im ELISPOT und in der Durchflusszytometrie wieder her [265, 266]. 

Auch CPT-Röhrchen waren in einer kleinen Pilotstudie nicht in der Lage, die Detektion von 

A. fumigatus-spezifischen T-Zellen vielversprechend zu verbessern (Daten nicht gezeigt). 
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4.2.3 Kryokonservierung 

Die Kryokonservierung der PBMCs hat ebenfalls einen starken Einfluss auf die Testleistung und 

ist nur für PBMC-basierte Assays relevant [244, 245]. Aspergillus-spezifische T-Zellen konnten mit 

den von uns evaluierten Protokollen für den ELISPOT und den ELISA nicht ohne starke 

Funktionalitätsveränderungen für die spätere diagnostische Analyse kryokonserviert werden. 

Die intra-individuellen Abweichungen der Zytokinkonzentrationen für IFN-γ, IL-5, IL-13 und 

IL-17 zwischen direkt nach Blutentnahme und kryokonservierten PBMCs waren zu groß, um eine 

sinnvolle Messung im diagnostischen Rahmen zuzulassen. Die Verwendung von 

kryokonservierten PBMCs für den ELISPOT führte zu einem Funktionsverlust der Zellen. Die 

ohnehin von Natur aus niedrigen Frequenzen von A. fumigatus-spezifischen T-Zellen und deren 

Zytokinsekretion wurden durch die Kryokonservierung artifiziell verringert. Daraus resultierte, 

dass Spender, die mit direkt nach der Blutentnahme isolierten PBMCs noch robust im ELISPOT 

detektiert werden konnten, nach Kryokonservierung auf ein kaum noch zu quantifizierendes 

Niveau fielen. Dies hätte potenziell eine Vielzahl von falsch-negativen Testergebnissen zur Folge. 

Das größte Problem in der ELISPOT- und ELISA-Analyse der kryokonservierten PBMCs war 

jedoch, dass eine hohe inter-individuelle Suszeptibilität bestand. So war die Rangfolge der 

Ergebnisse (die Höhe der Zytokinsekretion im Vergleich mit den anderen getesteten Spendern) 

multipler Spender nach Kryokonservierung grundlegend verändert [232].  

In der Literatur existiert eine Vielzahl an Studien zum Einfluss der Kryokonservierung auf die 

Funktion von PBMCs/T-Zellen bei anderen Anwendungsgebieten. Die Ergebnisse sind jedoch 

divers. Auf der einen Seite wird, wie von uns beobachtet, von starken Veränderungen der 

Zellfunktionalität gesprochen [244, 245]. Auf der anderen Seite berichten Publikationen vom 

weitgehenden Erhalt der Funktion der T-Zellen [267, 268]. Auch wir waren in der Lage, 

kryokonservierte PBMCs in einer von drei Kryokonservierungskonditionen ohne Funktions- und 

Rangverlust mit dem durchflusszytometrischen CD154 A. fumigatus-Assay zu messen [232]. Mit 

diesem Ergebnis konnten wir die Daten von Wurster und Kollegen, die ebenfalls von einer 

Beibehaltung der Funktionalität von PBMCs nach Kryokonservierung im CD154 A. 

fumigatus-Assay berichteten, bestätigen [222]. Kryokonservierung ist daher mit dem 
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durchflusszytometrischen CD154 A. fumigatus-Assay grundsätzlich durchführbar. Dennoch 

verursacht die Kryokonservierung der PBMCs für adaptive Aspergillus-spezifische Immunassays 

aufgrund der schwierigen Standardisierung, des hohen Arbeitsaufwandes und des durch den 

Zellverlust bedingten größeren benötigten Blutvolumens Nachteile, die durch den VB-ELISA 

umgangen werden können. 

Der VB-ELISA ermöglicht die Kryokonservierung von Proben. Es wird allerdings nicht das 

gesamte VB, sondern das Plasma nach der Stimulation kryokonserviert. Da weniger Arbeitszeit 

für die Generierung des Plasmas aus dem VB-ELISA als für die PBMC-Isolation benötigt wird, 

ermöglicht der VB-ELISA einen hohen Probendurchsatz mit der Möglichkeit zur Batch-Analyse 

(siehe unten) der gesammelten Proben im ELISA nach vorangegangener Kryokonservierung der 

Plasmaproben. Im VB-ELISA sind pro Spender ungefähr 15 Min. aktive Arbeitszeit nötig, bis das 

Plasma gewonnen und krykonserviert ist. Aus der Tuberkulose-Diagnostik ist bekannt, dass das 

Plasma von stimuliertem VB sehr stabil ist. IFN-γ aus Plasmaproben des QFN-Tests konnte 

sowohl bei -20 °C als auch bei -80 °C ohne Veränderung der IFN-γ-Konzentration gemessen 

werden. Der Einfrier-/Auftauzyklus beeinflusst die IFN-γ-Konzentration nicht [249]. Die 

Plasmakonzentrationen von anderen Zytokinen neben IFN-γ wurden ebenfalls nicht durch die 

Kryokonservierung des Plasmas verändert [269, 270]. Dennoch sollten wiederholte 

Einfrier-/Auftauzyklen vermieden werden, da in anderen Studien veränderte 

Zytokinkonzentrationen nach Einfrier-/Auftauzyklen gemessen wurden [269]. Hierbei 

unterscheiden sich Zytokine in ihrer Suszeptibilität. Während der Einfluss von wiederholten 

Einfrier-/Auftauzyklen auf bestimmte Zytokine wie IFN-γ gering ist, verändert sich die 

Konzentration von anderen Zytokinen bereits nach einem Zyklus [269].  

Die Kryokonservierung der PBMCs bzw. der Plasmen ist die Voraussetzung für eine 

Batch-Analyse von A. fumigatus-spezifischen T-Zellen. Eine Batch-Analyse ist der Analyseprozess 

einer Vielzahl von Proben zur selben Zeit statt der Prozessierung einzelner Proben zur Zeit der 

Kollektion [271]. Daher sind nur mit dem VB-ELISA und (mit Abstrichen) der PBMC-basierten 

Durchflusszytmetrie größere Batch-Analysen möglich. Alle PBMC-basierten Assays sind bei der 

Batch-Analyse durch den Schritt der PBMC-Isolation beschränkt. Nach unserer Erfahrung können 
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pro Operator maximal drei PBMC-Isolationen zeitgleich in einem akzeptablen Zeitrahmen 

ausgeführt werden. Die VB-basierte Durchflusszytometrie zur Analyse von 

A. fumigatus-spezifischen T-Zellen ermöglicht ebenfalls nur einen geringen Durchsatz von 

Patientenproben. Die limitierenden Faktoren dieser Methodik sind Personalaufwand für 

Probenvorbereitung (Erythrolyse), Färbung und Downstream-Datenanalyse. 

Unsere Ergebnisse suggerieren, dass der PBMC-basierte durchflusszytometrische CD154-Assay 

und unser VB-ELISA die einzigen Assays sind, die sich zur Kryokonservierung eignen. Die 

Suszeptibilität der Zellen gegenüber der Krykonservierung ist von verschiedenen Faktoren im 

Prozess der Krykonservierung abhängig [259]. Diese Faktoren beinhalten die Zusammenstellung 

und Temperatur des Kryokonservierungsmediums, die Einfriergeschwindigkeit, die Länge und 

Temperatur der Lagerung sowie den Auftau- und Waschschritt [259]. Obwohl unsere Protokolle 

in Hinsicht auf diese Faktoren optimiert wurden, könnten abgeänderte Protokolle zu verbesserten 

Ergebnissen führen. Daher ist es nicht ausgeschlossen, dass mit anderen 

Kryokonservierungsprotokollen die Funktionalität des PBMC-basierten ELISAs und ELISPOTs 

für A. fumigatus-spezifische T-Zellen erhalten bleiben kann. 

 

4.2.4 CD4 (Th-Zell)-Normalisierung 

Funktionelle T-Zell-Assays können ausschließlich die sich in der Probe befindlichen CD4+ Zellen 

untersuchen. Wie viele dieser Zellen sich in der Probe befinden, ist jedoch vom individuellen 

Probanden abhängig. Daher können bei der CD4 Normalisierung die funktionellen T-Zell-Assay-

Ergebnisse an die Anzahl der sich im peripheren Blut des Probanden befindlichen CD4+ Zellen 

angeglichen werden. Dies ist besonders für immunkompromittierte Hochrisikogruppen für 

A. fumigatus-assoziierte Pathologien relevant, wie z. B. Patienten nach alloSZT. Diese Patienten 

rekonstituieren ihr Immunsystem und besitzen daher für eine längere Zeit eine limitierte Anzahl 

von Th-Zellen [272]. Die Ergebnisse der Assays könnten daher an die Anzahl der Th-Zellen 

angeglichen werden, um die Aussagekraft der Assays potenziell zu erhöhen. 
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Sowohl die PBMC-basierten ELISAs und ELISPOTs als auch der VB-ELISA können nicht ohne die 

Hilfe anderer Assays auf CD4 normalisiert werden. Bei PBMC-basierten ELISAs und ELISPOTs 

kann zwar nicht auf die Anzahl der CD4-Zellen normalisiert werden, jedoch ist die PBMC-Anzahl 

durch das Protokoll der Assays standardisiert. Im VB-ELISA kann nur die Immunantwort der 

Zellen, die sich in den 500 µL des eingespritzten Blutes befinden, gemessen werden. Die geringe 

Zellzahl könnte die verringerte Testleistung des VB-ELISAs im von uns durchgeführten Vergleich 

mit dem ELISPOT bei alloSZT Patienten in Proben mit weniger als 800 Lymphozyten/µL erklären 

[230]. Im Einklang mit unseren Ergebnissen führt die Durchführung des QFN-Tests mit weniger 

als 1500 Lymphozyten/µL zu einer erhöhten Anzahl nicht-auswertbarer Testergebnisse [243]. Die 

Assay-Plattform, die am besten auf CD4+-Zellen normalisiert werden kann, ist die 

Durchflusszytometrie. Dennoch benötigt man für ein CD4-normiertes Ergebnis zumindest die 

absolute Lymphozytenzahl des Patienten im peripheren Blut oder quantifiziert diese mittels 

Counting Beads in der durchflusszytometrischen Analyse. Abhilfe könnte für alle Assays eine 

grobe Normalisierung über kleine Blutbilder schaffen. Damit wäre es ohne großen 

Zusatzaufwand möglich, die Zellantworten auf die Lymphozytenzahl zu normalisieren. Eine 

Normalisierung auf die Anzahl der sich in der Probe befindlichen CD4+ T-Zellen ist jedoch auch 

mit dieser Methode nur in der Durchflusszytometrie möglich. Die Immunphänotypisierung mit 

Hilfe der Durchflusszytometrie (unabhängiger Assay von dem CD154-basierten 

durchflusszytometrischen Assay zur Detektion von A. fumigatus-spezifischen T-Zellen), inklusive 

CD4, gehört an vielen Zentren zur Routinediagnostik bei alloSZT Patienten. Daher wäre es von 

großem Interesse, vor allem bei diesem Patientenkollektiv, in zukünftigen Studien neben den 

Messwerten A. fumigatus-spezifischer Zytokin-Assays auch eine CD4+ Zell normierte Analyse 

vergleichend zu evaluieren. Auf der einen Seite könnte die CD4-Normalisierung zu erhöhter 

Sensitivität und Standardisierbarkeit führen und die Diagnose bei Hochrisikopatienten für A. 

fumigatus-assoziierte Krankheiten wie alloSZT Patienten verbessern. Auf der anderen Seite 

könnten die nicht normalisierten Messwerte ein realistisches Bild des Immunstatus wiedergeben 

und nach der Identifikation von protektiven Grenzwerten für eine Aspergillus-Infektion eine 

realistische Risikostratifizierung der Patienten ermöglichen.  
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4.2.5 Komplexität der Laborausstattung und benötigtes Fachwissen 

Die Komplexität der benötigten Laborausstattung sowie das notwendige Fachwissen des 

Personals unterscheiden sich gravierend zwischen den unterschiedlichen Assay-Plattformen. 

Ein Inkubator ist für alle Plattformen notwendig und ist in so gut wie allen Laboratorien 

vorhanden. Für die sterile Isolation und Stimulation der PBMCs sowie für die Addition von 

Brefeldin A für die PBMC- und VB-basierte Durchflusszytometrie wird eine mikrobiologische 

Sicherheitswerkbank der Klasse II benötigt. Diese gehört ebenfalls zur Standardausrüstung der 

meisten mikrobiologischen Labore. Hierbei ist der Zeitpunkt, ab wann eine Sicherheitswerkbank 

der Klasse II benötigt wird, wichtig für den Prozessablauf. Umso später die Sicherheitswerkbank 

gebraucht wird, desto schneller kann die Stimulation in einer Umgebung ohne 

Sicherheitswerkbank eingeleitet werden. Dadurch können die negativen Einflüsse einer 

prolongierten präanalytischen Lagerzeit (siehe Kapitel 4.2.2) vermieden bzw. vermindert 

werden. Nach Einleitung der Stimulation kann die Probe an ein Labor mit Sicherheitswerkbank 

der Klasse II zur weiteren Verarbeitung und Analyse gesendet werden. Für die PBMC-basierten 

Assays ist die Sicherheitswerkbank bereits vor der Stimulation notwendig. In der VB-basierten 

Durchflusszytometrie wird eine Sicherheitswerkbank der Klasse II für das Hinzufügen des 

Brefeldin As erst 4 Std. nach Beginn der Stimulation benötigt. Dennoch könnte eine 

mikrobiologische Sicherheitswerkbank der Klasse II in manchen peripheren Zentren nicht zur 

Verfügung stehen. Der VB-ELISA ist auf keine Sicherheitswerkbank angewiesen, da die 

Stimulation im Röhrchen selbst stattfindet und die Folgeschritte unsteril ausgeführt werden 

können.  

Zur Ergebnisgenerierung benötigen alle drei Plattformen unterschiedliche Auslesegeräte. Für den 

ELISA wird ein Mikroplatten-Lesegerät benötigt. Dieses Gerät ist in den meisten Laboratorien 

vorhanden. ELISPOT-Auslesegeräte sind in großen Laboratorien ebenfalls häufig vorhanden. 

Eine zentrale Auswertung der Platten in einem Labor ist jedoch nach der Durchführung des 

ELISPOTs ebenfalls möglich. Zusätzlich besteht die Möglichkeit bestimmte ELISPOTs mit Hilfe 

eines Mikroskops auszulesen. Die Auslesung mit Hilfe eines Mikroskops führt jedoch zu einem 

erhöhten Arbeitsaufwand und einer verringerten Standardisierbarkeit. Durchflusszytometer 
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hingegen sind zumeist nur an Universitätskliniken und in großen Laboratorien verfügbar und 

teuer in der Anschaffung, Wartung und den Betriebskosten. 

Die experimentelle Durchführung der unterschiedlichen Assays ist prinzipiell simpel. In der 

Auswertungskomplexität gibt es jedoch entscheidende Differenzen. Die Auswertung des ELISAs 

und ELISPOTs ist einfach und von Laborpersonal mit geringer Erfahrung durchführbar. In beiden 

Fällen werden von dem Gerät Ergebnisse ausgelesen, die danach in eine Vorlage eingetragen 

werden und durch vorab bestimmte Grenzwerte leicht zu interpretieren sind. Die Analyse der 

durchflusszytometrischen Daten ist komplexer. Auf Grund der geringen Anzahl von 

CD154-exprimierenden spezifischen Th-Zellen bei A. fumigatus-Stimulation wird erfahrenes und 

geschultes Personal benötigt. Eine gewisse Subjektivität, insbesondere bei der Gate-Setzung in der 

Analysesoftware, ist zudem bei der durchflusszytometrischen Auswertung kaum zu vermeiden.  

Die Automatisierung von ELISAs und ELISPOTs ist möglich und könnte Arbeitsaufwand und 

Kosten verringern und die Standardisierbarkeit erhöhen. Auch für die Durchflusszytometrie gibt 

es Versuche, den Färbungs- und Gating-Prozess zu automatisieren [273-277]. Für die Entwicklung 

unseres Tests dürfte allerdings nur die Automatisierung des Gatings des CD154 

durchflusszytometrischen Assays und die Durchführung des ELISAs realistisch sein und selbst 

dieses Vorhaben ist bei den sehr geringen spezifischen T-Zell-Frequenzen schwierig. Geräte zur 

Automatisierung von ELISAs sind bereits in einigen mikrobiologischen Laboren vorhanden. In 

großen Studien mit verschiedenen Zentren könnte die dadurch resultierende erhöhte 

Standardisierbarkeit ein großer Vorteil sein. 

Durch die Notwendigkeit von gut ausgebildetem Personal und die geringe Verfügbarkeit von 

Durchflusszytometern außerhalb von Universitätskliniken und deren hohe Anschaffungskosten 

scheint die durchflusszytometrische Detektion von A. fumigatus-spezifischen T-Zellen insgesamt 

am schwierigsten in die Routinediagnostik übertragbar zu sein. Sowohl ELISPOT- als auch 

ELISA-basierte Assays sind bereits mit weniger aufwendigerer und oft bereits verfügbarer 

Ausstattung durchführbar. Zudem ist eine geringere Einarbeitungszeit der Operatoren 

erforderlich. Der VB-ELISA überzeugt im Vergleich mit den anderen Assays zur Detektion von 

A. fumigatus-spezifischen T-Zellen aufgrund seiner geringen Komplexität und Kosten sowie 
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seiner einfachen Durchführung und Analyse. Auch die Notwendigkeit einer Sicherheitswerkbank 

zeitnah nach der Blutentnahme entfällt. Diese Vorteile ermöglichen dem Assay nicht nur einen 

Einsatz in westlichen Ländern, sondern potenziell auch in Entwicklungsländern, die eine hohe 

Fallzahl von Aspergillus-assoziierten Erkrankungen aufweisen [278, 279]. Ein mit den dort 

verfügbaren Mitteln durchführbarer Test könnte zu einer erheblichen Verbesserung der 

Patientenversorgung in diesen Ländern führen [278, 279]. 

 

4.3 Stimulationsumfeld 

Unsere und andere Studien beschreiben eine verbesserte Stimulationsfähigkeit und erhöhte 

Reproduzierbarkeit von VB-Assays gegenüber PBMC-Assays [174, 246, 280-282]. Diese 

Ergebnisse resultieren aus dem physiologischeren Stimulationsumfeld in VB-Assays. In 

VB-Assays werden die Immunzellverhältnisse konserviert und Thrombozyten sowie 

Granulozyten bleiben im Gegensatz zu PBMC-basierten Assays im Test erhalten. Granulozyten 

beeinflussen die Art der adaptiven Immunantwort und sind in sekundäre 

Rückkopplungsmechanismen involviert [246, 282]. Sie werden im VB-ELISA sowohl von 

A. fumigatus-Lysat als auch von PHA aktiviert. Diese Aktivierung steht jedoch, wie von uns 

beschrieben, in starker Abhängigkeit von den T-Zellen, da eine T-Zell-Depletion diese 

Aktivierung weitgehend mitigiert [246]. Somit bleibt das Testergebnis des VB-ELISA von der 

T-Zell-Aktivierung abhängig und damit T-Zell spezifisch. Wir konnten beobachten, dass NK- und 

NKT-Zellen im System nur minimal aktiviert werden, was aufgrund ihrer INF-γ-Sekretion 

insbesondere für Th1-Analysen relevant ist [246]. 

4.4 Kostimulation zur Verbesserung der Stimulationsumgebung in 

T-Zell-Assays 

Die Detektion von Schimmelpilz-spezifischen T-Zellen gestaltet sich auf Grund ihrer niedrigen 

Frequenzen als schwierig. Daher wurden für ihre Detektion in durchflusszytometrischen Assays 
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kostimulatorische Faktoren eingesetzt, um das Signal-Rausch-Verhältnis zu verbessern [151, 174, 

175, 219, 222]. Kostimulatorische Faktoren wurden vor dieser Arbeit nur in der 

durchflusszytometrischen Detektion von Schimmelpilz-spezifischen T-Zellen hinzugefügt [151, 

174, 175, 219, 222]. In den Assayplattformen ELISA und ELISPOT wurde für die Detektion von 

Schimmelpilz-spezifischen T-Zellen jedoch noch keine kostimulatorischen Faktoren eingesetzt. 

Kostimulatorische Faktoren könnten auch in diesen Assayplattformen zu einer Verbesserung der 

Testleistung beitragen. 

Nach unserem Wissen werden in kommerziell erhältlichen T-Zell-Assays keine 

kostimulatorischen Faktoren eingesetzt. Die Hersteller könnten vermuten, dass kostimulatorische 

Faktoren die Hintergründe der Assays erhöhen und daher zu einem schlechteren Signal-

Rausch-Verhältnis führen. Zusätzlich könnte befürchtet werden, dass die Addition von 

kostimulatorischen Faktoren potenziell zu einer erhöhten Suszeptibilität gegenüber 

Kontaminationen (z. B. bei der Blutentnahme) führen könnte. Die Reaktion der Zellen auf kleinere 

Kontaminationen könnte verstärkt werden und so die Ergebnisse des Tests verfälschen. Wir 

haben jedoch trotz des Einsatzes von kostimulatorischen Faktoren nur sehr geringe Hintergründe 

im VB-ELISA sowie in der VB-basierten Durchflusszytometrie und in den PBMC-basierten Assays 

(ELISA, ELISPOT und Durchflusszytometrie) detektiert [174, 232, 246]. Das Signal-Rausch 

Verhältnis wurde im VB-ELISA durch erhöhte Zytokinkonzentrationen in den stimulierten 

Röhrchen bei geringen Hintergründen verbessert [246]. Das bringt entscheidende Vorteile. Zum 

einen könnte durch die höheren Zytokinkonzentrationen die Reproduzierbarkeit des Assays 

gesteigert werden (siehe Kapitel 4.2.1). Zum anderen könnten die meisten 

Zytokinkonzentrationen auch in konventionellen ELISAs gemessen werden. Die mit dem VB-

ELISA gemessenen IFN-γ-, IL-4-, IL-5-, IL-13- und IL-17-Konzentrationen sind zumeist im Bereich 

zwischen 1 und 50 pg/mL. Die Th2-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 wurden in Patientenproben 

selbst mit Kostimulation nur in einer Mediankonzentration von unter 10 pg/mL detektiert [246]. 

Da im VB-ELISA das Blut 1:2 mit RPMI verdünnt wird, liegen die tatsächlich im ELISA zu 

detektierenden Zytokinkonzentrationen ohne Verdünnungsfaktor selbst mit der Addition von 

kostimulatorischen Faktoren zumeist zwischen 0,5 und 25 pg/mL. Diese Zytokinkonzentrationen 

wurden mit einem Luminex-Assay, der eine hohe Sensitivität besitzt, robust gemessen. Um die 
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Kosten des Tests in der Routineanwendung zu senken, sollten die einzelnen Zytokine später 

jedoch mit konventionellen ELISA gemessen werden können, die bei Zytokinkonzentrationen 

von unter 5 pg/mL zumeist an ihr Detektionslimit kommen. Eine Alternative sind High Sensitivity, 

konventionelle ELISA, die ebenfalls niedrige Zytokinkonzentrationen zuverlässig quantifizieren 

können. Diese sind jedoch teurer als konventionelle ELISA.  

Der VB-ELISA zeigte im Gegensatz zu den anderen Assays geringe Suzeptibilität bei verlängerten 

präanalytischen Lagerzeiten von bis zu 8 Std. Dies könnte ebenfalls zum Teil auf die 

kostimulatorischen Faktoren zurückzuführen sein (siehe Kapitel 4.2.2).  

Ein weiterer Vorteil des Einsatzes von kostimulatorischen Faktoren ist die Unterstützung der 

T-Zell-Antwort. Einige Zytokine werden von mehreren Zelltypen exprimiert [283-285]. IFN-γ 

wird z. B. von T-Zellen und NK-Zellen sezerniert [283]. In der Durchflusszytometrie ist es 

möglich, die Aktivierung unterschiedlicher Zellpopulationen mit dem gleichen 

Aktivierungsmarker anhand von Zellpopulationsmarkern zu unterscheiden. ELISPOT und 

ELISA sind dazu nicht in der Lage. Sie können nur die allgemeine Zytokinkonzentration in der 

Probe messen. Welche Zellpopulation/en für die Zytokinsekretion verantwortlich ist/sind, kann 

hingegen nicht nachverfolgt werden. Bei funktionellen T-Zell-Assays besteht die Intention, die 

Zytokinsekretion von T-Zellen möglichst spezifisch zu detektieren, da diese im Gegensatz zu 

Zellen der innaten Immunität durch ihre Antigenspezifizität und Gedächtnisfunktion eine an 

Exposition und Erkrankung angepasste Antwort geben. Die kostimulatorischen Faktoren 

unterstützen die T-Zell-Antwort, die dadurch ein größeres Gewicht im Testergebnis bekommt.  

Im Bereich der Schimmelpilzdiagnostik werden drei kostimulatorische Faktoren in 

unterschiedlichen Kombinationen zu den Assays hinzugefügt: α-CD28, α-CD40 und α-CD49d 

[151, 172, 175, 219, 222]. In den durchgeführten Assays wurden hauptsächlich α-CD28 und die 

Kombination aus α-CD28 und α-CD49d eingesetzt [232, 246]. Die beste kostimulatorische 

Kondition für VB-Assays war eine Kombination aus α-CD28 und α-CD49d [174, 246].  

α-CD28 stimuliert den auf T-Zellen befindlichen CD28-Rezeptor und ist der Prototyp eines 

kostimulatorischen Faktors. Durch die simultane Stimulation von CD28 und dem TCR werden 
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T-Zellen aktiviert. CD28 verstärkt das TCR-Signal und aktiviert zusätzliche Signalmoleküle [261]. 

Unter anderem werden Transkriptionsfaktoren aktiviert und transloziert, die zur Ansammlung 

von Proteinen für den Eintritt in den Zellzyklus führen und daher die T-zelluläre Proliferation 

begünstigen. Die Sekretion von IL-2 wird ebenfalls erhöht und damit die Expression des IL-2 

Rezeptors gesteigert [261]. Zudem schützt die CD28-Kostimulation T-Zellen, wie bereits in 

Kapitel 4.2.2 beschrieben, vor der Apoptose. Durch die verstärkte Expression des anti-

apoptotischen Proteins Bcl-XL wird sowohl dem intrinsischen als auch dem extrinsischen 

Apoptoseweg entgegengewirkt [261]. α-CD28 Kostimulation unterstützt daher in unseren Assays 

die T-Zell-Aktivierung und wirkt deren Apoptose entgegen. Es trägt somit insgesamt zur 

besseren Detektion von A. fumigatus-spezifischen T-Zellen bei. 

α-CD40 wurde in unserem Assay nur in der Evaluation des ELISPOTs eingesetzt, da von uns im 

VB-Assay keine Verbesserung der T-Zell Stimulation festgesellt werden konnte [174]. Daher wird 

der Einfluss der CD40-Kostimulation hier nicht weiter diskutiert. 

α-CD49d ist ebenfalls ein kostimulatorischer Faktor für T-Zellen. α-CD49d erhöht die Adhäsion 

und das Rollen von Lymphozyten am Endothel und unterstützt so die Entzündungsreaktionen 

im Körper [108]. Unsere Ergebnisse zeigten, dass das Hinzufügen von α-CD49d die detektierbare 

A. fumigatus-spezifische T-Zell-Frequenz im VB durchflusszytometrischen CD154-Assay erhöht 

[174]. Ebenfalls stellten wir fest, dass Immunsuppressiva im Blut von immunsupprimierten 

Patienten dieselben T-Zell-Frequenzen verringern und dass die Addition von α-CD49d den 

negativen Effekt der Immunsuppressiva Cyclosporin A und Prednisolon auf die Ergebnisse des 

PBMC- und VB-basierten durchflusszytometrischen Tests zur Detektion von 

A. fumigatus-spezifischen T-Zellen abschwächt. Das Hinzufügen von α-CD49d könnte daher die 

Anzahl der falsch negativen Testergebnisse bei immunsupprimierten Patienten verringern [221]. 

Neben unseren Assays wird α-CD49d auch in anderen VB-Assays mit hoher Reproduzierbarkeit 

eingesetzt [286]. Gesteigerte detektierbare T-Zell-Frequenzen und Zytokinsekretion nach 

A. fumigatus-Stimulation mit geringen Hintergründen sowie der Verminderung des Einflusses 

von pharmakologischer Immunsuppression machen CD49d zu einer sinnvollen Ergänzung im 

entwickelten VB-ELISA [221, 246].  
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4.5 Unterschiede zwischen PBMC- und VB-basierten 

A. fumigatus-T-Zell-Assays 

Basierend auf den in den vorherigen Kapiteln herausgearbeiteten Vorteilen sind VB-basierte 

Assays insgesamt vielversprechender und geeigneter für die Detektion von 

A. fumigatus-spezifischen T-Zellen als PBMC-basierte Tests. Sie erfordern weniger aktive 

Arbeitszeit, verursachen geringere Kosten, sind einfacherer zu standardisieren, benötigen ein 

geringeres Blutvolumen und eine weniger komplexe Laborausstattung [174, 246]. Außerdem 

bieten VB-Systeme ein physiologischeres Umfeld als PBMC-basierte Systeme [246].  

Die nicht erforderliche PBMC-Isolation in den VB-Assays bedeutet die größte Verminderung von 

aktiver Arbeitszeit. Bei der VB-basierten Durchflusszytometrie muss statt der PBMC-Isolation 

nach der Stimulation eine Erythrolyse durchgeführt werden, dennoch wird die aktive Arbeitszeit 

verringert [174]. Der VB-ELISA benötigt weder eine PBMC-Isolation, noch ist eine Erythrolyse 

notwendig. Daher ist der VB-ELISA der Assay mit dem geringsten Arbeitsaufwand.  

VB-Assays benötigen zudem weniger Blutvolumen. Für den VB-ELISA werden 0,5 mL Blut je 

Kondition benötigt. Der QFN-Test wird mit 0,8 bis 1,2 mL pro Röhrchen befüllt. Bei zwei 

Stimulationskonditionen zusätzlich zur Negativ- und Positivkontrolle würden so 2 mL für den 

VB-ELISA und ca. 4 mL für den QFN-Test benötigt [250]. Der PBMC-basierte T-Spot.TB benötigt 

bei Erwachsenen laut Herstellerangaben 6 mL Blut, wobei empfohlen wird das Blutvolumen bei 

immunkompromittierten Patienten zu verdoppeln [287]. Im Gegensatz zu den soeben genannten 

Assays benötigt die PBMC-basierte Durchflusszytometrie nach unserer Erfahrung mindestens 15 

mL Blutvolumen. Obwohl der entwickelte VB-ELISA mit nur einem Drittel des Blutvolumens des 

T-Spot.TB und der Hälfte des Volumens des QFN auskommt, sind die benötigten Blutmengen 

von allen Tests und stellen daher selbst bei longitudinaler Testung keine Gefahr für den Patienten 

dar. Das geringere benötigte Blutvolumen des VB-ELISAs könnte sich jedoch in Studien mit vielen 
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benötigten Stimuli bei pädiatrischen Patienten sowie bei Patienten nach alloSZT als Vorteil 

herausstellen. 

Auf Grund der vielen Vorteile der VB-basierten Assays sollte sich die Entwicklung von Assays 

für A. fumigatus-spezifische T-Zellen auf VB-basierte Assays konzentrieren. In die Gruppe der 

VB-basierten Assays fallen neben unserem VB-ELISA der QFN-TB/CMV und der 

TruCulture-Assay. Für die VB-basierten ELISAs wird das Blut entweder in ein 

Stimulationsröhrchen injiziert (VB-ELISA) oder direkt in ein Stimulationsröhrchen abgenommen 

(QFN, TruCulture). In den Stimulationsröhrchen kommt das Blut in Kontakt mit dem Stimulus 

(QFN) oder mit dem Stimulus und zusätzlichem Medium (VB-ELISA, TruCulture).  

Der von uns entwickelte VB-ELISA setzt sich von QFN und TruCulture durch die duale 

Kostimulation mit α-CD28 und α-CD49 (siehe Kapitel 4.4) ab. Zusätzlich haben wir im Gegensatz 

zu diesen Assays den VB-ELISA für die Stimulation mit Schimmelpilzen optimiert. 

Schimmelpilzstimuli werden weder von TruCulture noch von QFN angeboten. 

 

4.6 Auswahl sowie Herstellung von A. fumigatus-Antigenen und der 

Einfluss von Endotoxinen auf funktionelle T-Zell-Assays  

Die Auswahl der im Test verwendeten Antigene ist entscheidend für die Leistung des 

T-Zell-Assays. Die Detektion der Pathogene in den kommerziell erhältlichen T-Zell-Tests basiert 

auf klar definierten und stark immunogenen Proteinen. Für CMV-T-Zell-Assays wird pp65 und 

immediate-early 1 (IE-1) verwendet [288, 289], während der QFN-Test für Tuberkulose mit den 

Antigenen early secreted antigen target (ESAT)-6, culture filtrate protein (CFP)-10, TB-7.7 stimuliert 

wird [290]. Für Aspergillus-assoziierte Krankheitsbilder stellt die optimale Auswahl der Antigene 

bislang eine große Unbekannte dar. In den allermeisten Fällen wird in T-Zell-Assays ein 

Myzellysat von A. fumigatus verwendet [151, 172, 173, 222].  

Die Herstellung von mykologischen Lysaten ist aus verschiedenen Gründen schwierig zu 

standardisieren. Zum einen sind Lysate mit vergleichbarer Stimulationsfähigkeit auf Grund des 
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ungleichen Wachstums des Pilzes für die Herstellung verschiedener Lysat-Herstellungszyklen 

schwierig zu reproduzieren. Zum anderen beinhaltet Lysat eine Vielzahl an Proteinantigenen, die 

zu Kreuzreaktionen mit anderen Pilzen und dadurch zu falsch-positiven Testergebnissen führen 

können. Außerdem können in Lysaten Pilzbestandteile wie z. B. ß-Glucan und Chitin enthalten 

sein, die vergleichbar mit Endotoxinverunreinigungen über die PRRs eine unspezifische 

Immunantwort auslösen (siehe unten) [1].  

Proteinantigene können im Gegensatz dazu in hoher Qualität und Standardisierbarkeit hergestellt 

werden, da diese in Bakterienkulturen produziert werden. Außerdem können Proteinantigene, 

falls möglich, so gewählt werden, dass Antigene, die Kreuzreaktionen mit anderen Mikroben 

auslösen, nicht zur Stimulation verwendet werden. Zur Etablierung des VB-ELISAs wurde neben 

dem A. fumigatus Myzellysat das Proteinantigen Aspf4 verwendet. Alle Proteinantigene wurden 

von der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Frank Ebel an der Ludwig-Maximilians-Universität 

München hergestellt. Aspf4 wurde auf Grund seiner Immunogenität und seiner in der Literatur 

beschriebenen Fähigkeit, Asthmatiker mit Aspergillus-Sensitivierung von Asthmatikern mit ABPA 

zu unterscheiden, ausgewählt [291, 292].  

Kontaminationen des Testsystems mit Endotoxinen können zu falsch-positiven Ergebnissen in 

IGRAs führen [293, 294]. Endotoxine werden über die PRRs auf den Zellen des innaten 

Immunsystems erkannt und aktivieren dieselben. Eine unspezifische IFN-γ-Sekretion von 

NK-Zellen nach PRR-Aktivierung kann beispielsweise das IGRA-Testergebnis direkt 

beeinflussen. Aber auch T-Zellen können indirekt von Endotoxinen aktiviert werden. Endotoxine 

stimulieren PRRs auf APCs, die dadurch reifen und T-Zellen unspezifisch aktivieren [295].  

Endotoxine gelangen hauptsächlich durch mit Endotoxin belastete Antigene in das Testsystem. 

Der Grund für die Antigenverunreinigung mit Endotoxinen ist deren Produktion mit Hilfe von 

Bakterienstämmen [229]. Um einen Einfluss von Endotoxinen auf das Testergebnis zu verhindern, 

wurde für unseren VB-ELISA ein sehr konservativer Grenzwert von 1 EU/mg Antigen festgelegt. 

Alle von uns verwendeten Antigene befanden sich somit unter 1 EU/mg. Nur die Antigene für 

den ELISPOT wurden bis 3,67 EU/mg eingesetzt (EU-Grenzwert des ELISPOT wurde in der 

Doktorarbeit von Sonja Etter validiert). Strikte Endotoxin-Grenzwerte stellen jedoch hohe 
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Anforderungen an die Antigenproduktion. Einige Chargen von Proteinantigenen waren auf 

Grund zu hoher Endotoxinkonzentrationen für unsere Assays deshalb nicht einsetzbar. Des 

Weiteren wurden Unterschiede in der Reaktivität des Immunsystems auf diverse 

Herstellungszyklen desselben Antigens festgestellt [246]. Während in unseren publizierten 

Studien nur Antigene aus einem Herstellungszyklus für vergleichende Experimente verwendet 

wurden, können aufgrund der Varianzen der Antigenqualität mit den aktuellen 

Herstellungsprozessen keine größeren klinischen Studien durchgeführt werden. Daher sollte ein 

Produktionsprozess auf industriellem Niveau mit regelmäßigen Qualitätskontrollen für die 

weitere Produktion der Proteinantigene genutzt werden. Neben der Antigenproduktion können 

Endotoxine auch durch Verunreinigungen im Testmaterial wie den Monovetten in das 

Testsystem gelangen und das Testergebnis verfälschen [293]. In allen T-Zell-Assays sollte daher 

darauf geachtet werden nur Endotoxin-freie Reagenzien und Materialien zu verwenden. 

Endotoxine können sich aber auch direkt im Patientenblut befinden. Dies kann verschiedene 

Gründe haben. Sie können z. B. aus dem Magen-Darm-Trakt in die Blutzirkulation gelangen [296]. 

Aber auch Bakteriämien können für Endotoxine im Blut verantwortlich sein [297].  

 

4.7 Anwendungsgebiete und Limitationen für T-Zell-Assays in der 

experimentellen und klinischen Mykologie 

Mehrere Studien weisen darauf hin, dass die Ergebnisse von T-Zell-Assays Hinweise auf 

A. fumigatus-assoziierte Krankheiten geben können (siehe Kapitel 1.4.3). Wie aus den 

vorhergehenden Kapiteln deutlich hervorgeht, erfüllt der VB-ELISA alle Kriterien für einen 

potenziellen Routinetest und übertrifft die alternativ getesteten Assays zur Detektion von 

A. fumigatus-spezifischen T-Zellen. Daher wurde der VB-ELISA für eine Pilotstudie in einer 

Patientengruppe mit Aspergillus-assoziierten Krankheitsbildern ausgewählt. Mit dem 

entwickelten VB-ELISA konnten deutliche Unterschiede in den Th1-, Th2- und 

Th17-Zytokinkonzentrationen zwischen einer Patientengruppe mit Aspergillus-assoziierten 

Lungenkrankheitsbildern und einer Kontrollpatientengruppe mit Aspergillus-unabhängigen 
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chronischen Lungenpathologien festgellt werden [246]. Dies steht im Einklang mit der in den 

Kapiteln 1.3.4 und 1.4.3 diskutierten Literatur. Auf Grund dieser vielversprechenden Ergebnisse 

sollte der Nutzten des VB-ELISAs in Studien mit erhöhter Patientenanzahl und klarer definierten 

Patientengruppen evaluiert werden und die Ergebnisse aus dieser Studie sollten mit begrenzter 

Patientenanzahl bestätigt werden.  

In unseren Experimenten zeigten auch gesunde, intensiv Aspergillus-exponierte ökologische 

Landarbeiter einen weitgehend balancierten Anstieg von Th1- und Th2-Frequenzen 

und -Zytokinsekretion nach A. fumigatus-Stimulation. Eine Erhöhung der Th1- und Th2-Antwort 

nach A. fumigatus-Stimulation muss dementsprechend nicht unbedingt auf eine 

Aspergillus-assoziierte Hypersensitivitätskrankheit hinweisen. Im Gegensatz zu der 

Patientengruppe mit Aspergillus-assoziierten Lungenpathologien konnten bei den exponierten 

ökologischen Landarbeitern allerdings nur minimale Anstiege der Th17-Frequenz und 

Zytokinsekretion gemessen werden [298]. Erhöhte IL-17-Konzentrationen und -Frequenzen sind 

daher ein vielversprechender potenzieller Biomarker für die Detektion dieser Krankheitsbilder 

[154, 298]. Jedoch wurden auch erhöhte Th2/Th1-Verhältnisse bei Patienten mit fungaler 

Persistenz und Hypersensitivitätskrankheitsbildern wie Asthma und ABPA nachgewiesen [143, 

152, 299, 300]. Interessanterweise zeigte sich auch bei den von uns untersuchten ökologischen 

Landarbeitern ohne nachgewiesene Hypersensitivität bei langjähriger Exposition ein Trend zur 

verstärkten Th2 Polarisation [298]. Die Konzentration auf ein einzelnes Zytokin wäre in diesem 

Stadium der Testentwicklung daher falsch. Es sollte auch weiter nach Kombinationen von 

verschiedenen Zytokinen als zuverlässige Marker gesucht werden. Unsere Daten zeigen, dass die 

kombinierte Quantifizierung von verschiedenen Zytokinen die Detektionsleistung des Tests 

erhöht [246]. Im Einklang mit unseren Ergebnissen konnten Bacher und Kollegen akute ABPAs 

ebenfalls nur mit der Kombination aus erhöhten Aspergillus-spezifischen IL4+ und IL17+ Th-

Zellfrequenzen detektieren [154]. 

Die idealen Antigene für adaptive A. fumigatus T-Zell-Tests sind weitgehend unbekannt und es 

existieren kaum vergleichende Studien. Im Gegensatz zur Stimulation mit dem 

A. fumigatus-Myzellysat war es mit Aspf4 nicht möglich, Patientengruppen mit 
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A. fumigatus-assoziierten Krankheitsbildern von der Kontrollpatientengruppe zu unterscheiden 

[246]. In diesem Zusammenhang konnten wir in den beruflich intensiv-Aspergillus-exponierten 

ökologischen Landarbeitern mit Hilfe des ELISPOTs drei vielversprechende Aspergillus-Antigene 

identifizieren: Aspf22, CatB und CipC [siehe Dissertation von Frau Sonja Etter] [298]. Diese drei 

Antigene sollten nun in relevanten Krankheitsbildern wie der ABPA evaluiert werden [298]. 

AlloSZT-Patienten sind eine Hochrisikogruppe für IAs [8]. Neben der Evaluation der von uns 

entwickelten Assays im Bereich der Aspergillus-assoziierten Hypersensitivitätskrankheiten und 

im arbeitsmedizinischen Bereich wurde daher die Durchführbarkeit dieser Assays in 

alloSZT-Patienten evaluiert [8, 230]. Auf Grund der niedrigen IA-Inzidenzen in dieser 

Patientengruppe wurde zusätzlich zur Validierung unserer Assays die HCMV-Reaktivierung, die 

bei diesen Patienten zu einer Zytomegalie führen kann, durch die Stimulation mit dem 

HCMV-Antigen pp65 in unseren T-Zell-Assays nachverfolgt. Alle Assays zeigten eine hohe 

Konkordanz zur HCMV-Serologie und konnten mit hoher technischer Erfolgsrate durchgeführt 

werden. Während der ELISPOT als Assayplattform in dieser Patientenkohorte die beste 

technische Testleistung zeigte, war die Testleistung des logistisch vorteilhaften VB-ELISAs ab 800 

Lymphozyten/µL vergleichbar [230]. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der VB-ELISA 

auch für die Detektion der IA bei immunkompromittierten Patienten eingesetzt werden könnte. 

Im Beobachtungszeitraum ist jedoch in dieser Studie kein Patient an einer IA erkrankt [230]. Dass 

die Detektion von IMIs bei alloSZT Patienten mit diversen T-Zell-Assays möglich ist, wurde 

bereits gezeigt und sollte daher mit unserem VB-ELISA in einer größeren Patientenkohorte bei 

Patienten mit über 800 Lymphozyten/µL (Range bei Gesunden im genutzten Assay: 1000 – 4050 

Lymphozyten/µL) evaluiert werden [172, 173, 213, 214, 301]. Da die funktionelle T-Zell-Analyse 

bei immunkompromittierten Patienten auf Grund von einer hohen Anzahl von nicht-

auswertbaren Tests und der Notwendigkeit einer longitudinalen Testung eine große 

Herausforderung darstellt [172, 173], sollte neben dem Versuch, IAs zu detektieren, auch 

überprüft werden, ob der Assay protektive Grenzwerte bei diesen Patienten nachweisen kann, 

die vorhersagen, ob ein Patient durch sein Immunsystem gegen den Schimmelpilz geschützt ist. 

Die Möglichkeit einer derartigen Risikostratifizierung auf Grund von protektiven IFN-

γ-Grenzwerten wurde mit funktionellen T-Zell-Assays bereits für die Anwendung bei HCMV-
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Reaktivierungen nachgewiesen [196]. Ähnliche Konzepte mit einem größeren Zytokinspektrum 

sind auch für die IA denkbar und sollten evaluiert werden. 

Trotz der vielversprechenden Ergebnisse, die mit T-Zell-Assays erzielt werden konnten, wurden 

mögliche negative Einflussfaktoren für diese Tests identifiziert. Wenn man die Informationen 

über den Einfluss von Störfaktoren auf den QFN-Test verallgemeinert, können vier kritische 

Faktoren für die erfolgreiche Anwendung eines neuen T-Zell-Tests identifiziert werden.  

i) Koinfektionen, die über Endotoxine oder andere PAMPs PRRs im Blut aktivieren (siehe 

Kapitel 4.6), sind höchstwahrscheinlich ein Ausschlusskriterium für den sinnvollen Einsatz eines 

T-Zell-Assays. So wurde beispielsweise gezeigt, dass pulmonale Infektionen mit 

nichttuberkulösen Mykobakterien (NTMs) zu falsch-positiven QFN-Tests führen können [302]. 

Virale Infektionen können ebenfalls einen Einfluss auf das QFN-Testergebnis haben [302, 303]. 

Zum Beispiel verringerte eine Koinfektion mit Humanen-Immundefizienz-Viren (HIV) die 

Sensitivität des QFN-Tests [303]. Die Testleistung wurde durch die von der HIV-Infektion 

verringerten und funktional eingeschränkten Th-Zellen negativ beeinflusst [302]. Da IAs auch bei 

von HIV-infizierten Patienten vorkommen, werden in dieser Patientengruppe wahrscheinlich 

ähnliche Einschränkungen für den VB-ELISA bestehen. Starke durch HIV verursachte 

funktionelle Einschränkungen können jedoch an Hand von einer Unterschreitung der Grenzwerte 

für die Positivkontrolle ausgeschlossen werden [302]. Es ist jedoch nahezu unbekannt, ob und 

welche Koinfektionen Pilz-spezifische Immunantworten beeinflussen. Eine separate Exploration 

des VB-ELISAs in diesen Patientengruppen ist notwendig.  

ii) Kreuzreaktionen können die Spezifität von T-Zell-Assays negativ beeinflussen und zu falsch 

positiven Ergebnissen führen. Analog zum Einfluss von NTMs auf die Testergebnisse des QFNs 

sind Kreuzreaktionen auch in der klinischen Mykologie relevant. So beruht beispielsweise die 

Entstehung von A. fumigatus-reaktiven Th17-Zellen auf einer Kreuzreaktion. A. fumigatus-reaktive 

Th17-Zellen werden im Darm durch die Konfrontation der Th-Zellen mit dem humanen 

kommensalen Pilz C. albicans gebildet [154]. Rhizopus oryzae-spezifische Th-Zellen zeigten IFN-

γ-Antworten auf einige, aber nicht alle Mucorales-Spezies sowie auf andere Pilze wie 

A. fumigatus, Penicillium chrysogenum und C. albicans [304]. A. fumigatus-spezifische T-Zellen 
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können ebenfalls durch klinische Isolate von Hefen oder Schimmelpilzen aktiviert werden [305, 

306]. Zusätzlich korrelieren die Frequenzen von Aspergillus- und Mucorales-spezifischen T-Zellen 

bei gesunden Spendern [151]. Es ist allerdings unklar, ob diese Beobachtung auf einer 

Kreuzreaktion oder kombinierten Exposition beruht, da Aspergillus und Mucorales ähnliche 

biologische Nischen besiedeln [151, 307-309]. Kreuzreaktivität kann in bestimmten klinischen 

Szenarien sogar gewünscht sein, z. B. um in einem Suchtest ein breites Erregerspektrum invasiver 

Mykosen zu erkennen, kann aber auch mit dem Ziel einer Erreger-spezifischen Diagnostik oder 

mit gutachterlichen Fragen interferieren [172].  

iii) Pharmakologische Immunsuppression hat einen negativen Einfluss auf die 

Detektionsleistung von T-Zell-Assays [221, 310-313]. Wir konnten zeigen, dass auch die Detektion 

von Aspergillus-spezifischen T-Zellen in sowohl PBMC- als auch VB-basierten T-Zell-Assays von 

Immunsuppressiva gesenkt wurde [221]. Die durch die Immunsuppressiva verminderte 

Detektionsleistung konnten wir, wie bereits in Kapitel 4.4 beschrieben, durch die Addition von 

α-CD49d abschwächen [221]. Jedoch muss weitergehend untersucht werden, ob stark 

immunsupprimierte Patienten wie Patienten nach alloSZT eine geeignete Zielgruppe für 

T-Zell-Tests sind oder ob T-Zell-Assays primär bei weniger oder nicht immunsupprimierten 

Patienten eingesetzt werden sollten. 

iv) Die mangelnde Standardisierung der T-Zell-Assays ist eine weitere Herausforderung. So 

müssten z. B. für jeden Assay in zukünftigen Studien folgende Fragen der Ergebnisinterpretation 

beantwortet werden:  

• Soll ein positives spezifisches Testergebnis trotz einer negativen Positivkontrolle als 

positives Testergebnis anerkannt werden? 

• Soll es einen Grenzwert für die Hintergrundkontrolle geben, der ein ungültiges 

Testergebnis nach sich zieht? 

• Soll der Hintergrund vom spezifischen Testergebnis subtrahiert werden, ein Quotient 

gebildet werden oder keine Verrechnung der Hintergrundkontrolle erfolgen?  
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Unserer Erfahrung nach sollte ein positives spezifisches Testergebnis trotz einer negativen 

Positivkontrolle als positives Testergebnis anerkannt werden. Ein positives spezifisches 

Testergebnis zeigt die Fähigkeit des Immunsystems, auf einen Stimulus zu antworten, und 

übernimmt daher die Aufgabe der Positivkontrolle. Ein negatives spezifisches Testergebnis mit 

negativer Positivkontrolle sollte hingegen als nicht auswertbarer Test betrachtet werden. Bei 

Überschreitungen von Hintergrundgrenzwerten sollte das Testergebnis ebenfalls als nicht valide 

erklärt und der Assay, falls möglich, mit einer neuen Blutprobe wiederholt werden. Als 

Alternative zum harten Grenzwert könnte jedoch auch das Verhältnis von Hintergrundkontrolle 

zur spezifischen Probe als Kriterium verwendet werden, wie dies bei kommerziellen Tests 

teilweise gehandhabt wird. Außerdem ist unsere Empfehlung den unspezifischen Hintergrund 

grundsätzlich vom Ergebnis der spezifischen Probe zu subtrahieren.  

Diese Richtlinien für die Ergebnisinterpretation in Kombination mit klar definierten akzeptablen 

Zeiträumen für die präanalytische Lagerzeit und eine Standardisierung der Kryokonservierung 

würden die Vergleichbarkeit der T-Zell-Studien stark verbessern und sind die Grundlage für 

Multi-Center-Studien. Die von uns erarbeiteten und im vorherigen Absatz diskutierten 

Empfehlungen zur Ergebnisinterpretation sowie die zulässige maximale Lagerzeit von 8 Std. 

sollten eine gute Grundlage für die weitere klinische Validierung des VB-ELISAs sein. 

Auch die einzelnen Publikationen dieser kumulativen Dissertation haben ihre Limitationen. In 

der Publikation „Susceptibility of A. fumigatus-specific T-cell assays to pre-analytic blood storage and 

PBMC cryopreservation greatly depends on readout platform and analytes“ (Kapitel 3.1) vergleichen 

wir den Einfluss von präanalytischer Lagerzeit und Kryokonservierung auf A. fumigatus-

spezifische T-Zellen. Die Publikation hat eine relativ kleine, gesunde Spenderkohorte. Auf Grund 

der geringen Inzidenz von Aspergillus-assoziierten Erkrankungen an unserem Zentrum konnten 

keine zusätzlichen Patientenproben inkludiert werden. Patientenproben können weitere 

Herausforderungen wie z. B. die in Punkt iii) beschriebene Immunsuppression mit sich bringen 

und wären daher die am besten geeignete Kohorte. Des Weiteren haben wir insgesamt drei 

Kryokonservierungsprotokolle evaluiert.  Durch die große Anzahl von 

Kryokonservierungsprotokollen ist es, wie bereits besprochen, möglich, dass ein anderes 
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Kryokonservierungsprotokoll bessere Ergebnisse erzielen würde. Ebenfalls wurde der Einfluss 

von präanalytischer Lagerzeit und Kryokonservierung nur mit A. fumigatus-Lysat getestet. 

Weniger komplexe Antigene könnten potenziell bessere Ergebnisse erzielen und sollten in 

Folgestudien evaluiert werden. Limitationen der anderen in diese Dissertation inkludierten 

Publikationen können in den jeweiligen Diskussionen gefunden werden (Kapitel 3.2, Kapitel 3.3, 

Kapitel 3.4).  

 

4.8 Potenzieller Nutzen von funktionellen T-Zell-Assays als surrogative 

Marker in der Diagnose von Schimmelpilz-assoziierten Krankheiten 

Wie in Kapitel 1.2 beschrieben, ist es eine große Herausforderung, A. fumigatus-assoziierte 

Krankheiten zu diagnostizieren. Für die unterschiedlichen Krankheitsformen ist die Diagnose via 

Patientenhistorie, Grunderkrankung, Patientenimmunstatus, typischen Symptomen und die 

Interpretation einer Reihe von diagnostischen Tests notwendig. Einzelne diagnostische Tests sind 

nicht leistungsstark genug, um A. fumigatus-assoziierte Krankheiten zu erkennen [8, 13]. Die 

aktuellen Tests weisen A. fumigatus direkt nach und sind nur singulär positiv (Kultur, GM und 

PCR-Test) oder bleiben für eine lange Zeit positiv (CT-Scan) [13, 227, 228]. Die Vielzahl der zu 

berücksichtigenden Faktoren sowie die Unzuverlässigkeit und Schwächen der einzelnen 

diagnostischen Tests führen zu späten oder falschen Diagnosen, die durch eine verzögerte oder 

inkorrekte Therapie zu einer erhöhten Mortalität und verstärkter Symptomatik führen [13, 34, 51]. 

Des Weiteren ist das Monitoring der antimykotischen Prophylaxe oder Therapie mit den 

aktuellen diagnostischen Tests nicht möglich. 

Antimykotika werden entweder prophylaktisch bei Hochrisikopatienten oder zur Therapie 

diagnostizierter mykologischer Erkrankungen verabreicht. Die Diagnose der IA wird durch die 

in vielen Krankenhäusern verabreichte antimykotische Prophylaxe erschwert, da unter anderem 

der GM-Test durch die Prophylaxe stark an Sensitivität verliert. Durchbruchsinfektionen sind 

daher schwer zu diagnostizieren [21]. Antimykotika sind mit diversen Nebenwirkungen wie 
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Hepatotoxizität, Entzündungen und Karzinomen assoziiert [13, 314-316]. Daher sind Indikatoren 

notwendig, die personalisiert den A. fumigatus-Immunstatus überprüfen. Als Konsequenz könnte 

die antimykotische Prophylaxe/Therapie bei geschützten Patienten früher abgesetzt werden, was 

die Zeit und den Grad der Nebenwirkungen senken würde. Im Gegensatz dazu könnte die 

Therapie bei ungeschützten Patienten fortgesetzt werden. 

Neben der offensichtlichen Verbesserung der Patientenversorgung hätte eine verbesserte 

Diagnostik auch einen starken sozioökonomische Nutzen. Die IA ist die teuerste Pilzinfektion 

[317]. Die Kosten einer IA werden pro Patient im Durchschnitt auf 76.235 $ geschätzt. Diese Zahl 

setzt sich unter anderem zusammen aus einem verlängerten Krankhausaufenthalt von 

durchschnittlich 30 - 35 Tagen und einem antimykotischen Therapiezeitraum von 115 Tagen [318, 

319]. Ein großer Kostenfaktor ist die Antimykotikaverabreichung, die bei einer mit Voriconazol 

behandelten IA durchschnittlich mit 11.996 € und bei Caspofungin mit 13.657 € veranschlagt wird 

[320]. Am häufigsten wird Voriconazol verabreicht, aber auch die Kombination von Voriconazol 

und Caspofungin wird frequent benutzt [318]. Diese Daten zeigen den enormen sozio-

ökonomischen Wert, den die Entwicklung eines diagnostischen Tests, der die gezielte, 

individuelle Prophylaxe- und Therapiesteuerung von Antimykotika ermöglicht, bietet. Die Firma 

Lophius Bioscience geht bei einem zu ihrem T-Track.CMV-ELISPOT vergleichbaren T-Zell-Assay 

von einem Testpreis von 60 € aus [321]. Sowohl im Hinblick auf diese sozioökonomischen Vorteile 

und die Verbesserung der Patientenversorgung wäre die Entwicklung von T-Zell-Assays für 

A. fumigatus wertvoll.  

Ein solcher diagnostischen Tests für A. fumigatus hätte potenziell große Vorteile gegenüber der 

aktuellen Diagnostik. Der Test könnte im breiten Spektrum der A. fumigatus-assoziierten 

Krankheiten von der IA bis zu den Hypersensitivitätskrankheiten eingesetzt werden. Er könnte 

als neuartiger Surrogatmarker frühere Diagnosen ermöglichen und die Krankheiten sensitiver 

und spezifischer aufspüren. T-Zell-Assays können zur personalisierten Risikostratifizierung 

genutzt werden. Hier würde eine frühe Identifizierung von Hochrisikopatienten eine gezielte 

Prophylaxe ermöglichen. Die Performance von T-Zell-Assays wird höchstwahrscheinlich im 

Gegensatz zu dem GM-Test nicht von der antimykotischen Prophylaxe beeinflusst [21, 221]. Auch 
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die Therapiesteuerung von bereits diagnostizierten A. fumigatus-assoziierten Krankheiten würde 

ein solcher Test ermöglichen. Zudem könnten Prophylaxe und Therapiezeiträume Evidenz 

basiert neu festgelegt werden. Der VB-ELISA ist hierfür in unseren Augen der vielversprechenste 

T-Zell-Assay. 

 

4.9 Perspektiven für die klinische Anwendung des VB-ELISA-Konzepts 

in der klinischen Mykologie 

Die Identifikation von geeigneten Antigenen ist, wie in Kapitel 4.6 bereits erwähnt, ein 

grundlegender Schritt zum klinischen Einsatz des VB-ELISAs für Aspergillus-assoziierte 

Krankheiten. Proteinantigene haben entscheidende Vorteile gegenüber dem Einsatz von Lysaten 

(siehe Kapitel 4.6). Obwohl wir Aspf22, CatB und CipC als potenzielle Proteinantigene für 

Studien im arbeitsmedizinischem Kontext identifizieren konnten, müsste ein Screening einer 

großen Anzahl von A. fumigatus-Antigenen in verschiedenen A. fumigatus-assoziierten 

Krankheitsbildern, inklusive der IA, erfolgen. Dadurch würden weitere Antigene für einen T-Zell-

Test identifiziert und die Stimuli könnten potenziell an die konkrete Fragestellung angepasst 

werden. Im Fall der IA sind z. B. Antigene, die dem Immunsystem erst nach der Auskeimung des 

Schimmelpilzes präsentiert werden, vielversprechende Kandidaten, um eine Kolonisation der 

Lunge von einer IA zu unterscheiden. Des Weiteren muss der Produktionsprozess der Antigene 

weiter verbessert werden. Unspezifische Aktivierungen des Stimulationssystems durch 

Endotoxinverunreinigungen und Unterschiede in der Stimulationsfähigkeit desselben Proteins 

aus verschiedenen Herstellungszyklen sollten durch einen industriellen Herstellungsprozess und 

Qualitätskontrollen umgangen werden.  

Das Ziel der Entwicklung und Validierung des VB-ELISA ist der Einsatz in einem möglichst 

weiten Spektrum der Aspergillus-assoziierten Krankheitsbilder. Nach der Identifikation und 

Validierung der neuen Proteinantigene mit der Hilfe von Patientenproben sollte der VB-ELISA 

daher in klar definierten Patientenkohorten multizentrisch evaluiert werden. Der Fokus sollte 
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hierbei zunächst auf die CPA und ABPA gelegt werden, da Patienten mit diesen 

Krankheitsbildern (anders als IA-Patienten) in den meisten Fällen eine funktionale 

T-Zell-Antwort, die in unserem System zuverlässig gemessen werden kann, besitzen.  

Weitere potenzielle Anwendungsfelder über die Diagnose und Verlaufsbeobachtung 

A. fumigatus-assoziierter Erkrankungen hinaus sind die Umweltmedizin, alternative 

Zielpathogene, in vitro Toxizitätstests, die Bestimmungen der Immunantworten auf 

Vakzinierungen und Immuntherapie, in vivo Experimente und die Kombination diverser 

Analysetechniken aus demselben Stimulationsröhrchen des VB-ELISAs.  

In der Umweltmedizin könnten mit dem Assay nach Umweltkatastrophen mit 

Überschwemmungen, wie z. B. Hurrikans oder Hochwassern, die Auswirkungen von erhöhter 

Feuchtigkeit in der Wohnumgebung, die zu einer gesteigerten Pilzbelastung führt, auf das 

Immunsystem untersucht werden [322]. Feuchtigkeit und Schimmel im direkten Wohnumfeld 

erhöhen bei atopischen Personen das Risiko einer klinisch manifestierten Erkrankung [323, 324]. 

Welchen Einfluss die Höhe der Pilzbelastung auf die Gesundheit der Bewohner hat, ist jedoch auf 

Grund von fehlenden diagnostischen Tests nur schwer einzuschätzen [323, 324]. Unser Assay 

könnte um weitere allergologisch relevante Schimmelpilzstimuli (z. B. Alternaria alternata) 

erweitert werden, um so den Einfluss der Schimmelpilzbelastung auf das Immunsystem sowie 

die Gesundheit der Bewohner zu eruieren. 

Neben Schimmelpilzen kann der VB-ELISA auch mit Stimuli von alternativen Pathogenen 

genutzt werden. Eine Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus Type 2 

(SARS-CoV-2)-Infektion kann in Coronavirus Disease 2019 (COVID-19)-Patienten zu einer 

sekundären invasiven Pilzinfektion mit erhöhter Mortalität führen [325, 326]. In einem 

Forschungsprojekt unserer Arbeitsgruppe wird der VB-ELISA mit Stimuli für die Schimmelpilze 

A. fumigatus und R. arrhizus aus der Gattung der Mucorales sowie mit Protein S von SARS-CoV-2 

erfolgreich eingesetzt. In dieser Studie wurde untersucht, mit welchen Immunmodulationen 

COVID-19 sekundäre Pilzinfektionen mit hoher Mortalität und Morbidität befördert [327]. Der 

Einsatz bei SARS-CoV-2-Infektionen in Kombination mit dem in den vorigen Kapiteln 

beschriebenen erfolgreichen Einsatz im Bereich der HCMV-Reaktivierungen zeigt die vielfältigen 
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Einsatzmöglichkeiten des VB-ELISA über die medizinische Mykologie hinaus [230]. Weiterhin 

führt unserer Arbeitsgruppe eine Pilotstudie durch, welche die SARS-CoV-2 Immunantwort von 

alloSZT-Patienten vor und nach der SARS-CoV-2-Vakzinierung untersucht. Bei Erfolg soll der 

Assay weiter auf seine Eignung für die Evaluation von T-Zell-Antworten auf Vakzinierungen 

untersucht werden. Das VB-ELISA-System könnte sich ebenfalls dafür eignen Immuntherapien 

zu überwachen oder erste in vitro Toxizitätstests durchzuführen.  

Ein weiteres sinnvolles Einsatzgebiet des VB-ELISA sind in vivo Experimente. Es werden z. B. 

vermehrt experimentelle Immuntherapien wie Checkpoint-Inhibitoren für die Bekämpfung von 

Pilzinfektionen in Mausmodellen getestet [328-330]. Bei Mäusen ist das Blutvolumen jedoch stark 

begrenzt. Auf Grund des geringen Blutvolumens ist die PBMC-Isolation nicht praktikabel und in 

den meisten Fällen werden Milzzellen zur Analyse der T-Zell-Antwort genutzt. Milzzellen sind 

jedoch nur bedingt repräsentativ für das zirkulatorische System [331]. Durch die Evaluation des 

VB-ELISAs für Mausmodelle und eine Reduzierung des benötigten Blutvolumens könnten 

adaptive Immunantworten in murinen Modellen in einem physiologischeren Umfeld 

quantifiziert werden. Das benötigte Blutvolumen wurde für die beschriebene VB-basierte 

Durchflusszytometrie von Page und Kollegen in ersten Folgestudien bereits erfolgreich halbiert. 

Hierbei wurden exzellente Korrelationen zum ursprünglichen Blutvolumen festgestellt [332]. 

Eine Kombination diverser Analysetechniken aus demselben Stimulationsröhrchen sollte 

ebenfalls im VB-ELISA durchführbar sein. Die durchflusszytometrische Analyse von Zellen aus 

den Pellets in den Stimulationsröhrchen des VB-ELISA-Systems wurde bereits in dieser Arbeit 

erfolgreich durchgeführt [246]. Weiterhin wurde eine leicht abgeänderte Version des Systems von 

uns bereits für die Detektion Aspergillus-spezifischer T-Zellen via Durchflusszytometrie validiert 

[174]. Zusätzlich könnte das VB-ELISA-System für Genom- oder Transkriptomanalysen 

verwendet werden. Die Isolation von RNA und DNA aus den Stimulationsröhrchen sollte auf 

Grund der vielen verfügbaren RNA- und DNA-Isolationskits für VB leicht zu etablieren sein. 

Erste Daten wurden hierzu bereits in unpublizierten Pilotstudien generiert.  
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4.10 Konklusion  

Lange präanalytische Lagerzeiten und Kryokonservierung beeinflussen die Testergebnisse von 

PBMC-basierten T-Zell-Assays für A. fumigatus negativ. Daher sind die aktuell verfügbaren 

T-Zell-Assays nicht für die Klinik geeignet und die Entwicklung eines neuen Assays ist für den 

klinischen Einsatz notwendig. Der in dieser Arbeit entwickelte VB-ELISA mit dualer 

Kostimulation verbessert die klinische Anwendbarkeit von T-Zell-Assays für 

Aspergillus-assoziierte Krankheitsbilder deutlich. Er ist gekennzeichnet durch hohe 

Reproduzierbarkeit und eine validierte präanalytische Lagerzeit von bis zu 8 Std.. Zudem müssen 

die Zellen, selbst bei großen Studien, auf Grund der Einfachheit und des minimalen Aufwands 

des Assays vor Ort nicht kryokonserviert oder versandt werden. Die Kryokonservierung des im 

VB-ELISA generierten Plasmas kann ohne Einfluss auf die Ergebnisse durchgeführt werden und 

ermöglicht Batch-Analysen. 

Erste Ergebnisse zeigten das enorme Potenzial des Assays im breiten Spektrum der 

Aspergillus-assoziierten Krankheitsbilder. Für Aspergillus-assoziierte 

Hypersensitivitätskrankheitsbilder wurden in einer Pilotstudie mit dem VB-ELISA große 

Differenzen in der Sekretion der Th1-, Th2- und Th17-Zytokine von Patienten mit 

A. fumigatus-assoziierten Lungenerkrankungen gegenüber Kontrollpatienten aufgezeigt. Zudem 

wurden bei gesunden, beruflich A. fumigatus-exponierten Landarbeitern mit Hilfe des VB-ELISA 

große Unterschiede in der Sekretion sowohl von T-Zell-Zytokinen als auch von Zytokinen des 

innaten Immunsystems, die an der Th-Zell-Polarisierung beteiligt sind, gegenüber 

Kontrollprobanden festgestellt. Berufliche, hohe Schimmelpilzexposition zeigte sich in unserer 

Studie in einer balancierten Erhöhung von Th1- und Th2-Zytokinen nach in vitro Exposition, 

während Th17-Zytokine nur bei Patienten mit A. fumigatus-assoziierten Lungenerkrankungen 

erhöht waren. Diese Ergebnisse unterstützen die Hypothese, dass bei der Entstehung von A. 

fumigatus-assoziierten Hypersensitivitätskrankheiten eine dysregulierte Th17-Antwort eine 

entscheidende Rolle spielt. IL-17 ist daher ein wichtiges Zytokin, das in der Evaluation des 

VB-ELISAs für Aspergillus-assoziierte Hypersensitivitätskrankheitsbilder besonderes genau 

evaluiert werden sollte. 
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Der VB-ELISA ist ebenfalls bei immunkompromittierten alloSZT-Patienten, die ein hohes Risiko 

für invasive Mykosen besitzen, durchführbar. Auch in dieser Gruppe konnte der VB-ELISA ab 

800 Lymphozyten/µL im Patientenblut robuste Ergebnisse erzielen. Während in unserer 

monozentrischen Pilotstudie aufgrund der geringen Inzidenz keine Evaluation an IA-Patienten 

erfolgen konnte, wurde mittels VB-ELISA eine hohe Konkordanz der HCMV-spezifischen 

T-Zell-Antwort mit der HCMV-Serologie festgestellt.  

In der Zukunft sollten Proteinantigene für den VB-ELISA für diverse Aspergillus-assoziierte 

Krankheitsbilder mit Patientenmaterial evaluiert werden. Die A. fumigatus-Antigene Aspf22, CatB 

und CipC wurden von uns bereits als vielversprechende Antigene für die Arbeitsmedizin 

identifiziert [298] [siehe Doktorarbeit von Sonja Etter]. Nach systematischer Evaluation eines 

Antigenspektrums für verschiedene Aspergillus-assoziierte Krankheitsbilder sollte der VB-ELISA 

multizentrisch an großen Patientenkohorten validiert werden.  

Basierend auf den vorläufigen Daten der auf dieser Arbeit aufbauenden initiierten Folgestudien 

ist des Weiteren davon auszugehen, dass der VB-ELISA mit seinen Stärken potenziell für eine 

Vielzahl von Anwendungsgebieten und Pathogenen universell eingesetzt werden kann. Neben 

der Immundiagnostik für diverse Pathogene kann der Assay für T-Zell-Antworten auf 

Vakzinierungen und Immuntherapien, in vivo Experimente und in vitro Toxizitätstests eingesetzt 

werden. 
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konventionelle ELISAs und Luminex-Assays. Abkürzungen: AfuLy = A. fumigatus-Myzellysat, 

IL = Interleukin, IFN = Interferon, PHA = Phytohemagglutinin ........................................................ 68 

Tabelle 11: Vorbereitung und Verdünnungen der Reagenzien für eine Platte ELISA. 

Abkürzungen: HRP = Meerrettichperoxidase (übersetzt und adaptiert aus [234]) ........................ 68 

Tabelle 12: Antikörper für die VB-basierte Durchflusszytometrie. Antikörper für die 

Durchflusszytometrie der Veröffentlichung Lauruschkat et al., Open Forum Infect Dis., 2020 und 
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Dickinson, BL = Biolegend, FITC = Fluorescein-5-isothiocyanat, I = Invitrogen, IR = Infrarot, MB = 

Miltenyi Biotec, PE = phycoerythrin, PerCP = Peridinin-Chlorophyll-Protein, VB = Vollblut 

(übersetzt und adaptiert aus Lauruschkat et al., J Fungi (Basel)., 2021a). ........................................ 72 

Tabelle 13: Kriterien für einen klinisch anwendbaren A. fumigatus T-Zell-Test und die 

Erfüllung dieser Kriterien in den verschiedenen Assays. Abkürzungen: CD = Cluster of 
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Differentiation, Durchflusszy. = Durchflusszytometrie, Std. = Stunden, PBMC = Mononukleäre 

Zellen des peripheren Blutes, VB = Vollblut. ...................................................................................... 193 
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6.5 Abbildungsverzeichnis für Kapitel 1, 2 und 4 

Abbildung 1: A. fumigatus-assoziierte Pathologien. Die Inhalation von A. fumigatus-Konidien 

kann unterschiedliche Erkrankungen auslösen. Bei Menschen mit physiologischer Immunantwort 

löst der Pilz weder eine Infektion noch eine Hypersensibilitätskrankheit aus. Bei 

immunkompromittierten Patienten (ICH) kann der Pilz seinen Wirt infizieren, was zu einer 

invasiven Aspergillose führen kann. Eine milde Kompromittierung des Immunsystems (mild 

ICH) in chronischen respiratorischen Pathologien, kavitären Lungenerkrankungen oder Asthma 

können A. fumigatus-assoziierte Erkrankungen auslösen. Diese A. fumigatus-assoziierten 

Erkrankungen beinhalten das Aspergillom, die Chronische pulmonale Aspergillose (CPA), die 

Chronische nekrotisierende pulmonale Aspergillose (CNPA), die Allergische bronchopulmonale 

Aspergillose (ABPA) und das Schwere Asthma mit Pilzsensibilisierung (SAFS). Die Abbildung 

wurde aus dem Review-Artikel von van de Veerdonk und Kollegen übernommen [1]. ................ 6 

Abbildung 2: Th-Antwort auf A. fumigatus. Die Erkennung von A. fumigatus durch Zellen des 

innaten Immunsystems via PRRs leitet die Immunantwort ein. Naive Th-Zellen werden von DCs 

durch Antigenpräsentation auf MHC-II Molekülen (1.), kostimulatorische Faktoren (2.) und 

Zytokine (3.) aktiviert. Das Zytokinumfeld wird maßgeblich von EZs, DCs und AMs beeinflusst. 

Die vorhandenen Zytokine bestimmen, in welche Th-Subpopulationen die naiven Th-Zellen 

differenzieren. Die diversen Th-Subpopulationen exprimieren spezifische Transkriptionsfaktoren 

und lösen durch ihre Signalzytokine unterschiedliche Effektorfunktionen aus. EC/EZ = 

Epithelzelle; DC = Dendritische Zelle; AM = Alveolarmakrophage; Th = T-Helferzelle; IL = 

Interleukin; IFN = Interferon; TGF = Transforming growth factor; TNF = Tumor necrosis factor; 

AMP= Antimikrobielles Peptid; CTLA-4 = cytotoxic T-lymphocyte antigen 4; PRRs = Pattern 

recognition receptors STAT = Signal Transducer and Activator of Transcription, RORγt = RAR-

related orphan receptor gamma t; AHR = aryl hydrocarbon receptor; t-Bet = T-boxtranscription 

factor 21; GATA3 = Transkriptionsfaktor GATA3; PU.1 = Transkriptionsfaktor PU.1; FOXP3 = 

Forkhead box P3. Abbildung übernommen aus [112]. ....................................................................... 23 

Abbildung 3: Funktionsweise von QuantiFERON, T-Track, T-SPOT und experimentellen 

durchflusszytometrischen Assays. Für alle T-Zell-Tests wird dem Patienten peripheres Vollblut 
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(VB) abgenommen. Für den QuantiFERON-Test (ELISA) wird das Blut direkt in Teströhrchen 

entnommen, das die spezifischen Antigene enthält. Nach dem Vermengen von Blut und 

Antigenen wird die Suspension über Nacht inkubiert. In dieser Zeit sezernieren die aktivierten 

Immunzellen IFN-γ. Das Plasma wird abgenommen und in einem ELISA gemessen. Für T-Track 

und T-SPOT (beide ELISPOT) werden PBMCs aus dem VB isoliert und in Medium in eine 

ELISPOT-Platte gegeben. Dort werden die Zellen mit spezifischen Antigenen stimuliert und über 

Nacht inkubiert. Auch hier geben aktivierte Lymphozyten IFN-γ ab, das direkt auf der mit 

Fangantikörpern beschichteten Membran der Platte gebunden wird. Nach der Inkubationszeit 

wird die Zellsuspension entfernt und das sich auf der Membran befindliche IFN-γ gefärbt. So 

entstehen die für den ELISPOT charakteristischen Punkte an den Stellen, an denen eine 

Immunzelle IFN-γ sezerniert hat. Diese Platten werden abschließend in einem ELISPOT Reader 

ausgelesen [171]. Die durchflusszytometrische Analyse der T-Zell-Aktivierung kann sowohl aus 

VB als auch aus PBMCs durchgeführt werden. Die Zellen werden hierbei ebenfalls über Nacht 

mit spezifischen Antigenen stimuliert. Danach werden die Zellen mit Antikörpern, die mit 

Fluorochromen konjugiert sind, markiert. Diese Antikörper können gegen eine Vielzahl von 

Aktivierungs- und Populationsmarkern gerichtet sein. Die stimulierten und markierten Zellen 

werden anschließend in einem Durchflusszytometer gemessen [172-176]. Die 

Durchflusszytometrie und der ELISA können sowohl mit VB als aus PBMCs durchgeführt 

werden, während der ELISPOT nur mit PBMCs durchgeführt werden kann. ............................... 29 
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6.6 Abkürzungsverzeichnis 

A. clavatus    Aspergillus clavatus 

A. flavus    Aspergillus flavus 

A. nidulans    Aspergillus nidulans 

A. niger    Aspergillus niger 

A. terreus    Aspergillus terreus 

AAS     Allergische Aspergillus Sinusitis  

ABPA     Allergische Bronchopulmonale Aspergillose 

AfuJ     Aspergillus fumigatus-Lysat von Dr. Olaf Kniemeyer, HKI Jena 

AfuM     Aspergillus fumigatus-Lysat von der Firma Miltenyi Biotec 

AHR     aryl hydrocarbon receptor 

AIA     Aspergillus induziertes Asthma  

alloSZT    allogene Stamzelltransplantation 

AM     Alveolarmakrophagen 

AMP     Antimikrobielles Peptid 

APCs     antigenpräsentierenden Zellen  

BAL     Bronchoalveolar Lavage 

C. albicans   Candida albicans 

CCL     CC-Motief-Ligand 

CCPA     Chronic Cavitary Pulmonary Aspergillosis  

CCR6     C-C-Chemokinrezeptor Typ 6  

CD     Cluster of Differentiation  
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CF     Zystische Fibrose 

CFP-10    culture filtrate protein-10 

CFPA     Chronic Fibrotic Pulmonary Aspergillosis 

CGD     Chronischer Granulomatose  

CMV    Cytomegalovirus 

COPD     Chronisch obstruktive Lungenerkrankung 

COVID-19    Coronavirus disease 2019 

CPA     Chronische Pulmonale Aspergillose 

CTLA-4    cytotoxic T-lymphocyte antigen  

CXCL     C-X-C motif ligand  

DAMPs    Damage-associated molecular patterns 

DB     Verdünnungspuffer (dilution buffer) 

DCs    Dendritische Zellen 

DMSO    Dimethylsulfoxid 

DNA     Desoxyribonukleinsäure  

ELISA     Enzyme-linked Immunosorbent Assay  

ELISPOT    Enzyme Linked Immuno Spot Assay  

ESAT-6    Tearly secreted antigen target-6 

EU    Endotoxineinheit 

EZs     Epithelzellen 

FDA     U.S. Food and Drug Administration 

FOXP3    Forkhead box P3 

GAG     Galactosaminogalactan  



280 

 

GATA3    Transkriptionsfaktor GATA3 

G-CSF    Granulozyten-Kolonie-stimulierende Faktor 

GM     Galactomannan 

GM-CSF    Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktor 

HRP     Meerrettichperoxidase 

IA     Invasive Aspergillose  

IE-1     immediate-early 1  

IFN(e)     Interferon(e) 

Ig     Immunglobulin 

IGRAs    IFN-γ Release Assays  

IL     Interleukin  

IM     Mucormykosen 

IMI     Invasiven Schimmelpilzinfektionen  

M1     Klassischen Makrophagenaktivierung 

M2     Alternative Makrophagenaktivierung 

MHCs     Haupthistokompatibilitätskomplexen 

MIP     Macrophage Inflammatory Protein 

mo-DCs    Von Monozyten stammende dendritische Zellen  

n/a     Nicht verfügbar 

NADPH    Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat 

NET     Neutrophil extracellular trap 

PBMCs    Mononukleäre Zellen des peripheren Blutes  

pDCs     Plasmacytoide dendritische Zellen  
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pETs     Dendritic cell extracellular traps  

PHA     Phytohämagglutinin 

pp     Phosphoprotein  

PRRs     Pattern recognition receptors 

PTX-3     Pentraxin-3  

PU.1     Transkriptionsfaktor PU.1 

QFN     QuantiFERON 

R. arrhizus   Rhizopus arrhizus 

R. oryzae   Rhizopus oryzae 

RORγt    RAR-related orphan receptor gamma t 

ROS     Reaktive Sauerstoffspezies 

RPMI     Roswell Park Memorial Institute medium 

RT     Raumtemperatur 

SAIA     Subacute Invasive Aspergillosis  

SARS-CoV-2    Severe acute respiratory syndrome coronavirus type 2 

SBO     Schädelbasis Osteomyelitis  

SFCs     Spot forming cells  

STAT     Signal Transducer and Activator of Transcription  

TB     Tuberkulose 

T-bet     T-boxtranscription factor 21  

TCRs     T-Zell-Rezeptoren 

Tfh     Follikuläre T-Helferzelle  

TGF     Transformierender Wachstumsfaktor  
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Th     T-Helfer(zellen)  

TNF     Tumornekrosefaktor  

TST     Tuberkulin-Hauttest 

Uns. Kontrolle   Unstimulierte Kontrolle 

VB     Vollblut 
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Die Daten meiner Dissertation wurden in den folgenden Kongressbeiträgen veröffentlicht: 

• Optimal PBMC cryopreservation protocols for A. fumigatus specific T-cell quantification 
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Chronic occupational mold exposure drives expansion of Aspergillus-reactive type 1 and 

type 2 T-helper cell responses.  

Lauruschkat CD, Etter S, Schnack E, Ebel F, Schäuble S, Page L, Rümens D, Dragan M, 

Schlegel N, Panagiotou G, Kniemeyer O, Brakhage AA, Einsele H., Wurster S#, Loeffler J 

#. J Fungi (Basel). 2021 Aug 27;7(9):698. doi: 10.3390/jof7090698. 

# shared last authorship 

The experimental ELISPOT data in figure 4, 5 and the ELISPOT data, which are included 

in figure 6 as well as the serological data marked as data not shown in the paper were 

generated by Sonja Etter and will be published in her dissertation in altered form. 

Figure Author Initials, Responsibility decreasing from left to right  

1 LCD ES PL, WS LJ, EH KO, BAA, RD 

2 LCD PL, SE, EF WS ES, DM, SN JL, KO, EH 

3 LCD PL, SS ES, WS JL, KO, EH RD, BAA 

4 ES LCD, SE, EF WS, PL JL, KO, EH RD, BAA 

5 ES LCD, WS, SE EF, PL JL, KO, EH RD, BAA 

6 LCD ES, PL, SE, EF WS DM, SN JL, KO, EH 

S1 LCD WS, PL, ES JL, KO, EH RD, BAA  

S2 LCD ES PL, WS LJ, EH KO, BAA, RD 

S3 LCD PL, SE, EF WS ES, DM, SN JL, KO, EH 

S4 LCD PL, SE, EF WS ES, DM, SN JL, KO, EH 

S5 LCD PL, SE, EF WS ES, DM, SN JL, KO, EH 

S6 LCD PL, SS ES, WS JL, KO, EH RD, BAA 

Tab. S1 SE EF    

Tab. S2 LCD WS    

Explanations (if applicable): 

The experimental ELISPOT data in figure 4, 5 and the ELISPOT data, which are included in figure 

6 as well as the serological data marked as data not shown in the paper were generated by Sonja 

Etter and will be published in her dissertation in altered form. 
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