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1. EINLEITUNG 

1.1 Übersicht der Immunabwehr gegen Schimmelpilze 

Täglich atmen Menschen hunderte Sporen unterschiedlicher Schimmelpilze ein. 

Diese ubiquitär vorkommenden saprophytisch lebenden Organismen nehmen eine 

dominante Rolle als Destruenten in der Umwelt ein (Ribes et al., 2000). Die 

Inhalation von Pilzsporen hat für gewöhnlich kaum negative Effekte auf die 

Gesundheit immunkompetenter Personen, da die Pilzsporen über mehrere 

Abwehrsysteme des menschlichen Körpers eliminiert werden können. 

Die erste Verteidigungslinie stellt die Epithelbarriere des Atmungstrakts dar, deren 

Mukus-Schicht und sezernierte antimikrobielle Peptide (AMP) inhalierte Pathogene 

eliminieren (Park & Mehrad, 2009). Leukozyten des innaten Immunsystems, 

namentlich Makrophagen, neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten, 

sowie Mastzellen und dendritische Zellen (DC) stellen die zweite Verteidigungslinie 

gegen inkorporierte Mikroben dar. Sie identifizieren mithilfe von Pattern Recognition-

Rezeptoren (PRR) auf ihrer Zelloberfläche Pathogen Associated Molecular Patterns 

(PAMP) verschiedener Mikroorganismen (Romani, 2011). Im Fall von 

Schimmelpilzen handelt es sich dabei u. a. um Mannan und β-Glucan, die von 

Makrophagen beispielsweise über die Rezeptoren Mannose-bindendes Lectin bzw. 

Dectin-1 erkannt werden (Brown et al., 2002, Worthley et al., 2005). 

Polymorphkernige Neutrophile sind die zahlenmäßig im Blut häufigsten Leukozyten 

und verfügen über eine Vielzahl antiinfektiver Funktionen. Dazu zählen Exozytose 

toxischer Granula, Generation reaktiver Sauerstoff-Spezies, Phagozytose und 

intrazelluläre Degradation von Mikroorganismen, sowie der programmierte Zelltod 

unter Freisetzung ihrer DNA zur Erzeugung von Neutrophil Extracellular Traps 

(Gazendam et al., 2016, Zawrotniak et al., 2013). Mit einer Lebensdauer von weniger 

als einem Tag muss ihre Population konstant regeneriert werden, um die 

Immunantwort effizient aufrecht zu erhalten (Lahoz-Beneytez et al., 2016). Ihre 

Bedeutung wird dadurch unterstrichen, dass Neutropenie und 

Neutrophilendysfunktion die Haupt-Risikofaktoren für die Entwicklung invasiver 

Mykosen darstellen (Baehner, 1980, Chamilos et al., 2006, Chen et al., 2017).  
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In den Alveolen der Lunge sind alveoläre Makrophagen (AM) stationiert, die in diesen 

Bereich vorgedrungene Sporen phagozytieren und mithilfe von in Lysosomen 

enthaltenen Proteasen und Peroxiden eliminieren (Ibrahim-Granet et al., 2003, Park 

& Mehrad, 2009). Die degradierten Peptide des Pathogens werden über Moleküle 

des Haupthistokompatibilitätskomplexes (MHC) Klasse II an die Oberfläche der 

Makrophagen gebracht und so den T-Zellen präsentiert. Parallel werden u. a. 

proinflammatorische Mediatoren wie Tumornekrosefaktor (TNF) α und die 

Interleukine (IL) 1α, 1β, 2 und 6 sezerniert (Steele et al., 2005). IL-2 ist dabei 

essenziell für eine funktionale spezifische T-Zell-Antwort und deren Regulation 

(Abbas et al., 2018b). Chemokine (CXCL2, CCL3) rekrutieren weitere Leukozyten 

über chemotaktische Signale zum Infektionsherd und induzieren parallel chemokin- 

und populationsspezifische Differenzierungen von unterschiedlichen T-Zell-

Fraktionen (Rossi & Zlotnik, 2000, Steele et al., 2005). Granulozyten-Kolonie-

stimulierende Faktoren (G-CSF) bzw. Granulozyten-Monozyten-CSF (GM-CSF) 

dienen der Proliferationsstimulation der entsprechenden Zielpopulationen (Steele et 

al., 2005).  

DC phagozytieren Schimmelpilzsporen und präsentieren die Produkte des 

lysosomalen Verdaus über MHC II an ihrer Oberfläche (Guermonprez et al., 2002). 

Diese durchqueren daraufhin den Blutkreislauf in Richtung lymphatischer Organe, 

während sie reifen und eine Vielzahl Chemo- und Zytokine sezernieren, welche 

weitere Populationen rekrutieren (Gafa et al., 2007). In lymphatischen Organen 

präsentieren sie die Antigene einer konzentrierten Population an T-Zellen, sodass 

diese effizient in großer Zahl aktiviert werden können. Die spezifisch gegen die 

präsentierten Antigene gerichtete T-Zell-Variante wird in den Lymphknoten klonal 

expandiert und in den Blutkreislauf entlassen (Merad et al., 2013). DC stellen somit 

eine Brücke zwischen innater und adaptiver Immunität dar.  

T-Zellen erkennen auf MHC-Molekülen präsentierte Peptide über variierende T-Zell-

Rezeptoren (TCR), benötigen für ihre Aktivierung aber zusätzliche kostimulatorische 

Signale. Der wichtigste Rezeptor hierfür ist CD28. Auf diesen können 

antigenpräsentierende Zellen (APC) über die Liganden CD80 und CD86 

kostimulatorisch einwirken (Esensten et al., 2016). Zusätzliche kostimulatorische 

Signale können über das auf der Zelloberfläche von T-Zellen befindliche Integrin 

Very Late Antigen (VLA) 4, einem CD29/CD49d-Komplex, vermittelt werden (Thakur 
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et al., 2013). VLA 4 bindet an Fibronectin und das Vascular Cell Adhesion Molecule 

(VCAM) 1, womit neben der Aktivierung der Zelle auch die zielgerichtete Migration 

der Zellen zu Entzündungsherden und Extravasation in Gewebe unterstützt wird 

(Udagawa et al., 1996). 

CD4-positive T-Zellen (T-Helfer-Zellen, Th) exprimieren nach ihrer Aktivierung 

CD154 (alternativ CD40L) auf ihrer Oberfläche. Mit diesem können sie an CD40 auf 

der Oberfläche von Makrophagen binden, die ein korrespondierendes Antigen über 

MHC II präsentieren, diese hierdurch aktivieren und so eine effizientere Degradation 

phagozytierten Materials initiieren (Elgueta et al., 2009). Es existieren 

unterschiedliche Subpopulationen von T-Helfer-Zellen, welche je nach ihren 

Effektorfunktionen und Zytokinprofilen maßgeblich an der Balance zwischen Toleranz 

und Abwehr von Schimmelpilzen beteiligt sind (Dewi et al., 2017). 

Die über Schimmelpilz-spezifische Th-Zellen vermittelte Immunreaktion ist 

schematisch zusammengefasst in Abb. 1.1 dargestellt (Dewi et al., 2017). 

Fehlfunktionen einzelner Bestandteile dieses Systems können in der Folge bereits 

eine Vielzahl von Schimmelpilz-assoziierten Erkrankungen hevorrufen. 

Abb. 1.1 Schematische Darstellung der Rolle verschiedener Th-Populationen bei der Immunantwort 

gegen Schimmelpilze (Dewi et al., 2017).  
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Aktivierte Makrophagen sezernieren proinflammatorische Faktoren und Zytokine, 

z. B. IL-12, welche primär T-Helfer 1 Zellen (Th1) stimulieren. Diese führen eine 

systemische proinflammatorische Reaktion über die Zytokine Interferon (IFN) γ, TNF-

α und IL-2 herbei, die zusätzlich durch die Rekrutierung weiterer Leukozyten die 

Elimination fungaler Erreger begünstigt (Romagnani, 1991, Romani, 2011). Eine 

funktionale Th1-Antwort wird mit einer positiven Prognose im Falle einer invasiven 

Aspergillose in Verbindung gebracht, u. a. da diese die antifungalen Effektor-

mechanismen der innaten Immunabwehr, welche letztendlich zur Eradikation der 

fungalen Erreger führt, effizient stimuliert (Cenci et al., 1998, Dewi et al., 2017, Jolink 

et al., 2014). 

Th2 Zellen verfügen über ein differentes Zytokinprofil (IL-4, IL-5, IL-13), welche der 

durch Th1-Zellen induzierten Immunantwort entgegensteht und so potentiellen 

Gewebeschädigungen vorbeugt (Romani, 2011). Aktivierte Th2 induzieren dabei 

insbesondere Eosinophilie und in antikörperproduzierenden B-Zellen des Körpers 

einen Klassenwechsel zu IgE (Dewi et al., 2017). Antikörper der IgE-Klasse verfügen 

über eine hohe Affinität zu den Fc-Rezeptoren von Mastzellen, welche mittels 

toxischer Granula in der Lage sind, Pathogene effizient zu eliminieren, jedoch auch 

mit verantwortlich für die bei allergischen Reaktionen auftretenden 

gewebeschädigenden Symptome sind (Rick et al., 2016, Toniato et al., 2017). Eine 

Th2-dominierte Immunantwort gegenüber Schimmelpilzen wird mit Hypersensitivität 

und allergischen Symptomen assoziiert (Lordan et al., 2002, Muller et al., 2007, Park 

& Mehrad, 2009, Romani, 2011) und geht mit einer schlechteren Prognose im Fall 

einer invasiven Aspergillose einher, da die von Th2 induzierten Immunreaktionen 

nicht in der Lage sind, die Erreger effizient zu eliminieren (Cenci et al., 1998 und 

1999, Dewi et al., 2017).  

Die von Th17 Zellen hauptsächlich sezernierten Zytokine IL17A und IL17F führen zu 

einer effizienten Rekrutierung und gesteigerten Stimulation von Neutrophilen, womit 

eine rasche Elimination der invadierenden Erreger begünstigt wird (Werner et al., 

2009). Parallel freigesetztes IL-22 führt zu einer gleichzeitigen Aktivierung von 

Epithelzellen, worauf mitunter eine gesteigerte Sekretion antimikrobieller Peptide 

folgen kann (Dudakov et al., 2015). Eine prolongierte exazerbierende Th17-

polarisierte Immunantwort kann jedoch auch zu unproduktiven inflammatorischen 

Reaktionen mit fungaler Persistenz führen (Zelante et al., 2007). 
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Regulatorische T-Zellen (TReg) wirken der proinflammatorischen Antwort anderer 

Immunzellen entgegen und sezernieren antiinflammatorische Zytokine wie IL-10 und 

Transforming Growth Factor (TGF) β, um eine überschießende Immunantwort und 

kollaterale Schäden an gesundem Gewebe zu minimieren. Zusätzlich verfügen TReg 

über das zytotoxische T-Lymphozyten-Antigen (CTLA) 4, welches andere T-Zellen 

über direkten Kontakt inhibiert (Dewi et al., 2017, Montagnoli et al., 2006, Vignali et 

al., 2008).  

CD8 positive T-Zellen, auch zytotoxische T-Zellen genannt, erkennen Antigene, 

welche über MHC Klasse I Moleküle präsentiert werden. Jede Zelle im Besitz eines 

Zellkerns exprimiert diese Art von MHC Molekülen und präsentiert auf ihnen Peptide, 

welche im Zytosol proteasomal abgebaut wurden. Gesunde Zellen sollten hierbei nur 

körpereigene Peptide aufweisen, gegen die im Regelfall keine spezifischen CD8 T-

Zellen im Blutkreislauf vorhanden sind, da autoreaktive T-Zellen während des 

Reifungsprozesses im Thymus negativ selektiert werden (Abbas et al. 2018a). 

Mutierte oder mit intrazellullären Erregern infizierte Zellen präsentieren jedoch 

entsprechend fremdartige Peptide auf den MHC I Molekülen an der Zelloberfläche, 

die von den CD8 T-Zellen erkannt werden und eine zytotoxische Antwort 

provozieren, welche die entartete Zelle eliminiert (Miller-Kittrell & Sparer, 2009). 

Hierdurch werden beispielsweise Infektionen mit Influenza- und Cytomegalieviren 

(CMV) abgewehrt, Risikofaktoren für schwere Pilzinfektionen (Vanderbeke et al., 

2018, Yong et al., 2018). Es existieren nur wenige Nachweise eines prominenten 

funktionellen Beitrages zytotoxischer T-Zellen zur Abwehr von Schimmelpilzen (Cui 

et al., 2017), durch Vakzinierungsstrategien (Nanjappa et al., 2012 Wuthrich et al., 

2003) oder die immuntherapeutische Anwendung von mit chimären 

Antigenrezeptoren versehenen CD8 T-Zellen (Kumaresan et al., 2017) könnte eine 

solche jedoch artifiziell hervorgerufen werden.  
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1.2 Klinik und Immunpathologie Schimmelpilz-assoziierter 

Erkrankungen 

Eine fein regulierte Immunantwort ist insbesondere bei der Abwehr von 

Schimmelpilzen essenziell, da das Immunsystem konstant durch Antigene der 

aerogen dispergierenden Sporen stimuliert wird (Ribes et al., 2000). Dies führt bei 

immungesunden Menschen aufgrund effizienter Eradikation der Sporen durch die in 

Kap. 1.1 genannten Mechanismen nur selten zu assoziierten Komplikationen, 

überschießende Reaktionen können jedoch zu Allergien und Hypersensitivitäts-

erkrankungen führen. Als opportunistische Krankheitserreger stellen Schimmelpilze 

insbesondere eine Gefahr für immunkompromittierte Patienten dar, deren 

insuffiziente Immunreaktionen ein Auskeimen der Sporen im Lungengewebe 

ermöglichen, was beispielsweise zu Aspergillomen und invasiven Mykosen führen 

kann (Park & Mehrad, 2009).  

Die wichtigsten Risikofaktoren für invasive Mykosen stellen wie in Kap. 1.1 

beschrieben Neutropenie und Neutrophilendysfunktionen dar (Chamilos et al., 2006, 

Chen et al., 2017, Marr et al., 2002a und 2002b). Diese treten vor allem bei Patienten 

mit leukämischen Erkrankungen oder nach Transplantation hämatopoietischer 

Stammzellen (HSZT) auf, mitunter verbunden mit einer global verzögerten 

Rekonstitution des Immunsystems (Baron & Nagler, 2017). Dies erhöht das Risiko 

der Patienten eine Vielzahl opportunistischer Infektionserkrankungen zu erleiden, 

insbesondere jedoch Schimmelpilzinfektionen wie invasive Aspergillosen und 

Mucormykosen (Marr et al., 2002a und b). Zusätzlich erhalten Patienten nach 

Transplantationen von Stammzellen oder soliden Organen häufig immunsuppressive 

Medikation, welche das Risiko einer Abstoßungsreaktion des Transplantats und 

Graft-versus-Host-Disease (GvHD) minimieren (Fukuda et al., 2003, 

Ratanatharathorn et al., 2001). Häufig werden Inhibitoren der Calcineurin- und JNK-

Signalwege verwendet (beispielsweise Ciclosporin A). Diese interferieren mit der 

Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nuclear Factor Activating T cell (NF-AT), 

sodass insbesondere die T-Zell-Antworten der Patienten geschwächt werden 

(Matsuda & Koyasu, 2000). Weitere häufig verwendete Immunsuppressiva sind u. a. 

Kortikosteroide wie Prednisolon, welche nach Bindung an Glucocorticoid-Rezeptoren 

in den Zellkern translozieren und dort direkt die Expression antiinflammatorischer 
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Proteine induzieren (Vandevyver et al., 2013). Des Weiteren inhibieren 

Kortikosteroide zentrale proinflammatorische Signalwege, wie z. B. den NF-κB-

Signalweg, sowie eine Vielzahl pyrogener Zyto- und Chemokine (IL-2, IL-4, IL-5, GM-

CSF, CXCL8) und die Adhäsionsmoleküle ICAM-1 und VCAM-1 (Barnes, 2017). 

Immunsuppressiva interferieren dadurch aber auch mit der Abwehr von Infektionen, 

sodass diese Patienten insbesondere in der frühen Phase nach der Transplantation 

eine strikte Expositionsprophylaxe einhalten müssen, um das Risiko einer Infektion 

mit opportunistischen Erregern zu reduzieren. Nichtsdestotrotz erleiden bis zu 10 % 

der HSZT-Patienten eine invasive Aspergillose (Maschmeyer et al., 2007), wobei 

Aspergillus fumigatus den häufigsten ursächlichen Erreger darstellt (Hohl, 2017). Bei 

Patienten, die über einen Zeitraum von 30 Tagen unter Neutropenie leiden, erhöht 

sich die Inzidenz der invasiven Aspergillose auf bis zu 70 % (Darling & Milder, 2018). 

In den meisten Fällen handelt es sich um pulmonale oder tracheale Manifestationen, 

deren Letalität bei 50-70 % liegt (Maertens et al., 2018, Taccone et al., 2015). Neben 

A. fumigatus als häufigsten Erreger invasiver Schimmelpilzinfektionen werden 

inzwischen auch vermehrt Infektionen mit Pilzen der Ordnung Mucorales 

diagnostiziert (Goncalves et al., 2016, Roden et al., 2005). Eine frühzeitige Diagnose 

und antimykotische Therapie sind in jedem Fall essenziell für das Überleben der an 

invasiven Mykosen erkrankten Patienten (Chamilos et al., 2008a, Karthaus & 

Buchheidt, 2013, Maertens et al., 2018). Um einer Infektion vorzubeugen wird in 

vielen Fällen für transplantierte Patienten neben der genannten GvHD-Prophylaxe 

auch eine antimykotische Prophylaxe verordnet (Mellinghoff et al., 2017, Ullmann et 

al., 2018).  

Auch vordergründig immunkompetente Personen ohne klassische Risikofaktoren wie 

Neutropenie können jedoch an schweren Schimmelpilzinfektionen erkranken. So 

werden diese auch vermehrt bei Patienten mit chronisch-obstruktiver 

Lungenerkrankung (COPD, Guinea et al., 2010), Diabetes mellitus (Petrikkos et al., 

2012), sowie nach Influenzavirus-Infektionen (Vanderbeke et al., 2018, Wauters et 

al., 2012) diagnostiziert. In der Folge geophysikalischer und meteorologischer 

Naturkatastrophen wie Vulkanausbrüchen und Überschwemmungen werden 

ebenfalls vermehrt invasive Pilzinfektionen beobachtet (Benedict & Park, 2014), v. a. 

durch die traumatische Inkorporation der Erreger, zumeist Mucorales, in 

tieferliegende Hautschichten oder die Inhalation kontaminierten Wassers (Garzoni et 

al., 2005, Kawakami et al., 2012, Neblett Fanfair et al., 2012, Patino et al., 1991). 
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Die allergische broncho-pulmonale Aspergillose (ABPA) stellt eine hypersensitive 

Erkrankung dar, welche insbesondere mit IgE-basierten Sensibilisierungen 

gegenüber Aspergillus assoziiert ist (Agarwal et al., 2016). Wie in Kap. 1.1 

dargestellt, führen die zugrunde liegenden Mechanismen über eine Th2-polarisierte 

Immunantwort zu exazerbierenden Inflammationen unter Beteiligung von Mastzellen 

und insbesondere eosinophilen Granulozyten, wobei eine Sensibilisierung gegenüber 

Aspergillus-Antigenen einer manifesten ABPA zumeist vorhergeht (Agarwal et al., 

2013, Dewi et al., 2017). Prädisponierende Erkrankungen für eine ABPA sind Asthma 

und CF (Patel & Greenberger, 2019). Zudem konnte die Exposition gegenüber hohen 

Konzentrationen von Schimmelpilzsporen mit der Entwicklung von ABPA in 

Verbindung gebracht werden (Agarwal et al., 2013). 

COPD, CF, sowie Infektionen mit Mycobacterium tuberculosis erzeugen durch 

chronische Inflammationen und Fibrosen Kavitäten im Lungengewebe (Page et al., 

2019). Sie stellen damit neben ABPA prädisponierende Erkrankungen der chronisch-

pulmonalen Aspergillose (CPA) dar, da sich in diesen Kavitäten A. fumigatus-Sporen 

festsetzen können (Agarwal et al., 2013, Denning et al., 2016). Dort können sie 

auskeimen und chronische Infektionen verursachen, wobei die 

Inflammationsprozesse progressiv exazerbieren. Die Folgen sind u. a. chronisch-

kavernöse pulmonale Aspergillosen, chronisch-fibrotische Aspergillosen oder 

subakute invasive Infektionen (Denning et al., 2016). 

Eine weitere Form hypersensitiver Reaktionen auf Schimmelpilze stellt die 

Hypersensitivitätspneumonitis dar. Hypersensitivitätsreaktionen treten gehäuft im 

beruflichen Umfeld von stark schimmelpilzexponierten Berufsgruppen auf, so etwa im 

landwirtschaftlichen Bereich (Kotimaa et al., 1984, Liu et al., 2015), holz-

verarbeitender Industrie (Halpin et al., 1994, Faerden et al., 2014) oder bei 

Klimatisierungstechnikern (Quirce et al., 2016). Zystische Fibrose (CF) stellt einen 

weiteren Risikofaktor für eine Sensibilisierung und bronchopulmonale Komplikationen 

durch Schimmelpilze dar (Schwarz et al., 2018). Die auch als allergische Alveolitis 

bezeichnete Lungenerkrankung basiert auf einer granulomatösen lymphozytischen 

Alveolitis, der neben einer Th1- v. a. eine verstärkte Th17-polarisierte Immunantwort 

zugrunde liegt (Joshi et al., 2009, Selman et al., 2012, Simonian et al., 2009). Neben 

Schimmelpilzen unterschiedlicher Spezies (z. B. Aspergillus, Alternaria oder 

Rhizopus) kann diese auch gegenüber einer Vielzahl weiterer Antigene auftreten, 
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darunter (myko-) bakterielle, aviane oder chemische Auslöser (Selman et al., 2012, 

Spagnolo et al., 2015). Da diese Erkrankung in den meisten Fällen das Resultat 

einer chronischen Antigen-Exposition am Arbeitsplatz darstellt, entstanden u. a. 

entsprechende Bezeichnungen wie Farmer’s Lung, Pigeon Breeder’s Lung und 

Chemical Worker’s Lung (Spagnolo et al., 2015). Die stetige Progression der 

subakuten und chronischen Formen dieser Erkrankung kann zu letalen 

Lungenfibrosen und pulmonaler Hypertension führen (Selman et al., 2012, Spagnolo 

et al., 2015). 

Zur Erforschung der Pathophysiologie dieser Erkrankungen, sowie neuer Biomarker 

und Therapeutika sind Studien im Tiermodell oder an Menschen oftmals ein wichtiger 

Schritt der Validierung. Insbesondere während der frühen experimentellen Phasen 

sind in vivo Studien jedoch nicht immer indiziert bzw. praktikabel. In vitro 

Experimente bezüglich der Infektions- und Immunbiologie pulmonaler 

Schimmelpilzinfektionen tragen verglichen mit diesen jedoch stets einen artifiziellen 

Charakter mit sich. Um dem zu begegnen wurde ein Transwell®-Modell entworfen, 

welches mittels eines epithelialen und endothelialen Kompartiments die 

physiologischen Gegebenheiten des humanen Alveolus akkurater approximieren soll 

als planktonische Zellkulturen. Dieses Modell wurde von Hope et al. (2007) auf Basis 

humaner pulmonalarterieller Endothelzellen (HPAEC) und A549 Typ 2 Pneumozyten 

entwickelt. Diese wurden durch eine semipermeable Polyestermembran mit einer 

Porengröße von 3 μm separiert. Nach Infektion des alveolären Kompartiments wurde 

die Invasivität von A. fumigatus in das endotheliale Kompartiment über einen Anstieg 

der Galactomannan-Konzentration verifiziert und mit Werten aus Aspergillus-

infizierten Kaninchen verglichen. Eine Suppression des Pilzwachstums nach Zugabe 

von Makrophagen oder Amphotericin B (AMB) konnte ebenfalls dargestellt werden 

(Hope et al., 2007). Weitere immun- und infektionsbiologische Studien konnten 

anhand dieses bzw. adaptierter Monolayer-Varianten des Modells mit A. fumigatus 

durchgeführt werden (Morton et al., 2014 und 2018). Weiterhin soll nun evaluiert 

werden, ob sich das Bilayer-Modell ebenfalls zur Simulation pulmonal-invasiver 

Infektionen mit den hiermit bisher nicht untersuchten Mucorales eignet. Neben 

immunpathologischen Gesichtspunkten sollen dabei auch klinische Phänomene von 

Mucormykosen dargestellt werden. Wenn dies gewährleistet ist könnten auch 

Mucorales anhand des Transwell®-Modells in zukünftigen Studien experimenteller 

Biomarker oder Antimykotika effizienter untersucht werden. 
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1.3 Experimentelle Biomarker zur Diagnostik Schimmelpilz-

assoziierter Hypersensitivität und invasiver Mykosen 

1.3.1 Etablierte Diagnostik von Schimmelpilzinfektionen 

Mithilfe der Kriterien der European Organization for Research and Treatment of 

Cancer wird die Diagnose einer invasiven Mykose in verschiedene 

Wahrscheinlichkeitsgrade unterteilt (De Pauw et al., 2008). So stellen positive 

Kulturen, Mikroskopie oder Zytopathologie aus sterilem Patientenmaterial bzw. 

Biopsaten Voraussetzungen für den Nachweis einer Schimmelpilzinfektion dar. 

Zusätzlich müssen radiologische Hinweise auf eine invasive Pilzinfektion oder 

Gewebeschädigungen vorliegen (De Pauw et al., 2008). Der direkte Erregernachweis 

über Kulturen setzt jedoch voraus, dass sich der Organismus mittels minimaler 

Inokula rapide im Labor anzüchten lässt. Mikroskopische Charakterisierungen führen 

zudem nur selten zu einer eindeutigen Speziesbestimmung (Cornely et al., 2014, 

Ostrosky-Zeichner, 2012). Bei vielen Risikopatienten ist außerdem aufgrund deren 

hämatologischer (Neutropenie, Thrombozytopenie) oder klinischer Konstitution die 

Entnahme von Biopsaten kontraindiziert (Ostrosky-Zeichner, 2012). Radiologische 

Surrogatmarker pulmonaler Mykosen, z. B. Halo-Zeichen, können anhand von 

Computertomographie (CT) detektiert werden, was sich als sensitiver als die 

Röntgendiagnostik erwiesen hat und somit gegebenenfalls auch frühe Stadien 

pulmonal-invasiver Infektionen erkannt werden können (Greene et al., 2007, Sherif et 

al., 2010). Diese Anzeichen treten bei individuellen Patienten jedoch nicht immer 

bzw. in unterschiedlichen Ausprägungen auf und erlauben keinerlei Rückschlüsse 

auf die Erregerspezies (Ostrosky-Zeichner, 2012).  

Für Aspergillus-Infektionen existieren mikrobiologische Surrogatmarker in Form der 

fungalen Zellwandbestandteile Galactomannan und β-D-Glucan. Diese können aus 

Serum- oder BAL-Proben (Bronchoalveoläre Lavage) mithilfe eines Enzyme Linked 

Immunosorbent Assay (ELISA) detektiert werden (Marty et al., 2009, Meerssemann 

et al., 2008). Es wird empfohlen, diese Surrogatmarker zur Erhöhung der Sensitivität 

parallel einzusetzen, insbesondere im Fall nicht-neutropenischer Patienten, da 

besonders bei diesen die Verlässlichkeit negativer Galactomannan-Werte als 

Ausschlusskriterium abnimmt (Ullmann et al., 2018). Zudem führen diese Assays bei 

Mucorales-Infektionen meist zu negativen Ergebnissen (Cornely et al., 2014, 
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Karageorgopoulos et al., 2011, Paiva et al., 2018, Sinko et al., 2008). Als weiterer 

mikrobiologischer diagnostischer Nachweis dient über Polymerase-Kettenreaktion 

(PCR) detektierte Aspergillus-DNA aus Blut, BAL oder Biopsiematerial (Mengoli et 

al., 2009, Springer & Löffler, 2017, Ullmann et al., 2018). Analog hierzu lassen sich 

Mucorales- und Fusarium-Infektionen ebenfalls über deren DNA nachweisen 

(Springer et al., 2016a und b und 2019).  

Zur Diagnostik von Hypersensitivitätserkrankungen bedient man sich primär der mit 

diesen assoziierten IgE-Antikörpern. IgE-basierte Sensibilisierung wird in vielen 

Fällen Schimmelpilz-assoziierter Lungenerkrankungen diagnostiziert, wie z. B. 

allergischer Rhinosinusitis, Asthma und ABPA (Rick et al., 2016). Aufgrund der durch 

die mitunter chronischen Inflammationen und darauffolgenden pulmonalen Fibrosen 

bei ABPA und CPA können radiologisch sichtbare Infiltrate ebenfalls als Marker 

schwerer Manifestationen dienen (Denning et al., 2016, Patel & Greenberger, 2019). 

Die Diagnostik der Hypersensitivitätspneumonitis gestaltet sich als komplex, da diese 

keine spezifischen Merkmale im Vergleich zu anderen Lungenerkrankungen mit 

ähnlicher Symptomatik aufweist. Gängige diagnostische Methoden wie Radiologie, 

Histologie und Serologie führen ebenfalls zu vergleichsweise unspezifischen 

Ergebnissen, welche zusätzlich mit der originären Antigenexposition in Verbindung 

gebracht werden müssen (Selman et al., 2012). Zumeist behilft man sich zur 

Sicherung der Diagnose einer Inhalation des mutmaßlichen stimulierenden Antigens 

und der darauffolgenden symptomatischen Episode des Patienten (Selman et al., 

2012). 

Existierende Biomarker sind demnach kaum in der Lage, frühzeitig verlässliche 

Diagnosen Schimmelpilz-assoziierter Erkrankungen zu liefern. Gegenwärtig wird 

jedoch intensiv an der Etablierung und Evaluation neuer supportiver experimenteller 

Biomarker gearbeitet. 

1.3.2 Schimmelpilz-reaktive T-Zellen als supportiver Biomarker 

Pathogen-spezifische T-Zellen können als supportive Biomarker für Infektions-

krankheiten herangezogen werden, oftmals auch in Verbindung mit deren 

sezernierten Zytokinen (Kim et al., 2015, Potenza et al., 2016). Im Falle von 

Tuberkulose und CMV-Infektionen werden Antigen-reaktive T-Zell-Antworten anhand 

deren Zytokinsekretion über Enzyme Linked Immuno Spot Assays (ELISPOT) 
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quantitativ analysiert und als Diagnostikum angewandt (Kim et al., 2015, Silveira et 

al., 2018). Eine T-Zell-basierte Immundiagnostik ist nach initialen Studien an 

Risikopatienten eventuell auch für Pilzinfektionen möglich (Bacher et al., 2015b, 

Koehler et al., 2018, Potenza et al., 2011 und 2016). Für diese Untersuchungen 

werden in der Regel isolierte mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMC) 

verwendet und mit Antigenen oder Lysaten der Erreger stimuliert. Nach geeigneten 

Stimulationszeiten können die von den PBMC sezernierten Zytokine analysiert 

(Potenza et al., 2011 und 2016) oder durchflusszytometrisch die Frequenz reaktiver 

CD4-positiver Th-Zellen über den Aktivierungs-Marker CD154 bestimmt werden 

(Bacher et al., 2013 und 2015b, Bacher & Scheffold, 2015). Im Gegensatz zur 

Analyse der Expression einzelner Zytokine wie IFN-γ, welche sich über individuelle 

Th-Populationen wie in Kap. 1.2 beschrieben deutlich unterscheiden, stellt CD154 

einen globalen Aktivierungsmarker von Th-Zellen dar. Dieser zeichnet sich durch 

eine minimale Hintergrundexpression bei jedoch raschem Anstieg nach Stimulation 

aus (Bacher & Scheffold, 2013 und 2015a, Meier et al., 2008). CD154 dient als 

Ligand für CD40, welches sich auf APC befindet (Elgueta et al., 2009) und lokalisiert 

mittels Exozytose nach der Proteinbiosynthese an der Zelloberfläche. Da CD154 

nach Reinternalisierung degradiert wird und keiner Quantifizierung mehr zur 

Verfügung stehen würde, muss zur durchflusszytometrischen Analyse CD4+CD154+-

Zellen dieser Vorgang unterbunden werden. Hierfür wird der Exozytoseinhibitor 

Brefeldin A der Kultur beigegeben, da ohne vorhergehende Exozytose das Protein 

nicht reinternalisiert werden kann, und somit auch dessen Abbauprozess nicht 

induziert wird (Miller et al., 1992). 

Bacher et al. (2015b) konnte zeigen, dass sich Aspergillus- und Mucorales-

spezifische T-Zellen als supportiver Marker zur Diagnostik und Verlaufskontrolle 

invasiver Mykosen eignen könnten, da die reaktiven T-Zell-Frequenzen bei einer 

Infektion anstiegen, im Verlauf antimykotischer Therapien jedoch wieder sanken. Ein 

hoher Anteil Aspergillus-reaktiver T-Zellen muss jedoch nicht zwangsläufig mit einer 

Infektion koinzidieren, sondern kann auch das Resultat erhöhter Schimmel-

Exposition im beruflichen oder residentiellen Umfeld sein (Wurster et al., 2017b). 

Bisher wurde jedoch noch nicht untersucht, ob dies auch für ebenfalls ubiquitär 

vorkommende Mucorales zutrifft. Die Kombination durchflusszytometrischer Marker 

mit zusätzlichen Tests wie Messungen von T-Zell-Zytokinprofilen könnte die 

Differenzierungsleistung hinsichtlich physiologischer und pathologischer Immun-
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antworten gegenüber Schimmelpilzen möglicherweise weiter optimieren. Besonders 

in arbeitsmedizinischen Risikogruppen von ABPA, CPA oder Hypersensitivitäts-

pneumonitis könnten hiermit potenziell übermäßig expandierende und reagierende T-

Zell-Populationen frühzeitig detektiert werden. 

Ex vivo isolierte PBMC erwiesen sich jedoch als anfällig gegenüber prä-analytischen 

Störungen wie etwa prolongierte Bearbeitungszeit. So führten bereits präanalytische 

Lagerungszeiten der Blutproben von mehr als 30 min vor Beginn der Ficoll-basierten 

Aufreinigung zu einer signifikant reduzierten Detektionsleistung Aspergillus-

spezifischer T-Zellen (Wurster et al., 2017c). Im Verlauf von bis zu 6 h werden 

Granulozyten unspezifisch aktiviert, die dabei ablaufenden Prozesse können 

spezifische T-Zell-Reaktionen inhibieren (McKenna et al., 2009). Dem kann durch 

kontinuierliche Agitation, Verdünnung mit RPMI 1640-Medium oder Erwärmen auf 37 

°C in begrenztem Maße entgegengewirkt werden (Wurster et al., 2016, Kongress für 

Infektionskrankheiten und Tropenmedizin, Würzburg, Deutschland), da insbesondere 

die Verdünnung der Blutproben mit RPMI bzw. PBS die Vitalität der Granulozyten 

verbessern kann, wodurch die Beeinträchtigung der T-Zellen verringert wird 

(McKenna et al., 2009). 

Im Rahmen multizentrischer klinischer Studien und der klinischen Praxis werden 

längere Lagerungs- und Transportzeiten jedoch mitunter unvermeidbar, u. a. da bei 

lokalen Kliniken nicht immer Sterilwerkbänke und die zur Durchflusszytometrie 

benötigte Ausrüstung verfügbar sind. Von Weis et al. (2019) wurde daher ein 

Vollblut-basiertes Protokoll entwickelt, welches bettseitig mit Patientenblut beimpft 

und anschließend an spezialisierte Zentren versandt werden kann, da die Anfälligkeit 

gegenüber präanalytischen Transportzeiten verglichen mit dem konventionellen 

PBMC-basierten Protokoll geringer ausfiel (Page et al., 2017, 8th Trends in Medical 

Mycology, Belgrad, Serbien). Im Unterschied zum PBMC-basierten Protokoll muss 

dem Vollblut-Testsystem jedoch für ein zuverlässiges Ergebnis neben dem ko-

stimulatorischen Faktor α-CD28 zusätzlich α-CD49d hinzugefügt werden (Weis et al., 

2019). 

Ein Abfall detektierter reaktiver T-Zellen kann zudem auch auf immunsuppressive 

Medikation zurückzuführen sein (Kamperschroer et al., 2014, Sester et al., 2009), 

welche Risikopatienten invasiver Mykosen mitunter erhalten (siehe Kap. 1.2). 

Während immunsuppressive Medikation zu Beeinträchtigungen der Funktionalität ex 
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vivo kultivierter T-Zellen führte (Fellman et al., 2011, Guzera et al., 2016, Tsiavou et 

al., 2002), wurden zumindest für T-Zell-Zytokin-basierte Assays noch keine Einbußen 

durch Antimykotika dokumentiert, tendenziell sogar Steigerungen der Reaktivität auf 

zugegebene Stimuli (Fidan et al., 2014, Tramsen et al., 2013). 

Es wurde bisher jedoch für keines der beiden genannten durchflusszytometrischen 

Protokolle die direkte Anfälligkeit der Detektionsleistung Schimmelpilz-spezifischer T-

Zellen gegenüber antimykotischer und immunsuppressiver Medikation evaluiert. Da 

diese in Risikogruppen hypersensitiver Erkrankungen und invasiver Mykosen, wie in 

Kap. 1.2 dargestellt, häufig angewandt werden, soll im Rahmen dieser Arbeit deren 

Einfluss auf die durchflusszytometrische Bestimmung CD154+CD4+ T-Zellen 

untersucht werden. 

1.3.3 Nuklearmedizinische Bildgebung 

Ein wesentlicher Ansatz weiterer potenzieller Diagnostika ist die Entwicklung 

nuklearmedizinischer Detektionsverfahren wie Positronenemissionstomographie 

(PET) und Einzelphotonenemissionscomputertomografie (SPECT). Neben dem 

direkten Nachweis einer Schimmelpilzinfektion könnte durch die hohe Spezifität 

nuklearmedizinischer Tracer zusätzlich Lokalisation und Ausdehnung des befallenen 

Gewebes präzise bestimmt und von Inflammationen anderen Ursprungs differenziert 

werden. 

In der Vergangenheit wurden nuklearmedizinische Tracer zur Bildgebung von 

Infektionserkrankungen bereits vielfach untersucht, insbesondere für bakterielle 

Infektionen (Zhang et al., 2011, Gowrishankar et al., 2014, Nielsen et al., 2015, 

Sellmyer et al., 2017). 18F-Fluorodesoxyglucose (FDG) stellt einen etablierten Marker 

zur Bildgebung metabolisch hyperaktiver Gewebe dar. Um (ggf. okkulte) 

Infektionserkrankungen anhand nuklearmedizinischer Bildgebung zu detektieren 

wurde FDG im PET/CT klinisch getestet, wies allerdings kaum Spezifität gegenüber 

bakteriellen Erregern und Tumorgewebe auf (Douglas et al., 2017, Sharma et al., 

2014, Rolle et al., 2016). Unterstrichen wird dies dadurch, dass anhand eines 

porzinen Modells 18F-FDG als potenzieller PET-Tracer zur Diagnostik S. aureus-

induzierter Osteomyelitis vorgeschlagen wurde (Nielsen et al., 2015). Erste Erfolge 

im klinischen Kontext wurden für bakterielle Erreger mit radioaktiv markiertem 

Ciprofloxacin erreicht, wobei die Sensitivität und Spezifität > 80 % betrugen (Britton 
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et al, 2002). Zudem wurden bereits bekannte antimikrobielle Moleküle untersucht, 

diese sind aufgrund ihrer Aktivität gegen unterschiedliche Erreger jedoch ebenfalls 

ungeeignet zur Differenzierung von Pilzen und Bakterien (Lupetti et al., 2011). Zur 

Detektion von Schimmelpilzen wurden mit 68Ga-markierte Siderophore 

Triacetylfusarinin C und Ferrioxamin E (TAFC bzw. FOXE) im Rattenmodell etabliert. 

Während TAFC eine hohe Spezifität für A. fumigatus Infektionen aufwies, fiel FOXE 

durch hohe Sensitivität mit gleichzeitig jedoch deutlich verringerter 

Unterscheidbarkeit zu bakteriellen Infektionen auf (Petrik et al., 2014). TAFC konnte 

zudem Aspergillus terreus und Aspergillus flavus nicht detektieren, während FOXE 

auch R. arrhizus, Fusarium solani erkannte. Beide Tracer wiesen jedoch auch 

Anreichungen im Bereich steriler Inflammationen auf (Petrik et al., 2014). Um nun die 

Spezifität gezielt für Pilzinfektionen zu erhöhen stehen potenziell mehrere 

Möglichkeiten zur Verfügung. Wang et al. (2014) untersuchte 99mTc-markierte MORF 

Oligomere: Nukleinsäure-Analoga, die komplementär zur ribosomalen RNA von 

Aspergillus spp. bzw. A. fumigatus synthetisiert wurden. Diese konnten im 

Mausmodell spezifisch A. fumigatus nachweisen, stehen aber nicht für alle 

relevanten Pilze zur Verfügung und müssten für jede zu diagnostizierende Spezies 

einzeln generiert und evaluiert werden. Antikörper können ebenfalls synthetisch 

hergestellt und auf Spezifität optimiert werden, sodass Rolle et al. 2016 eine 

Kombination aus ImmunoPET und Magnetresonanztomographie zur Diagnostik im 

Mausmodell etablieren konnten. Diese Technologie stellt jedoch hohe Anforderungen 

an Ressourcen und Ausrüstung, sodass sie primär an spezialisierten Zentren zum 

Einsatz kommen würde.  

Antimykotika stellen im Vergleich dazu kostengünstige Alternativen dar, welche sich 

analog zu antibakteriellen Substanzen ebenfalls radioaktiv markieren lassen und an 

definierte Zielstrukturen fungaler Zellen binden: Polyene wie Amphotericin B binden 

an Ergosterole in der fungalen Zellmembranen und führen dort zur Formation von 

Poren (Hammond, 1977). Azole wie Fluconazol, Voriconazol, Posaconazol und 

Isavuconazol hemmen das zur Ergosterolsynthese benötigte Enzym Lanosterol-14α-

Demethylase, was in der Folge ebenfalls die Zellmembranen von Pilzen 

beeinträchtigt (Dogan et al., 2017). Echinocandine inhibieren die 1,3-β-

Glucansynthase, einem essenziellen Enzym zum Aufbau einer intakten Zellwand 

(Patil & Majumdar, 2017). 
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Einige dieser Substanzen wurden bereits auf ihre Eignung als potenzielle Tracer hin 

evaluiert. So wurden Versuche mit 99mTc-markiertem Fluconazol im A. fumigatus und 

C. albicans infizierten Mausmodell vorgenommen, hier konnte jedoch nur C. albicans 

verlässlich detektiert werden (Lupetti et al., 2002 und 2005). 99mTc-Tricarbonyl-

Caspofungin konnte über Szintigrafie C. albicans und Aspergillus niger verursachte 

Mykosen im murinen Modell diagnostizieren (Reyes et al., 2014).  

Das Polyen-Makrolakton Amphotericin B (AMB) stellt ein Antimykotikum mit 

Aktivitäten gegenüber Aspergillus und Candida spp., sowie Erreger der Ordnung 

Mucorales dar. Der Wirkmechanismus basiert auf der Bindung von Ergosterol, einem 

essentiellen Zellwandbestandteil von Pilzen, der sich von dem auf Säugerzellen 

befindlichen Cholesterol unterscheidet (Hamill, 2013, Hammond, 1977). Aufgrund 

des amphiphilen Charakters des Wirkstoffs führt eine Akkumulation von ca. acht 

AMB-Molekülen zur Porenbildung in der Zellmembran und somit zu unkontrolliertem 

Ionenfluss, welcher schließlich zur Lyse der betroffenen Zelle führt (Hamill, 2013, 

Hammond, 1977). Aufgrund seines breiten Wirkspektrums könnte AMB nach 

Markierung mit geeigneten radioaktiven Isotopen potenziell in der Lage sein, 

ebenjenes Spektrum an Erregern über nuklearmedizinische Methoden nachweisen 

zu können. Aufgrund multipler Hydroxygruppen in geeigneten sterischen 

Konformationen ließe es sich potenziell über die Komplexierung mit dreiwertigen 

Kationen radioaktiver Metalle markieren (Abb. 1.2).  

 

Abb. 1.2 Strukturformel von Amphotericin B (modifiziert nach Tevyashova et al., 2013). Die Positionen 

7 – 10 und 28 – 29 bezeichnen für die antimykotische Wirksamkeit essenzielle funktionellen Gruppen. 

Die antimykotische Aktivität von AMB ließ sich hauptsächlich auf die funktionellen 

Gruppen der Positionen 7 – 10 und 28 – 29 zurückführen (Tevyashova et al., 2013), 

wobei die hydrophoben Areale des Moleküls, welche an Plasmamembranen binden, 

vom Markierungsprozess vermutlich nicht betroffen werden. Zum Zwecke der 
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Bildgebung ist bei gewährleisteter Bindung eine fungizide Wirkung ohnehin nur 

sekundär von Bedeutung.  

Eines der in der konventionellen Nuklearmedizin am meisten eingesetzten 

Radioisotope stellt 99mTc dar. Als Gamma-Emitter mit einer Halbwertszeit von 6 h 

wird es häufig zur diagnostischen Bildgebung und Verlaufskontrolle über SPECT 

unterschiedlicher Erkrankungen angewandt, darunter neuronale, kardiovaskuläre und 

Tumor-erkrankungen (Papagiannopoulou, 2017). 68Ga kann als Positronstrahler zur 

Bildgebung mittels PET genutzt werden, welche mit bis zu 2 mm eine höhere 

räumliche Auflösung als SPECT (gegenwärtig bis zu 6,7 mm) ermöglicht, allerdings 

zu einem deutlich höheren Kostenpunkt (Martiniova et al., 2016, Slomka et al., 2015).  

Fernandez et al. (2017) konnten bereits einen 99mTc-markierten AMB-Tracer zur 

Detektion von Schimmelpilzen entwickeln, welcher im Mausmodell Infektionen 

erfolgreich darstellen konnte. Verglichen mit der dort beschriebenen Methodik zur 

Markierung von AMB über eine Tricarbonyl-99mTc-Verbindung könnte alternativ 

jedoch unter Ausnutzung der zahlreichen Hydroxygruppen des AMB-Moleküls eine 

zeit- und ressourceneffizientere Komplex-Synthese entworfen werden. Zusätzlich 

sollen Möglichkeiten weiterer geeigneter Radioisotope, wie das für die PET-

Bildgebung zunehmend eingesetzte Radionuklid 68Ga, hinzugezogen werden. Sollte 

dies zu ausreichend reinen und stabilen Produkten führen, soll anschließend die 

Spezifität und Detektionsleistung des Tracers anhand von Schimmelpilzinfektionen in 

einem Transwell®-Modell des humanen Alveolus (basierend auf Hope et al., 2007 

und Morton et al., 2014, siehe Kap. 1.1) verifiziert werden.   
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1.4 Zielsetzung 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten supportive experimentelle Biomarker zur 

Diagnostik Schimmelpilz-assoziierter Erkrankungen in unterschiedlichen Ent-

wicklungsstadien optimiert und evaluiert werden. 

1.) Die durchflusszytometrische Bestimmung Schimmelpilz-spezifischer T-Zellen über 

CD154 wurde als supportiver Biomarker invasiver Mykosen und Schimmelpilz-

Exposition im beruflichen und privaten Umfeld vorgeschlagen. Hier soll nun evaluiert 

werden, ob die Kombination dieses Markers mit Aspergillus- und Mucorales-reaktiven 

Zytokinprofilen und Phänotypen der T-Zell-Populationen die Klassifizierungsleistung 

von Expositionsprofilen gegenüber Schimmelpilzen optimieren kann. 

2.) Neben dem PBMC-basierten Protokoll zur Quantifizierung spezifischer T-Zellen 

wurde ein Vollblut-basiertes Protokoll entwickelt. Es sollte weiterhin evaluiert werden, 

inwiefern Antimykotika und Immunsuppressiva in Abhängigkeit der Testmatrix und 

verwendeter Kostimulation diese Assays beeinflussen, da für beide Pharmaka-

klassen immunmodulatorische Aspekte dokumentiert sind. So soll zudem die 

Robustheit der Tests gegenüber geläufigen Störfaktoren in Risikopatienten zu 

evaluiert werden. 

3.) Ein in vitro Transwell®-Alveolarmodell invasiver Aspergillosen wurde zur 

präliminären Evaluation neuer Biomarker und antimykotischer Wirkstoffe publiziert 

und soll hier für Erreger der Ordnung Mucorales etabliert werden. Dafür sollen neben 

der Validierung anhand technischer Qualitätsmerkmale Charakteristika der 

unterschiedlichen Erreger wie Invasivität und Immunpathologie rekonstruiert und 

verglichen werden. 

4.) Als potenzieller weiterer neuer Biomarker sollte eine Methode entwickelt werden, 

Amphotericin B mit den Radionukliden 68Ga und 99mTc zu markieren, und deren 

Eignung als potenzielle nuklearmedizinischer Tracer zu untersuchen. Nach 

Evaluation von Ausbeute, Reinheit und Stabilität der Tracer sollte unter Verwendung 

eines Transwell®-Modells zur Simulation pulmonaler invasiver Mykosen in vitro die 

Fähigkeit der Tracer untersucht werden, Schimmelpilze unterschiedlicher Spezies 

von bakteriellen Infektionen differenzieren zu 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 

2.1.1.5 Sterilwerkbank 

HERAsafe HS 12 Thermo Electron Corporation 
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2.1.1.6 Inkubatoren 

HERACELL 150i CO2 Incubator Thermo Scientific 

HERATHERM Incubator Thermo Scientific 

Minitron INFORS HT 

2.1.1.7 Mikroplatten-Reader 

Luminex 200 Luminex Corporation 

NanoQuant infinite M200 PRO Tecan 

Reader GENios Tecan 

2.1.1.8 Waagen 

KERN 440-33N Kern & Sohn GmbH 

KERN AEJ 120-4M Kern & Sohn GmbH 

2.1.1.9 Geräte und Materialien zur Dosierung von Flüssigkeiten 

Accu-Jet Pro Brand 

BD Discardit II Spritzen Becton Dickinson SA 

BD Eclipse Needle 20G Becton Dickinson SA 

BD Plastipak 1 ml Becton Dickinson SA 

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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2.1.1.10 Reaktionsgefäße 

Reaktionsgefäße 5 ml, PP Nerbe plus 

Cellstar Tubes 15 ml / 50 ml Greiner bio-one 

SafeSeal Gefäße 1,5 ml / 2 ml Sarstedt 

2.1.1.11 Material zur Blutabnahme und Wundversorgung 

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® 9 ml AH Sarstedt 

S-Monovette® 9 ml K3E Sarstedt 

Venenstaubinde Megro 

Venofix Safety 19G B. Braun Melsungen AG 

2.1.1.12 Material für mikrobiologische Arbeiten und die Zellkultur 

Cell Scraper, 16 cm Sarstedt 

Cell Strainer 40 μm Nylon Falcon 

Cellstar Cell culture flasks, 250 ml Greiner 

Costar Transwell® Permeable Supports 

6.5 mm Insert, 24 Well Plate, 3.0 µm 

Polyester Membrane, Tissue Culture 

Treated, Polystyrene 

Corning 
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Dialysekanüle Plume-S A17L15SG Plume 

Falcon 6-/24-/96-well Clear Flat Bottom 

TC-treated Multiwell Cell Culture Plates 

Falcon 

Filtropur S 0,2 Sarstedt 

Filtropur S 0,45 Sarstedt 

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

LS Columns Miltenyi Biotec 

MACS Multistand Miltenyi Biotec 

Sterican Mix Halbstumpf, G 18 B. Braun Melsungen AG 

Wattestäbchen steril Applimed SA 

Zählkammer Neubauer Improved Assistent 

Zählkammer Neubauer Improved Marienfeld 

2.1.1.13 Geräte und Materialien für die Durchflusszytometrie 

5 ml Polystyrene Round-Bottom Tubes Falcon 

BD FACSCalibur Becton Dickinson 

CytoFLEX Beckmann Coulter 

2.1.1.14 Geräte zum Arbeiten mit Nukleinsäuren 

Mastercycler epgradient Eppendorf 

Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer Peqlab Biotechnologie GmbH 

Step One Plus Real-Time PCR System Applied Biosystems 
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2.1.1.15 Geräte und Materialien zur Herstellung nuklearmedizinischer Tracer 

68Ge/68Ga-Generator Eckert & Ziegler 

99Mo/99mTc-Generator Curium 

HPLC Scintomics 

ITLC-SG Streifen Varian 

mini-GITA® Raytest 

Nucleosil 100-5 C18 Säule Macherey-Nagel 

TLC-SG Streifen SGI0001 Agilent 

2.1.1.16 Geräte und Materialien zur Detektion radioaktiver Strahlung 

2480 WIZARD2 Automatic Gamma 

Counter 

PerkinElmer 

CR-35 BIO Reader Dürr Medical 

Phosphor Imaging Plate Dürr Medical 

Szintillationsfläschchen Hartenstein 

2.1.2 Reagenzien 

2.1.2.1 Reagenzien für mikrobiologische Arbeiten 

Bierwürz-Agarplatten IHM Würzburg 

Penicillin-Streptomycin (10.000 U/ml 

Penicillin und 10 mg/ml Streptomycin in 

0.9% NaCl) 

Sigma-Aldrich 
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2.1.2.2 Reagenzien und Kits für Arbeiten mit Proteinen 

Aqua ad iniectabilia B. Braun Melsungen AG 

Aspergillus fumigatus Lysate Miltenyi Biotec 

Bead Tube Holder Macherey-Nagel 

Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich 

DC Protein Assay Kit Bio-Rad 

HCYTOMAG Milliplex Kit EMD Millipore 

NucleoSpin Bead Tubes Type A Macherey-Nagel 

Pierce LAL Chromogenic Endotoxin 

Quantitation Kit 

Thermo Scientific 

Wasser für Injektionszwecke Berlin-Chemie Menarini 

2.1.2.3 Reagenzien für die PBMC-Isolation und -Kultur 

Liposomales Amphotericin B 

(AmBisome® 50 mg Pulver) 

Gilead 

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 

CD14 MicroBeads, human Miltenyi Biotec 

Ciclosporin A (Sandimmun® 50 mg/ml 

Konzentrat) 

Novartis 

CPI Positive Control Solution CTL Europe 

EDTA salt solution Sigma-Aldrich 
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Fötales Kälberserum (FCS) Sigma-Aldrich 

Hanks‘ buffered salt solution (HBSS) Sigma-Aldrich 

Human GM-CSF, premium grade Miltenyi Biotec 

Human IL-1β (ELISA MAXTM Deluxe Kit 

Standard) 

BioLegend 

Human IL-4, premium grade Miltenyi Biotec 

PepTivator CMV IE-1 – premium grade, 

human 

Miltenyi Biotec 

PepTivator CMV pp65 – premium grade, 

human 

Miltenyi Biotec 

PHA Lophius Biosciences 

Posaconazol (Noxafil® 300 mg 

Konzentrat) 

MSD 

Prednisolon-21-hydrogensuccinat 

(Prednisolut 250 mg Pulver) 

mibe 

Purified anti-human HLA-DR, DP, DQ 

Antibody 

BioLegend 

Refobacin 80 mg Injektionslösung 

Gentamicin 

MerckSerono 

RPMI-Medium 1640 + GlutaMAXTM Gibco 

TNF-α (ELISA MAXTM Deluxe Kit 

Standard) 

BioLegend 

Trypanblau Fluka 

Voriconazol (Vfend® 200 mg Pulver) Pfizer 
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2.1.2.4 Reagenzien und Kits für Immunfluoreszenzfärbungen 

7-AAD Staining Solution Miltenyi Biotec 

Anti-CD4-FITC, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD4-VioGreen(TM), human Miltenyi Biotec 

Anti-CD4-VIT4-FITC, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD8-PerCP, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD8-PerCP-Vio® 700, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD45RA-APC-Vio® 770, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD45RO-PerCP, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD69-VioBlue®, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD154-APC, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD154-PE-Vio® 770, human Miltenyi Biotec 

Anti-CD197 (CCR7)-FITC, human Miltenyi Biotec 

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

Anti-IFN-g-APC, human Miltenyi Biotec 

Anti-IFN-g-PE, human Miltenyi Biotec 

Anti-IL-2-PE, human Miltenyi Biotec 

Anti-TNF-a-PE, human Miltenyi Biotec 

Brefeldin A Sigma-Aldrich 

Erythrocyte lysis buffer Qiagen 

Inside Stain Kit Miltenyi Biotec 
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2.1.2.5 Reagenzien für die Durchflusszytometrie 

Contrad 70 Beckmann Coulter 

CytoFLEX Sheath Fluid Beckmann Coulter 

FACS Clean Becton Dickinson 

FACS Flow Becton Dickinson 

FACS Rinse Becton Dickinson 

FlowClean Cleaning Agent Beckmann Coulter 

2.1.2.6 Reagenzien für Endothel- und Epithelzellkulturen und das Transwell®-

Modell 

3-Hydroxybutyric acid Sigma-Aldrich 

Dextranblau 5 kDa Sigma 

Dextranblau 20 kDa Sigma 

Dextranblau 70 kDa Sigma 

D-(+)-Glucose Sigma 

Dimethylsulfoxid (DMSO) – Lösung 

Ph.Eur. 

Apotheke des Universitätsklinikums 

Würzburg 

EBM-2 Endothelial Cell Growth Basal 

Medium 2 

Lonza 

EGM-2 Endothelial SingleQuots Kit Lonza 

Gefitinib ChemCruz 

Isotone Natriumchloridlösung 0,9 % 

Braun Injektionslösung 

B. Braun Melsungen AG 
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2.1.2.7 Reagenzien und Kits für Arbeiten mit Nukleinsäuren 

Ethanol Sigma-Aldrich 

High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit 

Applied Biosystems 

iTaq Universal SYBR Green Supermix Bio-Rad 

Nukleasefreies Wasser Qiagen 

RNAprotect Cell Reagent Qiagen 

RNeasy Mini Kit Qiagen 

2.1.2.8 Oligonukleotide für die quantitative Echtzeit-PCR 

Gen Bezeichnung Sequenz (5‘ – 3‘) 

Alas1 

(Referenz-Gen) 

Alas1fw1 GGCAGCACAGATGAATCAGA 

Alas1rv1 CCTCCATCGGTTTTCACACT 

Cas3 Cas3fw1 CTCTGGTTTTCGGTGGGTGT 

Cas3rv1 TCCAGAGTCCATTGATTCGCT 

Cas9 Cas9fw1 CAGGCCCCATATGATCGAGG 

Cas9rv1 TCGACAACTTTGCTGCTTGC 

CCL2 CCL2fw1 CCCCAGTCACCTGCTGTTAT 

CCL2rv1 AGATCTCCTTGGCCACAATG 

CCL5 CCL5fw1 TCATTGCTACTGCCCTCTGC 

CCL5rv1 TACTCCTTGATGTGGGCACG 

ICAM-1 ICAM1fw1 ACCCCGTTGCCTAAAAAGGA 

ICAM1rv1 AGGGTAAGGTTCTTGCCCAC 

IL-6 IL6fw1 AAAGAGGCACTGGCAGAGAAAAC 

IL6rv1 AAAGCTGCGCAGAATGAGATG 
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IL-8 IL8fw1 AAGAAACCACCGGAAGGAAC 

IL8rv1 ACTCCTTGGCAAAACTGCAC 

Bezugsquelle: Sigma-Aldrich 

2.1.2.9 Reagenzien für die Herstellung nuklearmedizinischer Tracer 

Acetonitril Sigma-Aldrich 

Ammoniumacetat Sigma-Aldrich 

Amphotericin B European 

Pharmacopoeia (EP) Reference 

Standard 

Sigma-Aldrich 

Essigsäure 0,1 M Merck 

Methanol Carl Roth 

Natriumchlorid (0.9 %) B. Braun Melsungen AG 

Natriumacetat Merck 

Phosphate Buffered Saline B. Braun Melsungen AG 

Salzsäure 0,1 N Merck 

Trifluoressigsäure Sigma-Aldrich 

Wasser ad injectabilia B. Braun Melsungen AG 

Zinn(II)chloride dihydrate Sigma-Aldrich 
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2.1.3 Pathogene 

Spezies CBS-Nummer ATCC-Nummer IHM-Nummer 

Aspergillus fumigatus - 46645 - 

Aspergillus niger 553.65 - B016 

Aspergillus terreus 594.65 - B022 

Cunninghamella bertholletiae 187.84 - B046 

Fusarium solani 181.29 - B70 

Mucor circinelloides 192.68 - B091B 

Rhizomucor pusillus 245.58 - B148 

Rhizopus arrhizus 110.17 -  B149 

Staphylococcus aureus - - Klinisches Isolat 

2.1.4 Software 

AIDA Image Data Analyzing Software Raytest 

BD CellQuest Pro Version 0.3.9f7B Becton Dickinson 

CytExpert 1.2 Beckmann Coulter 

FLOWJO Single Cell Analysis Software 

V10.6.1 

FlowJo, LLC 

FLOWJO Single Cell Analysis Software 

V10 vX.0.7 

FlowJo, LLC 

i-Control 1.12 Tecan 

Microsoft Office 2010 Microsoft 

ND-1000 V3.1.0 Peqlab Biotechnologie GmbH 

P Value from Pearson (R) Calculator Social Science Statistics 

Statistical software package R (Version R Project 
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3.2.2) 

Step One Software v 2.2.2 Applied Biosystems 

Wilcoxon-Mann-Whitney Test Calculator Saarland University 

WIZARD2 PerkinElmer 

xPONENT 3 Luminex Corporation 

2.2 Methoden 

2.2.1 Kultur von Schimmelpilzen 

Aus Sporensuspensionen oder Glycerolstocks wurden mithilfe steriler Watteträger 

Sporen entnommen und auf Bierwürz-Agarplatten ausgestrichen. Die Ernte der Pilze 

wurde vorgenommen, sobald die Agarplatten konfluent bewachsen waren. Die hierfür 

benötigten Inkubationszeiten sind in Tab. 2.1 zusammengefasst. 

Spezies Temperatur Inkubationszeit [Tage] 

Aspergillus fumigatus 35 °C 2,5 – 4 

Aspergillus niger 35 °C 4 – 6 

Aspergillus terreus 35 °C 4 – 6 

Cunninghamella bertholletiae 35 °C 4 – 6 

Fusarium solani 21 °C 6 – 8 

Mucor circinelloides 21 °C 6 – 8 

Rhizomucor pusillus 35 °C 4 – 6 

Rhizopus arrhizus 35 °C 6 – 8 

Tab. 2.1 Kulturbedingungen der verwendeten Schimmelpilz-Spezies 

Die Ernte der Sporen von den Agarplatten wurde mittels eines feuchten, sterilen 

Watteträgers durchgeführt. Konfluent bewachsene Platten wurden während der 

Aufnahme der Sporen mit Wasser überschichtet. Die abgenommenen Sporen 

wurden in 50 ml sterilem Wasser suspendiert, Hyphenmaterial wurde anschließend 
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mithilfe eines 40 µm Zellfilters abgetrennt. 10 µl einer 1:50 Verdünnung der 

jeweiligen Suspension wurde zur Bestimmung der Zellzahlen in eine Neubauer-

Zählkammer verbracht. 

Zur Anzucht von Hyphen wurden 1 x 108 Sporen in 20 ml RPMI 1640 Medium (+ 

GlutaMAXTM, Gibco) gegeben und bei 37 °C unter Schütteln (200 rpm) und 

Luftzufuhr inkubiert. Im Falle von R. pusillus wurde dem Medium 10 % FCS 

zugesetzt. Das Wachstum der Hyphen wurde visuell und mikroskopisch überprüft. 

Die Bestimmung minimaler Hemmkonzentrationen (MIC) gegenüber AMB der 

genannten Pilze wurde gemäß den Richtlinien des European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) durchgeführt. Hierfür wurde eine 

Verdünnungsreihe in RPMI + 2 % Glucose angesetzt, wobei das Spektrum der 

Konzentrationen von 0.0625 mg/l bis 32 mg/l AMB reichte (Verdünnungsfaktor 2). In 

einer 96-Well-Platte wurden zu je 100 µl der AMB-Verdünnungen 5 x 104 Pilzsporen 

gegeben und bei 35 °C inkubiert. Proben ohne Zugabe von AMB dienten als 

Wachstumskontrollen, während Proben ohne Sporen als Sterilitätskontrollen 

fungierten. Das Wachstum der Pilze wurde nach 24 h und 48 h überprüft. 

2.2.2 Herstellung von Schimmelpilz-Lysaten und Lysatprozessierung 

Wie in 2.2.1 beschrieben kultivierte Hyphensuspensionen wurden bei 5000 g für 10 

min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und die Hyphen aus mehreren 

Gefäßen in Hank’s buffered salt solution (HBSS) suspendiert und mehrfach durch 

eine 17 G Kanüle (Plume) passiert. Die Suspension wurde erneut bei 5000 g für 10 

min zentrifugiert, der Überstand entfernt und die trockenen Hyphen gewogen. Durch 

Zugabe von HBSS wurde die Suspension auf 228 mg/ml eingestellt. 

Je 350 µl dieser Suspension (80 mg) wurden auf (im Fall von Hyphenlysaten 

mindestens drei) NucleoSpin Bead Tubes Type A (Macherey-Nagel) gegeben und 

unter Zuhilfenahme eines Bead Tube Holder-Adapter (Macherey-Nagel) auf einem 

Vortex-Genie 2 (Scientific Industries) für die in Tab. 2.2 angegebenen Zeiträume bei 

maximaler Geschwindigkeit lysiert. Sporenlysate wurden 1:5 mit HBSS verdünnt und 

durch einen Spritzenvorsatzfilter mit Porengröße 0,2 μm passiert. A. fumigatus 

Konidienlysate wurden nur 1:2 verdünnt. Die Lysate mehrerer Bead Tubes wurden im 

Fall von Hyphenlysaten in einer Spritze gesammelt und unverdünnt filtriert. Da für A. 
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fumigatus ein kommerziell erhältliches Hyphenlysat verfügbar war (Miltenyi Biotec), 

wurde von einer Herstellung nach diesem Protokoll abgesehen. 

 A. fumigatus R. arrhizus R. pusillus C. bertholletiae 

Sporen 5 min 2 min 5 min 5 min 

Hyphen - 2 min 2 min 1 min 

Tab. 2.2 Zeiträume des Bead Beatings für optimale Proteinkonzentrationen des erhaltenen Lysats 

unter Verwendung von Bead Tubes Type A.  

Die Proteinkonzentration der Lysate wurden mithilfe des DC Protein Assay Kits (Bio-

Rad) nach Angaben des Herstellers ermittelt. Die Absorption der Proben wurde in 

Duplikaten bei einer Wellenlänge von 750 nm gemessen. Zur Erstellung der 

Standardreihe wurden Konzentrationen von 0,125 mg bis 8 mg bovinen 

Serumalbumins (BSA) verwendet. Mithilfe des Pierce LAL Chromogenic Endotoxin 

Quantitation Kit (Thermo Scientific) wurde nach Angaben des Herstellers verifiziert, 

dass der Endotoxin-Gehalt des so erhaltenen Lysats unter 0,1 EU/ml lag. 

2.2.3 Rekrutierung und Erstellung von Expositionsprofilen freiwilliger gesunder 

Blutspender 

Die in diese Studie eingeschlossenen freiwilligen Spender waren zwischen 18 und 75 

Jahren alt und unterzeichneten eine schriftliche Einverständniserklärung. Die 

Kennzeichen der positiven Ethikvoten der Ethikkomission der Julius-Maximilians-

Universität Würzburg waren 105/15 und 42/17. 

Die Erfüllung eines der folgenden Kriterien führte bei gesunden Probanden zum 

Ausschluss aus der Studie: 

• Schwangerschaft oder stillende Mütter 

• 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 

• Bereits an derselben Versuchsserie dieser Studie teilgenommen 
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• Vulnerable Personengruppe 

Zur Erstellung individueller Expositionsprofile wurden anhand eines Fragebogens mit 

Schimmelpilzexposition assoziierte Faktoren im beruflichen und Wohnumfeld der 

Probanden ermittelt. Die Expositionsfaktor-Kategorien sind in Tab. 2.3 dargestellt 

(nach Wurster et al., 2017b). 
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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 gleichzeitig 

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 Schimmel-belasteten 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 

Wohnungsumfeld 

• ruraler Wohnort mit weniger als 2000 Einwohnern 

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

holzverarbeitende Industrie im Umkreis von 1 km 

Exposition 

innerhalb des 

Wohnumfelds 

• 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 

Tab. 2.3 Kriterien, die mit Schimmelpilzexposition assoziiert sind (nach Wurster et al., 2017b) 

Ein Spender wurde als hoch exponierter Proband eingestuft, wenn er entweder 

mindestens einen Langzeit- und einen aktuellen Expositionsfaktor-Kategorie aufwies 

oder positiv für mindestens 3 der Expositionsfaktorkategorien war. Bei geringerer 

Exposition wurde die Einstufung „gering exponiert“ vorgenommen (Wurster et al., 

2017b).  
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2.2.4 Blutentnahme 

Die Einstichstelle wurde vor der Blutentnahme aus einer Kubitalvene zweimal unter 

Beachtung einer Einwirkzeit von 30 Sekunden desinfiziert. Über Venofix Safety 19G 

Kanülen wurden je nach Versuchsaufbau S-Monovetten® (Sarstedt) befüllt, die mit 

einem der Gerinnungshemmer EDTA bzw. NH4-Heparin oder einem 

Gerinnungsaktivator zur Serumgewinnung befüllt waren. 

2.2.5 Gewinnung von autologem Serum aus Spenderblut 

Die mit Vollblut befüllten Serum-Monovetten® (Sarstedt) mit Gerinnungsaktivator 

wurden bei 3000 g für 7 min zentrifugiert. Das Serum wurde abgenommen und 

mithilfe eines 0,2 µm Spritzenvorsatzfilters sterilisiert. Aliquots zu 1 ml wurden in 1,5 

ml Reaktionsgefäße überführt und 30 min bei 56 °C inkubiert, um das 

Komplementsystem zu inaktivieren. 

2.2.6 PBMC-Isolation und Stimulation 

Zur Isolation von PBMC wurde EDTA-Vollblut verwendet. 5 ml Ficoll-Lösung wurden 

in 15 ml Zentrifugenröhrchen vorgelegt, welche mit jeweils 7,5 ml Vollblut 

überschichtet wurden. Die Röhrchen wurden für 25 min bei 2000 rpm mit verringerter 

Beschleunigung und Bremse zentrifugiert (5 Acc / 5 Dec der Heraeus Megafuge 16 

von Thermo Scientific, gültig für alle Zentrifugationsschritte der PBMC Isolationen). 

Die resultierenden Interphasen wurden mit einer Pasteurpipette abgenommen und in 

einem 50 ml Zentrifugenröhrchen gesammelt. Nach Auffüllen der 

Zentrifugenröhrchen auf 50 ml mit HBSS-Puffer wurde die Suspension für 15 min bei 

900 rpm zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde anschließend einmal wiederholt. 

Die Zellen wurden schließlich in 1 ml RPMI 1640 + 5 % autologem Serum 

aufgenommen. 10 µl der Suspension wurden mit 40 µl RPMI 1640 und 50 µl 

Trypanblau versetzt und die Zellzahl und Zellviabilität mittels einer Neubauer-

Zählkammer mikroskopisch bestimmt. Sollte der Einfluss immunsuppressiver oder 

antimykotischer Medikation auf den Test überprüft werden, wurde dem 

experimentellen Ablauf an dieser Stelle die Inkubation mit klinisch relevanten 

Konzentrationen der entsprechenden Pharmaka hinzugefügt (siehe Kap. 2.2.8).  
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Die Suspension wurde auf eine Zielkonzentration von 1 x 107 Zellen/ml mit RPMI 

1640 + 5 % autologem Serum verdünnt. 1 x 106 Zellen wurden je Vertiefung einer 96-

Well-Platte ausplattiert (Reaktionsvolumen 100 µl) und bei 37 °C / 5 % CO2 inkubiert. 

Die Stimulation wurde 1 h nach Beginn der Inkubation vorgenommen. Während 

dieser 1-stündigen Ruheperiode wurde ggf. 10 µg/ml eines MHC II-blockierenden 

Antikörpers zugegeben (α-HLA-DR, -DP, -DQ, BioLegend). Während der Stimulation 

wurde zunächst 1 µg/ml α-CD28 als kostimulierender Faktor zu allen Konditionen 

gegeben, ggf. zusätzlich 1 µg/ml α-CD49d. Anschließend wurden die jeweiligen 

Stimuli hinzugefügt, wobei es sich um Pilzlysate (50 µg/ml) bzw. die CMV-Antigen-

Peptid-Mischungen pp65 (Phosphoprotein 65, Miltenyi Biotec, 1 µg/Peptid/ml) und 

IE-1 (Immediate Early-Protein 1, Miltenyi Biotec, 1 µg/Peptid/ml) handelte. Als 

Positivkontrollen dienten Phytohämagglutinin (PHA, 4 µg/ml) oder eine 

Antigenmischung von Cytomegalovirus, Parainfluenzavirus und Influenzavirus (CPI, 

50 µg/ml). 

Hieran schloss sich eine Inkubationsperiode von insgesamt 18 bis 20 h bei 37 °C / 5 

% CO2 an. Während dieser Inkubationsperiode wurde 2 h nach Stimulation der 

PBMC 10 µg/ml Brefeldin A zu den Proben gegeben, welche später einer 

durchflusszytometrischen Analyse zugeführt werden sollten (Kap. 2.2.7). Proben, die 

einer Analyse über Multiplex-Zytokin-Assays zugeführt werden sollten (Kap. 2.2.11), 

wurden 120 h ohne Brefeldin A stimuliert. Der experimentelle Ablauf ist schematisch 

in Abb. 2.1 dargestellt. 
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Abb. 2.1 Schematischer Ablauf der Isolation und anschließenden Stimulation von PBMC-Proben 

gesunder Probanden. Die Isolation erfolgte mittels Ficoll-Gradientenzentrifugation. Die Zellen wurden 

in RPMI 1640 + 5 % autologem Serum aufgenommen und auf eine Konzentration von 1 x 107 /ml 

eingestellt. Nach Inkubation für 1 h bei 37 °C wurden die Proben wie in Kap. 2.2.6 beschrieben 

stimuliert. Sollten die Proben durchflusszytometrisch analysiert werden, wurde 2 h nach Beginn der 

Stimulation 10 µg/ml Brefeldin A zugegeben und nach weiteren 18 h Inkubation die Zellen geerntet 

und wie in Kap. 2.2.7 beschrieben gefärbt. Sollten Zytokinkonzentrationen aus den Überständen 

bestimmt werden, wurden die stimulierten Proben 120 h ohne Brefeldin A inkubiert und nach Kap. 

2.2.11 weiterverarbeitet. Entnommen und übersetzt aus der Posterpräsentation von Wurster et al., 

2017, European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, Wien, Österreich.  

2.2.7 Immunfluoreszenzfärbung von PBMC 

Die Überstände der Zellkulturen wurden in 2 ml Reaktionsgefäße überführt. Die 

Zellen wurden vorsichtig mit einer 1000 µl Pipettenspitze aus den Vertiefungen 

gelöst, in 200 µl Waschpuffer (HBSS + 0,5 % autologes Serum) aufgenommen und 

mit den zugehörigen Überständen vereint. Die Zentrifugation wurde für 5 min bei 400 

g und 4 °C vollzogen, analog zu allen folgenden Zentrifugationsschritten des 

Färbeprozesses. Die Antikörper-Lösungen wurden nach vorhergehendem 

Titrationsprozess in der Hälfte der in den Herstellerangaben definierten 

Konzentrationen angesetzt. Je Probe wurden 100 µl Waschpuffer mit α-CD4-FITC 

und ggf. zusätzlich mit α-CD8-PerCP oder α-CCR7-PE und α-CD45RO-PerCP 

angesetzt. Für einzelne Experimente wurde stattdessen α-CD4-VioGreen(TM), α-

CD197 (CCR7)-FITC, α-CD45RA-APC-Vio® 770 und α-CD69-VioBlue® für die 

Oberflächenfärbung verwendet, sowie nach Herstellerangaben 7-AAD Staining 

Solution (Vitalitätsfärbung mit 7-Amino-Actinomycin D, Miltenyi Biotec). Die Proben 
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wurden in 95 µl der Antikörperlösung resuspendiert und 20 min bei Raumtemperatur 

inkubiert. Alle Inkubationsschritte wurden im Dunkeln durchgeführt. Nach Zugabe von 

1 ml Waschpuffer wurden die Proben zentrifugiert und die Überstände verworfen. Die 

Zellen wurden in 400 µl Fixierlösung resuspendiert (1:1 HBSS-Puffer und Inside Fix) 

und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation und 

Verwerfen des Überstands wurden die Proben in je 95 µl Zweit-Antikörper-Lösung 

resuspendiert, für die je Probe 100 µl Inside-Perm mit α-CD154-APC und ggf. 

zusätzlich α-IFN-γ-PE oder α-TNF-α-PE angesetzt wurden. Für einzelne 

Experimente wurden für die intrazelluläre Färbung stattdessen α-IL-2-PE, α-IFN-γ-

APC und α-CD154-PE-Vio® 770 verwendet. Die Inkubation erfolgte für 10 min bei 

Raumtemperatur. Anschließend wurden 750 µl Inside-Perm zu den Proben gegeben, 

diese zentrifugiert und die Überstände verworfen. Abschließend wurden die Proben 

in 200 µl HBSS-Puffer aufgenommen und in 5 ml Polystyrol-Röhrchen überführt.  

2.2.8 Behandlung von PBMC mit Antimykotika und Immunsuppressiva 

Die PBMC wurden nach der Isolation mit RPMI 1640 + 5 % autologem Serum auf 

eine Konzentration von 5 x 106 /ml verdünnt und in 6-Well-Platten für 3 h bei 37 °C, 5 

% CO2 mit Pharmaka in den folgenden Konzentrationen inkubiert: 50 μg/ml 

liposomales Amphotericin B (LAMB), 5 μg/ml Voriconazol (VRC), 4 μg/ml 

Posaconazol (PCZ), 200 ng/ml Ciclosporin A (CsA) oder 200 ng/ml Prednisolon 

(Pred). Die Zellen wurden anschließend mit einer 1000 µl Pipettenspitze von der 

Platte gelöst, bei 400 g für 10 min zentrifugiert, in 1 ml RPMI 1640 + 5 % autologem 

Serum aufgenommen und einer erneuten Zellzählung unterzogen, bevor sie wie in 

Kap. 2.2.6 und 2.2.7 beschrieben weiterverarbeitet wurden. Die unbehandelten 

Referenzproben wurden mit Ausnahme der Zugabe der Pharmaka identisch 

behandelt, um einem möglichen Einfluss der zusätzlichen Arbeitsschritte und der 

prolongierten Bearbeitungsdauer auf die Zellfunktionalität Rechnung zu tragen.  

Bei einzelnen Experimenten wurde EDTA-Vollblut vor der PBMC-Isolation mit den 

oben genannten Konzentrationen von CsA oder Prednisolon versetzt und für 2 h bei 

37 °C inkubiert. Die darauffolgende PBMC-Isolation und Stimulation erfolgte wie in 

Kap. 2.2.6-7 beschrieben. 
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2.2.9 Stimulation und Immunfluoreszenzfärbung von Vollblut-Proben 

Für jede zu testende Kondition wurden nach dem von Weis et al. (2019) 

beschriebenen Protokoll Stimulantien in neutrale 2,7 ml Monovetten® (Sarstedt, ohne 

Antikoagulans) vorgelegt und diese bei -20 °C für einen Zeitraum von maximal 4 

Wochen kryopräserviert. Alle nachfolgenden Konzentrationsangaben beziehen sich 

auf ein finales Reaktionsvolumen von 500 µl. Mit Ausnahme der Positivkontrolle PHA 

(4 µg/ml) wurden als kostimulatorische Faktoren je 1 µg/ml α-CD28 Antikörper und α-

CD49d Antikörper zu jeder Probe vorgelegt. Monovetten® zur Quantifizierung 

Antigen-spezifischer T-Zellen wurden mit 50 µg/ml des jeweiligen Pilzlysats oder 

pp65 und IE-1 (Miltenyi Biotec, je 1 µg/Peptid/ml befüllt. Um das Probenvolumen zu 

normieren, wurden die Ansätze mit RPMI 1640 auf insgesamt 50 μl aufgefüllt.  

Mithilfe einer Insulinspritze wurden je 500 μl heparinisiertes Vollblut in die wie 

beschrieben präparierten 2,7 ml Monovetten® (Sarstedt) injiziert, welche vorher auf 

Raumtemperatur gebracht wurden. Ggf. wurde dem entnommenen Vollblut vor der 

Injektion in die 2,7 ml Monovetten® LAMB, VRC, PCZ, CsA oder Prednisolon in den 

unter 2.2.6 genannten Konzentrationen zugesetzt. Bei einzelnen Experimenten 

wurde das Blut nach Zugabe von CsA oder Prednisolon zunächst 2 h bei 37 °C 

inkubiert und anschließend in die Monovetten® injiziert. 4 h nach Stimulation und 

Inkubation bei 37 °C wurde 10 µg/ml Brefeldin A zu den Zellen gegeben, wonach die 

Proben für weitere 16 bis 18 h bei 37 °C inkubiert wurden.  

Nach Ende der Inkubationszeit wurden 0,5 ml einer 0,5 M EDTA-Lösung zu den 

Proben gegeben und für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proben wurden in 

15 ml Zentrifugenröhrchen überführt, wobei die Monovette® mit 1 ml Erythrolyse-

Puffer gespült wurde, um etwaige Probenrückstände nicht zu verlieren. Nach 

Zentrifugation bei 600 g für 7 min wurde der Überstand dekantiert und die Proben in 

3 ml Erythrolyse-Puffer resuspendiert. Die Inkubation erfolgte, bis die Blutproben 

optisch klar erschienen, höchstens jedoch für 6 min, um einer Schädigung der 

Leukozyten und Granulozyten-Aktivierung durch den Puffer vorzubeugen. Die 

Proben wurden erneut bei 600 g für 7 min zentrifugiert und nach Abnahme des 

Überstandes in je 1 ml HBSS resuspendiert und in 2 ml Reaktionsgefäße überführt. 

Die Antikörper-Färbung wurde analog Kap. 2.2.7 durchgeführt, mit dem Unterschied, 

dass die Antikörper nach Herstellerangaben und im Falle der Oberflächenfärbungen 
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in 100 μl HBSS angesetzt wurden. Der experimentelle Ablauf der Stimulation und 

Färbung von Vollblutproben ist schematisch in Abb. 2.2 dargestellt. 

Abb. 2.2 Schematische Darstellung des Vollblut-basierten Protokolls zur Quantifizierung CD154+ 

Antigen-reaktiver T-Helfer-Zell-Frequenzen gemäß der in Kap. 2.2.9 bzw. 2.2.7 beschriebenen 

Methodik. Adaptiert aus Weis et al., 2019. 

2.2.10 Durchflusszytometrie 

Durchflusszytometrische Untersuchungen erfolgten mithilfe eines FACSCalibur Zyto-

meters (Becton Dickinson) unter Verwendung der BD Cell Quest Pro Software. Die 

Lymphozyten-Fraktion wurde anhand von Größe (FSC Height) und Granularität (SSC 

Height) identifiziert und mit einem Gate markiert. Innerhalb des gesetzten Gates 

wurden je Probe 100000 Zellen akquiriert. Zur Analyse wurde die Software FlowJo 

V10 vX.0.7 verwendet. Die Gating-Strategie ist in Abb. 2.3 repräsentativ für PBMC-

Proben an einem Beispiel aus Page et al., 2018 dargestellt.  

Einzelne Experimente wurden an einem CytoFLEX Zytometer (Beckmann Coulter) 

mit der zugehörigen CytExpert Software durchgeführt. Diese wurden mit der 

Software FlowJo V10.6.1 analysiert. 
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Abb. 2.3 Gating-Strategie zur Quantifizierung der CD154+ T-Helfer-Zellen und zur Bestimmung deren 

CCR7/CD45RO Phänotyp. Die Oberflächenfärbung wurde mit α-CD4-FITC, α-CCR7-PE und α-

CD45RO-PerCP durchgeführt, mit α-CD154-APC wurden die Zellen intrazellulär gefärbt. 100000 

Lymphozyten wurden je Messung anhand eines approximativ gesetzten FSC/SSC-Gates analysiert. 

Mittels FlowJo-Software wurde das Gate in der finalen Auswertung präzisiert (1. Spalte). CD4+ Zellen 

wurden innerhalb der Lymphozyten-Fraktionen anhand eines Histogramms detektiert (2. Spalte). Das 

CCR7/CD45RO-Quadranten-Gate wurde anhand eines 2 % Konturplots über den CD4+ Zellen gesetzt 

(3. Spalte). CD154+ wurden anhand eines CD4/CD154-Pseudocolor-Plots definiert (4. Spalte). Das 

zuvor in der CD4+ Zellfraktion gesetzte CCR7/CD45RO-Gate wurde abschließend auf die 

CD4+CD154+ Zellen angewandt. CD28 = unspezifische Kontrolle, enthielt zur Stimulation nur α-CD28, 

Afu = A. fumigatus, Rar = R. arrhizus, CMV = pp65 + IE-1. Entnommen und übersetzt aus Page et al., 

2018. 
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2.2.11 Multiplex Zytokinanalysen 

Von den wie oben beschrieben stimulierten PBMC-Proben wurde nach 120 h 

Inkubation (ohne Brefeldin A) der Überstand abgenommen und in 2 ml 

Reaktionsgefäße überführt. Nach einem Zentrifugationsschritt bei 7000 g, 5 min, 4 °C 

zur Abtrennung von kontaminierenden Zellen und Zellfragmenten wurden die 

Überstande bei -20 °C gelagert, bevor sie mittels eines 14-plex HCYTOMAG Milliplex 

Kits (EMD Millipore) nach Angaben des Herstellers analysiert wurden. 

2.2.12 Generation dendritischer Zellen aus Monozyten 

Zur Gewinnung der Monozyten wurden zunächst PBMC aus 

Leukozytenreduktionssystemen (LZRS) isoliert. Hierzu wurde die aus den LZRS 

erhaltene Zellsuspension mit HBSS + 1 % Fötales Kälberserum (FCS, Sigma-

Aldrich) + 0,4 % EDTA (HBSS++) auf 50 ml aufgefüllt und jeweils 25 ml der 

Suspension auf Ficoll überschichtet. Die Zentrifugation erfolgte bei 600 g in der 

Heraeus Megafuge für 25 min mit Acc/Dec 5. Nach Isolation der Interphase wurde 

diese mit HBSS++ auf 50 ml aufgefüllt und für 15 min bei 120 g, Acc/Dec 5 

zentrifugiert. Dieser Schritt wurde nach Dekantieren des Überstands einmal 

wiederholt, bevor die Zellen in 1 ml HBSS++ aufgenommen wurden. Vor Bestimmung 

der Zellzahl und Vitalität über Trypanblau-Exklusion mithilfe einer Neubauer-

Zählkammer analog zu 2.2.6 wurde eine Vorverdünnung der Zellsuspension von 1:25 

in HBSS++ vorgenommen. Anschließend wurde mit HBSS++ eine Zielkonzentration 

von 3 x 108 /ml eingestellt. 

1 x 108 PBMC wurden mit jeweils 60 µl CD14-MicroBeads (Miltenyi Biotec) versetzt 

und für 15 min bei 4 °C inkubiert. Nach Auffüllen auf 50 ml mit HBSS++ wurde der 

Ansatz 10 min bei 400 g zentrifugiert, der Überstand entfernt, und die Zellen in 2 ml 

HBSS++ aufgenommen.  

Zur magnetischen Separation der CD14+ Zellfraktion wurde eine LS-Säule in die 

zugehörige Magnetvorrichtung (MACS Multistand, Miltenyi Biotec) eingesetzt und mit 

3 ml HBSS++ äquilibriert, bevor die Zellsuspension auf die Säule pipettiert wurde. Die 

Säule wurde 3 x mit je 3 ml HBSS++ gespült und die Durchläufe verworfen. Die so 

beladene LS-Säule wurde aus dem Magneten entfernt und auf ein 15 ml 

Zentrifugenröhrchen gestellt. 5 ml HBSS++ wurden auf die Säule gegeben und die 
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CD14+ Zellen schnell mit dem zugehörigen Stempel von der Säule eluiert. Die 

Zellzahl im Eluat wurde wie in 2.2.6 beschrieben bestimmt.  

Nach Zentrifugation (400 g, 10 min) wurden die Zellen in moDC-

Differenzierungsmedium (RPMI 1640 + 10 % FCS + 100 ng/ml GM-CSF + 20 ng/ml 

IL-4 + 100 µg/ml Gentamicin) auf 0,83 x 106 Zellen/ml eingestellt und je 3 ml der 

Suspension in je eine Vertiefung einer 6-Well-Platte gegeben. Die Zellen wurden zur 

moDC-Differenzierung für 6 Tage bei 37 °C kultiviert, wobei an jedem 2. Tag das 

Medium erneuert wurde. Hierfür wurde je Vertiefung 1 ml entnommen, 10 min bei 

400 g zentrifugiert und die Zellen nach Resuspension in 1 ml frischem Medium 

wieder der Kultur zugeführt. Das verwendete frische Medium enthielt 300 ng/ml GM-

CSF und 60 ng/ml IL-4. Zum Zeitpunkt der Ernte wurden die Zellen aller Wells 

desselben Spenders vereint, bei 400 g für 10 min zentrifugiert und in 1 ml EBM-2 + 

EGM-2 SingleQuots Medium (Lonza) + 10 % FCS resuspendiert (siehe 2.2.12.1). Die 

Zielkonzentration betrug 1 x 107 /ml. 

2.2.13 Markierung von Amphotericin B mit 99mTc und 68Ga 

Radioaktive Tracer wurden in der Radiopharmazie der Klinik und Poliklinik für 

Nuklearmedizin des Universitätsklinikums Würzburg unter GMP-Bedingungen 

hergestellt. Die aus dem Strahlenschutzbereich überführten Tracer-Mengen wiesen 

stets Aktivitäten unterhalb der Freigrenze auf (99mTc < 10 MBq, 68Ga < 1 MBq). 

2.2.13.1 Herstellung und Qualitätskontrolle von 99mTc-Amphotericin B 

Aus einer 0,5 mg/ml AMB-Lösung (in HBSS) wurden 100 µl (50 µg Amphotericin B, 

54 nMol) in einem 2 ml-Reaktionsgefäß vorgelegt. Nach Zugabe von 99mTc-

Pertechnetat (mit einer Aktivität von 1000 ± 100 MBq) in 200 ± 50 µl 0,9 % NaCl-

Lösung, welches aus einem 99Mo/99mTc-Generator eluiert wurde, wurden 20 µl Sn(II)-

Lösung (10 mg SnCl2-Dihydrat / ml 0,1 N HCl) hinzugefügt. Die Reduktion lief unter 

gelegentlichem Invertieren über einen Zeitraum von 20 min bei Raumtemperatur ab. 

Nach vollendeter Reaktion wurden 3 ml PBS (pH = 7,0) hinzugegeben. Die klare 

Lösung wurde anschließend in einer 5 ml-Spritze aufgezogen und mittels 0,2 µl 

Spritzenvorsatzfilter sterilfiltriert. 
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Die Reinheit des Produkts wurde mit Hilfe von zwei unterschiedlichen 

Dünnschichtchromatografie-Ansätzen (TLC) und einem Mini-GITA®-TLC-Scanner 

(Raytest) bestimmt (Tab. 2.4). Die radiochemische Ausbeute lag bei allen 

Experimenten über 98 %. Die radiochemische Reinheit basierend auf TLC betrug > 

99 %. Die Gesamtaktivität der 99mTc-Amphotericin B-Lösung (99mTc-AMB) lag bei 800 

MBq. 

Laufmittel 
Retentionsfaktor von 

99mTc-Amphotericin B 

Retentionsfaktor von 

freiem 99mTc-Pertechnetat 

ITLC-SG/Methylethylketon 0,0 > 0,9 

ITLC-SG/0,9 % NaCl 0,0 0,8 

Tab. 2.4 Qualitätskontrolle basierend auf TLC von 99mTc-Amphotericin B 

Für die Zellkulturexperimente wurden die benötigten 10 MBq entnommen und mit 

sterilem PBS (pH = 7,0) auf 1 ml verdünnt, was unter Berücksichtigung der Ausbeute 

und Reinheit einer Konzentration von 1 µg/ml entspricht. 

Die Reaktionsbedingungen zur Herstellung von 99mTc-AMB wurden zuvor hinsichtlich 

der optimalen Stoffmengen von AMB (schrittweise von 12,5 – 75 µg), Sn(II) (0,1 – 0,5 

mg), Temperatur (Raumtemperatur, 35 °C und 45 °C) und Inkubationszeit (10, 15, 20 

und 30 min) evaluiert.  

2.2.13.2 Herstellung und Qualitätskontrolle von 68Ga-Amphotericin B 

100 µl einer 0,5 mg/ml AMB-Lösung (in HBSS) wurden in einem 2 ml-

Reaktionsgefäß vorgelegt (50 µg, 54 nMol). Es wurden nacheinander 350 µl einer 0,1 

N Na-Acetat-Lösung (pH = 3,4) und 1000 µl einer mit 0,1 N HCl frisch eluierten 

Lösung 68GaCl3 mit einer Aktivität von 450 – 500 MBq zugegeben. Das 

Reaktionsgefäß wurde anschließend für 10 min bei 90 °C inkubiert. Nach Abkühlen 

auf Raumtemperatur wurde die Mischung mit 1,5 ml PBS verdünnt und neutralisiert.  

Die Qualitätskontrolle erfolgte ebenfalls mittels Dünnschichtchromatografie und 

nachfolgender Messung der Aktivität der detektierten Produkte (Tab. 2.5). Die 

radiochemische Ausbeute lag bei > 97 % und die radiochemische Reinheit des 

Produkts bei > 99 %.  
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Laufmittel 
Retentionsfaktor von  

68Ga-Amphotericin B 

Retentionsfaktor von 

freiem 68Ga 

ITLC-SG/Methylethylketon 0,0 > 0,85 

Tab. 2.5 Qualitätskontrolle basierend auf TLC von 68Ga-Amphotericin B 

Für die Zellkulturexperimente wurde 1 MBq entnommen und mit sterilem PBS (pH 

7,0) auf 1 ml verdünnt (0,1 µg/ml). 

2.2.13.3 In vitro Stabilitätsbestimmungen der Tracer 

Die Stabilität von 99mTc-AMB und 68Ga-AMB wurde sowohl in PBS, als auch 

humanem Serum mittels Hochleistungsflüssigchromatographie (HPLC) bestimmt.  

5 MBq 99mTc-AMB oder 10 MBq 68Ga-AMB wurden in 950 µl humanem Serum für 1, 

2 und 4 h bei 37 °C / 5 % CO2 inkubiert. Anschließend wurden 10 µl der Mischungen 

analog der Ausführungen in 2.2.13.1 und 2.2.13.2 über TLC analysiert und mit 99mTc-

Natriumpertechnetat bzw. 68GaCl3, sowie 99mTc-AMB bzw. 68Ga-AMB, welche in PBS 

bei Raumtemperatur inkubiert wurden, verglichen. 500 µl wurden 1 ml Ethanol 

versetzt und für 15 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Die resultierenden Überstände 

wurden per HPLC über einer Nucleosil 100-5 C18 Säule (125 x 4,7 mm) analysiert. 

Die Aktivität der Proben wurde mit einem WIZARD2 Gamma Counter gemessen. 

2.2.14 Aufbau des in vitro Transwell®-Alveolarmodells 

2.2.14.1 Zellkultur 

Für den Aufbau des Alveolarmodells wurden humane pulmonale arterielle 

Endothelzellen (HPAEC, Lonza) und humane alveolare Adenokarzinom-

Basalepithelzellen (A549, DSMZ) verwendet. In der Zellkultur wurde Endothelial Cell 

Basal Medium-2 (EBM-2, Lonza) verwendet, wobei dieses für die Kultur der HPAEC 

nach Angaben des Herstellers mit den Zusätzen der EGM-2 SingleQuots (Lonza, 

ohne FCS und GA-1000) versetzt wurde. 10 % FCS und die benötigten Antiinfektiva 

wurden dem Medium stets unmittelbar vor der Verwendung zugesetzt. Die genaue 

Zusammensetzung der verwendeten Medien ist Tab. 2.6 zu entnehmen. Die Medien 
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wurden grundsätzlich vor Gebrauch mittels Spritzenvorsatzfiltern mit einer 

Porengröße von 0,2 µm sterilfiltriert und für mindestens 30 min bei 37 °C temperiert. 

 EBM-2 EBM-2 

+ EGM-2 

Single-

Quots 

Genta-

micin 

liposom. 

Ampho-

tericin B 

GA-1000 FCS 

Hersteller Lonza Lonza Merck-

Serono 

Gilead Lonza Sigma-

Aldrich 

Ausgans- 

konzentration 

--- --- 40 mg/ml 4 mg/ml 30 mg/ml 

Gentamicin 

15 mg/ml 

AMB 

--- 

Medien zur Vorbereitung der Zelllinien 

Auftaumedium 100 % --- Ø Ø Ø Ø 

HPAEC-Medium  

nach dem Auftauen 

--- 88,45 % 0,3 % 

= 120 µg/ml 

1,25 % 

= 50 µg/ml 

Ø 10 % 

Medium zur Kultur  

von HPAEC 

--- 89,9 % Ø Ø 0,1 % 10 % 

A549-Medium nach 

dem Auftauen 

88,45 % --- 0,3 % 

= 120 µg/ml 

1,25 % 

= 50 µg/ml 

Ø 10 % 

Medium zur Kultur  

von A549 

89,9 % --- Ø Ø 0,1 % 10 % 

Medien für das Alveolarmodell 

Unteres Komparti- 

ment (1. Wechsel) 

--- 89,9 % Ø Ø 0,1 % 10 % 

Unteres Komparti- 

ment (ab 2. Wechsel)  

--- 90 % Ø Ø Ø 10 % 

Oberes 

Kompartiment 

--- 90 % Ø Ø Ø 10 % 

Tab. 2.6 Zusammensetzungen der Kulturmedien des Alveolarmodells 

Zum Auftauen wurden die kryokonservierten Zellen (HPAEC maximal in Passage 3, 

A549 maximal in Passage 5) in 15 ml EBM-2 ohne Zusätze aufgenommen und bei 
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400 g für 10 min zentrifugiert. Nach Entfernen des Überstandes wurden die Zellen in 

15 ml des jeweiligen Kulturmediums (Tab. 2.6) aufgenommen und in einer 75 cm² 

Zellkulturflasche bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Nach einem Tag wurde das 

Medium durch 15 ml frisches, GA-1000-haltiges Kulturmedium substituiert. Weitere 

Wechsel des Mediums erfolgten in 48-stündigen Abständen, wobei entsprechend der 

zunehmenden Konfluenz das Mediumvolumen um jeweils 5 ml erhöht wurde.  

Bei einer Konfluenz der Zellen von 90 – 100 % wurde die Ernte der Zellen 

vorgenommen. Hierzu wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellenschicht 

vorsichtig mit 15 ml sterilfiltriertem HBSS gewaschen. Nach Zugabe von 3 ml einer 

Trypsin / EDTA-Lösung (Lonza) wurden die Zellen für 2 min (HPAEC) bzw. 3 min 

(A549) bei 37 °C inkubiert, wonach die Trypsin-Reaktion mit 12 ml HBSS + 10 % 

FCS abgestoppt wurde. Die Zellen wurden mithilfe eines Zellschabers vom Boden 

der Kulturflasche abgelöst und anschließend in 15 ml Zentrifugenröhrchen überführt. 

Nach Zentrifugation bei 400 g für 10 min wurden die Zellen in 1 ml des jeweiligen 

Zellkulturmedium (Tab. 2.6) resuspendiert, mithilfe einer Neubauer-Zählkammer 

quantifiziert und mit dem entsprechenden Medium auf eine Zielkonzentration von 1 x 

106 (HPAEC) bzw. 5 x 105 (A549) Zellen / ml verdünnt.  

100 μl der HPAEC-Suspension (1 x 105 Zellen) wurden auf die Unterseite von 6,5 

mm Transwell®-Einsätzen mit einer Porengröße von 3,0 μm (Sigma Aldrich) 

gegeben, welche in 6-Well-Platten in invertierter Position aufgestellt wurden, und für 

2 h bei 37 °C inkubiert. Daraufhin wurden die Einsätze in 24-Well-Platten überführt, 

die mit 600 μl Kulturmedium pro Well befüllt waren. Das weitere Vorgehen erfolgte 

entsprechend der gewünschten Komplexität des Modells gemäß den Ausführungen 

in Kap. 2.2.14.2-3.  

2.2.14.2 Endotheliales Monolayer-Modell 

Alle 48 h wurde ein Mediumwechsel der Einsätze durchgeführt, wobei diese in 24-

Well-Platten mit frischem Medium umgesetzt wurden. Nach dem ersten 

Mediumwechsel wurde auf die weitere Zugabe von GA-1000 verzichtet. 15 h vor der 

geplanten Tracer-Markierung wurden die Unterseiten der Transwell®-Einsätze mit 

12,5 µl einer Pathogen-haltigen Lösung oder (als Kontrolle) 12,5 µl Pathogen-freiem 

EGM-2-Medium infiziert. Hierzu wurden 2 x 102 bis 2 x 107 Pilz- oder Bakterienzellen 

pro ml in EGM-2 aufgenommen (2,5 x 101 – 2,5 x 106 Zellen in 12,5 µl). Die 
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verwendeten Stämme sind in Kap. 2.1.3 gelistet. Nach 2-stündiger Inkubation der 

invertierten Einsätze in 6-Well-Platten wurden diese in 24-Well-Platten, welche mit 

600 µl frischem Kulturmedium versehen waren, verbracht. Eine schematische 

Darstellung des experimentellen Ablaufs der Infektion ist in Abb. 2.4 dargestellt. 

 

Abb. 2.4 Schematische Darstellung der Infektion des endothelialen Monolayer-Modells. 2,5 x 101 – 2,5 

x 106 Pilz- oder Bakterienzellen wurden in 12,5 µl EGM-2 auf die Unterseite der Membran eines 

Transwell®-Einsatzes gegeben (A). Nach 2 h Inkubation bei 37 °C wurden sie in 24-Well-Platten 

überführt, die mit 600 µl EGM-2 befüllt waren (B). Während der anschließenden 15-stündigen 

Inkubation keimten die Pilzsporen im unteren Kompartiment zu Hyphen aus (C). Adaptiert 

übernommen aus der Posterpräsentation von Page et al., 2019, 9th Trends in Medical Mycology, 

Nizza, Frankreich. 

2.2.14.3 Bilayer-Modell 

24 h nach dem Ausplattieren der HPAEC wurden die Einsätze in neue 24-Well-

Platten, welche mit 600 µl frischem Kulturmedium versehen waren, umgesetzt. 

Anschließend wurden in das obere Kompartiment 100 µl der wie oben beschriebenen 

A549-Suspension (5 x 104 Zellen) zugegeben. 72 h und 120 h nach dem 

Ausplattieren der HPAEC wurden die Einsätze erneut in 24-Well-Platten mit 600 µl 

frischem Kulturmedium umgesetzt, wobei ab dem 72 h-Zeitpunkt kein GA-1000 mehr 

zugegeben wurde.  

Nach dem 120 h-Mediumwechsel wurden 100 µl einer Pilz- oder Bakterien-haltigen 

Lösung (2,5 x 106 / ml, entsprechend 2,5 x 105 Zellen in 100 µl) oder 100 µl EGM-2 

(Negativkontrolle) in das obere Kompartiment pipettiert. Die verwendeten Pathogene 

entsprachen dabei den unter Kap. 2.1.3 genannten Organismen. Die Einsätze 

wurden nach der Infektion je nach Endpunkt des Experiments für 30 min bis 30 h bei 

37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Der experimentelle Aufbau ist in Abb. 2.5 schematisch 

dargestellt. 
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Um den Einfluss unterschiedlicher Kulturbedingungen und Pharmaka auf das 

Wachstum von Mucorales zu untersuchen wurden bei einigen Experimenten dem 

Medium im unteren Kompartiment während der Infektion 8 mg/ml Glucose, 1 mg/ml 

3-Hydroxybutansäure oder 50 µg/ml Gefitinib zugesetzt.  

 

Abb. 2.5 Schematischer experimenteller Aufbau der unterschiedlichen Studien im Bilayer-Transwell®-

Modell (entnommen aus der Posterpräsentation von Wurster et al., 2018, PEG Frühjahrstagung 

Sektion antimykotische Therapie, Bonn, Deutschland, bzw. übersetzt aus Belic et al., 2019). 

2.2.15 Genexpressionsanalysen des epithelialen Kompartiments im Bilayer-

Modell 

2.2.15.1 Ernte von RNA aus dem epithelialen Kompartiment 

Von den Zellkulturproben, die Genexpressionsanalysen zugeführt werden sollten, 

wurden Endothelzellen und Myzel nach der wie in Kap. 2.2.14.3 beschrieben 

erfolgten Infektion und Inkubation mithilfe eines Zellschabers entfernt. Die 

Transwell®-Einsätze und darin verbliebenen A549-Zellen und moDC im oberen 

Kompartiment wurden 5-mal in 12-Well-Platten mit je 4 ml HBSS gewaschen. Die 

Einsätze wurden anschließend in 24-Well-Platten mit 800 µl RNAprotect überführt. 

Nach Zugabe von weiteren 200 µl RNAprotect in das obere wurde die Membran mit 

einer Pipette mechanisch perforiert und durch multiples Pipettieren des RNAprotect 

gespült. Der Transwell®-Einsatz wurde daraufhin verworfen und die suspendierten 

Proben bis zur RNA-Isolation bei -20 °C eingefroren. 
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2.2.15.2 RNA-Isolation mithilfe des RNeasy Mini Kit 

Die in RNAprotect (Qiagen) gelösten Zellen wurden aufgetaut und bei 5000 g für 5 

min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und verworfen, die Zellen in 

350 µl RLT-Puffer (ohne β-Mercaptoethanol) resuspendiert. Die Gesamt-RNA der 

Zellen wurde mithilfe des RNeasy Mini Kits (Qiagen) gemäß Herstellerangaben 

aufgereinigt und in 30 µl nukleasefreiem Wasser eluiert. Die Konzentration der so 

isolierten RNA wurde mittels Nanodrop gemessen, wobei das verwendete 

nukleasefreie Wasser als Referenzwert diente. 

2.2.15.3 cDNA Synthese aus isolierter RNA mittels High capacity cDNA reverse 

transcriptase Kit 

300 ng isolierter RNA wurden mit nukleasefreiem Wasser bis zu einem Volumen von 

12 µl aufgefüllt und dann nach Angaben des Herstellers (Applied Biosystems) mit 

den Bestandteilen des Kits versetzt:  

Reverse Transcriptase  1 µl 

dNTPs    0,8 µl 

Random Primer   2 µl 

10x Reaktionspuffer  2 µl 

Nukleasefreies Wasser  2,2 µl 

Zur Synthese wurde der Thermocycler folgendermaßen programmiert: 

25 °C  10 min  Vortemperierung 

37 °C  2 h   Synthese 

85 °C  5 min   Enzyminaktivierung 

4 °C  Pause   Lagerung 

2.2.15.4 Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion 

Je Probe wurde 1 µl eines Primer Mix hinzugegeben, welcher sowohl reverse als 

auch forward Primer des jeweiligen Gens enthielt (die Konzentration betrug für beide 

Primer jeweils 10 µM). Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide zur 

Amplifikation der mRNA von Alas1, Cas3, Cas9, CCL2, CCL5, ICAM-1, IL-6 und IL-8 

sind in Kap. 2.1.2.8 dargestellt. Zusätzlich wurden je 10 µl 2x iTaq Universal SYBR 

Green Supermix (Bio-Rad) zugegeben, sowie je 5 µl nukleasefreies Wasser. Die wie 
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in 2.2.15.3 beschrieben hergestellte cDNA wurde mit 180 µl nukleasefreiem Wasser 

1:10 verdünnt. Je Probe wurden dann 4 µl der verdünnten cDNA für die qPCR  

verwendet.   

Zur Amplifikation und Erstellung von Schmelzkurven wurde das folgende Programm 

am Step-One plus PCR Cycler (Applied Biosciences) verwendet: 

95 °C  30 sec  Initiale Denaturierung 

 

95 °C  3 sec   Denaturierung 

60 °C  30 sec  Annealing und Elongation 

(40 Amplifikationszyklen) 

95 °C  15 sec  Denaturierung 

60 °C  60 sec  Annealing und finale Elongation 

+ 0,5 °C nach je 15 sec Schmelzkurve 

95 °C  15 sec  Endpunkt der Schmelzkurve 

4 °C  Pause   Lagerung 

Die relativen Expressionslevel der detektierten mRNA der amplifizierten Gene 

wurden mithilfe der ΔΔCt-Methodik ermittelt. Als Referenzgen diente Alas1. 

2.2.16 Muc18S-Assay im Bilayer-Modell 

Der Echtzeit-PCR-Assay „Muc18S“ wurde zur semi-quantitativen Bestimmung der 

Mucorales-DNA in den Kulturüberständen des unteren Kompartiments durchgeführt. 

Der Test wurde im Labor der molekularen Hämatologie des Universitätsklinikums 

Würzburg (AG Löffler) entsprechend des von Springer und Kollegen publizierten 

Protokolls durchgeführt (Springer et al., 2016a und b). 

2.2.17 Dextranblau-Diffusions-Assay im Bilayer-Modell 

Zum Zeitpunkt der Infektion des wie in 2.2.12.3 aufgebautem Transwell®-Bilayer-

Modells wurden in das obere Kompartiment 250 µg Dextranblau der Molekülmassen 

5 kDa, 20 kDa oder 70 kDa sowie ggf. 2.5 x 105 moDCs oder 1 ng/ml IL-1β und TNF-

α in einem Volumen von insgesamt 50 µl Medium zugegeben. Die Infektion wurde 
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wie in 2.2.12.3 beschrieben mit 2,5 x 105 Sporen bzw. Bakterien durchgeführt, 

welche hierfür allerdings in nur je 50 µl Medium aufgenommen wurden. 

Zur Bestimmung des prozentualen Anteils des vom oberen in das untere 

Kompartiment diffundierten Dextranblaus wurden die Transwell®-Einsätze zu 

definierten Zeitpunkten nach der Infektion in 24-Well-Platten mit frischem 

Kulturmedium umgesetzt, um die Rückdiffusion von Dextranblau in das obere 

Kompartiment zu vermeiden (30 min, 90 min, 5 h, 10 h, 20 h und 30 h). 100 µl des 

Mediums der vorherigen Platte wurden in eine 96-Well-Platte überführt und die 

Absorption bei 622 nm gemessen. Als Referenz wurde eine Verdünnungsreihe 

erstellt, wobei 250 µg Dextranblau / 600 µl Medium als 100 %-Probe angesetzt 

wurde. 

2.2.18 Inkubation von Kulturüberständen von Schimmelpilzen im Bilayer-

Modell 

Zur Gewinnung von Kulturüberständen der Schimmelpilze wurden je 1 x 107 Sporen 

in 2 ml EBM-2 für 30 h bei 37 °C inkubiert. Die Überstände wurden abgenommen 

und mittels 0,2 µm-Filtern sterilfiltriert. Vor Zugabe von 100 µl der einzelnen 

Überstände in das obere Kompartiment des Bilayer-Modells zum Zeitpunkt der 

Infektion wurden sie 1:1 mit EBM-2 verdünnt. Die Inkubation des Alveolarmodells mit 

den Überständen erfolgte für 30 h bei 37 °C.  

2.2.19 Bestimmung von Zytokin- und Lactatdehydrogenase-Konzentrationen 

des epithelialen Kompartiments des Bilayer-Modells 

Aus dem oberen Kompartiment des Bilayer-Modells wurden 10, 20 oder 30 h nach 

der Infektion 100 µl Flüssigkeit entnommen und diese bei 5000 g und 4 °C für 5 min 

zentrifugiert. 30 µl des daraus resultierenden Überstands wurden mit 120 µl 0,9 % 

NaCl versetzt und umgehend einer Lactatdehydrogenase-Bestimmung im 

Zentrallabor des Universitätsklinikums Würzburg zugeführt. Dort wurde der LDHI2-

Assay mittels eines Cobas Integra Analyzer durchgeführt. Sollte die Proben 

stattdessen zur Messung von Zytokinkonzentrationen wie in Kap. 2.2.11 beschrieben 

Multiplex-Zytokinassay zugeführt werden, wurden die Überstände nach der 

Zentrifugation nicht mit 0,9 % NaCl verdünnt. 
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2.2.20 Tracer-basierte Detektion von Schimmelpilzen im endothelialen 

Monolayer-Modell 

Die Tracer wurden wie in Kap. 2.2.13 beschrieben hergestellt, mit temperiertem (37 

°C) HPAEC-Kulturmedium (ohne GA-1000) auf eine Konzentration von 50 ng/ml 

(99mTc) bzw. 5 ng/ml (68Ga) verdünnt und jeweils 600 µl pro Vertiefung in 24-Well-

Platten vorgelegt.  

Die infizierten Transwell®-Einsätze wurden in die mit dem Tracer vorbereiteten 24-

Well-Platten umgesetzt und für 5 bis 240 min (entsprechend der Anforderungen des 

jeweiligen Experiments) bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Anschließend wurden die 

Einsätze durch fünfmaliges Umsetzen und 1-minütige Inkubation in jeweils frischem, 

gekühltem HBSS (4 °C) gewaschen. Hierdurch wurde die Tracer-Aufnahme gestoppt 

und ungebundener Tracer von den Zellen entfernt. Der experimentelle Ablauf ist 

schematisch in Abb. 2.6 dargestellt. 

 

Abb. 2.6 Schematische Darstellung der Detektion von Schimmelpilzen im Monolayer-Modell. 15 h 

nach der wie in Kap. 2.2.14.2 beschriebenen Infektion (A) wurden die Transwell®-Einsätze für 5 – 240 

min mit 50 ng/ml 99mTc-AMB bzw. 5 ng/ml 68Ga-AMB bei 37 °C inkubiert (B). Anschließend wurden die 

Einsätze je 5-mal in 1 ml gekühltem HBSS gewaschen (C), bevor die Proben mittels Gamma Counting 

oder Autoradiographie analysiert wurden. Entnommen aus der Posterpräsentation von Page et al., 

2019, 9th Trends in Medical Mycology, Nizza, Frankreich. 

Zur anschließenden Analyse der Proben mittels eines Gamma Counters wurden drei 

Aliquots der Tracer zu je 600 μl, sowie drei Aliquots einer 1:10 Verdünnung dieser 

Lösung als 100 %- bzw. 10 %-Standardmesswerte in 1,5 ml Reaktionsgefäße 

verbracht. Die Transwell®-Einsätze und Reaktionsgefäße mit Standard-

Verdünnungen wurden in Polyethylen-Szintillationsfläschchen (Hartenstein) überführt 

und die Aktivität der Proben mithilfe eines WIZARD2 Gamma Counters quantifiziert. 
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Alternativ wurden die Proben mittels Autoradiographie analysiert. Hierzu wurden die 

Einsätze nach dem Waschvorgang in eine trockene 24-Well-Platte überführt. Mit 

dieser wurde eine Phosphor Imaging Plate (Dürr Medical) für 120 min (99mTc) bzw. 5 

min (68Ga) belichtet, welche anschließend mit einem CR-35 Readers gescannt und 

mittels der zugehörigen AIDA Image Data Analyzing Software (Raytest) ausgewertet 

wurde. 

2.2.21 Statistik 

2.2.21.1 Signifikanzprüfungen 

Signifikanzprüfungen der Unterschiede verschiedener Werteverteilungen erfolgten 

meist mithilfe des ungepaarten, zweiseitigen Mann-Whitney-U-Tests, t-Tests oder 

einfaktorieller ANOVA. Ausgenommen sind hiervon die Signifikanzprüfungen des 

Manuskripts „In vitro evaluation of radiolabeled Amphotericin B for molecular imaging 

of mold infections“, welche aufgrund der Vielzahl experimenteller Konditionen und 

Variablen mit zweifaktorieller ANOVA durchgeführt wurden. Korrelationen wurden 

anhand des Pearson-Korrelationskoeffizienten (r) bewertet und dessen Signifikanz in 

Abhängigkeit von der Anzahl der untersuchten Probanden evaluiert. Für die 

Wertebereiche des p-Werts wurde in den dieser Dissertation zugrundeliegenden 

Manuskripten folgende Symbolik definiert: ns p > 0,05 (nicht signifikant); * p < 0,05; ** 

p < 0,01; *** p < 0,001. In einigen Fällen wurde, v. a. bei geringer Stichprobengröße, 

zusätzlich ein p-Wert zwischen 0.05 und 0.1 ausgewiesen (■).  

2.2.21.2 Berechnung von Konfidenzintervallen durchflusszytometrisch 

bestimmter Zellfrequenzen 

Zur Abschätzung der 95 % Konfidenzintervalle für die durchflusszytometrische 

Bestimmung seltener Zellpopulationen wurde zunächst nach Allan & Keeney (2010) 

die Standardabweichung (SA) der unstimulierten Probe berechnet, mit f als Frequenz 

und n als Anzahl gemessener antigen-reaktiver Zellen: 

𝑆𝐴𝑢𝑛𝑠 =  
𝑓 [𝐶𝐷154+ 𝐶𝐷4+⁄ ]

√𝑛 [𝐶𝐷154+ 𝐶𝐷4+⁄ ]
 



2.2 Methoden 

62 
 

Da für die Bestimmung A. fumigatus-reaktiver T-Zellen Duplikate erstellt wurden, 

wurde in diesen Fällen folgende Formel für die Berechnung der SA reaktiver T-Zell-

Frequenzen verwendet:  

𝑆𝐴𝐴𝑓𝑢 =  
0,5 𝑥 (𝑓 [𝐶𝐷154+ 𝐶𝐷4+⁄ ]𝑊𝑒𝑙𝑙 1 + 𝑓 [𝐶𝐷154+ 𝐶𝐷4+⁄ ]𝑊𝑒𝑙𝑙 2)

√𝑛 [𝐶𝐷154+ 𝐶𝐷4+⁄ ]𝑊𝑒𝑙𝑙 1 +  𝑛 [𝐶𝐷154+ 𝐶𝐷4+⁄ ]𝑊𝑒𝑙𝑙 2

 

Gemäß der Gauss’schen Fehlerfortpflanzung wurden die gesamte SA der 

unstimulierten und stimulierten Proben kombiniert: 

𝑆𝐴𝑔𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡 =  √𝑆𝐴𝑢𝑛𝑠
2 +  𝑆𝐴𝐴𝑓𝑢

2  

Die 95 %-Konfidenzintervalle wurden schließlich mit dem 1,96-fachen der jeweiligen 

Gesamt-SA der Proben approximiert. 

2.2.21.3 Logistische Regression 

Die Analysen mittels logistischer Regression wurden am Lehrstuhl für Bioinformatik 

am Biozentrum der Julius-Maximilians-Universität Würzburg unter Leitung von Prof. 

Dr. Thomas Dandekar durchgeführt.  Basierend auf den mittels Multiplex-Zytokin-

Assay ermittelten Zytokinkonzentration und den CD154+ reaktiven T-Helfer-Zell-

Frequenzen sollten hoch und niedrig exponierte Gesunde über uni- und multivariate 

logistische Regressionsanalysen differenziert werden. Die Zytokinkonzentrationen 

wurden dabei logarithmisch transformiert, wobei zu jeder Messung ein Pseudocount 

addiert wurde. Die Signifikanzniveaus der Regressionskoeffizienten wurde mittels 

Plausibilitätsquotiententests berechnet. Jedes Zytokin wurde hierbei gegen das 

verschachtelte Modell getestet, wobei entweder die Ordinate oder der CD154-

Koeffizient überprüft wurden. Um die prädiktive Power der einzelnen Modelle zu 

ermitteln wurde eine 10-fache Kreuzvalidierung genutzt, wobei sowohl die interne 

Präzision, als auch die Präzision der Kreuzvalidierung berechnet wurden. Die 

Berechnungen wurden mithilfe des Statistical Software Package R (Version 3.2.2) 

durchgeführt (Übersetzt aus Page et al., 2018). 
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Abstract  

Mold specific T-cells have been described as a supportive biomarker to monitor 

invasive mycoses and mold exposure. This study comparatively evaluated 

frequencies and cytokine profiles of Aspergillus fumigatus and Mucorales reactive T-

cells depending on environmental mold exposure. Peripheral blood mononuclear 

cells (PBMCs) obtained from 35 healthy donors were stimulated with mycelial lysates 

of A. fumigatus and three human pathogenic Mucorales species. CD154+ specific T-

cells were quantified by flow cytometry. In a second cohort of 20 additional donors, 

flow cytometry was complemented by 13-plex cytokine assays. Mold exposure of the 

subjects was determined using a previously established questionnaire. Highly 

exposed subjects exhibited significantly greater CD154+ A. fumigatus and Mucorales 

specific naïve and memory T-helper cell frequencies. Significant correlation (r = 0.48 

– 0.79) was found between A. fumigatus and Mucorales specific T-cell numbers. 

Logistic regression analyses revealed that combined analysis of mold specific T-cell 

frequencies and selected cytokine markers (A. fumigatus: IL-5 and TNF-α, R. 

arrhizus: IL-17 and IL-13) significantly improved classification performance, resulting 

in 75 – 90 % predictive power using 10-fold cross-validation. In conclusion, mold 

specific T-cell frequencies and their cytokine signatures offer promising potential in 

the assessment of environmental mold exposure. The cytokines identified in this pilot 

study should be validated in the clinical setting, e. g. in patients with hypersensitivity 

pneumonitis. 

Keywords: Mold exposure, Biomarker, T-cells, Flow cytometry, CD154, Cytokines 

Highlights 

• Subjects with intensive mold exposure harbor greater Mucorales specific T-cell 

frequencies 

• Naïve and memory T-cells equally contribute to elevated specific T-cell 

numbers 

• Aspergillus and Mucorales specific T-cell frequencies significantly correlate in 

healthy subjects 

• Cytokine markers improve the classification performance of mold specific T-

cell monitoring  
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Introduction 

Airborne spores of opportunistic mold pathogens are ubiquitously present in the 

environment (Park & Mehrad, 2009; Richardson, 2009). In case of aberrant immune 

status, mold exposure is associated with a broad spectrum of illnesses ranging from 

invasive mycoses (IM) to mold associated hypersensitivity syndromes (Park & 

Mehrad, 2009; Ribes et al., 2000). While Aspergillus species are the most frequent 

cause of invasive mold infections and belong to the most common causes of mold 

related allergy (Park & Mehrad, 2009; Twaroch et al., 2015), other emerging fungal 

pathogens attract growing clinical and scientific attention (Madney et al., 2017; Walsh 

et al., 2004). The largest burden of non-Aspergillus IM is attributable to the order 

Mucorales that also causes allergy and hypersensitivity pneumonitis. Mucorales are 

thermotolerant molds ubiquitously found on organic substrate. Their mycelium is 

characterized by rapid and abundant growth (Ribes et al., 2000). Mucorales spores, 

released from sporangiums containing 102 to 105 spores, are efficiently dispersed 

and easily aerosolized (Richardson, 2009). Inhalative exposure to Mucorales spores 

has been linked to mucormycosis outbreaks (England et al., 1981; Lueg et al., 1986; 

Richardson, 2009) and occupational hypersensitivity pneumonitis (Bellanger et al., 

2010; Cote et al., 1991; Eduard et al., 1992; Prabhu & Patel, 2004; Weber et al., 

2015).  

While antibody measurements have demonstrable merit in the diagnosis of allergic 

diseases or allergic bronchopulmonary mycosis (Woolnough et al., 2015), their value 

in the assessment of environmental mold exposure is limited, as they cannot provide 

an estimation of time, location or dose of exposure (Bush et al., 2006). Similarly, air 

sampling is only helpful to determine current exposure at the sampling location, but 

does not facilitate evaluation of long-term exposure and thresholds for tolerable 

aerosolized spore concentrations are yet to be defined (Bush et al., 2006). Therefore, 

new biomarkers for the assessment of environmental mold exposure including 

immune monitoring strategies are subject of current research (Daschner, 2017). 

The T-cell system with its various subsets, distinguishable by specific cytokine 

profiles and lineage markers, is pivotal to orchestrate a balanced immune response 

mediating tolerance to commensals while eliminating invasive pathogens (Romani, 

2011). Different groups studied Aspergillus and Mucorales specific T-helper cell 
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responses in healthy subjects or immunocompromised patients (Bacher et al., 2015a; 

Jolink et al., 2013; Potenza et al., 2011, 2013, and 2016; Wurster et al., 2017a). 

Applying flow cytometry (Bacher et al., 2015a) or immunospot assays (Potenza et al., 

2011, 2013, and 2016), elevated specific T-cell frequencies were found in 

hematological patients suffering from invasive pulmonary aspergillosis or 

mucormycosis. Interestingly, significant mold specific T-cell counts were also 

detected in healthy subjects (Bacher et al., 2015a; Jolink et al., 2013; Wurster et al., 

2017a). We have previously demonstrated that Aspergillus fumigatus reactive T-

helper and T-memory cell frequencies in healthy subjects correlate with mold 

exposure in the residential and working environment (Wurster et al., 2017a). Building 

upon this observation, the present study comparatively assessed the performance of 

A. fumigatus and Mucorales specific T-cell frequencies and PBMC (peripheral blood 

mononuclear cells) cytokine profiles in the assessment of environmental mold 

exposure. 

Material and Methods 

Generation of Mucorales lysates 

Spores of Rhizopus arrhizus (CBS 110.17), Rhizomucor pusillus (CBS 245.58), and 

Cunninghamella bertholletiae (CBS 187.84) were harvested from mature fungal 

cultures grown on beer wort agar. To generate hyphae, 1 x 108 conidia were 

incubated in 20 ml RPMI 1640 overnight at 37 °C under constant agitation at 200 

rpm. After a washing step (HBSS), hyphae were resuspended in HBSS (80 mg in 350 

μl) and bead beating was performed for 2 min (R. arrhizus and R. pusillus) or 1 min 

(C. bertholletiae) using a Vortex Genie 2 apparatus (Scientific Industries) with an 

attached bead tube adaptor (Macherey-Nagel). The contents of three bead tubes 

were combined and passed through a 0.2 µl sterile filter. Protein concentrations were 

determined using the DC Protein Assay Kit (Bio-Rad). Endotoxin testing was 

performed using the Pierce LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation Kit (Thermo 

Scientific) according to the manufacturer’s instructions. Endotoxin concentrations 

were consistently below 1 EU/ml.   
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Donor selection and blood collection 

After obtaining informed consent approved by the ethics committee of the University 

of Wuerzburg, 27 ml EDTA whole blood and 7 ml serum were collected from healthy 

volunteers. Donors were screened for absence of acute or chronic infection, diabetes 

mellitus, immunosuppressive or antimicrobial therapy, and pregnancy. Risk factors 

for mold exposure were recorded using a previously published questionnaire 

(Wurster et al., 2017a). Demographic details of the study cohort are summarized in 

Table 1.  

  Cohort 1 
n = 35 

Cohort 2 
n = 20 

Mean Age  
± SD 

24.9 
± 2.8 

25.3 
± 1.8 

Gender Distribution 17 male 
18 female 

13 male 
7 female 

Long Term Exposure in Rural Environment 21 
(60 %) 

13 
(65 %) 

Mold Exposure in Professional Environment 8 
(23 %) 

3 
(15 %) 

Place of Residence in 1 km Surrounding of Farmlands 26 
(74 %) 

13 
(65 %) 

Mold Exposure in Residential Environment 24 
(69 %) 

14 
(70 %) 

No Risk Factor 2 
(6 %) 

2 
(10 %) 

High Exposure Category 
(3 positive items or Long Term Exposure + ≥ 1 additional item) 

22 
(63 %) 

13 
(65 %) 

Low Exposure Category 13 
(37 %) 

7 
(35 %) 

Table 1 

Characteristics of study cohort  

PBMC isolation and stimulation 

Peripheral blood mononuclear cell (PBMC) isolation was performed by ficoll gradient 

centrifugation. PBMCs were diluted in RPMI 1640 containing 5 % autologous serum 

at a final concentration of 1 x 107 cells per ml. 100 μl of the cell suspension were 

seeded per well of a 96 well flat bottom plate. Fungal lysates (final concentration: 50 

µg/ml, A. fumigatus: Miltenyi Biotec, Mucorales: generated as described above) or 
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CMV PepTivators IE-1 and pp65 (final concentration: 60 pmol per peptide), as well as 

0.1 µg CD28 costimulatory antibody were added for cell stimulation. To determine 

unspecific background, control samples were treated with the costimulatory antibody 

only. Cell incubation was performed for 2 h at 37 °C, 5 % CO2. Thereafter, brefeldin A 

was added at a final concentration of 10 μg/ml followed by an 18 h incubation period 

at 37 °C, 5 % CO2.  

Determination of specific T-cell frequencies 

Antibody staining was performed using the Inside Stain Kit (Miltenyi Biotec) according 

to the manufacturer’s instructions. α-CD4-VIT4-FITC, α-CD3-PerCP, α-CCR7-PE, 

and α-CD45RO-PerCP were used for extracellular staining, and α-CD154-APC, α-

IFN-γ-PE as well as α-TNF-α-PE for intracellular staining (all antibodies: Miltenyi 

Biotec). Gating strategy and calculation of specific T-cell frequencies in consideration 

of unspecific background are described in Supplementary Figures 1 and 2. MIATA 

compliant reporting (Britten et al., 2012) of detailed workflow, data analysis, and 

quality control parameters is provided in Supplementary Table 1. 

Assessment of cytokine secretion 

PBMC were isolated and stimulated as described above, but not treated with 

brefeldin A. Cells were incubated for 120 hours at 37 °C, 5 % CO2. Cytokine 

secretion into the culture supernatant was analyzed using a 13-plex HCYTOMAG 

Milliplex Kit (EMD Millipore) according to the manufacturer’s instructions. Quality 

control samples provided by the manufacturer were used to validate proper assay 

performance. 

Statistical analysis 

A first cohort of 35 healthy volunteers was assessed to compare Mucorales specific 

T-cell frequencies and their correlation with mold exposure as well as the correlation 

of Aspergillus and Mucorales specific T-cell frequencies. T-cell phenotypes and 

cytokine secretion were characterized in a second cohort of 20 healthy adults. 

Significance testing was performed using the unpaired Mann-Whitney-U test.  

Uni- and multivariate logistic regression models were used to classify samples into 

high and low exposure groups based on cytokine and CD154 measurements. 

Cytokine concentrations were log-transformed (adding a pseudo count of one to each 



3.1 Evaluation of Aspergillus and Mucorales specific T-cells and peripheral blood mononuclear cell 
cytokine signatures as biomarkers of environmental mold exposure 

71 
 

measurement) prior to model fitting. Significance of regression coefficients have been 

tested using likelihood ratio tests. Each cytokine was tested against the nested model 

including only the intercept (to test the marginal effect) or the CD154 coefficient (to 

test the cytokine effect adjusted for CD154), respectively. To assess the predictive 

power of each model, a 10-fold cross-validation was performed and the internal and 

cross-validation accuracy were calculated. Calculations were performed with the 

statistical software package R (version 3.2.2). 

Results 

Assessment of A. fumigatus and Mucorales specific T-cell frequencies depending on 

environmental mold exposure profiles 

Mean frequencies of T-helper cells upregulating CD154 in response to mycelial 

lysates of A. fumigatus (0.113 % ± 0.071 %), R. arrhizus (0.124 % ± 0.068 %), R. 

pusillus (0.188 % ± 0.102 %), and C. bertholletiae (0.143 % ± 0.100 %) were 

determined in PBMC samples from 35 donors (donor characteristics: Table 1). 

Subjects whose questionnaires revealed a high mold exposure profile (as defined in 

Wurster et al., 2017a) harbored significantly greater mean frequencies of A. 

fumigatus (3.1 fold) and Mucorales (1.9 – 2.5 fold) specific T-helper cells compared 

to subjects with low exposure (Figure 1). The number of positive categories of 

surrogate markers for mold exposure strongly correlated with specific T-cell 

frequencies (Figure 2). For A. fumigatus and R. arrhizus specific T-cells a significant 

incline was already observed in case of two positive categories (Figure 2A-B), 

whereas only subjects with three or four positive categories showed significantly 

elevated R. pusillus and C. bertholletiae specific T-helper cell counts (Figure 2C-D).  
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Figure 1: Frequencies of mold specific CD154+/CD4+ T-cells depending on the subjects’ mold 

exposure profile 

Frequencies of mold specific CD154+/CD4+ cells were determined in a cohort of 35 healthy donors 

(Table 1, cohort 1). Subjects with ≥ 3 positive categories of risk factors for environmental mold 

exposure or a combination of long-term exposure and at least one current risk factor were assigned to 

the “high exposure” group (as described in Wurster et al., 2017a). All other subjects were assigned to 

the “low exposure” cohort. Box-whisker plots represent minimum, first quartile, median, third quartile, 

and maximum values observed in both cohorts. Outliers exceeding the 1.5-fold inter-quartile-range are 

shown individually. The two-sided Mann-Whitney-U test was used for significance testing. * p < 0.05, 

** p < 0.01, *** p < 0.001. 

0

0.2

0.4

0.6

Exposure L HAfu Rar Rmp Cbe
- + - + - + - +

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

L H L H L H

Stimulus Afu Rar Rmp Cbe

*** *** *** *
C

D
1

5
4

+
/C

D
4

+



3.1 Evaluation of Aspergillus and Mucorales specific T-cells and peripheral blood mononuclear cell 
cytokine signatures as biomarkers of environmental mold exposure 

73 
 

 

Figure 2: Frequencies of mold specific CD154+/CD4+ T-cells depending on the amount of risk 

factors for occupational or residential mold exposure 

The diagrams show individual (n = 35, cohort 1) A. fumigatus (A), R. arrhizus (B), R. pusillus (C), and 

C. bertholletiae (D) specific T-cell frequencies in dependency of the number of positive risk factor (RF) 

categories for mold exposure (as described in Wurster et al., 2017a). Black bars represent arithmetic 

means. The two-sided Mann-Whitney-U test was used for significance testing. ■ p < 0.1, * p < 0.05, ** 

p < 0.01, *** p < 0.001.  

Correlation of Aspergillus and Mucorales specific T-cell frequencies in healthy 

subjects 

Comparing A. fumigatus and Mucorales specific T-cell frequencies, significant 

positive correlation was found (Figure 3). Coefficients of correlation between A. 

fumigatus and Mucorales specific CD154+/CD4+ cell numbers ranged from 0.48 (C. 

bertholletiae, p = 0.004) to 0.79 (R. arrhizus, p < 0.001). Between the studied 

Mucorales species, coefficients of correlation ranged from 0.59 (p = 0.002) to 0.65 (p 

< 0.001).  
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Figure 3: Correlation of A. fumigatus and Mucorales specific T-cell frequencies 

Coefficients of correlation (r) were determined for individual frequencies of A. fumigatus (Afu), R. 

arrhizus (Rar), R. pusillus (Rmp), and C. bertholletiae (Cbe) specific T-helper cells. Black and white 

diamonds represent the high (n = 22) and low (n = 13) exposure cohort, respectively. Coefficients of 

correlation (r) are given in the charts. 
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To confirm these observations and to characterize phenotypes of T-helper cells 

upregulating CD154 in response to A. fumigatus or R. arrhizus lysates, 20 additional 

subjects were enrolled (Table 1, cohort 2). Similar to the first cohort, highly exposed 

subjects showed markedly greater A. fumigatus and R. arrhizus specific T-cell 

frequencies, with a coefficient of correlation of 0.61 (Figure 4A). Importantly, CD154+ 

CMV-specific (pp65 + IE1) T-cell frequencies neither correlated with the subjects’ 

mold exposure profiles nor with mold reactive T-cell frequencies (Figure 4B).  
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Figure 4: Comparison of mold and CMV specific T-cells in a second cohort of 20 donors 

A. fumigatus, R. arrhizus, and CMV pp65 + IE-1 specific T-cell frequencies were determined in a 

second cohort of 20 additional donors. Correlation of A. fumigatus and R. arrhizus specific T-cells (A) 

as well as mold and CMV specific T-cells (B) was analyzed. Black and white diamonds represent the 

high (n = 13) and low (n = 7) exposure cohort, respectively. Coefficients of correlation (r) are given in 

the charts. 

CCR7/CD45RO Phenotype of A. fumigatus and Mucorales specific T-helper cells 

CCR7 and CD45RO phenotypes of CD4+CD154+ mold specific T-helper cells were 

assessed in the second cohort (n = 20). Significantly higher mean numbers of A. 

fumigatus reactive CCR7-CD45RO+ effector memory T-cells (0.031 % vs. 0.006 %, p 

< 0.001), CCR7+CD45RO+ central memory T-cells (0.034 % vs. 0.010 %, p = 0.002), 

and CCR7+CD45RO- naïve T-cells (0.039 % vs. 0.019 %, p = 0.018) were found in 

highly exposed donors (Figure 5A). These data indicate that memory and naïve T-

cells similarly contribute to elevated A. fumigatus specific T-cell frequencies in highly 

exposed subjects. For R. arrhizus specific T-cells, elevations of central (0.029 % vs. 

0.013 %, p = 0.082) and effector memory cells (0.023 % vs. 0.011 %, p = 0.052) were 

found in donors with high mold exposure, whereas specific naïve T-cell frequencies 

were only slightly increased (Figure 5B). A. fumigatus and R. arrhizus specific CCR7-

CD45RO- effector T-cell frequencies did not significantly depend on the subjects’ 

mold exposure profiles. 
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Figure 5: Characterization of CCR7/CD45RO profiles of mold specific T-helper cells in 

dependency of the subjects’ exposure profiles 

CCR7 and CD45RO phenotypes of CD154+/CD4+ A. fumigatus (A) and R. arrhizus (B) specific T-cells 

were comparatively assessed in subjects with low (n = 7) or high (n = 13) mold exposure profiles. 

Mean values and standard deviations are shown in the left column of each group. 

Cytokine profiles of lysate stimulated PBMCs and their classification performance 

Cytokine concentrations in the culture medium were assessed upon PBMC 

stimulation with A. fumigatus and R. arrhizus lysates. Comparing cytokine response 

patterns and the subjects’ mold exposure profiles, significantly greater elevations of 

IL-5 and IL-17A and a tendency towards higher IL-13 levels were found in A. 

fumigatus lysate stimulated PBMC samples from highly exposed donors (Figure 6A, 

Supplementary Table 4). For R. arrhizus stimulation, more than 2-fold greater mean 

levels of IFN-γ, TNF-α, IL-5, IL-1β, and IL-17A were observed in PBMC supernatants 

from highly exposed subjects, though statistical significance was not reached (Figure 

6B, Supplementary Table 4).  
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Figure 6: Cytokine secretion of PBMCs stimulated with A. fumigatus or R. arrhizus lysates in 

dependency of the subjects’ mold exposure profiles 

PBMCs isolated from 20 healthy adults (cohort 2, 7 low exposure and 13 high exposure subjects) were 

stimulated with α-CD28 and A. fumigatus (A) or R. arrhizus (B) mycelial lysates. Concentrations of 

cytokines in the culture medium were determined using a 13-plex T-cell cytokine panel. Cytokine 

concentrations of unspecific background controls (α-CD28 only) were deduced from lysate stimulated 

measurements. Box-whisker plots represent minimum, first quartile, median, third quartile, and 

maximum values of both cohorts. Outliers exceeding the 1.5-fold inter-quartile-range are shown 

individually. The two-sided Mann-Whitney-U test was used for significance testing. ■ p < 0.1, * p < 

0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. Raw data of cytokines not included in the figure are provided in 

Supplementary Table 4. 

Logistic regression analyses were performed to determine the classification 

performance of cytokine concentrations alone or in combination with CD154+/CD4+ 

specific T-cell frequencies (Figure 7). Using the A. fumigatus lysate, CD154+/CD4+ 

frequencies alone showed a 95 % internal accuracy and 85 % cross-validation 

accuracy (p < 0.001, Figure 7A), followed by IL-13 (80 % / 75 %) and IL-5 (75 % / 70 

%). Combination of CD154+/CD4+ frequencies and IL-5 concentrations led to a 5 % 
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increase of prediction performance of exposure profiles in the cross-validation 

procedure (90 %, p < 0.05, Figure 7B). Whereas TNF-α alone showed poor 

classification accuracy, its combination with specific T-cell frequencies also resulted 

in a 90 % prediction performance (p < 0.05). Inclusion of other cytokines did not lead 

to an improved predictive power compared with CD154 alone. Stimulating samples 

with the R. arrhizus lysate, internal and cross-validation performance of 

CD154+/CD4+ frequencies were 85 % and 75%, respectively (Figure 7C, p < 0.05). 

Addition of IL-17A increased predictive power in 10-fold cross-validation to 80 % (p < 

0.01, Figure 7D). 

 

Figure 7: Univariate und bivariate prediction accuracy of exposure profiles 

Logistic regression analyses were performed to determine internal (black columns) and 10-fold cross-

validation accuracy (grey columns) for each cytokine marker or CD154+/CD4+ frequencies (“CD154”) 

alone (A: A. fumigatus, C: R. arrhizus) and cytokines combined with CD154+/CD4+ frequencies (B: A. 

fumigatus, D: R. arrhizus). Asterisks indicate significance of regression coefficients based on likelihood 

ratio tests for each marker alone and cytokine effects adjusted for the CD154 measurements. ■ p < 

0.1, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. 
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Discussion 

Humans constantly inhale airborne mold spores from environmental sources. 

Sensitization to molds is a major risk factor for developing asthma, hypersensitivity 

pneumonitis, and allergic fungal rhinosinusitis (Hulin et al., 2013; Jacob et al., 2002; 

Mendell et al., 2011; Verhoeff & Burge, 1997). A significant portion of asthma and 

hypersensitivity pneumonitis incidence in adults is attributable to occupational mold 

exposure (Denning et al., 2014; Quirce et al., 2016), particularly common in farmers 

(Kotimaa et al., 1984; Liu et al., 2015) and wood workers (Faerden et al., 2014; 

Halpin et al., 1994). On the other hand, inhalative mold exposure of 

immunocompromised patients can result in life-threatening infections including 

invasive aspergillosis and mucormycosis.  

The mammalian T-cell system, co-evolved with fungal commensals, is crucial to 

maintain a balanced immune status preventing both invasive infections and 

hypersensitivity (Romani, 2011). Several studies focused on the quantification and 

characterization of mold specific T-cell responses in healthy subjects (Wurster et al., 

2017a; Stuehler et al., 2015) or patients with a wide spectrum of medical conditions 

ranging from invasive mold infections (Bacher et al., 2015a; Potenza et al., 2011, 

2013, and 2016) to mold related hypersensitivity syndromes (Jolink et al., 2015; Pant 

& Macardle, 2014). Though allergic syndromes are hard-wired to environmental mold 

exposure and humoral immunity was extensively characterized (Cano-Jimenez et al., 

2017; Edmondson et al., 2009; Rognon et al., 2015), the crosslink between mold 

encounter and specific T-helper cell frequencies and phenotypes is poorly studied.    

We have previously reported that subjects with intensive mold exposure in their 

occupational or residential surrounding exhibit elevated numbers of A. fumigatus 

specific T-helper cells (Wurster et al., 2017a). Corroborating these data in two 

additional cohorts, the present study also provides evidence of elevated Mucorales 

specific T-cell frequencies in dependency of environmental mold exposure. This 

observation was surprising, given that Mucorales spore concentrations in indoor and 

outdoor air sampling studies tend to be low and subject to seasonal variation (Klaric 

& Pepeljnjak, 2005; Richardson, 2009; Shelton et al., 2007). There is, however, 

ample evidence that Mucorales exposure and transmission are associated with 

specific environmental niches and occupational settings including construction work, 
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ventilation systems, potted plant soil, poultry facilities, and decaying organic matter 

(Ribes et al., 2002; Richardson, 2009). Low baseline spore concentrations in ambient 

air in combination with specific residential and occupational exposure scenarios 

appear to provide a favorable constellation for bio-effect monitoring using immune 

markers. In contrast to the other tested species, C. bertholletiae specific T-cell 

frequencies showed considerable overlap of interquartile ranges of high and low 

exposure cohorts, which may be attributable to the large spore diameter (7-14 µm, 

Nimmo et al., 1988) limiting penetration into the terminal bronchioles and alveoli. 

In both cohorts assessed in this study, considerable correlation of A. fumigatus and 

Mucorales specific T-cell frequencies was observed. A number of earlier studies 

provided insights in T-cell cross-reactivity among clinically important molds and 

yeasts. Schmidt and colleagues (Schmidt et al., 2012) showed that R. arrhizus 

specific CD4+ lymphocytes elicit significant IFN-γ response when restimulated with R. 

pusillus, Rhizopus microsporus, or Candida albicans. Enriched A. fumigatus specific 

T-helper cells cross-react to clinical isolates of several molds and yeasts (Jolink et 

al., 2015; Bacher et al., 2015b). In addition, highly exposed subjects often encounter 

various molds including Aspergillus and Mucorales, which possess similar 

environmental niches (Garcia-Cela et al., 2015; Yamamoto et al., 2011; Zielinska-

Jankiewicz et al., 2008), possibly resulting in enhanced T-helper cell response 

against multiple fungi. This hypothesis is supported by studies of humoral immunity 

documenting enhanced humoral response to various molds in exposed subjects 

(Gamboa et al., 2005; Sterclova et al., 2011). 

While CD154-based flow cytometry provides a global assessment of the total antigen 

reactive T-helper cell repertoire, the present study also compared cytokine release 

from PBMCs stimulated with lysates of A. fumigatus and R. arrhizus, representing the 

most common human pathogenic Ascomycetes and Mucorales species. Previous 

reports documented significant antigen-dependent heterogeneity of cytokine release 

from T-cells (Bacher et al., 2013; Zielinski et al., 2012) or PBMCs (Simms et al., 

2013). Moreover, markedly distinct influence of mold exposure on cytokine response 

patterns to different molds has been documented. For example, significantly greater 

IL-8 and IL-1β secretion in PBMC samples stimulated with A. versicolor was found in 

subjects with visible mold contamination of their domicile (Punsmann et al., 2013), 

whereas others described reduced pro-inflammatory cytokine response to Penicillium 
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chrysogenum and Cladosporium herbarum spores in exposed subjects (Rosenblum 

Lichtenstein et al., 2015).  

Despite of previously documented morphotype-dependent differences in cytokine 

response of mononuclear cells to Aspergillus and Mucorales (Wurster et al., 2017b), 

the present study, using mycelial lysates, found largely similar cytokine signatures of 

stimulated PBMCs. Induction of TH1 cytokines IFN-γ and TNF-α was paralleled by 

even higher fold changes of IL-5, IL-13, and IL-17 in highly exposed subjects. For A. 

fumigatus, these findings are in line with previous reports documenting induction of 

IL-5, IL-13, and IL-17 in fungal hypersensitivity pneumonitis, bronchopulmonary 

aspergillosis, and in response to mold exposure. For example, a TH17-dominant 

phenotype was reported in lung derived A. fumigatus specific T-cells (Jolink et al., 

2017) and repeated intranasal challenge of mice with A. fumigatus conidia resulted in 

sustained IL-17 induction driving a TH2 polarized inflammatory response (Murdock et 

al., 2012). Others reported significantly increased IL-5 levels after inhalative 

challenge of patients with fungus-related hypersensitivity pneumonitis (Villar et al., 

2014). Stimulation of PBMCs with A. fumigatus was found to induce strong IL-5 and 

IL-13 response to A. fumigatus conidia, whereas C. albicans, bacterial pathogens, 

fungal cell wall components, and synthetic PRR agonists did not alter the expression 

of these cytokines (Becker et al., 2015). The authors also described increased A. 

fumigatus-induced IL-5 and IL-13 levels, as well as elevated TH2/TH1 ratios in 

patients with ABPA or Aspergillus-associated asthma (Becker et al., 2015), 

corroborated by another study demonstrating a TH2-polarized response to A. 

fumigatus antigens in ABPA patients (Jolink et al., 2015).  

As of yet few studies are available on cytokine profiles of Mucorales specific T-cells. 

Potenza et al. (2011 and 2016) reported increased levels of IL-4 and IL-10 producing 

T-cells in patients with invasive mucormycosis or possible IM, indicating a TH2-

polarized phenotype. In healthy donors or non-IM patients, strong proinflammatory 

cytokine release of human PBMCs and TH1-polarized T-cell response were 

observed, enhancing phagocytic activity and dendritic cell maturation marker 

expression (Potenza et al., 2016; Schmidt et al., 2012; Wurster et al., 2017b). 

Accordingly, greater absolute levels of TNF-α and IL-1β were found in the present 

study in response to R. arrhizus stimulation, whereas TH2 and TH17 cytokines were 

superior in the discrimination of high and low exposure subjects. 
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Though statistical significance was reached for few cytokine parameters individually, 

combined CD154-based antigen specific T-helper cell quantification and 

measurement of cytokine concentrations led to significantly improved classification 

performance of exposure profiles compared with CD154+/CD4+ T-cell frequencies 

alone. Combination of CD154 flow cytometry and the single best cytokine readout 

identified by bivariate logistic regression analysis resulted in a predictive performance 

(10-fold cross-validation) of 90 % for A. fumigatus (CD154 + IL-5) and 80 % for R. 

arrhizus (CD154 + IL-17A) stimulation, suggesting promising potential in the 

assessment of environmental mold exposure. The better performance of the A. 

fumigatus lysate is likely to be attributable to its commercial availability, guaranteeing 

lower inter-batch variability and higher quality control standards compared with the 

self-produced Mucorales lysates.  

Naturally, the application of specific T-cell frequencies and PBMC cytokines in the 

evaluation of environmental mold exposure requires further validation in relevant 

patient cohorts and direct comparison with immunoglobulin markers. Our findings 

may contribute to a more streamlined study design facilitating less-expensive readout 

methods such as ELISPOT, intracellular cytokine staining, or standard ELISA assays. 

Moreover, this study highlights that environmental exposure needs to be considered 

as a potential confounder in approaches evaluating specific T-cell responses as a 

supportive biomarker in invasive mycoses (Bacher et al., 2015; Potenza et al., 2011, 

2013, 2016).  

Undoubtedly, functional T-cell analyses pose logistic challenges including long 

stimulation periods for reliable IL-5, IL-13, and IL-17 detection (Jeurink et al., 2008; 

Jolink et al., 2015) and impaired performance of specific T-cell detection after pre-

analytic storage or cryopreservation (Lauruschkat et al., 2018; Wurster et al., 2017c). 

However, the availability of more sensitive and robust whole blood based techniques 

for mold specific T-cell quantification (Page et al., 2017) and evaluation of cytokine 

profiles (Brunet et al., 2016) as well as the development of multiplex ELISPOT and 

FLUOROSPOT assays (Janetzki et al., 2014) greatly contribute to the feasibility and 

standardization of T-cell based immune monitoring. 
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Supplementary Materials  

Module 1: Sample 

1.1 Essential donor info 

55 healthy volunteers were enrolled (cohort 1: 35, cohort 
2: 20). Demographic data are summarized in Table 1. 
Exclusion criteria: Signs and symptoms of acute or 
chronic infection, antimicrobial 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 EDTA 

1.5 
Transportation / storage 
conditions for unprocessed 
samples 

Venipuncture was performed in the laboratory and 
samples were processed within 30 min (no storage). 

1.6 Cell processing methodology PBMC isolation by ficoll gradient centrifugation 

1.7 
Median time and ranges from 
sample collection until end of 
cell processing 

Time from blood collection until plating isolated PBMCs 
ranged from 75 to 100 min (Median: 80 min). 

1.8 Cut-offs 
PBMC isolation, cell counting, and plating had to be 
completed within 2 h after blood draw. 

1.9 Fresh or cryopreserved Fresh 

1.10 - 
1.14 

Cryopreservation n/a 

1.15 -
1.18 

Median cell yield and viability 
Median yield of PBMC isolation: 2.46 x 106 PBMCs / ml 
whole blood. Median viability: > 99 % (determined by 
trypan blue exclusion).  

1.19 Cut-offs Viability after PBMC isolation > 95 %.  

1.20 Cell counting methodology 
Microscopic counting using a modified Neubauer 
chamber. 

1.21 Additional assessments n/a 

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 necessary. 

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 antigen stimulated measurements. Positive 
controls stimulated with PMA & ionomycin were used for 
adjusting instrument settings and confirmation of proper 
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cell stimulation. 

2.6 Acceptance criteria 
Unspecific background of CD154+/CD4+ cells samples 
stimulated with α-CD28 only 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 (lympho-
cyte gate according to FSC/SSC properties), resolution: 
1024. Compensation was performed individually for 
each donor.  

3.3 Detailed gating strategy 
Sup. Fig. 1 and 2 

3.4 Representative data set 

3.5 
Mean, median, ranges of event 
counts for relevant populations 

Relevant populations and statistical details are summa-
rized in Sup. Table 2 and 3. 

3.6 Unusual strategies explained n/a 

3.7 Review of raw data Raw data were reviewed by at least two authors.  

Module 4: Results 

4.1 
Background and ag-specific 
reactivity levels 

Unspecific background and antigen-specific responses 
are summarized in Sup. Table 2 and 3. 

4.2 Cut-off specifications 
Unspecific background of CD154+/CD4+ cells samples 
stimulated with α-CD28 only 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 2 and 3. 

4.4 
Definition of positive reactivity 
(above background) including 
tests applied 

As mold reactive T-cells are detectable in most healthy 
donors, no cut-off specifications for reactivity were 
applied. In this study, reactive T-cells are defined as T-
cells upregulating activation markers (e. g. CD154) upon 
stimulation with mycelial lysates + costimulatory factors, 
whereas 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 
Two donors were excluded, one due to acute infection, 
and one for technical reasons (high unspecific 
background). 

4.9 Why test was used 

We have previously demonstrated that CD154+ A. 
fumigatus specific T-cell frequencies are elevated in 
subjects with frequent mold exposure (Wurster et al., 
2017a). This study sought to compare Aspergillus and 
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Mucorales specific T-cell frequencies, phenotypes, and 
PBMC cytokine responses. 

Module 5: Laboratory 

5.1 Guidance of lab operations 

Experiments were conducted under GLP principles. 
SOPs were prepared by SW and reviewed by all 
authors. Lab members were trained thoroughly. Process 
related parameters were documented in standardized 
case report forms. 

5.2 
Laboratory accreditations 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. 

5.6 Specific performance criteria n/a 

Supplementary Table 1: MIATA sub-modules according to http://miataproject.org 

  

http://miataproject.org/
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 CD28 A. fumigatus R. arrhizus R. pusillus C. bertholl. 
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Median 49615 49753 49671 49653 49543 

Mean 48389 49622 49666 49661 48818 

Max 50426 50287 50367 50317 50516 

H
ig

h
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x
p

. 

Min 40345 41745 48530 48665 48485 

Median 49214 49095 49397 49412 49305 

Mean 48607 48778 49416 49426 49318 

Max 50089 50482 50714 50487 50459 

A
ll
  

D
o

n
o

rs
 Min 34358 41745 48530 48665 38654 

Median 49308 49273 49492 49521 49389 

Mean 48526 49092 49509 49513 49132 

Max 50426 50482 50714 50487 50516 
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D
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L
o

w
 

E
x
p

. 

Min 20830 20907 20411 20585 20654 

Median 25602 26922 26552 25714 25754 

Mean 26151 26991 26629 26581 26254 

Max 33448 33559 32885 32895 33091 

H
ig

h
 

E
x
p

. 

Min 16481 16719 16620 16356 16338 

Median 23249 23057 23243 22935 23510 

Mean 23702 23870 23777 23659 23728 

Max 30970 31436 31068 30872 31218 

A
ll
  

D
o

n
o

rs
 Min 16481 16719 16620 16356 16338 

Median 24067 24639 24697 24161 24001 

Mean 24612 25029 24836 24744 24666 

Max 33448 33559 32885 32895 33091 
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x
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. 

Min 0 6 5 12 3 

Median 3 15 14 28 30 

Mean 5 18 21 33 28 

Max 15 41 55 62 51 

H
ig

h
 

E
x
p

. 

Min 0 18 19 24 9 

Median 2 32 38 55 44 

Mean 2 38 40 56 43 

Max 13 88 77 89 96 

A
ll
  

D
o
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o

rs
 Min 0 6 5 12 3 

Median 2 28 32 45 32 

Mean 3 31 33 48 37 

Max 15 88 77 89 96 

C
D

1
5
4

+
/C

D
4

+
 (

%
) 

L
o

w
 

E
x
p

. 

Min 0.000 0.022 0.016 0.039 0.012 

Median 0.014 0.061 0.057 0.114 0.102 

Mean 0.020 0.068 0.082 0.126 0.110 

Max 0.053 0.124 0.172 0.201 0.235 

H
ig

h
 

E
x
p

. 

Min 0.000 0.075 0.072 0.082 0.031 

Median 0.006 0.135 0.168 0.232 0.183 

Mean 0.009 0.159 0.169 0.245 0.184 

Max 0.059 0.293 0.269 0.531 0.428 

A
ll
  

D
o

n
o

rs
 Min 0.000 0.022 0.016 0.039 0.012 

Median 0.008 0.115 0.137 0.197 0.126 

Mean 0.013 0.126 0.137 0.201 0.156 

Max 0.059 0.293 0.269 0.531 0.428 

Supplementary Table 2: Ranges of acquired event counts for lymphocytes, CD4+ cells, 

CD4+CD154+ cells, and frequencies of CD154+/CD4+ cells in first cohort of 35 donors 
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Median 46147 48215 48130 47641 
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Max 58577 50860 58234 57513 

H
ig

h
 

E
x
p

. 

Min 27644 32095 31131 35983 

Median 46070 47263 45265 46050 

Mean 45280 46961 45329 47179 
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 Min 27644 28679 28844 30735 

Median 46108 47265 46321 46353 
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Max 64482 64701 64536 64769 
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Min 4 5 5 12 

Median 7 17 18 36 

Mean 7 16 23 56 

Max 9 35 65 162 
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Min 2 23 24 15 

Median 6 49 44 26 

Mean 7 54 47 36 

Max 14 97 126 100 
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 Min 2 5 5 12 

Median 7 37 39 28 

Mean 7 41 39 43 

Max 14 97 126 162 
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%
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Min 0.007 0.009 0.009 0.021 
Median 0.015 0.037 0.043 0.080 
Mean 0.015 0.037 0.056 0.123 
Max 0.027 0.069 0.131 0.339 

H
ig

h
 

E
x
p

. 

Min 0.003 0.062 0.055 0.026 
Median 0.017 0.108 0.098 0.064 
Mean 0.016 0.114 0.105 0.078 
Max 0.027 0.199 0.268 0.214 

A
ll
  

D
o

n
o

rs
 Min 0.003 0.009 0.009 0.021 

Median 0.017 0.082 0.085 0.065 
Mean 0.016 0.087 0.088 0.094 
Max 0.027 0.199 0.268 0.339 

Supplementary Table 3: Ranges of acquired event counts for lymphocytes, CD3+CD4+ cells, 

CD3+CD4+CD154+ cells, and frequencies of CD154+/CD3+CD4+ cells in second cohort of 20 

donors 
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Lysate A. fumigatus R. arrhizus 

Exposure 
Low  

(n = 7) 

High  

(n = 13) 

All  

(n = 20) 

Low  

(n = 7) 

High  

(n = 13) 

All  

(n = 20) 

IF
N

-γ
 Min 0 1 0 0 1 0 

Median 655 1046 924 643 1114 934 

Mean 1329 1286 1301 1002 2258 1818 

Max 5852 2861 5852 2396 10644 10644 

T
N

F
-α

 Min 0 1 0 0 0 0 

Median 57 143 120 94 323 218 

Mean 424 168 258 461 1140 903 

Max 2509 369 2509 2567 7922 7922 

IL
-1

β
 

Min 0 0 0 0 0 0 

Median 1 16 11 2 4 4 

Mean 132 345 271 160 363 292 

Max 872 1738 1738 1104 4337 4337 

IL
-2

 

Min 0 0 0 0 0 0 

Median 107 110 108 254 13 51 

Mean 299 384 354 402 95 202 

Max 1080 2612 2612 1092 526 1092 

IL
-4

 

Min 0 0 0 0 0 0 

Median 4 24 23 0 0 0 

Mean 27 35 32 16 3 8 

Max 121 183 183 74 38 74 

IL
-5

 

Min 0 1 0 0 1 0 

Median 38 112 79 66 244 150 

Mean 50 150 115 135 794 563 

Max 128 479 479 708 4933 4933 

IL
-6

 

Min 0 1 0 0 1 0 

Median 71 212 159 70 401 289 

Mean 1686 2020 1903 2311 3122 2838 

Max 11227 9717 11227 11227 11307 11307 

IL
-1

0
 

Min 0 1 0 0 1 0 

Median 203 286 221 350 398 388 

Mean 389 368 375 646 619 629 

Max 1571 1377 1571 1719 1857 1857 

IL
-1

3
 

Min 0 1 0 0 1 0 

Median 169 586 565 442 1079 883 

Mean 370 1108 850 1485 1975 1803 

Max 1250 4817 4817 7412 5828 7412 

IL
-1

7
A

 Min 0 0 0 0 0 0 

Median 8 65 23 15 78 48 

Mean 13 104 72 55 221 163 

Max 30 441 441 236 1150 1150 

IL
-2

3
 

Min 0 0 0 0 0 0 

Median 0 0 0 0 2 2 

Mean 9 2 5 13 12 12 

Max 63 19 63 63 38 63 

G
M

-C
S

F
 Min 0 1 0 1 1 1 

Median 106 251 244 108 218 201 

Mean 187 272 242 309 444 397 

Max 513 665 665 1334 2123 2123 
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Supplementary Table 4: Concentrations of cytokines (pg/ml) in PBMC supernatants depending 

on exposure profiles (IL-12p70 values were < 5 pg/ml in all samples)  

 

Supplementary Figure 1 → Gating strategy for enumeration of antigen specific T-cell 

frequencies (cohort 1) 

Following surface staining with α-CD4-FITC and inside staining with α-CD154-APC, cells were 

resuspended in 200 µl HBSS. Measurement was performed on a FACS Calibur flow cytometer at low 
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acquisition speed (15 µl/min). 1 x 105 lymphocytes were acquired according to FSC/SSC properties. 

Using FlowJo software, the lymphocyte gate was adjusted precisely. CD4+ cells were gated in a 

histogram plot. The CD4+CD154+ subset was determined using a CD4/CD154 pseudocolor plot. 

CD4+CD154+ events were divided by CD4+ events to determine mold reactive T-cell frequencies and 

unspecific background. Mold specific T-cells frequencies were calculated by subtraction of unspecific 

background from mold reactive T-cell frequencies. CD28 = unspecific background control stimulated 

with α-CD28 only, Afu = A. fumigatus, Rar = R. arrhizus, Rmp = R. pusillus, Cbe = C. bertholletiae.  

 

Supplementary Figure 2 → Gating strategy for determination of antigen specific T-cell 

frequencies and their CCR7/CD45RO phenotypes (cohort 2) 

Following surface staining with α-CD4-FITC, α-CCR7-PE, and α-CD45RO-PerCP as well as inside 

staining with α-CD154-APC, cells were resuspended in 200 µl HBSS. Measurement was performed on 

a FACS Calibur flow cytometer at low acquisition speed (15 µl/min). 1 x 105 lymphocytes were 

acquired according to FSC/SSC properties. Using FlowJo software, the lymphocyte gate was adjusted 

precisely. CD4+ cells were gated on a histogram plot. A CCR7/CD45RO quadrant gate was adjusted 

on a 2 % contour plot showing all CD4+ events. CD154+ cells were gated on a CD4/CD154 

pseudocolor plot and the CCR7/CD45RO quadrant gate was applied to the CD4+CD154+ subset. 

CD28 = unspecific background control stimulated with α-CD28 only, Afu = A. fumigatus, Rar = R. 

arrhizus, CMV = pp65 + IE1 peptides. 
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Abstract 

Flow cytometric quantification of CD154+ mould specific T-cells in antigen-stimulated 

peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) or whole blood has been described as a 

supportive biomarker to diagnose invasive mould infections and to monitor 

therapeutic outcomes. As patients at risk frequently receive immunosuppressive and 

antifungal medication, this study compared the matrix-dependent impact of 

representative drugs on CD154+ T-cell detection rates. PBMCs and whole blood 

samples from healthy adults were pre-treated with therapeutic concentrations of 

liposomal amphotericin B, voriconazole, posaconazole, cyclosporine A (CsA) or 

prednisolone. Samples were then stimulated with an Aspergillus fumigatus lysate or a 

viral antigen cocktail (CPI) and assessed for CD154+ T-helper cell frequencies. 

Specific T-cell detection rates and technical assay properties remained largely 

unaffected by exposure of both matrices to the studied antifungals. By contrast, CsA 

and prednisolone pre-treatment of isolated PBMCs and whole blood adversely 

impacted specific T-cell detection rates and caused elevated inter-replicate variation. 

Unexpectedly, the whole blood-based protocol that uses additional α-CD49d co-

stimulation was less susceptible to CsA and prednisolone despite prolonged drug 

exposure in the test tube. Accordingly, addition of α-CD49d during PBMC stimulation 

partially attenuated the impact of immunosuppressive drugs on test performance. 

Translating these results into the clinical setting, false-negative results of CD154+ 

antigen-specific T-cell quantification need to be considered in patients receiving T-

cell-active immunosuppressive medication. Optimized co-stimulation regimes with α-

CD49d could contribute to an improved feasibility of functional T-cell assays in 

immunocompromised patient populations.  
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Antifungals, GvHD prophylaxis, Aspergillus, Biomarker, Flow cytometry, CD49d 
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Original article 

Introduction 

Humans are continuously confronted with airborne mould spores ubiquitously present 

in the environment (1). Aspergillus fumigatus remains the most frequent cause of life-

threatening invasive mould infections in leukaemia patients or those requiring 

immunosuppressive therapy after hematopoietic stem cell or solid organ 

transplantation (2). The difficult and often delayed diagnosis is a major obstacle to 

reduce the significant mortality of invasive mould infections (3). Therefore, novel 

reliable diagnostic biomarkers remain a critical need in medical mycology (4-5).  

Different laboratories established flow cytometric protocols or enzyme-linked 

immunospot assays to quantify T-lymphocyte responses to fungal antigens as a 

supportive approach to monitor invasive mycoses (6-10). CD154+ mould-reactive T-

cell detection showed promising potential in the diagnosis and therapeutic monitoring 

of invasive pulmonary mould infections (6, 10). However, conventional protocols 

based on isolated peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) are highly 

susceptible to pre-analytical delays (11-14), complicating assay standardization and 

multi-centre studies, and exhibit considerable technical failure rates in haematological 

patient cohorts (10). To overcome these limitations, we have recently proposed a 

whole blood-based protocol with enhanced co-stimulation (15). A pilot study in 

healthy subjects revealed high technical reliability and superior detection rates of 

mould specific T-helper cells from whole blood, but the comparative applicability 

boundaries of both matrices remain to be defined (15). 

Antigen-reactive lymphocyte assays crucially rely on cell viability and functional 

cellular interactions (13) that can be significantly modulated by the patient’s 

concomitant medication. Both immunosuppressive (16-18) and antifungal (19-26) 

compounds diversely impact the in vitro response characteristics of a broad spectrum 

of leukocyte populations. However, their effect on the susceptibility of flow cytometric 

mould-reactive T-cell quantification depending on test matrix and co-stimulation is so 

far hardly investigated. Therefore, we compared the performance of flow cytometric 

CD154+ A. fumigatus-specific T-cell quantification after exposure of PBMCs and 

whole blood samples to common immunosuppressive compounds and antifungal 

agents. 
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Material and Methods 

Blood collection 

54 ml EDTA blood (for PBMC isolation, + 15 ml autologous serum) or 36 ml Heparin-

NH4 blood (for whole blood assays) were collected from healthy volunteers with 

frequent mould exposure in their occupational or residential environment. Donors 

were screened for absence of acute or chronic infections, diabetes mellitus, 

immunosuppressive therapy, anti-infective agents, or pregnancy.  

Isolation, drug exposure, and stimulation of PBMCs 

PBMC isolation was performed by ficoll (Biochrom) gradient centrifugation. PBMCs 

were diluted in RPMI 1640 (+ GlutaMAXTM, Gibco) containing 5 % autologous serum 

at a final concentration of 5 x 106 cells / ml. 2 ml aliquots of the cell suspension were 

seeded per well of a 6-well plate and exposed to antifungals or immunosuppressive 

drugs at the following, clinically relevant final concentrations: 50 μg/ml liposomal 

amphotericin B (AMB, Gilead), 5 μg/ml voriconazole (VRC, Pfizer), 4 μg/ml 

posaconazole (PCZ, Merck & Co.), 200 ng/ml cyclosporine A (CsA, Novartis), and 

200 ng/ml prednisolone (mibe). Cells were incubated with the drugs for 3 h at 37 °C, 

5 % CO2. Thereafter, PBMCs were harvested, washed, and suspended in fresh 

medium at a concentration of 1 x 107 cells / ml. Importantly, non-drug exposed 

PBMCs for the reference measurement underwent the same re-collection and 

washing procedure to account for any procedure-related impact on specific T-cell 

detection rates. 100 μl aliquots of the cell suspensions were seeded per well of a 96-

well plate. 5 μg A. fumigatus mycelial lysates (Miltenyi Biotec) and 0.1 µg α-CD28 ± 

0.1 µg α-CD49d co-stimulatory antibody (Miltenyi Biotec) were added for cell 

stimulation. To determine unspecific background stimulation, control samples were 

treated with α-CD28 ± α-CD49d only. For selected experiments, cells were stimulated 

with 50 µg/ml cytomegalo-, parainfluenza-, and influenza virion antigen pool (CPI, 

C.T.L. Europe) in addition to co-stimulatory antibodies. After 2 h of incubation at 37 

°C, 5 % CO2, brefeldin A (Sigma) was added at a final concentration of 10 μg/ml, 

followed by another 18 h incubation period. 

As an additional setting for direct comparison with the whole blood-based method 

(Fig. 4), EDTA blood was pre-treated with 200 ng/ml CsA or prednisolone for 2 h prior 
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to PBMC isolation. In this case, isolated PBMCs underwent no additional drug 

exposure, re-collection, and washing steps. 

Drug treatment and stimulation of whole blood samples 

For stimulation of whole blood samples, 2.7 ml blood collection tubes without 

anticoagulant (Sarstedt) were prepared with 0.5 µg α-CD28 and 0.5 µg α-CD49d 

costimulatory factors ± 25 μg mycelial lysate or 25 µg CPI pool (50 µg/ml) as 

previously described (15). The total reagent volume was adjusted to 50 µl by addition 

of RPMI 1640. 0.5 ml heparinized whole blood, supplemented with antifungals or 

immunosuppressive agents at the concentrations outlined above, was injected in 

each of the tubes using a graded 1 ml syringe. For selected experiments (Fig. 4), 

whole blood was pre-treated for 2 h with immunosuppressive agents prior to injection 

into the stimulation tubes instead of drug addition during antigen stimulation. 

Stimulation tubes were inverted ten times and incubated at 37 °C for 4 h. After 

addition of 10 µg/ml brefeldin A, tubes were incubated at 37 °C for another 18 h 

period. 

Staining and flow cytometric analysis 

Antibody staining was performed using the Inside Stain Kit, α-CD4-FITC, and α-

CD154-APC (Miltenyi Biotec) according to the manufacturer’s instructions. For 

selected experiments (Fig. 4), an extended panel was used consisting of 7-AAD 

Staining Solution (viability dye, Miltenyi Biotec), α-CD4-VioGreen, α-CD197 (CCR7)-

FITC, α-CD45RA-APC-Vio 770, and α-CD69-VioBlue for surface staining, and α-IL-2-

PE, α-IFN-γ-APC, as well as α-CD154-PE-Vio 770 for intracellular staining (all 

antibodies from Miltenyi Biotec). Prior to staining of whole blood, 0.5 ml of 0.5 M 

EDTA (Sigma) was added and erythrocytes were lysed using Buffer EL (Qiagen) as 

previously described (15). This study has been conducted in accordance with MIATA 

reporting requirements (27). The detailed workflow and quality control parameters are 

summarized in Appendix 1. Representative plots documenting the gating strategies 

are provided in Fig. 1B, Fig. 2B, and Appendix 2. 

Statistics 

To calculate the frequency of antigen specific (e.g. A. fumigatus specific) T-cells, the 

unspecific background percentage of CD154+/CD4+ events, determined in samples 
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containing co-stimulatory antibodies but no antigen, was subtracted from the antigen 

reactive CD154+/CD4+ frequency. This step was performed independently for each 

donor and condition (protocol and drug treatment). 95 % confidence intervals (CI) of 

reference measurements using untreated (non-drug-exposed) samples were 

estimated as described in Appendix 3. Results of drug-treated samples were 

considered significantly deviating if they did not fall within this interval. The Wilcoxon 

signed-rank test was used for pairwise comparison of different treatments or co-

stimulation schemes. 

Results 

At first, we studied the influence of antifungals on A. fumigatus specific T-cell 

quantification. Applying the PBMC-based assay without antifungal pre-treatment, the 

mean A. fumigatus specific T-helper cell frequency in our donor cohort was 0.148 %. 

Upon exposure to AMB, VRC, and PCZ, reactive T-cell frequencies remained largely 

unaltered (Figure 1A, representative example in Figure 1B). Comparing drug-

exposed and untreated samples, coefficients of correlation ranged from 0.97 to 0.99 

and median fold changes were between 0.93 and 0.97 (Table 1). Analysing untreated 

whole blood samples from eight additional donors, 0.190 % A. fumigatus specific T-

cells were found on average. Addition of antifungal drugs neither caused significant 

changes of median mould reactive T-cell frequencies (median fold change: 0.84-

1.04) nor significant deviations of individual measurements (Figure 1C, Table 2).  



3.2 Impact of immunosuppressive and antifungal drugs on PBMC- and whole blood-based flow 
cytometric CD154+ Aspergillus fumigatus specific T-cell quantification 

105 
 

 

Figure 1. Liposomal amphotericin B, voriconazole, and posaconazole do not impair the 

performance of CD154+ A. fumigatus specific T-cell quantification. 

(A and C) A. fumigatus specific CD154+/CD4+ T-cell frequencies of 8 healthy donors were quantified 

with and without prior exposure of PBMCs (A) or heparinized blood (C) to 50 µg/ml liposomal 

amphotericin B (white diamonds), 5 µg/ml voriconazole (grey diamonds), or 4 µg/ml posaconazole 

(black diamonds). Black bars indicate specific T-cell frequencies measured in the corresponding non-
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drug-exposed controls and grey areas indicate their 95 % confidence intervals (CI). (B) CD4+/CD154+ 

plots of untreated PBMCs (Medium) and PBMC samples pre-treated with antifungals. Stimulation was 

performed with 0.1 µg α-CD28 (first line, unspecific background) or 0.1 µg α-CD28 + 5 µg A. fumigatus 

mycelial lysate (second and third line, analysis performed in duplicates). 50,000 lymphocytes, 

identified by FSC/SSC properties, were acquired. CD4+ cells were gated in a CD4-FITC histogram plot 

and the percentage of CD154+ cells among CD4+ cells was quantified in a 2D pseudocolour plot. 

These data are derived from donor 8 in panel (A).  

Comparing technical assay parameters depending on sample pre-treatment with 

antifungals, slightly elevated unspecific background values were found after 

exposure of PBMCs to the studied antifungals (Table 1). In the whole blood-based 

setting, only PCZ led to a minor elevation of unspecific background compared with 

untreated samples (Table 2). These observations, however, did not reach the level of 

statistical significance, and all parameters met the quality control requirements 

outlined in Appendix 1, irrespective of exposure to antifungals.  
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 untreated AMB VRC PCZ 

Lymphocytes acquired (mean ± 
SD) 

50115 
± 334 

50107 
± 401 

50048 
± 362 

49923 
± 415 

CD4+ cells acquired (mean ± SD) 
23097 
± 1900 

23059 
± 1534 

22870 
± 1895 

22979 
± 1874 

Unspecific background 
(% CD154+/CD4+, mean ± SD)  

0.013 
± 0.008 

0.024 
± 0.008 

0.024 
± 0.010 

0.025 
± 0.015 

Lysate reactive T-cells 
(% CD154+/CD4+, mean ± SD) 

0.161 
± 0.087 

0.168 
± 0.089 

0.168 
± 0.088 

0.167 
± 0.088 

Specific T-cells after deduction 
of background  
(% CD154+/CD4+, mean ± SD) 

0.148 
± 0.090 

0.144 
± 0.083 

0.144 
± 0.091 

0.141 
± 0.083 

Inter-replicate variation 
(% CV, mean ± SD) 

11.2  
± 14.0 

13.6 
± 12.2 

12.7 
± 9.6 

10.2 
± 9.2 

Significant deviations 
(# out of 8, %) 

n/a 
1 

(12.5 %) 
0 

(0 %) 
0 

(0 %) 

Median signal-to-noise ratio a 11.75 6.71 7.99 6.91 

Median relative detection rates  
of specific T-cell frequencies b 

n/a 0.97 0.93 0.93 

Coefficient of correlation c n/a 0.97 0.98 0.99 

 

Table 1. Influence of antifungal drugs on technical and statistical parameters of PBMC-based 

A. fumigatus specific T-cell quantification  

a Median ratio of lysate-reactive T-cell frequencies divided by unspecific background 

b Median ratio of individual test results in drug-exposed versus untreated samples 

c Pearson’s coefficient of correlation between test results in drug-exposed and untreated samples 
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 untreated AMB VRC PCZ 

Lymphocytes acquired (mean ± 
SD) 

58389 
± 5911 

59292 
± 7485 

62399 
± 9751 

56406 
± 5380 

CD4+ cells acquired (mean ± SD) 
22836 
± 4258 

23576 
± 3372 

25015 
± 4009 

23249 
± 3527 

Unspecific background 
(% CD154+/CD4+, mean ± SD)  

0.016 
± 0.015 

0.015 
± 0.006 

0.020 
± 0.020 

0.024 
± 0.019 

Lysate reactive T-cells 
(% CD154+/CD4+, mean ± SD) 

0.206 
± 0.099 

0.190 
± 0.094 

0.213 
± 0.105 

0.192 
± 0.093 

Specific T-cells after deduction 
of background  
(% CD154+/CD4+, mean ± SD) 

0.190 
± 0.102 

0.175 
± 0.093 

0.194 
± 0.106 

0.168 
± 0.098 

Significant deviations 
(# out of 8, %) 

n/a 
0 

(0 %) 
0 

(0 %) 
0 

(0 %) 

Median signal-to-noise ratio a 10.32 10.29 9.38 7.79 

Median relative detection rates  
of specific T-cell frequencies b 

n/a 0.92 1.04 0.84 

Coefficient of correlation c n/a 0.98 0.97 0.96 

 

Table 2. Influence of antifungal drugs on technical and statistical parameters of whole blood-

based A. fumigatus specific T-cell quantification  

a Median ratio of lysate-reactive T-cell frequencies divided by unspecific background 

b Median ratio of individual test results in drug-exposed versus untreated samples 

c Pearson’s coefficient of correlation between test results in drug-exposed and untreated samples 
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In stark contrast, mean A. fumigatus specific T-helper cell detection rates 

considerably declined after CsA (-42 %) or prednisolone (-21 %) pre-treatment of 

PBMCs (Figure 2A). Combined treatment with CsA and prednisolone further reduced 

the number of detected cells (-57 % vs. untreated PBMCs, p = 0.016). Importantly, 

striking inter-individual differences in PBMC susceptibility to the studied drugs were 

observed. Depending on the combination of drugs, three (prednisolone) to five (CsA 

+ prednisolone) out of eight individual test results significantly deviated from the 

corresponding baseline measurements using non-immunosuppressed PBMCs. A 

representative example of strongly reduced CD154 response in one individual donor 

is provided in Figure 2B. Poor correlation of specific T-cell frequencies in 

immunosuppressed and untreated samples was found, especially when cells were 

exposed to CsA (coefficient of correlation 0.29, Table 3). The declined CD154 

response of lysate stimulated samples (median fold change 0.50-076) was 

aggravated by increased inter-replicate variation of duplicate measurements upon 

CsA and prednisolone treatment (Table 3). These data highlight that both accuracy 

and assay precision are hampered in the presence of T-cell active 

immunosuppressive drugs. 
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Figure 2. Detection rates of A. fumigatus specific T-cells are markedly lowered by cyclosporine 

A and prednisolone. 

(A and C) A. fumigatus specific CD154+/CD4+ T-cell frequencies of 8 healthy donors were quantified 

with and without prior incubation of PBMCs (A) or heparinized blood (C) with 200 ng/ml cyclosporine A 

(white diamonds), 200 ng/ml prednisolone (grey diamonds), or a combination of both drugs (black 

diamonds). Black bars and grey areas indicate specific T-cell frequencies measured in the 
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corresponding non-immunosuppressed controls and their 95% CI, respectively. (B) CD4+/CD154+ 

plots of untreated PBMCs (Medium) and PBMC samples treated with 200 ng/ml CsA, 200 ng/ml 

prednisolone, or a combination of both drugs. Stimulation was performed with 0.1 µg α-CD28 (first 

line, unspecific background) or 0.1 µg α-CD28 + 5 µg A. fumigatus mycelial lysate (second and third 

line, analysis performed in duplicates). 50,000 lymphocytes, identified by FSC/SSC properties, were 

acquired. CD4+ cells were gated in a CD4-FITC histogram plot and the percentage of CD154+ cells 

among CD4+ cells was quantified in a 2D pseudocolour plot. These data are derived from donor 8 in 

panel (A). 

 untreated CsA prednisolone 
CsA + 

prednisolone 

Lymphocytes acquired (mean ± 
SD) 

42999 
± 10181 

42768 
± 10875 

43823 
± 9454 

42674 
± 11645 

CD4+ cells acquired (mean ± SD) 
19418 
± 5239 

19290 
± 5331 

19925 
± 4606 

19517 
± 5626 

Unspecific background 
(% CD154+/CD4+, mean ± SD)  

0.021 
± 0.012 

0.000 
± 0.000 

0.009 
± 0.011 

0.005 
± 0.005 

Lysate reactive T-cells 
(% CD154+/CD4+, mean ± SD) 

0.121 
± 0.050 

0.057 
± 0.023 

0.089 
± 0.044 

0.048 
± 0.029 

Specific T-cells after deduction 
of background  
(% CD154+/CD4+, mean ± SD) 

0.100 
± 0.053 

0.057 
± 0.023 

0.079 
± 0.040 

0.044 
± 0.032 

Inter-replicate variation 
(% CV, mean ± SD) 

10.6 
± 9.2 

25.0 
± 18.7 

17.4 
± 18.7 

26.3 
± 31.7 

Significant deviations 
(# out of 8, %) 

n/a 
5 

(62.5 %) 
3 

(37.5 %) 
5 

(62.5 %) 

Median signal-to-noise ratio a 6.07 nd 14.03 nd 

Median relative detection rates  
of specific T-cell frequencies b 

n/a 0.58 0.76 0.50 

Coefficient of correlation c n/a 0.29 0.73 0.37 

Table 3. Influence of immunosuppressive agents on technical and statistical parameters of 

PBMC-based A. fumigatus specific T-cell quantification  

a Median ratio of lysate-reactive T-cell frequencies divided by unspecific background 

b Median ratio of individual test results in immunosuppressed versus untreated samples 
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c Pearson’s coefficient of correlation between test results in immunosuppressed and untreated 

samples 

nd = not defined (≥ 4 measurements with 0 CD154+/CD4+ events in the unspecific background control) 

Compared with untreated whole blood samples, CsA, prednisolone, and their 

combination led to a decline of mean A. fumigatus reactive T-cell frequencies from 

0.297 % to 0.215 % (p = 0.008), 0.210 % (p = 0.008), and 0.202 % (p = 0.008), 

respectively (Figure 2C). Four significant deviations of individual test results were 

caused by both drugs individually as well as their combination. However, both 

median fold changes (0.68-0.73) and coefficients of correlation between treated and 

untreated samples (0.74 to 0.87) were less profoundly impacted by CsA and 

prednisolone in the whole blood-based assay compared with PBMC stimulation 

(Table 4). 

 untreated CsA prednisolone 
CsA + 

prednisolone 

Lymphocytes acquired (mean ± 
SD) 

48560 
± 5421 

47585 
± 8681 

48029 
± 7071 

47707 
± 6667 

CD4+ cells acquired (mean ± SD) 
17806 
± 3187 

17325 
± 6482 

19018 
± 3559 

18620 
± 3787 

Unspecific background 
(% CD154+/CD4+, mean ± SD)  

0.009 
± 0.006 

0.010 
± 0.011 

0.014 
± 0.007 

0.009 
± 0.006 

Lysate reactive T-cells 
(% CD154+/CD4+, mean ± SD) 

0.306 
± 0.088 

0.225 
± 0.058 

0.224 
± 0.055 

0.212 
± 0.066 

Specific T-cells after deduction 
of background  
(% CD154+/CD4+, mean ± SD) 

0.297 
± 0.085 

0.215 
± 0.060 

0.210 
± 0.055 

0.202 
± 0.068 

Significant deviations 
(# out of 8, %) 

n/a 
4 

(50 %) 
4 

(50 %) 
4 

(50 %) 

Median signal-to-noise ratio a 51.57 33.39 14.36 35.92 

Median relative detection rates  
of specific T-cell frequencies b 

n/a 0.73 0.72 0.68 

Coefficient of correlation c n/a 0.77 0.87 0.74 
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Table 4. Influence of immunosuppressive agents on technical and statistical parameters of 

whole blood-based A. fumigatus specific T-cell quantification  

a Median ratio of lysate-reactive T-cell frequencies divided by unspecific background 

b Median ratio of individual test results in immunosuppressed versus untreated samples 

c Pearson’s coefficient of correlation between test results in immunosuppressed and untreated 

samples 

Individual optimization of assay conditions for both matrices in a previous study (15) 

resulted in different co-stimulation protocols, using α-CD49d only for the whole blood 

assay. Therefore, we sought to test whether addition of α-CD49d can improve the 

assay performance in PBMCs pre-exposed to CsA and prednisolone. In line with our 

earlier findings (15), A. fumigatus specific T-cell frequencies did not significantly differ 

in non-immunosuppressed cells co-stimulated with α-CD28 and α-CD28+α-CD49d 

(0.115 % vs. 0.117 %, Figure 3A-B). Without α-CD49d, 7 out of 16 test results in 

immunosuppressed PBMCs (2 with CsA and 5 with prednisolone) significantly 

deviated from the corresponding untreated samples. On average, α-CD49d addition 

alleviated the CsA and prednisolone impact on A. fumigatus specific T-cell detection 

rates by 86 % and 90 %, respectively, and all significantly deviating individual 

measurements were mitigated by α-CD49d co-stimulation (Figure 3A-B). 

To cover a broader range of specific T-helper cell frequencies that could be 

encountered in acutely infected patients and to assess the effect of α-CD49d co-

stimulation in a second antigen-reactive CD4+ T-cell population, we used a 

cytomegalo-, parainfluenza-, and influenza virion antigen pool (CPI) serving as 

universal functional positive control (28). In the absence of α-CD49d, CPI-specific T-

cell detection rates were significantly reduced by CsA (p = 0.008, Figure 3C) and 

prednisolone (p = 0.016, Figure 3D). While not altering detection rates in non-

immunosuppressed cells, addition of α-CD49d attenuated the decline of mean 

detectable CPI-specific T-cell frequencies in PBMCs pre-exposed to CsA and 

prednisolone by 53 and 78 %, respectively (Figure 3C-D). Furthermore, with α-

CD49d co-stimulation, only 7 (5 with CsA and 2 with prednisolone) instead of 12 (7 

with CsA and 5 with prednisolone) out of 16 individual results in immunosuppressed 

samples violated the 95% CI of the corresponding untreated reference 

measurements (Figure 3C-D). 
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Figure 3. Co-stimulation with α-CD49d attenuates the susceptibility of PBMCs to CsA and 

prednisolone. 

A. fumigatus (A-B) and CPI (cytomegalo-, parainfluenza-, and influenza virion antigen pool, C-D) 

specific CD154+/CD4+ T-cell frequencies of 8 healthy donors were quantified with and without prior 

exposure of PBMCs to 200 ng/ml CsA (A, C) or 200 ng/ml prednisolone (Pred., B, D). PBMCs were 

either stimulated in the presence of α-CD28 or α-CD28+α-CD49d. The paired Wilcoxon signed rank 

test was used for significance testing (ns: p > 0.05). Black diamonds indicate individual test results 

violating the 95% CI of untreated (Untr.) baseline measurements. 

Due to the considerable susceptibility of the PBMC-based protocol to pre-analytic 

delays complicating drug treatment prior to cell isolation (11, 14), all experiments 

presented in Fig. 1-3 were based on drug exposure of isolated PBMCs. Aiming to 

validate these findings, venous blood from three occupationally mould-exposed 

subjects was pre-treated with CsA or prednisolone for 2 h. Thereafter, a portion of the 

blood was injected into whole blood stimulation tubes (15) while the remainder was 

used to isolate PBMCs that were subsequently stimulated with A. fumigatus mycelial 

lysate or CPI plus either α-CD28 or combined α-CD28+α-CD49d co-stimulation (Fig. 

4A). Expectedly, A. fumigatus specific T-cell frequencies detectable by the PBMC-

based protocol were very low, even in the control sample stored for 2 h without drug 

exposure. Nonetheless, a > 30 % reduction in A. fumigatus specific T-cell counts was 
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seen in all immunosuppressed samples (Fig. 4B). While addition of α-CD49d had no 

impact on the baseline detection efficacy after 2 h of blood storage, α-CD49d largely 

mitigated the CsA- and prednisolone-induced drop in specific T-cell detection rates 

(Fig. 4B). Similarly, the whole blood-based protocol showed no significant deviations 

of A. fumigatus-specific T-cell frequencies after CsA or prednisolone treatment 

compared with the corresponding non-drug-exposed samples (Fig. 4B). A similar 

trend was seen for CPI stimulation after immunosuppression, with 4, 0, and 2 out of 6 

significant deviations for PBMCs, PBMCs with α-CD49d, and whole blood, 

respectively (Fig. 4C).  

Interestingly, we found inhomogeneous susceptibility of Aspergillus-specific 

CD4+CD154+ sub-populations in the conventional PBMC-based protocol. The 

proportion of CCR7+ subsets (naïve and central memory cells) among A. fumigatus-

specific T-cells declined from 38.5 % in non-drug-exposed samples to 7.4 % and 21.5 

%, respectively, after CsA and prednisolone treatment (Fig. 4D). Although less 

pronounced, this trend was confirmed for CPI-reactive T-cells, with 29.2 % CCR7+ 

cells in the untreated sample versus 15.6 % (CsA) and 22.8 % (prednisolone) after 

immunosuppression, whereas the CCR7/CD45RA phenotypes of CPI-specific cells 

were highly stable in α-CD49-co-stimulated PBMCs and whole blood (Fig. 4E).  

The IFN-γ+ and IL-2+ portion of the CD154+ T-helper cell repertoire remained largely 

unaffected by the immunosuppressive treatments, whereas CsA and prednisolone 

caused a precipitous drop in  CD154+CD69+ double-positive A. fumigatus- and CPI-

specific T-cells detected by the conventional PBMC-based protocol (Fig. 4F-G). In 

contrast, both α-CD49-supplemented PBMC stimulation and the (α-CD49-containing) 

whole blood assay showed markedly greater stability of the CD154+CD69+ antigen-

reactive subset, a marker that has been used in earlier studies (6, 10). Collectively, 

these data support that α-CD49d co-stimulation enhances the robustness of flow 

cytometric mould reactive T-cell quantification in the setting of immunosuppressive 

drug exposure.  
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Figure 4. α-CD49d-supplemented protocols display improved resilience to CsA and 

prednisolone pre-treatment. 

(A) Schematic of the experiment setup. Whole blood of three occupationally mould-exposed healthy 

donors was pre-treated with 200 ng/ml CsA (C) or prednisolone (P) for 2 h or kept for 2 h without drug 

exposure (untreated, U). Thereafter, PBMCs were isolated and stimulated with A. fumigatus mycelial 
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lysate or CPI (cytomegalo-, parainfluenza-, and influenza virion antigen pool) in the presence of α-

CD28 or α-CD28+α-CD49d. In addition, the (α-CD28+α-CD49d-containing) whole blood-based 

protocol (WB) was performed. The gating strategy for flow cytometric analysis is detailed in Appendix 

2. (B-C) Individual CD154+/CD4+ A. fumigatus- (B) and CPI-specific (C) T-helper cell frequencies were 

calculated for each protocol and pre-treatment after subtraction of unspecific background. Black 

diamonds indicate individual test results violating the 95% CI of untreated (U) baseline measurements. 

(D-E) Pie charts of CCR7/CD45RA phenotypes among detectable CD154+/CD4+ A. fumigatus- (D) and 

CPI-specific (E) T-helper cells. Mean values for each stimulus, protocol, and pre-treatment are shown. 

(F-G) Mean frequencies of CD154+/CD4+ A. fumigatus- (F) and CPI-specific (G) T-helper cells that are 

positive for additional activation markers IL-2, IFN-γ, and CD69. 

Discussion 

Flow cytometric or immunospot assays for specific T-cell enumeration are widely 

employed in the diagnosis and monitoring of infectious diseases, immunological 

trials, and vaccinology. Recent studies established mould specific T-cell frequencies 

as a supportive biomarker in invasive mycoses (6-10). For clinical application in 

patients undergoing allogenic haematological stem cell or solid organ transplantation, 

interference of immunosuppressive regimes with assay performance remains a 

concern. A recently published study reported applicability limitations in 

myelosuppressed patients, with almost two thirds of individual measurements not 

meeting technical acceptance criteria (10).  

While data specifically addressing the influence of individual immunosuppressive 

agents on flow cytometric mould specific T-cell assays are yet scarce, our findings 

are in line with previous evidence that drugs modulating T-cell activation and 

metabolism can hamper diagnostic lymphocyte assays. For example, several reports 

suggested an increased number of indeterminate or false negative results of 

Mycobacterium tuberculosis interferon gamma release assays (IGRA) in patients 

receiving CsA, prednisolone or other T-cell active therapies (16-18, 29-30). In 

another study, enriched human Aspergillus specific T-helper cells showed reduced 

viability, impaired proliferative capacity, and increased apoptosis rates upon 

exposure to CsA, mycophenolic acid, prednisolone, or sirolimus (31). Contrary to our 

data, IFN-γ-producing and CD154+ T-cell frequencies were only strongly lowered by 

CsA, whereas even supra-therapeutic concentrations of prednisolone had a limited 

effect (31). Focussing on the impact of these drugs on adoptive T-cell transfer 

approaches, however, the authors used an expanded, IL-2-pulsed, and restimulated 
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T-cell preparation. Hence, comparability with our study mimicking the diagnostic 

setting of freshly isolated cells is limited. 

The striking effect of the calcineurin inhibitor CsA on CD154+ specific T-cell detection 

is not surprising, as NF-AT, a downstream target of calcineurin, serves as a 

transcriptional activator of the CD154 (CD40L) promoter, driving mRNA and surface 

expression of CD154 (32-33). The effects of corticosteroids on the CD154 

biosynthesis are more controversially discussed in the literature. Jabara and 

colleagues observed an induction of CD154 transcription and surface expression in 

PBMCs and purified T-cells (34), whereas others found a reversibly inhibited CD154 

response to PMA and ionomycin in dexamethasone exposed CD4+ cells (35). 

Unexpectedly, our data revealed a stronger impact of CsA and prednisolone on the 

PBMC-based protocol than the whole blood assay, although the drugs were removed 

from PBMCs by a washing step prior to stimulation, recapitulating their elimination 

during cell isolation from patients’ blood samples. As the detection power of the 

assay diminishes with increasing pre-analytic storage time (11, 14), most 

experiments in this study were based on drug treatment of PBMCs after isolation 

instead of adding a pre-incubation step immediately after blood collection. This setup 

presents an unavoidable limitation to this study and may hamper direct comparability 

of the protocols, e.g. due to the absence of blood cell subsets absorbing 

immunosuppressive agents (36) and a lower serum concentration in PBMC cultures 

compared with whole blood. Therefore, our experimental conditions may not fully 

reflect the in vivo situation. However, greater susceptibility of PBMCs to CsA and 

prednisolone was confirmed by direct comparison of both protocols after drug pre-

treatment of collected blood prior to cell isolation despite very low detection efficacy 

of the PBMC-based protocol in this setting.  

This led to the question whether differences in co-stimulatory factors used for the 

individually optimized protocols (15) modulate the susceptibility to 

immunosuppressive drugs. Leitner and colleagues found that CsA blocked T-cell 

proliferation and IFN-γ production without co-stimulation, whereas the susceptibility of 

CD28-costimulated cells to CsA was markedly attenuated (37). The authors and 

others hypothesized that downstream mediators of calcineurin are activated by 

alternative, CD28-dependent signalling pathways (38). While both the PBMC and 

whole blood stimulation setup in our study contained α-CD28, co-stimulation with α-
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CD49d has been uniquely added to our enhanced whole blood assay and was crucial 

for its reliable performance (15). Co-stimulation with α-CD49d has not been 

evaluated in published diagnostic trials of mould-reactive T-cell testing but has been 

shown to improve T-cell viability and assay performance in related fields (39-40). 

Suggesting that α-CD49d can partially attenuate the adverse effect of CsA and 

prednisolone on antigen-reactive T-cell detection rates, our findings would encourage 

further evaluation of its influence on the diagnostic performance in the clinical setting. 

Such an investigation should also extend to cytokine secretion assays, which are 

often conducted without addition of any co-stimulatory reagents. 

While only peripherally touched in this study, our results also revisit the question of 

differential robustness of antigen-reactive T-helper cell subsets under suboptimal 

assay conditions including immunosuppressive drug exposure. Specifically, we 

observed that the CCR7+ subsets (naïve and central memory cells) were more 

strongly affected by CsA and prednisolone than CCR7- cells (effector memory and 

effector cells) in the conventional PBMC-based protocol without α-CD49d. This 

matches previous experimental evidence suggesting increased susceptibility of 

CCR7+ cells to a freeze-thaw cycle (41), another major stress event for ex vivo 

immune cells and source of variation complicating multi-centre studies of PBMC-

based functional T-cell assays. In addition, our findings suggest that the IFN-γ+ (TH1) 

portion of the A. fumigatus reactive T-helper cell repertoire may be more resilient to 

immunosuppressive agents. This hypothesis would be in line with the previously 

described relative robustness of IFN-γ+ A. fumigatus reactive T-cells after pre-analytic 

delays and cryopreservation (14).  

There is a possibility that our study overestimates the assay’s susceptibility to 

immunosuppressive agents and the protective effect of α-CD49d due to differences 

in the A. fumigatus-reactive T-cell repertoire between healthy donors and acutely 

infected patients. The response to A. fumigatus in healthy individuals is dominated by 

regulatory T-cells (42), naïve CD4+ cells and memory cells (43-44). During invasive 

aspergillosis, effector T-helper cells are induced (45), which tend to be more resilient 

to immunosuppressive drugs (Fig. 4D) and other confounding factors (41). 

Nonetheless, given the low incremental cost when adding α-CD49d to the stimulation 

cocktail and critical need for more robust protocols, enhanced co-stimulation would 

warrant further studies in the clinical setting.  
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Besides immunosuppressive compounds, several studies reported altered leukocyte 

in vitro functionality in the presence of antifungal agents. For example, mononuclear 

cell proliferation, leukotriene synthesis, and toll-like receptor signalling are influenced 

by AMB (19-23). Both increased and decreased proliferation of lymphocytes upon 

exposure to AMB have been described (24-25), whereas VRC did not affect mitogen- 

or antigen-driven murine T-cell proliferation (46) but stimulated PBMC proliferation 

and cytokine secretion (26). In our study, no evidence for impairment of CD154+ A. 

fumigatus specific T-cell quantification by the studied antifungals was found, even if 

therapeutic doses were present for a prolonged period during cell stimulation in the 

whole blood system. These results match a report by Tramsen and colleagues 

demonstrating that therapeutic concentrations of commonly administered antifungal 

compounds do not significantly affect proliferation or cytokine secretion of enriched 

antifungal TH1-cells (47).  

An important limitation of our in vitro examination in healthy donors is the lacking 

consideration of indirect antifungal drug effects on the in vivo immunopathology. 

Antifungal prophylaxis has been repeatedly described to interfere with the 

performance of various biomarkers employed in diagnostic mycology (48-49). Fungal 

proliferation and cell wall composition are influenced by antifungal drugs, in turn 

modulating PRR expression profiles and activation of human leukocytes (50-54). The 

influence of antifungals on the in vivo T-cell biology is hardly characterized and 

results have been heterogeneous. One study revealed marked differences in IL-2, IL-

4, and IFN-γ serum levels upon AMB treatment of murine invasive aspergillosis, 

which indicated an altered TH1/TH2 balance (55), whereas others did not see an 

influence of antifungal therapy on systemic TNF‐α, IL-1β or IFN-γ levels (56). 

Therefore, future clinical data addressing the sensitivity and specificity of mould 

specific T-cell quantification in the setting of antifungal prophylaxis and therapy are 

required.  

In conclusion, our findings reiterate the importance of concomitant 

immunosuppressive medication when interpreting antigen-reactive T-cell assays. 

While antifungals had no impact on stimulation efficacy and technical assay 

properties in our study, increased numbers of inconclusive or false-negative 

measurements are to be expected in patients receiving T-cell active 

immunosuppression (e.g. GvHD prophylaxis). While experimental limitations 
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complicate direct compatibility, the whole blood stimulation approach tends to be less 

susceptible to immunosuppressive agents despite prolonged drug exposure in the 

test tube, further encouraging the exploitation of its logistical advantages and high 

detection sensitivity. Our findings also suggest a role of α-CD49d co-stimulation to 

increase the robustness of antigen-reactive T-cell quantification, inviting further 

clinical studies of the under-investigated impact of co-stimulation schemes on test 

reliability in an effort to overcome current applicability boundaries of T-cell assays in 

invasive mycoses. 
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Supplementary Materials 

Appendix 1. MIATA reporting modules according to http://miataproject.org 

Module 1: Sample 

1.1 Essential donor info 

Healthy volunteers aged 22 to 33, 34 male, 11 female. 

Exclusion criteria: Signs and symptoms of acute or chronic 

infections, antimicrobial therapy within past 4 weeks, 

immunosuppressive treatment within past 12 weeks, 

diabetes mellitus, and 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 NH4-Heparin (for whole blood), EDTA for PBMC isolation 

1.5 

Transportation / storage 

conditions for unprocessed 

samples 

Venipuncture was performed in the laboratory and samples 

were processed within 30 min (no storage). 

1.6 Cell processing methodology PBMC isolation by ficoll gradient centrifugation 

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 75 to 100 min (Median: 85 min). Time from 

blood draw to begin of whole blood incubation ranged from 

3 to 19 min (Median: 9 min). 

1.8 Cut-offs 

Periods from blood draw to begin of gradient centrifugation 

and completion of plating must not exceed 30 min and 180 

min, respectively. Whole blood must be injected and 

incubation must be initiated within 30 min after blood draw. 

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: 1.2 x 107 PBMCs / 10 ml 

EDTA whole blood, median viability 99 % (determined by 

trypan blue exclusion).  

 1.16 – 1.18 not applicable (no cryopreservation) 

1.19 Cut-offs Viability after PBMC isolation > 95 %.  

1.20 Cell counting methodology 
PBMCs were counted microscopically using a modified 

Neubauer chamber.  

1.21 Additional assessments n/a 

Module 2: Assay 

2.1 Medium and serum details RPMI 1640 + GlutaMAXTM (Gibco) + 5 % autologous heat-



3.2 Impact of immunosuppressive and antifungal drugs on PBMC- and whole blood-based flow 
cytometric CD154+ Aspergillus fumigatus specific T-cell quantification 

130 
 

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 Described in the Materials & Methods section 

2.4 Sufficient assay details 

2.5 Internal assay controls 
Mock-stimulation with 1 µg/ml α-CD28 ± α-CD49d was used 
as an unspecific background control and reactive T-cell 
frequencies were deduced from all specific measurements. 

2.6 Acceptance criteria Unspecific background of CD154+/CD4+ cells < 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 

Figure 1-3: FACS Calibur & Cell Quest Pro software (BD) 

Figure 4: CytoFLEX & CytExpert software (Beckman-
Coulter) 

3.2 Basic equipment settings 

FACS Calibur 

Acquisition: Accept all events, acquisition will stop when 
50000 in G1=R1 (lymphocyte gate according to FSC/SSC 
properties), resolution: 1024.  

Channels: P1: FSC-Height, P2: SSC-Height, P3: CD4-FITC, 
P7: CD154-APC.  

Detector / Amplitudes: P1 FSC E00 1.30-1.50 Lin, P2 SSC 
455 1.00 Lin, P3 FL1 705 Log, P7 FL4 850 Log. 

CytoFLEX 

Acquisition: Accept all events, acquisition will stop when 
200000 7-AAD-negative lymphocytes are acquired. 

Channels: FSC-H, SSC-H, FITC-H: CD197 (CCR7)-FITC, 
PE-H: IL-2-PE, PC5.5-H: 7-AAD, PC7-H: CD154-PE-Vio 
770, APC-H: IFN-γ-APC, APC-A750-H: CD45RA-APC-Vio 
770, PB450-H: CD69-VioBlue, KO525-H: CD4-VioGreen. 

Gain: FSC 490 (Lin), SSC 930 (Lin), FITC 182 (Log), PE 
153 (Log), PC5.5 373 (Log), PC7 537 (Log), APC 850 (Log), 
APC-A750 476 (Log), PB450 42 (Log), KO525 29 (Log). 

3.3 Detailed gating strategy 
Fig. 1B, Fig. 2B, Appendix 2 

3.4 Representative data set 

3.5 
Mean, median, ranges of event 

counts for relevant populations 
Relevant populations and statistical details are summarized 
in Tables 1-4. 

3.6 Unusual strategies explained n/a 
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3.7 Review of raw data Raw data were reviewed by at least two authors.  

Module 4: Results 

4.1 
Background and ag-specific 
reactivity levels 

Background and antigen specific responses are 
summarized in Tables 1-4. 

4.2 Cut-off specifications Unspecific background of CD154+/CD4+ cells < 0.07 %. 

4.3 Accessibility of raw data  

Donor record forms, flow cytometry files, and data printouts 

are stored onsite and were carefully reviewed by at least 

two authors. 

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. 

95 % confidence intervals for antigen reactive T-cell levels 

were determined as described in Appendix 2. 

4.5 

Parameters, software and 

version used for response 

determination 

CD154+/CD4+ values were quantified using FlowJo vX.0.7. 

4.6 
Response definition predefined 

or post-hoc 
n/a, since no cut-off was used. 

4.7 
Definition of response induced 

by treatment 
n/a 

4.8 Any data excluded and why 

Two data set were excluded and data acquisition was 
repeated with a new blood sample due to an insufficient 
amount of acquired CD4+ cells. One data set was excluded 
due to > 0.07 % CD154+/CD4+ cells in the unspecific 
background sample. 

4.9 Why test was used 

Mould reactive T-cells were proposed as a diagnostic 
biomarker. This study aimed to evaluate and improve 
protocol robustness and clinical applicability of CD154-
based T-cell detection. 

Module 5: Laboratory 

5.1 Guidance of lab operations 

Experiments were conducted under GLP principles. SOPs 
were prepared by SW and reviewed by all authors. 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 (S1). 

5.6 Specific performance criteria Specified in the Results section of this manuscript and 
Tables 1-4. 
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Appendix 2. Gating strategy for Figure 4 and representative data set. 

 

(A) 200000 lymphocytes were acquired according to forward and side scatter (FSC/SSC) properties. 

Using FlowJo software, the lymphocyte gate was adjusted precisely. Viable, 7-AAD-negative cells 

were identified on a histogram plot. Among viable lymphocytes, CD4+ cells were gated using a 

CD4/SSC pseudocolour plot. A CD45RA/CCR7 quadrant gate (Q1-Q4) was adjusted on a zebra plot 

applied to CD4+ events. (B) A quadrant gate (Q5-Q8) was adjusted on an IFN-γ/CD154 pseudocolour 

plot applied to CD4+ cells in order to quantify CD4+CD154+ cells (Q5+Q6) and CD4+CD154+IFN-γ+ 

events (Q6). Thereafter, an IL-2/CD69 quadrant gate was applied to CD4+CD154+ cells to identify 

CD4+CD154+CD69+ (Q1+Q2) and CD4+CD154+IL-2+ (Q2+Q3) events. In addition, the CD45RA/CCR7 

gate adjusted to CD4+ cells before was transferred to the CD4+CD154+ population to identify their 

memory/effector phenotypes. For each protocol, stimulus, and subset of interest, the event count/CD4 

ratio of the unspecific control (co-stimulation only) was subtracted from the event count/CD4 ratio of 

antigen-stimulated samples. The representative data set is based on the conventional PBMC-based 

protocol without α-CD49d or immunosuppressive drugs and is derived from the donor depicted by the 

○ symbol in Fig. 4B and 4C.  
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Appendix 3. Approximation of the confidence intervals of antigen-specific T-

cell frequencies. 

The coefficient of variation (CV) for flow cytometric quantification of rare antigen 

specific cell subsets can be estimated by the following formula (S2) 

𝐶𝑉 =  
1

√𝑛 [antigen-specific cells acquired] 
 

Using a single measurement for unspecific background determination, the standard 

deviation has been calculated according to the following formula: 

𝑆𝐷unsp =  
𝑓 [CD154+/CD4+] 

√𝑛 [CD154+/CD4+] 
 

As duplicate measurement was used for A. fumigatus- or CPI-stimulated wells 

(antigen-reactive T-cells), the following adapted formula was applied to determine the 

standard deviation:           

𝑆𝐷stim =  
0.5 𝑥 (𝑓 [CD154+/CD4+]Well 1 + 𝑓 [CD154+/CD4+]Well 2 )

√(𝑛 [CD154+/CD4+]Well 1 + 𝑛 [CD154+/CD4+]Well 2 )
 

These values result in a combined standard deviation calculated according to the 

following formula (Gaussian error propagation):  

𝑆𝐷total =  √(𝑆𝐷unsp
2 +  𝑆𝐷stim

2)  

The 1.96-fold standard deviation was calculated to approximate the 95 % confidence 

interval. 
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Abstract 

Understanding the mechanisms of early invasion and epithelial defense in 

opportunistic mold infections is crucial for the evaluation of diagnostic biomarkers and 

novel treatment strategies. Recent studies revealed unique characteristics of the 

immunopathology of mucormycoses. We therefore adapted an alveolar Transwell® 

A549/HPAEC bilayer model for the assessment of epithelial barrier integrity and 

cytokine response to Rhizopus arrhizus, Rhizomucor pusillus, and Cunninghamella 

bertholletiae. Hyphal penetration of the alveolar barrier was validated by 18S 

ribosomal DNA detection in the endothelial compartment. Addition of dendritic cells 

(moDCs) to the alveolar compartment led to reduced fungal invasion and strongly 

enhanced pro-inflammatory cytokine response, whereas epithelial CCL2 and CCL5 

release was reduced. Despite their phenotypic heterogeneity, the studied Mucorales 

species elicited the release of similar cytokine patterns by epithelial and dendritic 

cells. There were significantly elevated lactate dehydrogenase concentrations in the 

alveolar compartment and epithelial barrier permeability for dextran blue of different 

molecular weights in Mucorales-infected samples compared to Aspergillus fumigatus 

infection. Addition of monocyte-derived dendritic cells further aggravated LDH 

release and epithelial barrier permeability, highlighting the influence of the 

inflammatory response in mucormycosis-associated tissue damage. An important 

focus of this study was the evaluation of the reproducibility of readout parameters in 

independent experimental runs. Our results revealed consistently low coefficients of 

variation for cytokine concentrations and transcriptional levels of cytokine genes and 

cell integrity markers. As additional means of model validation, we confirmed that our 

bilayer model captures key principles of Mucorales biology such as accelerated 

growth in a hyperglycemic or ketoacidotic environment or reduced epithelial barrier 

invasion upon epithelial growth factor receptor blockade by gefitinib. Our findings 

indicate that the Transwell® bilayer model provides a reliable and reproducible tool for 

assessing host response in mucormycosis. 

 

Keywords: Mucormycosis, alveolar epithelium, in vitro model, cytokines, dendritic 

cells 
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Introduction 

Invasive mycoses are responsible for significant morbidity and mortality in immuno-

compromised patients. While Aspergillus fumigatus remains the most common cause 

of opportunistic mold infections, emerging fungal pathogens including those of the 

order Mucorales are observed with an increasing incidence (Roden et al., 2005). 

Invasive mucormycosis poses a serious clinical challenge, but its pathogenesis and 

immunopathology are still poorly understood (Roilides et al., 2014, Roilides & 

Simitsopoulou, 2017). 

Humans are exposed to thousands of airborne mold spores every day and thus 

epithelial barriers of the respiratory tract, especially the 0.5 – 2 µm thin alveolar-

capillary barrier with its over 100 m² surface, commonly represent the primary site of 

interaction (Croft et al., 2016). In addition to their anatomical barrier function, airway 

epithelia demonstrably contribute to a fined-tuned immunological balance, which is 

required to control fungal invasiveness while preventing hypersensitivity, 

hyperinflammation, and excessive tissue damage (Park & Mehrad, 2009). Epithelial 

cells recognize fungal pathogens by TLR and C-type-lectin-receptor dependent 

pathways (Sun et al., 2012), which in turn triggers transcriptional changes including 

the upregulation of genes associated with inflammatory responses and damage 

repair (Cortez et al., 2006, Osherov, 2012). Infected airway epithelial cells release a 

broad array of antimicrobial peptides, enzymes, and cytokines, and thereby 

contribute to both fungal clearance and orchestration of their micro-environment 

through cytokine signaling (Osherov, 2012, Park & Mehrad, 2009). 

Understanding the mechanisms of early fungal invasion and epithelial defense is a 

key to the development of novel treatment strategies, but also to the evaluation of 

diagnostic biomarkers (Hope, 2009, Kniemeyer et al., 2016). Increasingly complex in 

vitro models have been established in Candida and Aspergillus research to 

characterize host-pathogen interplay at epithelial barriers (Croft et al., 2016, Hope, 

2009). Most commonly, an alveolar bilayer model has been employed in different 

studies of invasive aspergillosis to monitor invasion, host response, and diagnostic 

biomarkers (Gregson et al., 2012, Hope et al., 2007, Morton et al., 2014). This model 

consists of monolayers of human lung adenocarcinoma epithelial cells (A549) and 

human pulmonary artery endothelial cells (HPAEC) cultured on both sides of a 
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Transwell® membrane, allowing for separate analysis of cellular responses (e. g. 

transcriptional profiles) or soluble markers (e. g. cytokine concentrations) in each 

compartment. Refinement of the model was achieved by addition of different immune 

cell subsets (Morton et al., 2014), facilitating assessment of the interplay between 

epithelial cells and innate immunity. Particular focus was placed on the role of 

dendritic cells (Morton et al., 2014), as they serve as an important crosslink with the 

T-helper cell system and contribute to shaping adaptive immune response (Lass-Florl 

et al., 2013).  

Recent reports revealed striking differences in innate immune response to 

Aspergillus and Mucorales (Chamilos et al., 2008, Warris et al., 2005, Wurster et al., 

2017). For example, a strong pro-inflammatory response to Mucorales spores was 

observed, whereas resting Aspergillus conidia, covered by an immunologically inert 

hydrophobin layer, induce little inflammation (Wurster et al., 2017). The biological and 

clinical implications of these differences remain largely unexplored. To characterize 

the inflammatory response to Mucorales in the alveolar context, this study aimed to 

adapt and validate the alveolar bilayer Transwell® model for Mucorales research, 

evaluate its technical reliability, and compare cytokine response, and epithelial barrier 

invasion upon infection with three common human pathogenic Mucorales species.  

Material and Methods 

Pre-analytical methods 

PBMC isolation and generation of monocyte-derived dendritic cells (moDC) 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained by ficoll gradient 

centrifugation of leukocyte reduction systems kindly provided by the Institute for 

Transfusion Medicine and Immunohematology Wuerzburg. Subsequent monocyte 

isolation was conducted using MACS CD14 positive selection (Miltenyi Biotec). 

moDC maturation was induced by incubation with 20 ng/ml IL-4 and 100 ng/ml GM-

CSF for 6 days at 37 °C, 5 % CO2.  

Preparation of molds 

Aspergillus fumigatus ATCC 46645, Rhizopus arrhizus CBS 110.17, Rhizomucor 

pusillus CBS 245.58, and Cunninghamella bertholletiae CBS 187.84 were cultured 
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on beer wort agar plates. Conidia were harvested by gently scraping cultures with a 

cotton swab, diluted in distilled water, and passed through a 40 µm cell strainer to 

remove residual mycelium. Spores were diluted at a concentration of 5 x 106 cells per 

ml in endothelial cell basal medium 2 (EBM2) + 10 % fetal calf serum (FCS) + 

endothelial cell growth medium 2 SingleQuots™ without gentamicin/amphotericin B 

(GA-1000), hereinafter called “human pulmonary artery endothelial cell (HPAEC) 

medium”. 

Preparation of fungal culture supernatants 

To obtain supernatants of fungal cultures, 1 x 107 fungal spores were cultured in 2 ml 

EBM2 medium (Lonza) + 10 % FCS in 6-well-plates for 30 hours. Supernatants were 

sterile-filtered (0.2 µm) and cryopreserved at -20 °C until further use. Thawed 

supernatants were diluted 1:1 with fresh medium before addition to the alveolar 

model. 

Construction of Transwell® bilayer model 

An alveolar bilayer model was constructed as previously described (Hope, 2009, 

Hope et al., 2007). Briefly, human pulmonary artery endothelial cells (HPAEC, Lonza) 

and adenocarcinoma human alveolar basal epithelial cells (A549, Lonza) were 

cultured in 75 cm2 flasks in HPAEC medium + 0.1 % GA-1000 at 37 °C, 5 % CO2. 1 x 

105 HPAECs were seeded on the lower side of a 6.5 mm diameter 3 µm pore 

Transwell® membrane (Corning). After 2 h incubation, inserts were placed in HPAEC 

medium in a 24 well plate overnight. Subsequently, 5 x 104 A549 cells suspended in 

100 µl HPAEC medium were added to the upper compartment. Incubation of the 

assembly was performed in 24 well plates containing 600 µl HPAEC medium per well 

at 37 °C, 5 % CO2. Media changes were performed every other day. 50 µl moDC 

solution (2.5 x 105 cells in HPAEC medium) or plain medium were added on day 5. 

Afterwards, inserts were infected by adding 50 µl fungal solution (2.5 x 105 spores in 

HPAEC medium), followed by another 30 h incubation period at 37 °C, 5 % CO2. For 

selected experiments, 50 µg/ml gefitinib (Santa Cruz Biotechnology), 8 mg/ml D-(+)-

glucose (Sigma-Aldrich), or 1 mg/ml betahydroxybuyrate (Sigma-Aldrich) were added 

to the endothelial compartment. 
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Analytical methods 

Gene expression analyses 

Endothelial cells and residual mycelium were removed from the lower side of the 

membrane using a cell scraper. After washing membranes in Hank's Balanced Salt 

Solution (HBSS), inserts were transferred to wells containing 600 µl RNAprotect Cell 

Reagent (Qiagen) to preserve the total RNA of A549 cells ± moDCs. RNA isolation 

and cDNA synthesis were performed using the RNAeasy Mini Kit (Qiagen) and High 

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) according to the 

manufacturer’s instructions. 

Quantitative PCR 

RT-qPCR was performed on a StepOne Plus PCR Cycler (Applied Biosystems) using 

the iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad) according to the manufacturer’s 

instructions. Initial denaturation (30 s at 95 °C) was followed by 40 cycles of 

denaturation (3 s at 95 °C) and annealing / elongation steps (30 s at 60 °C). Melting 

curves were obtained at +0.5 °C / 15 s. The following primer sequences were used: 

Cas3: 5’-CTCTGGTTTTCGGTGGGTGT-3’ and 5’-TCCAGAGTCCATTGATTCGCT-

3’; Cas9: 5’-CAGGCCCCATATGATCGAGG-3’ and 5’- 

TCGACAACTTTGCTGCTTGC-3’; ICAM-1: 5’-ACCCCGTTGCCTAAAAAGGA-3’ and 

5’-AGGGTAAGGTTCTTGCCCAC-3’; IL-6: 5’-AAAGAGGCACTGGCAGAGAAAAC-3’ 

and 5’-AAAGCTGCGCAGAATGAGATG-3’; IL-8: 5’-AAGAAACCACCGGAAGGAAC-

3’ and 5’-ACTCCTTGGCAAAACTGCAC-3’; CCL2: 5’-

CCCCAGTCACCTGCTGTTAT-3’ and 5’-AGATCTCCTTGGCCACAATG-3’; CCL5: 

5’-TCATTGCTACTGCCCTCTGC-3’ and 5’- TACTCCTTGATGTGGGCACG-3’; Alas1 

(house-keeping gene / reference gene): 5’-GGCAGCACAGATGAATCAGA-3’, and 5’-

CCTCCATCGGTTTTCACACT-3’. Relative mRNA expression levels normalized to 

Alas1 were calculated using the ΔΔCt method.  

Cytokine analyses 

Culture medium from both compartments was collected, centrifuged at 7000 g for 5 

min, and supernatants were frozen at -20 °C until analysis. After 1:1 dilution with 

fresh HPAEC medium, cytokine concentrations in the culture supernatant were 

determined using a magnetic bead-based cytokine assay (13-plex HCYTOMAG, 
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Merck Millipore) or TNF-α / IL-1β ELISA (ELISA Max Deluxe Kits, BioLegend) 

according to the manufacturer’s instructions. 

18S ribosomal DNA PCR assay 

A Mucorales-specific real-time PCR assay (Muc18S) was used for semi-quantitative 

Mucorales DNA analysis as described before (Springer et al., 2016a und b). 0.5 ml of 

supernatant supplemented by 0.5 ml PBS was used for DNA extraction as described 

before (Springer et al., 2016b). 

LDH quantification 

Culture supernatants from the upper compartment were diluted 1:5 in 0.9 % NaCl. 

Lactate dehydrogenase (LDH) concentrations were determined by the central 

laboratory of the University Hospital of Wuerzburg using a diagnostic LDHI2 assay on 

a Cobas Integra analyzer.  

Dextran blue assay 

The alveolar model was assembled as described above and 1 µg dextran blue (5 

kDa, 20 kDa, or 70 kDa) was added to the upper compartment. Inserts were placed 

in 600 µl HPAEC medium and incubated at 37 °C, 5 % CO2. After 30 min, 90 min, 5 

h, 10 h, 20 h, and 30 h, inserts were transferred to a new well containing fresh 

HPAEC medium to prevent back-diffusion. Dextran blue concentrations in the 

previously used wells were quantified photometrically at 622 nm by comparison with 

standard dilutions. 

Statistical analysis 

Unless otherwise stated, significance testing was performed using the paired or 

unpaired two-sided Student’s t-test. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. Though not 

considered significant, we provided an additional indication of p < 0.1 (■). 

Results 

Validation of an alveolar bilayer model for mucormycosis research 

An alveolar bilayer model was set up as described in the Methods section and 

infected with three common human pathogenic Mucorales species to assess cytokine 
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response and epithelial barrier integrity (Figure 1). A semi-quantitative 18S DNA 

assay was performed to evaluate epithelial barrier invasion by the studied Mucorales 

species, resulting in trans-epithelial growth. A constant increase in Mucorales DNA 

content in the lower compartment was detected over time (Figure 2A). Consistent 

with the macroscopic observation of more rapid and abundant mycelium formation, 

R. arrhizus and C. bertholletiae showed earlier and stronger increase in DNA content 

compared to R. pusillus. Addition of moDCs to the upper compartment effectively 

suppressed fungal invasion of the lower compartment, indicated by reduced 

Mucorales DNA content. To ensure sufficient fungal penetration of the alveolar 

barrier even in the presence of moDCs, an incubation period of 30 hours was 

selected for subsequent experiments. Evaluating the inter-experiment reproducibility 

of endothelial compartment invasion in 3 independent experiments, coefficients of 

variation (CVs) were 11.8-21.6 % (Figure 2B). 

 

Figure 1: Schematic representation of the alveolar model.  

Human pulmonary endothelial cells (HPAEC, lower part) and type 2 pneumocytes (A549, upper part) 

were cultivated on a 3 µm Transwell® membrane. Fungal cells and/or moDCs were added to the upper 
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compartment. For selected experiments, additional agents (e. g. glucose) were added to the 

endothelial environment. The scheme summarizes readouts from each compartment.  

As an additional means of validation, we assessed C. bertholletiae, the most invasive 

isolate in our selection, to determine whether our bilayer model can recapitulate the 

finding of epithelial growth factor receptor (EGFR)-dependent A549 cell invasion 

recently described by others (Watkins et al., 2018). Addition of 50 µg/ml gefitinib, an 

FDA-approved EGFR inhibitor, to the endothelial chamber significantly reduced C. 

bertholletiae DNA content in the lower compartment after 30 h (Figure 2C, 86 % 

versus 44 % of positive control, p = 0.047). Moreover, enhanced endothelial invasion 

by Rhizopus in a hyperglycemic or ketoacidotic environment was previously shown in 

endothelial cell monolayers (Gebremariam et al., 2016). To validate the recapitulation 

of these findings in our model, we added 8 mg/ml glucose or 1 mg/ml beta-

hydroxybutyrate to the endothelial compartment. Both treatments strongly and 

significantly (p < 0.01) increased the R. arrhizus DNA content in the endothelial 

compartment 30 h after inoculation of the alveolar chamber (Figure 2D). 

 

Figure 2: Validation of endothelial compartment invasion and its reproducibility 

 (A) The bilayer model was assembled as described in the methods section. 2.5 x 105 spores of 

different Mucorales species ± 2.5 x 105 moDCs were added to the upper compartment. Mucorales 

DNA in the lower compartment was quantified using an 18S ribosomal RNA assay. The diagram 
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shows the percentage of detected DNA in the lower compartment depending on incubation time after 

infection of the upper compartment. The percent scale refers to a positive control (= 100 %) incubated 

for 30 hours after addition of the same number of fungal spores directly to the lower compartment. 

Mean values based on technical duplicates from one representative run are shown. Rar = R. arrhizus, 

Rmp = R. pusillus, Cbe = C. bertholletiae. (B) To document the reproducibility of endothelial 

compartment invasion, the model was assembled and infected with spores of each pathogen in three 

independent experiments. Mucorales DNA was quantified after 30 h and compared with positive 

controls as described in (A). Mean values of technical duplicates in each run are shown and inter-

assay CVs are provided. Intra-assay CVs were consistently < 10 %. (C) Endothelial compartment 

invasion by C. bertholletiae was assessed in the presence or absence of 50 µg/ml gefitinib (Gef) in the 

lower chamber. Uninfected inserts (medium control, Med) with and without gefitinib served as negative 

controls. Mucorales DNA was quantified after 30 h and compared with positive controls as described 

in (A). Three independent experiments were performed. Mean values and standard deviations are 

shown. (D) Prior to infection with R. arrhizus (Rar), transwell inserts assembled as described in the 

methods section were transferred to new wells containing either regular HPAEC medium (Med, 

glucose concentration: 1 mg/ml) or HPAEC medium supplemented with 8 mg/ml glucose (Glc) or 1 

mg/ml beta-hydroxybutyrate (BHB). Mucorales DNA in the lower compartment was quantified 30 h 

post-infection normalized to a positive control (= 100 %) as described above. Mean values from four 

independent experiments and standard deviations are shown. The two-sided Student’s t-test was used 

for significance testing in panel (C) and (D). * p < 0.05, ** p < 0.01. 

Mucorales stimulate a strong pro-inflammatory cytokine response by moDCs, but 

cause reduced chemokine release from A549 cells 

Next, we studied the cytokine response of epithelial cells and moDCs to Mucorales 

infection by applying a magnetic multiplex cytokine assay to culture supernatants 

from the alveolar (upper) compartment. Compared to uninfected samples, the 

secretion of pro-inflammatory cytokines IL-1β (161-335-fold), IL-6 (13-24-fold), IL-8 

(12-23-fold), IL-12 p70 (78-289-fold), and TNF-α (54-89-fold) was strongly stimulated 

by the studied Mucorales species in the presence of moDCs (Figure 3). 
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Figure 3: Mucorales stimulate strong pro-inflammatory cytokine response of moDCs 

Concentrations of selected cytokines and chemokines were determined in the upper compartment 

using a 13-plex assay after 30 hours of incubation with 2.5 x 105 resting Mucorales spores or mock 

infection with medium (Med) in the presence or absence of moDCs. Mean values and standard 

deviations of four independent experimental runs using moDCs from different donors are shown. Two-

sided Student’s t-test was used for significance testing. ■ p < 0.1, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. 

Rar = R. arrhizus, Rmp = R. pusillus, Cbe = C. bertholletiae.  

In samples lacking moDCs, IL-6 and IL-8 were also secreted by epithelial cells and 

remained largely unaffected by Mucorales exposure, except minor reductions of IL-6 

and IL-8 secretion upon R. arrhizus and R. pusillus infection, respectively (Figure 3). 

Inversely, mRNA expression of IL-8 in A549 was significantly stimulated in infected 

samples (2.9-4.1, Figure 4). Mucorales infection also caused 2.1-2.9-fold induction of 

Icam1 transcription in A549 and 5.9-8-4-fold upregulation in the presence of moDCs 

(Figure 4). 

In inserts containing moDCs, CCL5 (RANTES) mRNA expression (26-92-fold) and 

secretion (19-180-fold) was stimulated by all tested pathogens compared to 

uninfected controls, though statistical significance was not attained for some of the 

treatments due to considerable inter-individual variation (Figure 4). In the absence of 

moDCs, the release of chemokines CCL2 and CCL5 from A549 cells was markedly 

reduced in Mucorales-infected samples (CCL2: 0.11-0.60-fold, CCL5: 0.02-0.17-fold, 

Figure 3). This observation was most pronounced for R. arrhizus, although 

transcriptional levels of CCL2 and CCL5 in A549 cells remained unaltered (Figure 4). 
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Figure 4: Transcription of epithelial cytokines, chemokines, and adhesion molecules  

Relative mRNA expression of IL-6, IL-8, CCL2, CCL5, and ICAM-1 in A549 ± moDCs was analyzed by 

RT-qPCR after 30 hours of incubation with Mucorales spores or mock infection with cell-free medium 

(Med). Relative expression levels were normalized to Alas1 using the ΔΔCt method. Mean values and 

standard deviations of four independent experimental runs using moDCs from different donors are 

shown. Two-sided Student’s t-test was used for significance testing. ■ p < 0.1, * p < 0.05, ** p < 0.01, 

*** p < 0.001. Rar = R. arrhizus, Rmp = R. pusillus, Cbe = C. bertholletiae. 
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Pro-inflammatory cytokine response aggravates alveolar barrier dysfunction caused 

by Mucorales infection 

To evaluate epithelial cell damage caused by Mucorales infection, LDH 

concentrations were quantified in culture supernatants of the upper compartment. 

Compared to uninfected control samples, upper chamber LDH levels in Mucorales-

infected inserts were significantly increased (4.1-8.3-fold, Figure 5A). Addition of 

moDCs led to further enhancement of LDH release, though statistical significance 

was not reached for this observation. While R. arrhizus and C. bertholletiae caused 

greater LDH release in the absence of moDCs, the strongest increase in cytotoxicity 

was observed when moDCs were added to R. pusillus infected inserts (2.2-fold 

increase). By contrast, transcription of Cas3 was suppressed in Mucorales exposed 

A549 cells compared to uninfected samples regardless of moDC addition, whereas 

Cas9 mRNA expression was only significantly reduced in the presence of moDCs 

(Figure 5B). 
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Figure 5: Lactate dehydrogenase concentrations and caspase expression in the epithelial 

compartment 

(A) LDH concentrations in the upper compartment were quantified after 30 hours of incubation with or 

without moDCs and/or Mucorales spores. (B) Relative mRNA expression of Cas3 and Cas9 in A549 ± 

moDCs was analyzed by RT-qPCR after 30 hours of incubation with Mucorales spores or mock 

infection with cell-free medium (Med). Relative expression levels were normalized to Alas1 using the 

ΔΔCt method. For both readouts, mean values and standard deviations of four independent 

experimental runs using moDCs from different donors are shown. Two-sided Student’s t-test was used 

for significance testing. ■ p < 0.1, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. Rar = R. arrhizus, Rmp = R. 

pusillus, Cbe = C. bertholletiae. 

For further assessment of epithelial barrier dysfunction, we performed a time-course 

analysis of membrane permeability using a dextran blue assay (Figure 6). Both 

uninfected inserts and those exposed to A. fumigatus showed minor trans-epithelial 

movement of dextran blue, reaching 9 % (70 kDa) to 15 % (5 kDa) after 30 hours. 

Greater epithelial permeability was observed in the presence of Mucorales (10 to 17 

% for 70 kDa, 20 to 24 % for 5 kDa). Among the studied Mucorales species, R. 

arrhizus caused the earliest and strongest increase in epithelial barrier permeability, 

most prominently for 70 kDa dextran blue.  
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Figure 6: Impact of fungal infection on alveolar barrier permeability for macro-molecules 

Culture inserts were prepared and infected as described in the Methods section. 1 µg dextran blue (5 

kDa, 20 kDa or 70 kDa, diluted in HPAEC medium) was added to the upper compartment. Inserts 

were placed in 24 well plates containing 600 µl pre-warmed HPAEC medium per well. After 30 min, 90 

min, 5 h, 10 h, 20 h, and 30 h inserts were transferred to a new well with fresh HPAEC medium to 

prevent back-diffusion. 100 µl medium from the previously used well were transferred to a 96 well 

microplate and absorbance was determined at 622 nm. Dextran blue concentrations were calculated 

by comparison of absorbance (OD) values with a standard curve of different dextran blue 

concentrations. The figure shows the percentage (cumulated over time) of dextran blue passing 

through the epithelial barrier (100 % = 1 µg). The following stimuli were used: Medium (Med), A. 

fumigatus conidia (Afu), S. aureus cells (Sau, clinical isolate), and Mucorales spores (Rar = R. 

arrhizus, Rmp = R. pusillus, Cbe = C. bertholletiae). Technical duplicates were analyzed and mean 

values are shown in the figure (CVs consistently < 15 %).  

To assess the impact of moDC-mediated inflammation, trans-epithelial movement of 

dextran blue was comparatively quantified in the presence and absence of moDCs 

(Figure 7A). R. arrhizus infection caused a 65 % (5 kDa) to 88 % (70 kDa) increase 

in dextran blue movement after 30 hours compared to uninfected treatments and 

epithelial leakage was further aggravated by moDCs (+27 to +44 %, Figure 7A). For 

C. bertholletiae, a more heterogeneous impact of moDCs was found, with an early 

increase in 5kDa and 70kDa permeability, whereas trans-epithelial movement of 20 

kDa dextran blue was only increased for one of the two donors tested (Sup. Figure 

1). While epithelial permeability was not affected by A. fumigatus alone (-3 to +9 %), 

combined presence of the pathogen and moDCs resulted in minor elevations of 

trans-epithelial dextran blue movement (+10 to +46 %, Figure 7A). TNF-α and IL-1β 

concentrations in both chambers were determined by ELISA (Figure 7B). 

Concordant with data presented in Figure 3, TNF-α and IL-1β release by moDCs 

was strongly increased in R. arrhizus-infected samples, whereas concentrations of 

these cytokines were 28-55 % lower in A. fumigatus-infected samples. 



3.3 Comparative analysis of inflammatory cytokine release and alveolar epithelial barrier invasion in a 
Transwell® bilayer model of mucormycosis 

153 
 

 

Figure 7: Influence of dendritic cells on alveolar barrier dysfunction caused by A. fumigatus 

and R. arrhizus 
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(A) Dextran blue assays were performed as described in the Methods section and figure legend 6. 2.5 

x 105 moDCs from two healthy donors (red and blue diamonds) or plain medium (grey diamonds) were 

added to the dextran blue solution. Medium (left column), A. fumigatus conidia (central column), and 

R. arrhizus spores (right column) were used for infection. (B) In parallel, concentrations of TNF-α and 

IL-1β were determined in inserts without dextran blue 10, 20, and 30 hours after infection. (A+B) 

Dextran blue assays and ELISA were performed in technical duplicates, and mean values are shown 

in the figure (CVs consistently < 20 %).  

To directly link inflammatory cytokines and epithelial damage, 1 ng/ml TNF-α and IL-

1β were added to the upper chamber medium of Transwell® inserts containing A549 

and HPAEC, but neither fungal pathogens nor moDCs. Comparing trans-epithelial 

movement of dextran blue with control inserts not supplemented with cytokines, 23 to 

37 % higher concentrations of dextran blue were detected in the lower chamber after 

30 hours (Sup. Figure 2). We also assessed whether secreted fungal metabolites 

contribute to epithelial damage. Addition of sterile-filtered supernatants from 30 h 

Mucorales cultures to the upper chamber of alveolar model inserts led to minimal 

LDH release (Sup. Figure 3), suggesting that Mucorales-related epithelial damage is 

mostly due to rapid fungal invasion, aggravated by strong pro-inflammatory response 

of mononuclear cells. 

The alveolar bilayer model is a highly reproducible in vitro system for mucormycosis 

research  

Apart from immunological research, the alveolar bilayer model was proposed as an in 

vitro tool for pharmacokinetic studies, antifungal drug screening, and investigation of 

new biomarkers (Hope et al., 2007). As these applications require highly reproducible 

experimental conditions, intra-assay, inter-assay, and inter-individual coefficients of 

variation of selected readout parameters were determined over a course of four 

independent experimental runs (Table 1). In the absence of Mucorales infection, 

median intra-assay CVs and inter-assay CVs for cytokine concentrations in the upper 

compartment ranged from 11.0 to 18.1 % and 8.7 to 27.0 %, respectively. Addition of 

fungal spores did not significantly influence intra-assay CVs, indicating excellent 

reproducibility of Mucorales infection in technical duplicates. While C. bertholletiae 

infection did not lead to elevated inter-assay CVs, there was a tendency towards 

slightly greater variability of A549 cytokine response to R. arrhizus and R. pusillus in 

independent experimental runs. Relative mRNA expression levels of epithelial 

cytokines showed higher inter-assay CVs than cytokine concentrations. For all three 
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fungal pathogens, however, at least 8 out of 10 studied parameters reached an inter-

assay CV of less than 40 %. Predictably, for most studied parameters, inter-individual 

CVs using moDCs from four different donors exceeded technical variability of the 

assay. 

Median intra-assay CV (w/o moDCs) 

 Medium R. arrhizus R. pusillus C. bertholletiae 

IL-6 concentration in upper compartment 17.0 % 16.3 % 13.4 % 18.1 % 

IL-8 concentration in upper compartment 18.1 % 19.7 % 4.5 % 5.2 % 

CCL2 concentration in upper compartment 14.9 % 26.3 % 21.0 % 15.8 % 

Inter-assay CV (w/o moDCs) 

 Medium R. arrhizus R. pusillus C. bertholletiae 

IL-6 concentration in upper compartment 8.7 % 26.4 % 17.0 % 17.7 % 

IL-8 concentration in upper compartment 19.5 % 22.9 % 6.2 % 9.1 % 

CCL2 concentration in upper compartment 24.4 % 39.6 % 52.2 % 15.6 % 

IL-6 mRNA expression comp. to Medium n/a 58.8 % 43.1 % 9.2 % 

IL-8 mRNA expression comp. to Medium n/a 17.6 % 35.0 % 33.3 % 

CCL2 mRNA expression comp. to Medium  n/a 57.7 % 39.4 % 22.8 % 

CCL5 mRNA expression comp. to Medium n/a 18.8 % 17.4 % 14.4 % 

ICAM-1 mRNA expression comp. to Medium n/a 33.9 % 31.7 % 22.7 % 

Cas3 mRNA expression comp. to Medium n/a 6.2 % 18.5 % 13.0 % 

Cas9 mRNA expression comp. to Medium n/a 13.1 % 20.9 % 5.7 % 

Inter-individual CV (with moDCs from four different donors) 

 Medium R. arrhizus R. pusillus C. bertholletiae 

IL-6 concentration in upper compartment 38.8 % 48.4 % 23.3 % 42.3 % 

IL-8 concentration in upper compartment 57.0 % 38.2 % 11.8 % 27.8 % 

CCL2 concentration in upper compartment 67.3 % 41.8 % 53.7 % 59.3 % 

IL-6 mRNA expression comp. to Medium n/a 62.6 % 34.6 % 67.1 % 

IL-8 mRNA expression comp. to Medium n/a 66.2 % 61.4 % 88.9 % 

CCL2 mRNA expression comp. to Medium n/a 41.8 % 25.0 % 58.6 % 

CCL5 mRNA expression comp. to Medium n/a 66.5 % 54.1 % 66.2 % 

ICAM-1 mRNA expression comp. to Medium n/a 32.5 % 20.3 % 34.2 % 

Cas3 mRNA expression comp. to Medium n/a 18.4 % 28.0 % 15.6 % 

Cas9 mRNA expression comp. to Medium n/a 16.5 % 9.3 % 13.6 % 

Table 1 

The table summarizes median intra-assay (two inserts per condition in each experimental run), inter-

assay (four independent experiments without moDCs), and inter-individual (moDCs obtained from four 

different donors) coefficients of variation for selected readout markers depending on the fungal 
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stimulus. Relative mRNA expression refers to analyses of cell samples from the upper compartment 

(A549 ± moDCs). For CV determination of multiplex cytokine assay, only cytokines with concentrations 

consistently > 10 pg/ml (including samples without moDCs or fungi) were considered. 

Discussion 

Opportunistic mold pathogens of the order Mucorales account for an increasing share 

of invasive infections in immunocompromised patients (Roden et al., 2005; Ibrahim & 

Kontoyiannis, 2013). The most common site of invasive mucormycosis in patients 

with hematological malignancies is the lung (Roden et al., 2005). In contrast to 

invasive aspergillosis, knowledge of pathogen-host-interplay in mucormycosis is still 

very limited (Roilides et al., 2014). Direct interaction studies revealed striking 

differences in the immunopathology of aspergillosis and mucormycosis (Chamilos et 

al., 2008, Warris et al., 2005, Wurster et al., 2017), especially in the inflammatory 

response to resting spores. While such analyses provide basic insights into fungal 

immunopathology, more sophisticated models are required to mimic the complexity of 

respiratory epithelia as the primary site of fungal invasion.  

On the example of invasive aspergillosis, bilayer (Gregson et al., 2012, Hope et al., 

2007, Morton et al., 2014) or monolayer (Morton et al., 2018) Transwell® models of 

the human alveolus have been introduced to complement animal research and basic 

cell culture experiments (Gregson et al., 2012, Hope et al., 2007, Morton et al., 

2014). Building upon the extensive characterization and validation of these models in 

aspergillosis research, this study employed the alveolar bilayer model to 

comparatively assess the host response and epithelial integrity upon infection with 

different Mucorales species. The tested species were selected from the top seven 

causative agents of invasive mucormycosis (Lanternier et al., 2012) due to their 

biological heterogeneity in terms of spore diameter and mycelial morphology (Ribes 

et al., 2000). Fungal invasion of the lower compartment was documented using an 

18S ribosomal DNA assay, since previously employed biomarkers (Gregson et al., 

2012, Hope, 2009, Hope et al., 2007, Morton et al., 2014) such as galactomannan 

are not capable of detecting Mucorales (Lackner et al., 2014). High reproducibility of 

endothelial barrier invasion was documented (Figure 2B). Moreover, we have 

validated that our model is able to capture important hallmarks of Mucorales 

immunopathology such as EGFR-dependent alveolar barrier invasion (Watkins et al., 
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2018) and enhanced growth into the endothelial compartment in a hyperglycemic or 

ketoacidotic environment (Gebremariam et al., 2016), both previously demonstrated 

in monolayer studies and in vivo models. 

In analogy with earlier, A. fumigatus-based studies (Gregson et al., 2012, Hope et al., 

2007, Morton et al., 2014, Morton et al., 2018), fungal invasion of the lower chamber 

was significantly reduced upon addition of moDCs to the alveolar compartment. In 

planktonic culture, moDCs were found to phagocytose and kill a significant proportion 

of A. fumigatus spores (Morton et al., 2011; Waylnka et al., 2005). Though the 

knowledge of dendritic cell-Mucorales interplay is very limited, we have demonstrated 

that both resting spores and germinated stages of R. arrhizus induce maturation 

marker upregulation and pro-inflammatory cytokine response in moDCs (Wurster et 

al., 2017). Others have previously shown that germinated Mucorales activate pro-

inflammatory responses by moDCs in a Dectin-1-dependent manner (Chamilos et al., 

2010). In addition, T-helper cell activation in PBMC-Mucorales co-culture was found 

suggesting that both spores and germ tubes are efficiently taken up and 

phagolysosomally processed by mononuclear phagocytes (Wurster et al., 2017). 

Therefore, it is likely that, similar to A. fumigatus, moDCs possess the ability to 

contribute to the clearance of Mucorales and thereby reduce fungal burden in the 

endothelial compartment.  

 Assessing cytokine release in A549-moDC co-culture in the bilayer model, a broad 

range of pro-inflammatory cytokines and chemokines was detected in Mucorales-

infected inserts. Compared to a previous report of A. fumigatus-A549 interactions 

(Morton et al., 2018), markedly greater levels of IL-1β, IL-8, and TNF-α were found in 

response to the studied Mucorales. Similarly, induction of IL-8 and ICAM-1 

transcription in A549-moDC-co-cultures was decidedly stronger than in an 

aspergillosis bilayer model (Morton et al., 2014), indicative of a more robust induction 

of pro-inflammatory cascades including the NF-κB pathways (Melotti et al., 2001). 

Direct comparison of IL-1β and TNF-α release in the present study confirmed earlier 

and significantly stronger induction in inserts infected with R. arrhizus compared to A. 

fumigatus, corroborating our previous observation of an early and robust pro-

inflammatory cytokine response to both resting and germinated stages of Mucorales 

in planktonic culture (Wurster et al., 2017). Minor and mostly non-significant 

interspecies differences in cytokine and chemokine response patterns of epithelial 
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cells and moDCs were observed between the studied Mucorales. While R. pusillus 

led to more prominent release of IL-6 and IL-12 p70, C. bertholletiae caused greater 

CCL2, CCL3, and CCL5 secretion from moDCs. This observation, which may be 

attributable to variable recognition of fungal cell wall constituents (Roilides et al., 

2014), however, is outweighed by far more distinct differences between Mucorales 

and Aspergillus (Morton et al., 2018).  

We employed moDCs for reasons of comparability with previous alveolar bilayer 

studies in invasive aspergillosis (Morton et al., 2014, Morton et al., 2018), their 

extensive characterization in mold immunopathology (Lother et al., 2014, Mezger et 

al., 2008, Morton et al., 2011), and availability in large quantities using standardized 

protocols. The pulmonary dendritic cell repertoire is, however, heterogeneous and its 

composition undergoes dynamic changes depending on the degree of inflammation 

(Kim et al., 2014). In the inflammatory state, moDCs are generated in the lung and 

are pivotal for pro-inflammatory cytokine response, phagocytosis of fungal spores, 

and TH1 cell priming, whereas conventional and plasmacytoid DCs are the dominant 

subsets in the steady state (Kim & Lee, 2014). Planktonic in vitro culture revealed 

specific roles of these subsets in the interplay with A. fumigatus, driven by distinct 

repertoires of pattern recognition receptors (Lother et al., 2014). Moreover, Morton 

and colleagues (2014) described distinct differences in cytokine gene induction in 

conventional DCs and moDCs exposed to A. fumigatus in the alveolar bilayer model. 

Therefore, future studies on Mucorales immunopathology may aim to comparatively 

elucidate the functional role of different DC subsets in the alveolar context.  

Expectably, some of the studied cytokines showed baseline secretion from 

uninfected epithelial cells (e. g. IL-6 and IL-8), suggesting sufficient viability of A549 

cells at the time of assessment. Though IL-8 mRNA expression in A549 was 

stimulated, there was no enhanced release in response to Mucorales. This 

observation is in line with an earlier study reporting minor stimulation of IL-6 and IL-8 

release from airway epithelial cells infected with A. fumigatus (Zhang et al., 2005). 

Interestingly, in the absence of moDCs, our results document reduced concentrations 

of epithelial cytokines CCL2 and CCL5 in the alveolar compartment of Mucorales 

infected Transwell® inserts, whereas transcriptional activity compared to a reference 

gene remained largely unaffected and proper ICAM-1 transcriptional response was 

observed. This may be suggestive of reduced numbers of vital, cytokine-producing 
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epithelial cells upon infection. Accordingly, assessment of LDH, released from the 

cytosolic compartment of injured or dead cells (Chan et al., 2013), revealed 

significantly elevated concentrations upon Mucorales infection, whereas A. fumigatus 

caused minimal LDH release into the alveolar compartment. However, reduced 

expression of the key pro-apoptotic mediator Cas3 in Mucorales-challenged A549 

was observed, despite induction of apoptosis-driving cytokines (e. g. TNF-α). These 

findings may indicate active suppression of apoptosis in the presence of Mucorales, a 

mechanism previously described in A. fumigatus infected A549 and tracheal epithelial 

cells (Berkova et al., 2006).  

Importantly, addition of moDCs led to strongly elevated LDH levels and epithelial 

barrier permeability, indicating aggravation of cellular stress due to inflammatory 

cytokines and mononuclear cell metabolites. In particular, TNF-α and IL-1β, strongly 

upregulated in Mucorales-exposed moDCs (Wurster et al., 2017), have been 

described to contribute to alveolar barrier dysfunction and A549 permeability (Cox et 

al., 2015, Tang et al., 2014). In the present study, time course experiments affirmed 

the link and temporal relationship between mononuclear cell cytokine secretion and a 

stronger moDC-associated increase in epithelial barrier disruption caused by 

infection with R. arrhizus compared to A. fumigatus.  

Even in the absence of moDCs the studied Mucorales species caused stronger 

epithelial barrier disruption than A. fumigatus. Increased trans-epithelial movement of 

dextran blue was not only observed for R. arrhizus, known to rapidly produce 

abundant mycelium, but to a lesser extend also for R. pusillus despite its less 

extensive mycelial morphology (Ribes et al., 2000). While interstitial penetration upon 

adhesion of conidia to the basal lamina contributes to alveolar barrier invasion by 

both A. fumigatus (Croft et al., 2016, Wasylnka & Moore, 2000) and Mucorales 

(Bouchara et al., 1996), distinct means of invasion upon conidial attachment to 

epithelial cells have been described (Filler & Sheppard, 2006). Microscopic studies 

documented that A. fumigatus mostly grows horizontal to the epithelium (Escobar et 

al., 2016). A. fumigatus conidia internalized by A549 enter the phagolysosomal 

pathway, but some conidia germinate within epithelial cells, penetrate the cell 

membrane, and invade the extracellular space (Wasylnka et al., 2005, Wasylnka & 

Moore, 2000). Moreover, a recent study found that A. fumigatus hyphae traversed the 

bronchial epithelium through reorganization of the host actin exoskeleton, forming a 
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tunnel that allows hyphae to enter the cells without disturbing their integrity 

(Fernandez et al., 2018). These mechanisms apparently foster immune evasion and 

fungal survival in the alveolar environment (Escobar et al., 2016, Margalit & 

Kavanagh, 2015). By contrast, destructive invasive growth and rapid induction of cell 

damage are hallmarks of mucormycosis (Filler & Sheppard, 2006, Ibrahim et al. 

2005). Though the pathogens’ ability to produce an array of cytotoxic metabolites and 

lytic enzymes is well established (Binder et al., 2014, Ghuman & Voelz, 2017), our 

data did not reveal a prominent contribution of soluble mediators to epithelial 

cytolysis, suggesting that rapid mycelial growth of Mucorales, combined with an early 

and strong pro-inflammatory response by mononuclear cells, result in more 

pronounced epithelial cell damage and trans-epithelial movement of macromolecules. 

An important limitation of this study is the continued use of A549 adenocarcinoma 

cells to mimic the alveolar side of the epithelial barrier. While this approach facilitates 

comparability with previous studies on A. fumigatus (Morton et al., 2014, Morton et 

al., 2018) and a recent Mucorales pathogenicity study in A549 monolayers (Watkins 

et al., 2018), specific properties of cancerous cells need to be considered, for 

example when assessing apoptosis markers (Croft et al., 2016, Gazdar et al., 2010). 

The use of cell lines also does not reflect the morphologic and genetic heterogeneity 

of respiratory epithelia. For this reason, the development of a perfused dynamic 

culture model with primary cells was recently reported and applied to study mold 

immunopathology (Chandorkar et al., 2017). On the other hand, the A549 cell line 

demonstrably contributes to highly reproducible performance of the model with intra- 

and inter-assay CVs for cytokine concentrations and RT-qPCR based readouts 

consistently below 40 %, allowing for the detection of inter-individual differences in 

innate immune response to the fungus, e. g. in studies assessing the influence of 

mutations in pathways associated with immune recognition of fungal pathogens.  

In summary, this study presents a cost-effective and reliable in vitro model of 

mucormycosis, facilitating the screening of an array of pathogens, experimental 

conditions, or immune cell samples in parallel. Our findings reveal an early and 

strong pro-inflammatory response by dendritic cells, which aggravates epithelial 

barrier dysfunction. Due to its high reproducibility and ability to capture important 

hallmarks of Mucorales immunopathology, the alveolar bilayer model may become an 
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appealing tool for the in vitro screening of antifungal leads and biomarkers related to 

host immunity. 
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Supplementary Materials 

 

Supplementary Figure 1 

Dextran blue assays were performed as described in the Methods section and figure legend 6 and 

inserts were infected with 2.5 x 105 C. bertholletiae spores. 2.5 x 105 moDCs from two healthy donors 

(red and blue diamonds) or plain medium (grey diamonds) were added to the dextran blue solution. 

Technical duplicates were performed, and mean values are shown. CVs were consistently below 25 

%. 
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Supplementary Figure 2 

Trans-epithelial dextran blue movement was assessed as described in the methods section. Dextran 

blue was dissolved either in plain HPAEC medium (grey diamonds) or medium supplemented with 1 

ng/ml TNF-α and IL-1β (black diamonds). The analysis was performed in duplicates, and mean values 

are shown. CVs were consistently below 10 %.  
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Supplementary Figure 3 

Supernatants of fungal cultures (Rar = R. arrhizus, Rmp = R. pusillus, Cbe = C. bertholletiae, Afu = A. 

fumigatus) were generated and diluted as described in the methods section. Control supernatants 

(Ctrl) did not contain fungal pathogens. 100 µl of diluted supernatants were added to 100 µl A549 

culture supernatants in the upper chamber. LDH concentrations in the upper compartment were 

quantified after 30 hours of incubation. Mean values and standard deviations based on two 

independent experimental runs are shown. S. aureus infected inserts were used as positive control 

(Sau). 
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Abstract 

Invasive pulmonary aspergillosis and mucormycosis are life-threatening 

complications in immunocompromised patients. A rapid diagnosis followed by early 

antifungal treatment is essential for patient survival. Given the limited spectrum of 

biomarkers for invasive mold infections, recent studies have proposed radiolabeled 

siderophores or antibodies as molecular probes to increase the specificity of 

radiological findings by nuclear imaging modalities. While holding enormous 

diagnostic potential, most of the currently available molecular probes are tailored to 

the detection of Aspergillus species and their cost-intensive and sophisticated 

implementation restrict the accessibility at less specialized centers. In order to 

develop cost-efficient and broadly applicable tracers for pulmonary mold infections, 

this study established streamlined and high-yielding protocols to radiolabel 

amphotericin B (AMB) with the gamma-emitter technetium-99m (99mTc-AMB) and the 

positron-emitter gallium-68 (68Ga-AMB). Radiochemical purity of the resulting tracers 

consistently exceeded 99 % and both probes displayed excellent stability in human 

serum (> 98 % after 60-240 min at 37 °C). The uptake kinetics by representative 

mold pathogens were assessed in an in vitro Transwell® assay using infected 

endothelial cell layers. Both tracers accumulated intensively and specifically 

Transwell® inserts infected with Aspergillus fumigatus, Rhizopus arrhizus, and other 

clinically relevant mold pathogens as compared with uninfected and bacterial 

controls. Inoculum-dependent enrichment was confirmed by gamma-counting and 

autoradiographic imaging. Taken together, this pilot in vitro study proposes 99mTc-

AMB and 68Ga-AMB as facile, stable, and specific probes meriting further pre-clinical 

in vivo evaluation of radiolabeled amphotericin B for molecular imaging in invasive 

mycoses.  

 

Keywords  

Antifungals, aspergillosis, mucormycosis, biomarker, nuclear imaging, tracer 
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Introduction 

Invasive pulmonary mold infections (IPMI) pose a major threat to an expanding at-

risk population, including patients with prolonged neutropenia, solid organ or 

allogeneic hematopoietic stem cell transplantation, and corticosteroid therapy (1). 

Aspergillus species remain the predominant cause of IPMI, but emerging pathogens 

such as Mucorales are increasingly observed (2-5). A rapid diagnosis and prompt 

initiation of antifungal treatment crucially impact patient survival (6, 7). However, the 

diagnosis of IPMI remains challenging and the likelihood is determined on a scale of 

probability according to a constellation of host factors, clinical and microbiological 

criteria (7).  

While imaging techniques play a crucial role in the diagnostic work-up, with thin-

section chest computed tomography as the modality of choice (8), radiological 

findings are often unspecific or transient in early stages of IPMI and frequently absent 

in non-neutropenic patients (9, 10). In addition, radiological characteristics such as 

the halo sign have limited specificity as other infections, neoplastic or inflammatory 

processes can cause comparable manifestations. Similarly, 18F-fluorodesoxyglucose-

based positron emission tomography (FDG-PET) can efficiently visualize fungal 

infections but struggles to discriminate different infectious etiologies, neoplasia, and 

inflammation (10-12). Therefore, recent studies tested further investigational PET 

imaging strategies using radiolabeled fungal siderophores and antibodies (13, 14) to 

improve the diagnostic accuracy in IPMI. The Aspergillus-derived siderophores 68Ga-

TAFC and 68Ga-FOXE reliably distinguished fungal from bacterial infection in vivo but 

showed unspecific enrichment in sterile inflamed tissue (15). Tracking mannoprotein 

targets of the Aspergillus cell wall, antibody-guided immuno-PET combined with 

magnetic resonance tomography showed a promising potential in murine pulmonary 

aspergillosis and is about to enter first-in-human trials (10, 12, 14). However, the 

cost-intensiveness and the challenging implementation of this approach in the clinical 

setting limit its applicability in less-specialized regional institutions (10). Moreover, 

most published probes for molecular imaging of IPMI were designed to detect 

selected Aspergillus species and would thus require additional probes to support the 

diagnostic workup of mucormycosis or other emerging mold infections.  
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To meet the need for cost-effective and facile molecular probes with broad 

applicability in IPMI, this study established streamlined protocols to radiolabel 

amphotericin B (AMB). Using a simplified monolayer version of a previously 

established alveolar Transwell® in vitro model mimicking IPMI (16-18), we 

demonstrate that AMB labeled with the positron-emitter gallium-68 (68Ga) for PET 

imaging or the gamma-emitting technetium-99m (99mTc) for single photon emission 

computed tomography (SPECT) imaging allows for sensitive and reproducible 

detection of low-inoculum mold infection and reliably distinguishes fungal and 

bacterial etiologies. 

Material and Methods  

Preparation of 99mTc-AMB 

Sodium pertechnetate, derived from a 99Mo/99mTc generator (Curium, Netherlands) 

with an initial activity of 1000 MBq ± 100 MBq in 200 ± 50 µL saline, was added to a 

vial containing 50 µg of pure AMB powder (European Pharmacopoeia reference 

standard, Sigma-Aldrich Y0000005) dissolved in 100 µL Hanks Balanced Salt 

Solution (HBSS, Sigma-Aldrich). After adding 20 µL of a solution consisting of 10 mg 

SnCl2 / mL 0.1 N HCl and 20 min incubation at room temperature, the resulting 99mTc-

AMB solution was diluted with 3 mL PBS (pH = 7.0) and passed through a 0.22 µm 

sterile filter (Millipore, USA) into a sterile vial. 

Preparation of 68Ga-AMB 

Gallium-68 (68Ga) for radiolabeling was eluted in the form of 68GaCl3 in 1.0 mL HCl 

(0.1N) from a 68Ge/68Ga-generator (Eckert & Ziegler, Germany) into a vial containing 

50 µg of AMB and 350 µL of 0.1 N sodium acetate (pH = 3.4). After a 10 min 

incubation period at 90 °C, the resulting 68Ga-AMB solution was neutralized with 1.5 

mL PBS (pH = 7.0) and filter-sterilized as described above. 

Determination of radiochemical yield and purity 

The quality of 99mTc-AMB and 68Ga-AMB was assessed by gradient high-

performance liquid chromatography (HPLC, Scintomics, Germany) and by thin layer 

chromatography (TLC) as described before (19). The mobile phase for gradient 

HPLC analysis consisted of solvent mixtures of MeCN/0.1 % trifluoroacetic acid 
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(TFA) and water/0.1 % TFA at a flow rate of 0.7 mL/min. TLC analysis was performed 

on ITLC-SG stripes (Varian, USA), using 0.1 M ammonium acetate/methanol (1:1) as 

mobile phase. The strips were imaged with a TLC-scanner (mini-GITA®, Raytest, 

Germany) for quantification.  

In vitro stability studies  

5 MBq of 99mTc-AMB or 20 MBq of 68Ga-AMB (in up to 50 µL injectable solution) were 

added to 950 µL human serum previously equilibrated in a 5 % CO2 environment at 

37 °C. The mixtures were maintained at 37 °C in a 5 % CO2 humidified incubator for 

60, 120, or 240 min. 10 µL aliquots were applied to TLC analysis (ITLC-SG stripes, 1 

M ammonium acetate/MeOH [1:1] as eluent) and compared with sodium 

pertechnetate and 99mTc-AMB or 68GaCl3 and 68Ga-AMB, respectively. In addition, 

500 µL of the mixtures were diluted with 1 mL EtOH and centrifuged at 14000 rpm for 

15 min. The supernatants were subsequently analyzed by HPLC using a Nucleosil 

100-5 C18 column (125 x 4.6 mm) and a gamma-detector for radioactivity as 

previously described (20).  

Preparation of fungal spores 

Mold isolates were obtained from reference collections (American Type Culture 

Collection and Westerdijk Fungal Biodiversity Institute). Identification numbers and 

culture conditions are summarized in Table S1. Spores were harvested by gently 

scraping cultures with a cotton swab, washed with PBS, passed through a 40 µm cell 

strainer to remove residual mycelium, and quantified with a hemocytometer.  

Amphotericin B susceptibility testing 

Minimal inhibitory concentrations (MIC) of amphotericin B were determined using the 

EUCAST method for susceptibility testing of molds, version 9.3.1 (21). MICs were 

read after an incubation period of 24 h for Mucorales and 48 h for Ascomycetes and 

are summarized in Table S1. 

Construction of Transwell® model  

Human pulmonary artery endothelial cells (HPAECs, Lonza, Switzerland) were grown 

to confluency in a 75 cm2 cell culture flask in EGM-2 medium (EBM-2 medium + 

EGM-2 single quots, Lonza, Switzerland). HPAECs were harvested using Trypsin-
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EDTA (Lonza, Switzerland) according to the manufacturer’s instructions and 

suspended in EGM-2 medium at a final concentration of 1 x 106/mL. 1 x 105 cells 

(100 µL) were seeded on the lower side of a Transwell® membrane insert (6.5 mm 

diameter, 3 µm pore size, Corning, USA) and incubated for 2 h at 37 °C. The inserts 

were subsequently transferred to 24-well-plates and incubated at 37 °C in 600 µL 

EGM-2 medium without gentamicin/amphotericin B (GA-1000). The medium was 

exchanged every other day. After 6 days of culture, the lower sides of the Transwell® 

inserts were inoculated with fungal spores (2.5 x 105 in 12.5 µL EGM-2, unless 

indicated otherwise) and incubated upside-down for 2 h at 37 °C. Inserts were then 

placed in 24-well-plates containing 600 µL EGM-2 without GA-1000 and incubated 

for another 15 h at 37 °C. The latter incubation step was omitted for the assessment 

of tracer uptake by dormant spores. HPAEC layers inoculated with plain medium or a 

Staphylococcus aureus suspension (2.5 x 105 in 12.5 µL, clinical isolate from the 

Institute for Hygiene and Microbiology Wuerzburg) served as sterile and bacterial 

controls. 

Uptake experiments, gamma-counting, and autoradiographic imaging (Fig. 1) 

99mTc-AMB and 68Ga-AMB were diluted in EGM-2 to a final concentration of 50 and 5 

ng/mL, respectively. Transwell® inserts prepared and infected as described above 

were incubated in 600 µL tracer solution for up to 240 min at 37 °C. Incubation 

periods for each experiment are specified in the figure legends. Experiments 

comparing multiple incubation periods are based on independent sets of inserts for 

each time point. Inserts were washed 5 times for 1 minute each with 1 mL cold HBSS 

to terminate tracer uptake and to remove unbound tracer solution. Thereafter, 

radioactivity accumulation in the infected Transwell® inserts was quantified with a 

calibrated WIZARD2 gamma-counter (Perkin-Elmer, Germany) as previously 

described (19, 22). To determine uptake percentages, the mean activity of three vials 

each containing 600 µL of tracer solution served as a 100 % standard. Additional 

inserts generated in independent experiments were washed five times with HBSS. 

After drying, the inserts were exposed on phosphor image plates (Biostep, Germany) 

for 30 min. The image plates were analyzed using an image plate scanner (Dürr 

Medical, Germany) and the corresponding AIDA Image Data Analyzing Software 

(Raytest, Germany) as previously described (23). 
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Figure 1: In vitro model to study tracer uptake by infected HPAEC monolayers 

Statistics 

For quantitative in vitro tracer uptake studies, mean values and standard deviations 

were determined based on three independent replicate experiments using freshly 

prepared HPAEC layers, pathogen inoculums, and tracer solutions. Depending on 

the data format, the two-sided t-test, one-way ANOVA, or two-way ANOVA was used 

for significance testing (specified in the figure legends). Significance levels are 

denoted by asterisks: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.  

For inoculum-dependent tracer uptake studies, the minimum inoculum resulting in 

differential tracer enrichment (limit of detection) was determined based on relative 

uptake compared with the uninfected control, with the following three conditions to be 

met: 1.) The lower end of the standard deviation range has exceeded the background 

in uninfected samples (= fold change 1.0). 2.) None of the individual measurements 

in mold-infected samples has been below the corresponding medium control. 3.) At 

least 2-fold mean uptake compared with either the medium control or the highest 

value in S. aureus-infected samples (whatever was higher) has been achieved.  

Results 

Radiochemistry 

99mTc-AMB and 68Ga-AMB were obtained in an overall decay-corrected reaction yield 

of 95 ± 5 %, following a reaction of 50 µg of AMB with pertechnetate (99mTcO4
-) in 

saline at room temperature or with 68GaCl3 in acetate buffer (pH 3.4) at 90 °C. The 

total synthesis time including purification and quality control was 30-40 min. The 

resulting 99mTc-AMB or 68Ga-AMB solutions were analyzed by TLC for radiochemical 
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purity, which was greater than 99 %. 99mTc-AMB and 68Ga-AMB exhibited an 

excellent in vitro stability in human serum (Fig. 2A-B) and in the chosen injectable 

solution (PBS, Fig. 2C-D), as only the intact 99mTc-AMB and 68Ga-AMB were 

identified chromatographically in the investigated samples following a 60 to 240 min 

incubation period. 

  

Figure 2: In vitro stability of 99mTc-AMB and 68Ga-AMB in human serum 

The stability of the radiolabeled AMB in human serum as assessed chromatographically by HPLC after 

1 h incubation of 99mTc-AMB (A) and 68Ga-AMB (B) in human serum at 37 °C. The corresponding 

HPLC chromatographs of the initial aliquots of 99mTc-AMB and 68Ga-AMB (in PBS) analyzed in parallel 

are shown in (C) and (D). The main radioactivity peaks (> 98 %) represent 99mTc-AMB and 68Ga-AMB, 

respectively.  

In vitro evaluation of tracer uptake by infected HPAEC layers 

The in vitro uptake kinetics of the gamma-emitter 99mTc-AMB were determined over a 

period of 240 min (Fig. 3A). Minimal tracer uptake by uninfected HPAECs and S. 

aureus infected samples was found for all exposure periods tested (maximum uptake 
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at 240 min < 0.1 %). The mean uptake of 99mTc-AMB was consistently higher in A. 

fumigatus than in R. arrhizus infected inserts. Percent uptake of 99mTc-AMB by A. 

fumigatus and relative tracer enrichment compared with the uninfected control 

peaked at 60 min (fold change 52.1 ± 14.8, Fig. 3B), whereas binding of 99mTc-AMB 

to R. arrhizus infected samples remained relatively constant over time (Fig. 3A-B). 

While both percent uptakes and fold changes significantly distinguished the type of 

infection, the impact of the tracer exposure period on relative uptake kinetics did not 

reach the level significance (Fig. 3B). Therefore, we considered the reproducibility of 

tracer uptake to prioritize the optimal exposure period. Across all conditions, the 

lowest variation in relative tracer enrichment was found at 120 min of incubation 

(median coefficient of variation 0.18) and thus a tracer exposure period of 120 min 

was selected for all subsequent 99mTc-AMB in vitro experiments.  

To determine the limit of detection, Transwell® inserts were infected with various 

pathogen inoculums ranging from 2.5 x 101 to 2.5 x 106 spores per insert and 

uptakes of 99mTc-AMB were measured by gamma-counting (Fig. 3C). The limit of 

detection was determined based on relative tracer uptakes (Fig. 3D) as described in 

the Materials & Methods section. The lowest spore inoculum yielding differential 

tracer uptake by the resulting mycelium was at 2.5 x 104 A. fumigatus conidia and 2.5 

x 102 R. arrhizus spores, respectively (Fig. 3D). A steady inoculum-dependent 

increase in tracer uptake was observed for A. fumigatus, whereas R. arrhizus 

infected samples showed no further incremental uptake once inoculums exceeded 

2.5 x 104 spores. Negligible enrichment was found for all S. aureus concentrations 

(mean relative uptake 1.0-1.1). Autoradiographic imaging of independently prepared 

samples incubated with 99mTc-AMB confirmed both the inoculum-dependent 

enrichment in mold-infected inserts and the breakpoints for differential detection 

determined for A. fumigatus in the gamma-counting assay. For R. arrhizus infected 

inserts, the limit of detection in the autoradiography was one 10-fold dilution higher 

(2.5 x 103 spores) than in the gamma-counting assay (Fig. 3E). 
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Figure 3: Evaluation of time- and inoculum-dependent 99mTc-AMB uptake in an alveolar IPMI 

model 

(A-B) Percent uptakes (A) and fold enrichment (B) of 99mTc-AMB in HPAEC monolayers infected with 

2.5 x 105 A. fumigatus conidia (green), R. arrhizus spores (blue), or S. aureus cells (black) were 

compared with uninfected HPAECs (grey, dashed line in panel B) depending on the tracer exposure 

period (15-240 min). Two-way ANOVA (variables: pathogen, exposure period) was used for 

significance testing. For each tracer exposure period, Dunnett’s multiple comparison test was applied 

to compare the results of pathogen-infected samples with the uninfected control. (C-D) Percent 
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uptakes (C) and fold enrichment (D) of 99mTc-AMB in HPAEC layers infected with 10-fold serial 

dilutions (2.5 x 101 – 2.5 x 106) of A. fumigatus conidia (green), R. arrhizus spores (blue), or S. aureus 

cells (black) were compared with uninfected HPAECs monolayers (dashed grey line). Tracer exposure 

period: 120 min. Two-way ANOVA (variables: pathogen, spore inoculum per insert) was used for 

significance testing. # As no increased tracer uptake was found in preceding experiments, only the 

three highest inoculums (2.5 x 104 – 2.5 x 106) were tested for S. aureus and were not considered for 

significance testing. For each fungal pathogen, Dunnett’s multiple comparison test was applied to 

compare spore concentrations above the limit of detection with the highest inoculum below the 

detection threshold. (E) Autoradiographic image of 99mTc-AMB-exposed HPAEC layers infected with 

10-fold serial dilutions of A. fumigatus conidia and R. arrhizus spores, or 2.5 x 106 S. aureus cells. 

Tracer exposure period: 120 min. Three independent experiments were performed to confirm 

reproducible limits of detection. One representative image is shown.  

Next, we assessed the differential uptake kinetics of 99mTc-AMB by 2.5 x 105 dormant 

A. fumigatus (Fig. 4A) or R. arrhizus (Fig. 4B) spores and the mycelium formed 

thereof. HPAEC layers infected with spores of either pathogen showed non-

significantly increased 99mTc-AMB uptake compared with the uninfected control, 

whereas inserts with hyphal growth displayed significantly increased tracer 

enrichment. In line with the results presented above, both absolute and relative 

hyphal uptake of 99mTc-AMB were markedly higher in A. fumigatus than in R. 

arrhizus. Remarkably, for either pathogen, mean hyphal tracer uptake after 120 min 

relative to the uninfected control (Fig. 4C-D) was essentially identical to the initial 

time course experiment (Fig. 3B), further underscoring the high reproducibility of both 

the endothelial infection model and tracer enrichment.  
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Figure 4: Discrimination of resting and invasive stages of A. fumigatus and R. arrhizus stages 

by 99mTc-AMB enrichment 

HPAEC monolayers were infected with 2.5 x 105 A. fumigatus conidia (A-B, Af Con) or R. arrhizus 

spores (C-D, Ra Sp) and inverted inserts were allowed to rest for 2 h to attain adequate spore 

attachment. The infected HPAEC monolayers were either exposed to 99mTc-AMB for 120 min 

immediately or after a 15 h incubation period to facilitate formation of hyphae (Hyph). Percent uptakes 

(A, C) and fold enrichment (B, D) of 99mTc-AMB compared with uninfected inserts were determined by 

gamma-counting. One-way ANOVA with Tukey’s multiple comparison test was used for significance 

testing. 

Furthermore, we tested 120 min uptakes of 99mTc-AMB by mycelia derived from 2.5 x 

105 spores of additional pulmonary mold pathogens. With the exception of Fusarium 

solani, all isolates tested showed at least 3-fold 99mTc-AMB enrichment compared 

with the uninfected control and displayed low inter-assay variation (CV 35.0%, Fig. 

S1A). Remarkably, even isolates that are resistant to AMB (e.g., Aspergillus terreus 

or Cunninghamella berthollatiae isolates with an AMB MIC of 4 µg/mL, Table S1) 

significantly accumulated 99mTc-AMB (Fig. S1A). 
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In additional experiments, we evaluated the fungal uptake kinetics of 68Ga-AMB, a 

beta-emitting tracer that was developed for future PET imaging applications. Due to 

the short half-life of 68Ga (68 min), the analysis was terminated after 120 min. While a 

time-dependent increase in tracer uptake was found for all conditions (Fig. 5A), 

relative uptakes compared with the uninfected control were nearly constant over time 

(Fig. 5B), with fold changes of 4.2-4.8 for A. fumigatus and 3.3-4.4 for R. arrhizus 

(Fig. 5B). Inoculum-dependent 68Ga-AMB enrichment in the studied molds was 

confirmed by autoradiography (Fig. 5C). The threshold spore inoculum for differential 

tracer uptake by the resulting mycelium was at 2.5 x 103 spores for both pathogens 

(Fig. 5C). No enrichment in S. aureus infection was found in the gamma-counting 

assay (mean relative uptake 0.84-1.08, Fig. 5B) or autoradiography (Fig. 5C). 

Testing 68Ga-AMB enrichment in additional Ascomycetes and Mucorales species, all 

pathogens had at least 5-fold mean relative uptakes (Fig. S1B). Variation of uptake 

was very low, with a median CV of 14.5% (Fig. S1B).  

 

Figure 5: Evaluation of 68Ga-AMB uptake by infected HPAEC monolayers 
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(A-B) Percent uptake (A) and fold enrichment (B) of 68Ga-AMB in HPAEC layers infected with 2.5 x 

105 A. fumigatus conidia (green), R. arrhizus spores (blue), or S. aureus cells (black) were compared 

with uninfected HPAECs (grey, dashed line in panel B) depending on the tracer exposure period (15-

120 min). Two-way ANOVA (variables: pathogen, exposure period) was used for significance testing. 

For each tracer exposure period, Dunnett’s multiple comparison test was applied to compare the 

results for individual pathogens with the uninfected control. C) Autoradiographic image of 68Ga-AMB-

exposed HPAEC layers infected with 10-fold serial dilutions of A. fumigatus conidia and R. arrhizus 

spores, or 2.5 x 106 S. aureus cells. Tracer exposure period: 60 min. Three independent experiments 

were performed to confirm reproducible limits of detection. One representative image is shown. 

Discussion 

In an effort to establish supportive diagnostic modalities for IPMI by molecular 

imaging, previous studies have mainly focused on radiolabeled siderophores and 

mannoprotein antibodies (12-14). While the concept of antifungal-derived tracers for 

molecular imaging of invasive mycoses is per se not novel (24-26), this study 

presents a streamlined, time- and resource-efficient methodology to label AMB with 

68Ga and 99mTc for nuclear imaging by PET and SPECT. The rationale for selecting 

AMB is, on one hand, its wide therapeutic activity against various classes of fungal 

pathogens including Mucorales. On the other hand, AMB displays an advantageous 

molecular structure for radiolabeling. Specifically, the high amount of hydroxyl groups 

in the molecule allows for efficient complexation with metal ions. Importantly, our 

radiosynthesis approach is suitable for routine clinical applications in every nuclear 

medicine department and differs from previous protocols to label AMB (26) by 

omitting major lengthy reaction steps required in the synthesis of tricarbonyl 

precursors and amphotericin derivatives. While it is not easily feasible to define a 

specific isotope binding site due to the resulting mixture of complexes, thin layer 

chromatography confirmed consistent and near-optimal radiochemical yield and 

purity of our tracer solutions. 99mTc-AMB and 68Ga-AMB also showed high stability in 

aqueous injectable solutions as well as human serum (Fig. 2), which is an important 

prerequisite for potential clinical applications.  

Providing an in vitro environment to mimic fungal invasion of epithelial barriers, 

alveolar Transwell® mono- and bilayer models have been repeatedly proposed as 

tools to evaluate antifungal compounds or novel biomarkers (16-18, 27). Here, we 

opted for an HPAEC monolayer model facilitating highly reproducible infection and 

establishment of a mycelial biofilm in the endothelial compartment that can be easily 
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exposed to the tracer, washed, and analyzed in a standardized manner. The low 

technical variation of this system (18) contributed to the high consistency of temporal 

uptake kinetics and inoculum-dependent detection thresholds. While the small 

membrane diameter (6.5 mm) and low fungal inoculums used in this study 

underscore the efficacy of tracer enrichment, the restricted space in the endothelial 

compartment of the Transwell® chamber has likely been attributable for the lack of 

incremental tracer uptake at high inoculums of R. arrhizus, a mold that is known to 

rapidly form abundant mycelium (28).  

In line with the broad antifungal activity of AMB (29), our in vitro results suggest that 

both AMB-based tracers display intensive accumulation in representative 

Ascomycetes and Mucorales species at AMB concentrations markedly below 

therapeutic serum exposures (30). Interestingly, considerable in vitro uptake was 

even seen in strains with reduced AMB susceptibility. Based on prior experience with 

tracers for lung infections (31-33), we hypothesize that minimal, sub-therapeutic 

uptakes are sufficient to yield significantly differential enrichment compared with 

unspecific background noise. Furthermore, AMB resistance of molds is mediated by 

a multitude of molecular mechanisms and isolates with reduced susceptibility do not 

necessarily show reduced ergosterol content or significantly reduced AMB uptake 

(34, 35). 

Complementing our data and corroborating the relatively broad application potential 

of radiolabeled AMB in invasive mycoses, an exploratory in vivo study showed 

significant enrichment of AMB-based molecular probes in mice with subcutaneous 

Candida albicans and A. niger infection (26). By contrast, 99mTc-fluconazole 

successfully detected Candida albicans but not A. fumigatus infection in a murine 

model (24). 99mTc-tricarbonyl-caspofungin showed potential for scintigraphic imaging 

of C. albicans and Aspergillus niger infections in mice (25), whereas its suitability in 

the diagnostic workup of mucormycosis remains unclear, given the relative inefficacy 

of echinocandins against Mucorales (36, 37). Similarly, most previously reported 

siderophore- or antibody-based molecular imaging strategies are restricted to 

pathogens of the Aspergillus genus or even selected Aspergillus species and fail to 

detect Mucorales. The only notable exception is 68Ga-FOXE, a probe that showed in 

vitro enrichment in Rhizopus (15). However, a potential drawback of siderophore-
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derived tracers is their strongly disparate uptake efficacy depending on iron 

availability (10, 15). 

Besides broad coverage of potential fungal agents, cross-reactivity with other 

etiologies of pneumonia presents an important criterion for the evaluation of IPMI 

imaging probes. For both AMB-derived tracers tested in our study, no differential 

enrichment was found in S. aureus and uninfected endothelial cell layers. S. aureus 

was selected as a bacterial control, since this pathogen was most difficult to 

discriminate from molds by siderophore-derived radiopharmaceuticals, especially 

under iron-deprived conditions (15). Furthermore, S. aureus is considered one of the 

most common causative pathogens of hospital-acquired pneumonia in the United 

States, Europe, and Asia (38, 39) and a frequent agent of community-acquired 

pneumonia in neutropenic patients (40). 

In addition to the discrimination of bacterial and fungal etiologies, a previous study 

revealed the unique potential of JF5-antibody-based immuno-PET to distinguish 

active infection from dormant spores by detecting a signature molecule of invasive 

Aspergillus morphotypes (10, 14). The comparative susceptibility of resting and 

germinated stages of several clinically relevant molds to conventional amphotericin B 

has been controversially discussed, with mostly non-differential results (41-44). 

Nonetheless, our in vitro study revealed significantly greater uptake by hyphae than 

dormant spores, especially for A. fumigatus, likely due to the increased plasma 

membrane surface of the hyphal stage. Although unlikely based on previous work 

(26), in vivo studies would be needed to rule out relevant unspecific enrichment of the 

proposed tracers in fungal commensals or transiently colonized respiratory epithelia 

upon intravenous tracer administration. Such in vivo studies would also need to 

confirm that our streamlined radiochemical labeling strategy did not alter the 

previously described excellent tolerability and favorable urinary excretion kinetics of 

AMB-derived probes (26). 

There are further potential limitations and questions to be addressed by future in vivo 

studies. The intrinsic specificity of AMB to fungal ergosterol is limited due to low-

affinity binding to cholesterol in human cell membranes (45). Specifically, 

accumulation of AMB in cholesterol-rich renal tubule cells has been associated with 

the nephrotoxicity of conventional AMB (45). While a previous murine study revealed 

low accumulation of 99mTc-AMB in kidney cells (26), in vivo imaging studies would 
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need to evaluate whether potential noise due to unspecific uptake of AMB could 

interfere with the sensitivity of SPECT or PET imaging in a real-life setting. Although 

we observed no significant reduction in fungal tracer uptake upon pre-exposure to 

sub-inhibitory concentrations of AMB (data not shown), there is a possibility that 

heavily AMB-saturated fungal membranes would enrich 99mTc-AMB and 68Ga-AMB 

less efficiently. Furthermore, as seen with other biomarkers of invasive mold 

infections (46, 47), indirect effects of antifungal pre-treatment on fungal biomass 

could reduce the sensitivity of tracer-guided imaging. 

Despite these limitations and need for confirmatory preclinical studies, our pilot in 

vitro evaluation suggests that radiolabeled AMB could provide an easily producible 

and cost-efficient alternative for nuclear imaging in invasive mycoses. The 

advantageous stability of 99mTc-AMB and 68Ga-AMB, their high accumulation in 

aspergillosis and mucormycosis, and their ability to distinguish fungal and bacterial 

infection etiologies encourage clinical translation after thorough in vivo evaluation. 

Our streamlined and high-yielding synthesis protocol would position 99mTc-AMB and 

68Ga-AMB as particularly facile probes for diagnostic applications in smaller, regional 

hospitals with a 99Mo/99mTc or 68Ge/68Ga generator for daily in-house radio-

preparation. 
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Supplementary Information 

 

Figure S1: 99mTc-AMB and 68Ga-AMB enrichment in HPAEC monolayers infected with a 

selection of additional pulmonary mold pathogens  
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(A-B) Fold enrichment of 99mTc-AMB (A) and 68Ga-AMB (B) in HPAEC layers infected with 2.5 x 105 

spores of various pulmonary mold pathogens. Uptakes by each isolate were compared with an 

uninfected control (grey dashed line) using the two-sided paired t-test.   

 

Table S1. Culture conditions and amphotericin B MICs for mold isolates used in this study. 

Species 

 
 

Source 

 
 

Culture conditions to 

obtain spores/conidia 

Amphotericin B 

MIC (mg/L) 

Temp. (°C) Incubation 

period (days) 

Aspergillus fumigatus ATCC 46645 35 4 1 

Aspergillus niger CBS 553.65 35 5 1 

Aspergillus terreus CBS 594.65 35 5 4 

Rhizopus arrhizus CBS 110.17 35 5 0.25 

Rhizomucor pusillus CBS 245.58 35 5 1 

Cunninghamella bertholletiae CBS 187.84 35 4 4 

Mucor circinelloides CBS 192.68 21 8 0.5 

Fusarium solani CBS 181.29 21 8 4 
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4. DISKUSSION 

4.1 Limitationen und Perspektiven Antigen-spezifischer T-Zell-

Untersuchungen bei invasiven Mykosen und Schimmel-assoziierten 

hypersensitiven Erkrankungen 

Es konnte gezeigt werden, dass Schimmelpilz-spezifische T-Zellen als potenzieller 

Biomarker für invasive Pilzinfektionen und Schimmelpilzexposition genutzt werden 

können (Bacher et al. 2015b, Koehler et al., 2018, Potenza et al., 2011, 2013 und 

2016, Page et al., 2018, Wurster et al., 2017b). PBMC-basierte Assays leiden jedoch 

unter einer Anzahl technischer Limitationen, welche die klinische Anwendbarkeit 

dieses Biomarkers beeinträchtigen können. So muss das zu verwertende venöse 

Blut schnellstmöglich nach der Blutentnahme verarbeitet werden, da bereits nach 2 h 

Lagerung des Blutes ein signifikanter Funktionalitätsverlust der reaktiven T-Zellen 

eintritt (Wurster et al., 2017c). Im klinischen Alltag können sich derart zeitkritische 

Abläufe als impraktikabel erweisen, da im Zuge optimierter und effizienter Abläufe 

Proben bevorzugt gesammelt versandt werden. Zudem verfügt nicht jede regionale 

Klinik über die benötigte Ausrüstung um diese Assays durchzuführen zu können, 

etwa sterile Werkbänke oder Durchflusszytometer. Eine zentralisierte Verarbeitung 

und Analyse der Blutproben erfordert Transportwege, welche nicht immer innerhalb 

jenes präanalytischen Zeitfensters erbracht werden können, das eine vollständige 

Funktionalität der T-Zellen zum Zeitpunkt der Analysen garantieren kann.  

Die Zugabe von RPMI Medium und Agitation konnten das präanalytische Zeitfenster 

leicht expandieren (Wurster et al., 2016, Kongress für Infektionskrankheiten und 

Tropenmedizin, Würzburg, Deutschland), eine Kühlung der Proben hatte sich 

hingegen als eher nachteilig herausgestellt (Wurster et al., 2017c). Es wird vermutet, 

dass insbesondere die Voraktivierung von neutrophilen Granulozyten zu 

Schwankungen der T-Zell-Funktionalität führen kann (McKenna et al., 2009, Wurster 

et al., 2017c). In mehreren T-Zell-basierten Tests zur Diagnostik von u. a. 

Tuberkulose (Doberne et al., 2011) basierend auf der adaptiven Immunantwort 

führen prolongierte Lagerungszeiten mitunter ebenfalls zu falsch negativen 

Ergebnissen. Im Falle des Cytomegalovirus werden T-Zell-Assays durchgeführt, um 

eine funktionale und potentiell protektive Immunreaktion gegen seropositive 
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Patienten nach HSZT zu verifizieren (Egli et al., 2012), im Falle dieser 

Anwendungsgebiete existieren bereits handelsübliche Möglichkeiten zur Erhöhung 

präanalytischer Zeitfenster. Dazu zählen BD Vacutainer® CPT (Becton Dickinson), 

die über einen semipermeablen Einsatz in zur Ficoll-Zentrifugation genutzten 

Glasröhrchen verfügen. Die Leukozyten werden so nach der Zentrifugation im 

autologen Serum suspendiert, während Neutrophile und Erythrozyten unterhalb des 

Einsatzes abgetrennt vorliegen (Bowen & Remaley, 2014, Gawria et al., 2019). Eine 

weitere Möglichkeit stellen die als T-Cell Xtend® bezeichneten Antikörper dar, der in 

Kombination mit dem klinisch etablierten T-SPOT zur Diagnostik von u. a. 

Tuberkulose und CMV-Infektionen vertrieben wird (Oxford Immunotec). Die 

Antikörper binden parallel an Erythrozyten und neutrophile Granulozyten, sodass 

während der Ficoll-Zentrifugation beide Zellfraktionen effizient von den Lymphozyten 

getrennt werden. Der Hersteller gibt an, dass mit T-Cell Xtend® präanalytische 

Zeitfenster von bis zu 32 h Lagerung der Blutproben ermöglicht werden 

(http://www.oxfordimmunotec.com/international/products-services/t-cell-xtend/, 

Aufrufdatum: 15.10.2019). So lassen sich die Immunreaktionen von Patienten bei bei 

Tuberkulose und CMV-Infektionen bei adäquater Probenverarbeitung zuverlässig in 

positiv bzw. negativ klassifizieren.  

Beim Nachweis Schimmelpilz-spezifischer T-Zellen bestehen jedoch zusätzliche 

Besonderheiten, welche die Effizienz dieser Methoden gegenwärtig limitieren. So gibt 

es im Fall von Schimmelpilzassoziierenden Erkrankungen noch keine etablierten 

klinisch validierten Erfahrungswerte, um Patienten in positiv oder negativ für eine 

Infektion zu differenzieren. Im Fall von Tuberkulose und Virusinfektionen kann in der 

Regel anhand der adaptiven Immunantwort zudem klar zwischen exponierten bzw. 

infizierten und bislang nicht exponierten Personen differenziert werden. 

Schimmelpilze hingegen treten ubiquitär in der Umwelt auf (Park & Mehrad, 2009, 

Ribes et al., 2000) und führen so zu einer kontinuierlichen Exposition der 

Bevölkerung, die je nach Intensität der Exposition Schwankungen unterliegt (Wurster 

et al., 2017b, Page et al., 2018).  

Für klinische Anwendungen muss demnach garantiert werden, dass das Ergebnis 

der Quantifizierung reaktiver T-Zellen präzise den Zustand der Exposition des 

Patienten wiederspiegelt bzw. auf eine Infektion zurückzuführen ist. Insbesondere die 

im Falle von Pilzen relevanten Th17- und Gedächtniszell-Populationen weisen im 

http://www.oxfordimmunotec.com/international/products-services/t-cell-xtend/
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Vergleich zu beispielsweise zytotoxischen T-Zellen jedoch eine erhöhte Sensitivität 

gegenüber Lagerungszeiten und Kryopräservation auf (Costantini et al., 2003, 

Jeurink et al., 2008b, Lemieux et al., 2016, Lauruschkat et al., 2018). Weder die 

Vacutainer® CPT-Röhrchen, noch T-Cell Xtend® konnte hier zufriedenstellende 

Ergebnisse nach präanalytischer Lagerzeit erzielen (Daten nicht gezeigt). 

Isolierte PBMC könnten potenziell kryopräserviert versandt werden und so externen 

Zentren zur weiteren Verarbeitung durch ELISPOT oder Durchflusszytometrie 

zugeleitet werden. Hierzu wurde in unserem Labor systematisch evaluiert, PBMC 

nach der Isolation in unterschiedlichen Medien (RPMI + 20 % autologes Serum, 

RPMI + 40 % FCS und serumfreies AIM-V, + jeweils 10 % Dimethylsulfoxid, DMSO) 

zu kryopräservieren, nach 2 Wochen Lagerungszeit wieder aufzutauen und 

unterschiedliche T-Zell-Assays durchzuführen (ELISPOT, Durchflusszytometrie, 

Multiplex-Zytokinanalyse). Die Ergebnisse wurden mit frisch aufbereiteten Proben 

verglichen, wobei insbesondere Zytokin-basierte Tests nach Kryopräservation in 

keiner der untersuchten Konditionen zu verlässlichen Ergebnissen mehr geführt 

hatten, obwohl Zellviabilität und Lymphozytenkompositionen kaum von frisch 

verarbeiteten Proben abwichen (Lauruschkat et al., 2018). Durchflusszytometrische 

Analysen führten zumindest nach Einfrieren in 20 % autologem Serum zu mit 

frischen Proben vergleichbaren Ergebnissen (Lauruschkat et al., 2018, Wurster et al., 

2017c). Dies löst allerdings nicht die Problematik, dass die PBMC vor der 

Kryopröservation weiterhin innerhalb eines engen Zeitfensters aufgereinigt werden 

müssen. Des Weiteren entsteht durch die Toxizität von DMSO und die nötigen 

Waschschritte nach dem Auftauprozess ein Zellverlust, der die Machbarkeit 

funktioneller T-Zell-Assays bei lymphopenischen Patienten weiter limitiert 

(Lauruschkat et al., 2018). 

Um diesen Limitationen zu begegnen wurde ein Vollblut-basiertes System entwickelt, 

das potentiell in der Lage ist, den Aspekt der zeitkritischen Probenverarbeitung zu 

eliminieren: Monovetten® (Sarstedt) wurden mit den entsprechenden Stimulantien 

und kostimulatorischen Faktoren steril befüllt und konnten anschließend ohne 

Beeinflussung der späteren Messung für mindestens 4 Wochen gefroren gelagert 

werden (Weis et al., 2019). Hierdurch ist es möglich, die Testsysteme in größeren 

Mengen herzustellen, womit dieses Verfahren im Gegensatz zur PBMC-basierten 

Methode auch peripheren Zentren zugänglich sein könnte. Zum Zeitpunkt der 
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Probennahme können die Monovetten® dann auf Raumtemperatur gebracht und 

bettseitig analog der Vorbereitung von Blutkulturen mit dem Blut der Patienten 

beimpft werden (Weis et al., 2019). Innerhalb dieses Systems beträgt die mögliche 

Lagerungszeit der Proben bei Raumtemperatur 4 bis 6 Stunden, was neben 

logistischen Vorteilen auch Möglichkeiten zum Versand der Proben zu 

spezialisierteren Zentren mit Zugang zu durchflusszytometrischen Analysen bietet 

(Page et al., 2017, 8th Trends in Medical Mycology, Belgrad, Serbien, Weis et al., 

2019). Zusätzlich war dieser Ansatz in der Lage Schimmelpilz-reaktive T-Zellen 

reproduzierbar mit höherer Sensitivität zu detektieren, als das PBMC-basierte 

Protokoll. Das geringe hierfür benötigte Blutvolumen (500 µl je Probe im Vergleich zu 

mindestens 15-20 ml beim PBMC-basierten Verfahren) erleichtert zudem die 

Probennahme bei Patienten mit kritischem hämatologischem Status oder 

pädiatrischen Patienten. Die Anwendung an Patienten nach HSZT wurde von Weis et 

al. (2019) ebenfalls evaluiert, wobei die an gesunden Probanden ermittelte höhere 

Sensitivität reproduziert werden konnte. Angesichts dieser Vorteile im Vergleich zu 

konventionellen Protokollen wird auf Basis dessen das System in laufenden Studien 

unseres Labors für ELISA-Analysen adaptiert (analog bereits etablierter 

diagnostischer Tests wie TruCulture®, Brunet et al., 2016a). Durch gezielte Zugabe 

kostimulatorischer Faktoren sollen die von uns dargestellten Systeme hierbei vor 

allem optimierte Bedingungen zur Aktivierung von spezifischen T-Zellen liefern. 

Allerdings besteht die Notwendigkeit, kritisch zu evaluieren, wo die Grenzen der 

klinischen Anwendbarkeit derartiger Assays in Patienten mit Risikoprofil für invasive 

Mykosen liegen. Beispielsweise besteht bei Patienten in der Phase der Neutropenie 

in den ersten Wochen nach einer HSZT ein hohes Risiko, an opportunistischen 

Infektionserkrankungen wie invasiven Mykosen zu erkranken. Zu frühen Zeitpunkten 

nach HSZT ist das System der Lymphozyten aber potentiell nicht ausreichend 

rekonstituiert, um robuste Analysen an deren CD4+ Population durchführen zu 

können. So führten in einer prospektiven Studie zur Diagnostik von invasiven 

Mykosen mittels Durchflusszytometrie 38 % der Proben von 115 Patienten zu 

technisch nicht auswertbaren Ergebnissen (Steinbach et al., 2019). Das häufigste 

Ausschlusskriterium der dort analysierten Proben waren niedrige messbare Gesamt-

T-Zell-Zahlen von < 4500 in 78 % der nicht auswertbaren Proben, gefolgt von nicht 

reagierenden Positivkontrollen (< 2 % aktivierte T-Zellen) in 16 % dieser Proben 

(Steinbach et al., 2019). Ein anderer wichtiger Einflussfaktor sind T-Zell-aktive 
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Immunsuppressiva, die zu einer weiteren variablen Beeinträchtigung der Assays 

führen (Page et al., 2020a). Es bestanden hohe intra-individuelle Schwankungen der 

Suszeptibilität gegenüber den Immunsuppressiva, der Zusatz von α-CD49d als 

weiteren kostimulatorischen Faktor konnte ihren Einfluss auf die Messergebnisse 

jedoch mindern. Dennoch lagen die Ergebnisse fernab klinisch verwertbarer 

Diagnostika, sodass bisher nicht zu einer Verwendung dieser Assays in 

immunsupprimierten Patientenkohorten geraten werden kann. 

Aus diesem Grund liegt ein Schwerpunkt unserer Forschungen auf der Exploration 

weiterer Anwendungsgebiete funktioneller T-Zell-Analysen in Patientenkohorten 

ohne immunsupprimierende Therapien. Die in Lauruschkat et al. (2018) und Page et 

al. (2018) demonstrierten Möglichkeiten, Zytokin- und Populationsprofile der 

Lymphozyten Schimmelpilz-exponierter Probanden zu beschreiben, legen den 

Schluss nahe, dass sich die Polarisation der T-Zell-Antwort in Richtung Th1 oder Th2 

ermitteln und diagnostisch als supportiver Marker bei Risikogruppen mit erhöhter 

beruflicher oder Umweltexposition nutzen ließe. Bei gesunden Probanden konnte 

gezeigt werden, dass sich die Schimmelpilz-reaktiven T-Zell-Populationen ohne 

deutliche Veränderung des Expositions- oder Immunstatus nicht signifikant 

verändern (Wurster et al., 2017b). Wechselnde Expositionsprofile oder temporäre 

Expositions-Ereignisse können jedoch sensitiv detektiert werden, sollte etwa durch 

Laborarbeiten eine Person kurzzeitig mit Pilzsporen in Kontakt treten (Wurster et al., 

2016, 7th Advances against Aspergillosis, Manchester, Großbritannien, Wurster et 

al., 2017b). Insbesondere unter beruflich exponierten Personengruppen wäre es 

daher denkbar, Pilz-spezifische T-Zell-Frequenzen und -Phänotypen als Bioeffekt-

Monitoring einzusetzen, um mit Hypersensitivität assoziierte Th2-Polarisierungen 

frühzeitig detektieren zu können (Licona-Limòn et al., 2013).  

Patienten mit ABPA weisen ein hyperaktives Th2-Profil mit paralleler Eosinophilie in 

der Lunge auf (Dewi et al., 2017, Moss, 2005), während CPA eher mit einer Th17-

dominierten Immunantwort und damit einhergehender pulmonaler Neutrophilie 

korreliert (Dewi et al., 2017). Wir gehen davon aus, dass sich derartige Antigen-

reaktive T-Zell-Profile im peripheren Blut effizient nachweisen lassen. Dies ist ein 

Gegenstand aktueller Studien unseres Labors, wobei verschiedene T-Zell-Assays mit 

dem bisherigen allergologischen Goldstandard, der serologischen Bestimmung 

Aspergillus-spezifischer IgG und IgE (Greenberger et al., 2014, Knutsen et al., 2012, 
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Ullmann et al., 2018), verglichen werden. Dies beinhaltet einen Serum-basierten 

Zytokin-Assay, der analog des beschriebenen Protokolls für durchflusszytometrische 

Analysen (Kap. 2.2.9) in mit Vollblut befüllten Monovetten® durchgeführt werden 

kann.  

Derzeit wird zudem untersucht, ob T-Zell-basierte Assays in umwelt- und 

arbeitsmedizinischen Kontext die Schimmelpilzexposition einer Person adäquat 

verifizieren können. Landwirte aus biologischen/ökologischen Einrichtungen stellen 

hierbei eine ideale Berufsgruppe dar, da sie während ihrer Arbeiten zwangsläufig mit 

den in ihrem Umfeld auftretenden Schimmelpilzsporen in Kontakt treten und eine 

Risikogruppe für die sog. Farmerlunge darstellen, die medizinisch als 

Hypersensitivitätspneumonitis klassifiziert wird (Kotimaa et al., 1984, Liu et al., 2015). 

Der verringerte Einsatz von Fungiziden in der ökologischen Landwirtschaft bedingt 

das Auftreten größerer Pilzreservate im Umfeld der Anlagen, welche in der 

konventionellen Landwirtschaft zu einem Teil eradiziert werden würden (Adak et al., 

2019, Meyer & Hausbeck, 2013), was die Exposition der dort arbeitenden Personen 

reduziert. Die Evaluation der Quantifizierung reaktiver T-Zellen und deren 

Zytokinprofile anhand dieser Probandengruppe kann ein weiterer Hinweis auf dessen 

Nutzbarkeit in der Arbeitsmedizin sein.  

Weitere Risikogruppen stellen Patienten mit cystischer Fibrose, Tuberkulose und 

Asthma dar (Dhooria et al., 2014, Ghosh et al., 2015, King et al., 2016). Die finale 

Prämisse dieser Assays im allergologischen Kontext wäre, die adaptiven 

Immunantworten von Patienten mit ABPA, CPA und allergischer Alveolitis 

differenzieren oder gar vor dem Auftreten klinischer Symptome detektieren zu 

können. Letzteres wäre bei den meist chronifizierenden Erkrankungen bedeutend, da 

die pathophysiologischen Reaktionen bereits lange Zeit vor der Diagnosestellung mit 

den aktuell verfügbaren Verfahren vorhanden sein können (Barac et al., 2019, 

Greenberger et al., 2014). 

Mixturen von Lysaten unterschiedlicher Pilze könnten dabei die Bandbreite 

detektierbarer Spezies und somit die Sensitivität der Diagnostik möglicher invasiver 

Mykosen erhöhen. In der Allergologie wäre es hingegen bedeutsamer, präzise die 

Spezies der im Einzelfall sensitivierenden Schimmelpilze ermitteln zu können. Im 

Vergleich zu den in T-Zell-Studien bisher zumeist verwendeten fungalen Zelllysaten 

(Bacher et al., 2015a und b, Potenza et al., 2011, 2013 und 2016, Steinbach et al., 
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2019) könnten sich hier einzelne Proteinantigene als alternative Stimulantien 

anbieten. Lysate unterliegen wie alle Naturprodukte biologischer Variabilität, 

rekombinant produzierte Antigene können reproduzierbarer hergestellt werden und 

lieferten unter Umständen noch geringere intraindividuelle Schwankungen in 

reaktiven T-Zell-Frequenzen, als dies mit Lysaten der Fall war. Bei Verwendung 

einzelner Antigene besteht jedoch die Möglichkeit einer verminderten Präzision der 

Messergebnisse aufgrund geringerer Absolutzahlen korrespondierender antigen-

spezifischer T-Zellen (siehe Kap. 2.2.21.2 zur Bestimmung von Konfidenzintervallen, 

Allan & Keeney, 2010) gegenüber den einzelnen Proteinen verglichen mit der 

Varietät unterschiedlicher Antigene in einem Ganzzell-Lysat. Proteinmischungen 

könnten dies kompensieren, wobei im Vorfeld evaluiert werden muss, welche 

Antigene die immunogen dominantesten darstellen. Kandidaten für A. fumigatus 

wären auf Basis vorhergehender Studien u. a. Aspf4 (Jolink et al., 2015, Knutsen et 

al., 2012), Aspf6 (Jolink et al., 2015), CatB (Jolink et al., 2013 und 2015) und Crf1 

(Jolink et al., 2013). Laufende Studien zeigen hingegen, dass bei Stimulation mittels 

dieser rekombinanten Antigene stattdessen höhere spezifische T-Zell-Zahlen 

detektiert werden als bei Stimulation mit Aspergillus-Lysat (Daten nicht gezeigt). 

Aufgrund der geringeren Komplexität der Antigene würde dabei eventuell auch die 

Prozessierung und Präsentation der Peptide über MHC II der APC beschleunigt, 

sodass sich die Aktivierung der T-Zellen möglicherweise weniger anfällig gegenüber 

präanalytischer oder pharmazeutischer Beeinträchtigung zeigen könnte (Kaveh et al., 

2012, Meier et al., 2008).  

Lysate von Pilzzellen können zudem mit Kreuzreaktivitäten gegenüber anderer 

Pilzspezies als dem originär lysierten Organismus in Verbindung gebracht werden 

(Deo et al., 2016). Ein weiterer Hinweis liefern die in Page et al. (2018) dargestellten 

Korrelationen zwischen reaktiven T-Zell-Frequenzen von Gesunden gegenüber 

mehreren Schimmelpilz-Spezies, welche neben in der Umwelt vorkommenden 

Mischkulturen auch auf Kreuzreaktivität der T-Zellen zurückzuführen sein könnten. 

Es wird zudem vermutet, dass ein großer Anteil der gegen Pilze gerichteten 

adaptiven Immunantwort auf Kreuzreaktivitäten gegenüber C. albicans 

zurückzuführen ist (Bacher et al., 2019). So wird davon ausgegangen, dass sich im 

Mikrobiom von 89 % aller Menschen kommensalische Candida spp. befinden 

(Hoffmann et al., 2013). Diese führen zu einer konstanten benignen Aktivierung von 

Th17-Populationen, welche sich im Organismus verbreiten und so auch die pulmonal 
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in den Körper eintretenden Pilze detektieren (Bacher et al., 2019). Der Anteil der 

kreuzreagierenden T-Zellen ließe sich durch Isolation aktivierter T-Zellen über 

Positivselektion der CD154-exprimierenden T-Zellen nach Stimulation, Expansion 

und Restimulation ermitteln (Schmidt et al., 2012). So geartete Experimente 

erfordern allerdings eine weitaus größere Anzahl aktivierter T-Zellen, als es durch die 

Stimulation mit fungalen Antigenen und Lysaten für gewöhnlich zu erwarten ist. Die 

erforderlichen Blutvolumina ließen sich nur aus LZRS gewinnen, unterliefen dabei 

jedoch einem Aufreinigungsprozess, welcher aufgrund des verlängerten zeitlichen 

Aufwands und zusätzlichem Stress der Zellen mit den etablierten Kriterien zum Erhalt 

verlässlicher Ergebnisse aus T-Zell-basierten Studien nur schwer vereinbar ist 

(Britten et al., 2012, Lauruschkat et al., 2018, Wurster et al., 2017c). Da somit 

gegenwärtig keine klinisch praktikablen Verfahren zur Verfügung stehen, derartige 

Kreuzreaktivitäten aus einem diagnostischen Assay zu bestimmen, wäre die 

Verwendung definierter Antigene mit hoher Genus- oder Spezies-Spezifität eine 

Möglichkeit, Schimmelpilz-spezifische T-Zell-Assays in Abhängigkeit der 

Patientenkohorte zu optimieren. 

In weiterführenden klinischen Machbarkeitsstudien soll nun evaluiert werden, welche 

der existierenden bzw. in der Entwicklung befindlichen T-Zell-basierten Assays für 

welche Patientenkohorte zu bevorzugen ist. Nachfolgende klinische Studien an 

Risikopatienten mit HSZT (Mellinghoff et al., 2018), prädisponierenden Infektionen 

wie CMV, HIV oder Influenza (Camargo & Komanduri, 2017, Denis et al., 2015, Shah 

et al., 2018) oder exazerbierenden COPD (Bao et al., 2017) oder Diabetes mellitus 

(Petrikkos et al., 2012) können in Zukunft potentiell dazu beitragen, 

Durchflusszytometrie als supportiven diagnostischen Biomarker invasiver Mykosen 

zu validieren. Analog zu der Anwendung spezifischer T-Zellen als prognostischer 

Biomarker bei Infektionen mit Cytomegalievirus (Ashokkumar et al., 2019, 

Schachtner et al., 2017) könnten auch Schimmelpilz-spezifische T-Zellen zur 

Prognose und Therapie-Monitoring bei Mykosen genutzt werden (Bacher et al., 

2015b). Aufgrund der geringen Fallzahlen von Schimmelpilzinfektionen werden 

allerdings multizentrische Studien benötigt, welche bislang durch die beschriebene 

präanalytische Suszeptibilität und fehlende Standardisierung insbesondere der 

PBMC-basierten Durchflusszytometrie erschwert werden. Unsere Weiterentwicklung 

in Form eines Vollblut-basierten Protokolls mit optimierter Kostimulation hat ein 

signifikantes Potenzial, die Machbarkeit und Standardisierung multizentrischer 



4.2 Untersuchung der Wirt-Pathogen-Interaktion und Antimykotika-basierter nuklearmedizinischer 
Tracer in optimierten Alveolarmodellen invasiv-pulmonaler Pilzinfektionen 

203 
 

Studien zu katalysieren und damit einen wichtigen Schritt zu einer diagnostischen 

und prognostischen Verwendung funktioneller T-Zell-Assays in der medizinischen 

Mykologie zu gehen. 

4.2 Untersuchung der Wirt-Pathogen-Interaktion und Antimykotika-

basierter nuklearmedizinischer Tracer in optimierten 

Alveolarmodellen invasiv-pulmonaler Pilzinfektionen 

Während Tiermodelle zwar den Goldstandard präklinischer Forschung zu neuen 

Biomarkern, Diagnostik und Pharmaka darstellen, sind diese Modelle mitunter 

kostenintensiv und mit logistischen und ethischen Hürden verbunden. Zellkulturen 

stellen dabei ein ressourceneffizientes Mittel zur Generation präliminärer Ergebnisse 

dar, wobei versucht wird, durch Kombination multipler Zell-Populationen zur 

Abbildung relevanter Zell-Zell-Interaktionen möglichst physiologische Bedingungen 

zu simulieren. Das von Hope et al. (2007) entworfene Transwell®-Alveolarmodell 

wurde bereits wiederholt zu pathophysiologischen und pharmakologischen Studien 

der pulmonalen invasiven Aspergillose herangezogen und variiert (Colley et al., 

2019, Lestner et al., 2010, Morton et al., 2014, Morton et al., 2018).  

In der vorliegenden Studie wurde das Bilayer-Modell für Mucorales adaptiert und 

validiert. Das invasive Wachstum von Mucorales wie v. a. R. arrhizus und C. 

bertholletiae unterscheidet sich zu dem von A. fumigatus dahingehend sehr stark, 

dass Mucorales ein rapides, extensives Myzelwachstum , das zu massiver 

Gewebedestruktion führt (Belic et al., 2019, Ibrahim et al., 2005, Ibrahim & 

Kontoyiannis, 2013), während das von A. fumigatus geringeres Volumen in Anspruch 

nimmt und in seinem Wachstumsverhalten die Integrität des Wirtsgewebes zunächst 

weitgehend intakt hält (Escobar et al., 2016, Morton et al., 2018).  

Die Konidien von A. fumigatus verfügen über eine hydrophobe Rodlet-Schicht über 

ihrer Zellwand, welche immunogene Strukturen vor dem Immunsystem verdeckt und 

die Phagozytose ruhender Konidien erschwert. Erst beim Auskeimen wird diese 

Rodlet-Schicht abgelegt, und die freiliegenden Zellwandbestandteile wie α-Mannan 

und β-Glucan der entstehenden Keimschläuche können von PRR der innaten 

Immunzellen wie v. a. Neutrophilen detektiert werden (Aimanianda et al., 2009, Lass-

Flörl et al., 2013). Sporen der Mucorales verfügen über keine Rodlet-Hydrophobine 
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und führen somit auch in ruhender Form zu einer proinflammatorischen 

Immunantwort (Wurster et al., 2017a). Mikroskopisch konnte erkannt werden, dass 

die Hyphen von A. fumigatus primär an humanen Epithelzellen an Tight Junction 

Verbindungen vorbei oder durch Actin-Tunnel wachsen, ohne das Gewebe zu 

zerstören (Escobar et al., 2016, Fernandes et al., 2018). Hier wird ein Mechanismus 

zur Immunevasion vermutet, diese schonende Art der Penetration der infizierten 

Epithelzellen erhält deren Integrität, sodass keine inflammatorischen oder mit Zelltod 

assoziierten Faktoren wie Lactatdehydrogenase sezerniert werden (Fernandes et al., 

2018).  

Die von dendritischen und epithelialen Zellen freigesetzten Zytokinprofile decken sich 

qualitativ mit denen aus vorangegangenen Studien zu Mucorales (Chamilos et al., 

2008b, Warris et al. 2005, Wurster et al., 2017a). Die quantitativ erhöhten 

proinflammatorischen Reaktionen über die sezernierten Zytokine IL-1β, IL-8 und 

TNF-α von Seiten der Epithelzellen und moDCs bei einer Infektion mit sowohl 

Keimschläuchen als auch ruhenden Sporen von Mucorales im Vergleich zu A. 

fumigatus bestätigen ebenfalls frühere Studien (Morton et al., 2014, Wurster et al., 

2017a, Zhang et al., 2005). Da sich auch die Transkription von insbesondere IL-8 

und ICAM-1 bei Mucorales-infizierten Proben verglichen mit A. fumigatus stark 

erhöhte (Belic et al., 2019, Morton et al., 2014), deutet dies auf eine stärkere 

Stimulation des damit assoziierten NF-κB-Signalwegs durch Mucorales hin (Melotti et 

al., 2001). 

Klinisch fällt zudem der Unterschied auf, dass Mucorales neben 

immunkompromittierten Patienten auch immunkompetente Personen betreffen kann, 

u. a. mit Diabetes mellitus als prädisponierende Vorerkrankung (Skiada et al., 2018). 

Hier konnte gezeigt werden, dass sich die Risikofaktoren Hyperglykämie und 

Ketoazidose, wie sie bei schlecht eingestellten Diabetes-Patienten vorkommen, in 

vitro in unserem Modell rekonstruieren lassen und zu einem signifikant erhöhtem 

Biomassezuwachs von Mucorales im endothelialen Kompartiment führen (Belic et al., 

2019). Auch die im Mausmodell dokumentierte Inhibition des invasiven Wachstums 

mithilfe des EGFR Inhibitors Gefitinib ließ sich reproduzieren, was die Anwendbarkeit 

des Modells in der Erprobung neuer Pharmaka unterstreicht (Belic et al., 2019, 

Watkins et al., 2018).  
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Ein optimales Zellkulturmodell pulmonaler Infektionen müsste jedoch weitere 

Faktoren aufgreifen. Hier wurden während der Infektion des alveolären 

Kompartiments die Zellen der Epithelschicht mit Medium überschichtet, während ein 

realistischerer Mechanismus die Infektion mit Sporen über einen Luftstrom darstellen 

würde (Fernandes et al., 2018). Anstelle der auf Polyester basierenden Membranen 

der Transwell®-Einsätze wären potenziell aus Kollagen konstruierte Matrizes einer 

physiologischen Umgebung der Zellen zuträglich (Miller & Spence, 2017). 

Rekonstituierte oder ex vivo erhaltene Gewebeproben stellen ebenfalls näher an in 

vivo Situationen gelegene Bedingungen dar als die mitunter immortalisierten 

Zelllinien, welche aufgrund der Langzeitbehandlungen in Laboren anders auf externe 

Stimuli reagieren könnten als primäre Zellen (Fernandes et al., 2018, Miller & 

Spence, 2017, Maciel Quatrin et al., 2019). Airway-on-a-Chip-Modelle erlauben 

zudem neben einem Epithel-Endothel-Interface die Simulation eines 

Blutkreislaufsystems, inklusive der Präsenz von Leukozyten, mittels Mikrofluidik 

(Benam et al., 2017).  

Dreidimensionale Organoide werden gegenwärtig vermehrt als in vitro Modellierung 

von sowohl pulmonaler Erkrankungen (Tan et al., 2017, Wilkinson et al., 2017), als 

auch ausgewählter bakterieller und viraler Infektionen angewandt (Dutta & Clevers, 

2017), bisher jedoch nicht für Mykosen. Perfundierte 3D-Modelle wurden in 

Bioreaktoren hingegen bereits für A. fumigatus-Infektionen etabliert (Chandorkar et 

al., 2017). Dezellularisierte Lungen können ebenfalls als Gerüst zur Kultur und 

Generation eines dreidimensionalen multizellulären pulmonalen Modells genutzt 

werden (Gilpin & Wagner, 2018, Miller & Spence, 2017). Da insbesondere bei 

Letzterem allerdings die biologische Variabilität der Ursprungsorganismen, sowie die 

der multiplen Arbeitsschritte in der Versuchsdurchführung Rechnung getragen muss, 

kann hierbei jedoch kaum dieselbe Reproduzierbarkeit verglichen mit der 

Verwendung von Zelllinien erreicht werden (Miller & Spence, 2017). 

Im Gegensatz dazu erreichten im hier optimierten Transwell®-Modell 8 von 10 auf 

Zytokinsekretion und Transkription basierende Analysen Mucorales-infizierter Proben 

CVs von weniger als 40 %, womit eine hohe Reproduzierbarkeit dokumentiert wird, 

weswegen es sich auch in der Evaluation potenzieller Biomarker nutzen ließe (Belic 

et al., 2019). Diagnostisch angewandte fungale Biomarker wie Galactomannan und 

DNA konnten bereits in diesem Modell gezeigt werden (Hope et al., 2007, Belic et al., 
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2019). Analog ließe sich dieser Schritt invertieren und mithilfe des Modells könnten 

neuartige Biomarker für Blut- oder BAL-basierte Diagnostik invasiver Mykosen 

entwickelt werden. Zudem könnten Immunzellpopulationen mit Single Nucleotide 

Polymorphisms, welche mit invasiven Mykosen in Verbindung gebracht werden 

(Fisher et al., 2017, Grube et al., 2013, Ok et al., 2011), anhand des Modells auf ihre 

Fähigkeit hin, Pilzsporen effizient zu eliminieren, überprüft werden. 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die vorteilhafte Balance des Modells aus 

physiologischer Relevanz und technischer Reproduzierbarkeit genutzt werden, um 

die Eignung neuer nuklearmedizinischer Tracer bei invasiv-pulmonalen Mykosen zu 

prüfen. Die Detektion von Schimmelpilzen wurde bisher anhand von markierten 

Siderophoren, Antikörpern und Oligonukleotiden erfolgreich gezeigt (Petrik et al., 

2014, Rolle et al., 2016, Thornton, 2018, Wang et al., 2014).  Die Herstellung dieser 

ist jedoch sehr kosten- und zeitintensiv und erfordert mitunter hohe Investitionen in 

die benötigte Ausrüstung. Dies gilt ebenfalls für die zu ihrer Evaluation genutzten 

Tiermodelle, zumal aufgrund der Kombination von infektiösen Agenzien und 

Radiopharmaka ein hoher logistischer Aufwand zur Genehmigung und Durchführung 

dieser Studien erforderlich ist.  

Die Durchführung präliminärer Studien in einem adäquaten in vitro Modell lässt sich 

hingegen in kurzer Zeit durchführen und kann ungeeignete Wirkstoffe ohne den 

Aufwand eines Tiermodells exkludieren, während vielversprechende Substanzen 

präliminär validiert werden können. So konnte das in Page et al. (2020b, in Druck) als 

HPAEC-Monolayer genutzte Transwell®-Modell zeigen, dass mit 99mTc und 68Ga 

markiertes AMB das Potential aufweist, mykologische von bakteriellen Infektionen 

reproduzierbar zu unterscheiden. Hierbei wurde in einem ersten Schritt neben A. 

fumigatus mit R. arrhizus ein Erreger der Mucorales untersucht, in beiden Fällen 

konnte eine vom Sporen-Inokulum abhängige Aufnahme anhand zweier 

unterschiedlicher Assays gezeigt werden (Gamma Counting und Autoradiografie, 

Page et al., 2020b, in Druck). Dadurch, dass AMB gegenüber einer Vielzahl 

unterschiedlicher Pilzinfektionen therapeutisch wirksam ist (Hamill, 2013), wurde ein 

breiteres Spektrum pathogener Schimmelpilze untersucht, bestehend aus A. niger, A. 

terreus, R. pusillus, C. bertholletiae, M. circinelloides und F. solani. Es konnte jedoch 

kein Zusammenhang zwischen minimaler inhibitorischer Konzentrationen der Pilze 

und deren Tracer-Aufnahme beobachtet werden (Page et al., 2020b, in Druck). 
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Für die Markierung stünden potenziell mehrere radioaktive Isotope zur Verfügung. 

Die hier beschriebene Methodik basiert auf der Komplexierung dreiwertiger 

geladener Metall-Kationen an mehreren der Hydroxygruppen des AMB-Moleküls. 

Neben 99mTc und 68Ga könnten je nach Ausrüstung und Erfahrungen der jeweiligen 

nuklearmedizinischen Einrichtungen potenziell weitere Isotope für analoge 

Markierungen für Anwendungen in Szintigrafie, SPECT oder PET infrage kommen, 

insofern sie ausreichend stabile elektrostatische Wechselwirkungen ausüben. 

Während PET-Geräte zwar zu hochauflösender Bildgebung in der Lage sind, stellen 

sie jedoch kostspielige Investitionen dar (Slomka et al., 2015). Gamma-Kameras und 

SPECT sind hingegen ubiquitär in nuklearmedizinischen Kliniken verfügbar und 

diese könnten auch aufgrund der vergleichsweise einfachen Markierung des 

patentfrei zu erwerbenden AMB diesen Tracer anwenden. Neben den genannten 

Applikationen zur Diagnostik erlaubt die parallele Markierung diagnostischer Tracer 

mit z. B. dem Beta-Strahler 177Lu aufgrund ihrer höheren Äquivalentdosis als 

Gamma-Strahlung auch theranostische Anwendungen. Bei höheren Dosierungen 

können so beispielsweise Tumorzellen aufgrund ihrer erhöhten Anreicherung der 

Tracer direkt geschädigt werden, während die Aufnahme des Tracers in gesundem 

Gewebe minimal ist (Filippi et al., 2020). 

Aufgrund der komplexen kardiovaskulären Systeme und vollständigen Organe kann 

in vivo jedoch eine Anreicherung der Tracer außerhalb infizierten Gewebes 

vorkommen. Außerdem müssen neben bakteriellen Infektionen auch sterile 

Inflammationen differenziert werden können, da diese ebenfalls Zellmembran-

kompositionen verändern und so zu erhöhter AMB-Aufnahme führen könnten (De 

Groot & Burgas, 2015, Sunshine & Iruela-Arispe, 2017). Wenngleich Fernandez et al. 

(2017) für einen anderen AMB-basierten Tracer bereits eine gute Verträglichkeit, 

spezifische Anreicherung und rapide Exkretion im Mausmodell zeigten, könnte 

aufgrund erhöhter Mitoseaktivität und Stoffwechselleistung, analog zu FDG, 

Tumorzellen auch auf Antimykotika basierte Tracer unspezifisch aufnehmen. 

Aufgrund der Lipophilität von AMB wäre eine Anreicherung in Fettgewebe ebenfalls 

möglich. Akkumulationen in den Exkretionsorganen Leber und Niere müssen 

ebenfalls ausgeschlossen werden, sobald das Risiko besteht, mit der spezifischen 

Detektion einer Mykose zu interferieren. Zusätzlich birgt AMB aufgrund seiner hohen 

Toxizität das Risiko von Nebenwirkungen (Hamill, 2013), welches aber aufgrund der 

hier verringerten Dosis verglichen mit üblichen therapeutischen Dosen minimiert wird 
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(die therapeutische Dosis von AMB gegenüber A. fumigatus liegt in der Regel bei 0,5 

– 4 μg/ml, Meletiadis et al., 2007). 

Wenngleich diese Fragen abschließend nur im Tiermodell untersucht werden 

können, lieferte das Alveolarmodell eine Möglichkeit, unter annähernd 

physiologischen Bedingungen zeit- und dosisabhängige Aufnahmen der Tracer zu 

dokumentieren. Bedingt durch die hohe Reproduzierbarkeit der Konstruktion und 

Infektion des Modells konnten präzise Kinetiken der Aufnahmen unterschiedlicher 

Erreger untersucht werden, während in vivo durch interindividuelle Variation der 

Tiere, sowie die technische Variabilität der geläufigen Infektionsmethoden 

(intratracheale oder intranasale Applikation von Sporen) mit höheren Variations-

koeffizienten gerechnet werden muss. In vitro-Zellkultursysteme stellen stets eine 

Balance aus technischer Reproduzierbarkeit und physiologischer Bedingungen. Die 

erfolgreiche Detektion von Schimmelpilzen mittels markiertem AMB im Transwell®-

Modell stellt ein Beispiel für die Eignung dieser Systeme zur präliminären Evaluation 

neuer Biomarker dar. 
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5.1 Deutsche Zusammenfassung 

Schimmelpilze können in Abhängigkeit des Immunstatus und der Vorerkrankungen 

betroffener Patienten unterschiedliche Krankheitsbilder wie Hypersensitivitäts-

erkrankungen oder lebensbedrohliche invasive Infektionen hervorrufen. Da die 

Diagnosestellung dieser Erkrankungen mitunter komplex und insensitiv ist, sollten im 

Rahmen dieser Arbeit unterschiedliche Ansätze neuer diagnostischer Assays 

untersucht werden.  

In den letzten Jahren wurden Assays entwickelt, die auf Basis durchflusszytometrisch 

quantifizierter Pilz-spezifischer T-Zellen aus peripherem Blut einen supportiven 

Biomarker zur Diagnostik invasiver Mykosen liefern könnten. Da die hierfür isolierten 

T-Zellen anfällig gegenüber präanalytischer Lagerzeiten und immunsuppressiver 

Medikation sind, wurden hier Protokolloptimierungen vorgenommen, um anhand 

eines Vollblut-basierten Assays mit zusätzlicher CD49d-Kostimulation diesen 

Limitationen entgegen zu wirken. In einer Studie an gesunden Probanden konnte 

dabei gezeigt werden, dass die Kombination der Durchflusszytometrie mit 

ausgewählten Zytokin-Messungen (IL-5, IL-10 und IL-17) zu einer verbesserten 

Erkennung vermehrt Schimmelpilz-exponierter Personen beitragen könnte. Neben 

Infektionen könnten dabei im umwelt- und arbeitsmedizinischen Kontext 

Polarisationen der T-Zell-Populationen detektiert werden, welche mit 

Sensibilisierungen und Hypersensitivität assoziiert werden. 

Zusätzlich wurde ein in vitro Transwell® Alveolarmodell zur Simulation pulmonaler 

Pilzinfektionen für Erreger der Ordnung Mucorales adaptiert, durch Reproduktion 

wichtiger Merkmale der Pathogenese von Mucormykosen validiert, und für 

Untersuchungen der Immunpathologie und Erreger-Invasion verwendet. Das Modell 

wurde anschließend zur in vitro Evaluation von radioaktiv markiertem Amphotericin B 

mit 99mTc oder 68Ga als nuklearmedizinischen Tracer verwendet. Die untersuchten 

Schimmelpilze zeigten dabei eine zeit- und dosis-abhängige Aufnahme der Tracer, 

während bakteriell infizierte Proben nicht detektiert wurden. Die erhobenen Daten 

dokumentieren ein vielversprechendes Potenzial von Amphotericin B-basierten 

Tracer, das in zukünftigen in vivo Studien weiter evaluiert werden sollte. 
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5.2 English Summary 

Depending on the immune constitution and predisposing illnesses, moulds can cause 

a variety of diseases ranging from hypersensitivity syndromes to life-threatening 

invasive infections. As the diagnosis of mould-associated diseases remains 

challenging, this work aimed to refine immunological assays and to develop 

molecular imaging protocols for pulmonary mould infections. 

Recently, a flow cytometric assay for mould specific T cell quantification has been 

proposed as a novel supportive biomarker to diagnose invasive mycoses. As these 

assays are susceptible to pre-analytic delays and immunosuppressive drugs, a whole 

blood-based protocol with enhanced CD28 plus CD49d co-stimulation was 

developed and was shown to be less prone to these limitations. In addition, a study 

on healthy volunteers demonstrated the applicability of flow cytometric antigen-

reactive T cell quantification as a surrogate of environmental mould exposure, 

especially when combined with T-cellular cytokine measurements (specifically, IL-5, 

IL-10, and IL-17). Therefore, these assays could potentially be used to detect 

polarizations of T-cell populations associated with sensitization and hypersensitivity, 

e. g. in allergology and occupational medicine. 

Moreover, an in vitro Transwell® alveolar model of invasive pulmonary mould 

infections has been adapted to study mucormycoses, validated by recapitulation of 

known pathogenicity factors, and used to characterize the immunopathology and 

epithelial invasion of Mucorales. The Transwell® model was subsequently used to 

evaluate radioactively labelled Amphotericin B with either 99mTc or 68Ga as a potential 

nuclear medical tracer. Time- and dose-dependent enrichment of the tracers was 

found in both Aspergillus and Mucorales, whereas samples infected with bacteria 

showed negligible uptake. These in vitro data document a promising potential of 

radiolabeled amphotericin B for molecular imaging of invasive mycoses and 

encourage further evaluation in animal models. 
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7.1 Abkürzungsverzeichnis 

7-AAD  7-Amino-Actinomycin D 

A. fumigatus  Aspergillus fumigatus 

A. niger  Aspergillus niger 

A. terreus  Aspergillus terreus 

Abb.   Abbildung 

ABPA   Allergische broncho-pulmonale Aspergillose 

Acc   Beschleunigung 

Af   Aspergillus fumigatus 

Afu   Aspergillus fumigatus 

Alas1    δ-Aminolävulinatsynthase 

AM   Alveolarmakrophage 

AMB   Amphotericin B 

AMP   Antimikrobielle Peptide 

ANOVA  Analysis of Variance 

APC   Allophycocyanin 

APC   Antigenpräsentierende Zelle 

Aspf   Aspergillus fumigatus-Allergen 

ATCC   American Type Culture Collection 

BAL   Bronchoalveoläre Lavage 

BHB   Beta-Hydroxybutansäure 

BrA   Brefeldin A 

BSA   Bovines Serumalbumin 

C   Kohlenstoff 

C. albicans  Candida albicans 

C. bertholletiae Cunninghamella bertholletiae 

Cas   CRISPR-assoziiertes Protein 

CatB   Katalase B 

Cbe   Cunninghamella bertholletiae 

CBS   Central Bureau of Fungal Cultures 

CCL   CC-Chemokin-Ligand 
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CCR   CC-Chemokin-Rezeptor 

CD   Cluster of Differentiation 

CD40L  CD40-Ligand 

cDNA   Komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

CF   Zystische Fibrose 

CI   Konfidenzintervall 

cm   Zentimeter 

CMV   Cytomegalievirus 

Crf   Chitin Ring Formation 

CO2   Kohlenstoffdioxid 

Con   Konidien 

COPD   Chronisch-obstruktive Lungenerkrankung 

CPA   Chronische pulmonale Aspergillose 

CPI   Cytomegalie-/Parainfluenza-/Influenzavirus Positivkontrolllösung 

CsA   Ciclosporin A 

CT   Computertomografie 

Ct   Cycle threshold 

CTLA   Zytotoxisches T-Lymphozyten-Antigen 

Ctrl   Kontrolle 

CV   Variationskoeffizient 

D   Donor 

DC   Dendritische Zelle 

Dec   Bremse 

dH2O   Destilliertes Wasser 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

dNTP   Desoxyribonukleotidphosphat 

EBM   Endothelial Growth Basal Medium 

EC   Epithelzelle 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

EGFR   Epidermal Growth Factor Receptor 

EGM   Endothelial Growth Medium 

ELISA   Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

ELISPOT  Enzyme Linked Immuno Spot Assay 
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EtOH   Ethanol 

EU   European Unit 

EUCAST  European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

F   Fluor 

f   Frequenz 

F. solani  Fusarium solani 

FACS   Fluorescence Activated Cell Sorting 

Fc   Kristallisierbares Fragment 

FCS   Fötales Kälberserum 

FDG   Fluorodesoxyglucose 

FITC   Fluorescein-Isothiocyanat 

FOXE   Ferrioxamin E 

FSC   Forward Scatter 

fv   Forward 

G   Gauge 

g   Gravitationskraft 

GA   Gentamicin-Amphotericin B-Lösung 

Ga   Gallium 

GaCl3   Galliumtrichlorid 

Ge   Germanium 

Gef   Gefitinib 

Glc   D-(+)-Glucose 

GM-CSF  Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor 

GvHD   Graft versus Host Disease 

H   Hoch exponiert 

h   Stunde 

HBSS   Hank’s Buffered Salt Solution 

HBSS++  HBSS + 1 % FCS + 0,4 % EDTA 

HCl   Salzsäure 

HIV   Humanes Immundefizienzvirus 

HLA   Humanes Leukozyten-Antigen 

HPAEC  Human Pulmonary Artery Endothelial Cells 

HPLC   Hochleistungsflüssigchromatografie 

HSZT   Hämatopoietische Stammzelltransplantation 
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Hyph   Hyphen 

ICAM   Interzelluläres Adhäsionsmolekül 

IE   Immediate Early-Protein 

IFN   Interferon 

Ig   Immunglobulin 

IHM   Institut für Hygiene und Mikrobiologie Würzburg 

IL   Interleukin 

IM   Invasive Mykose 

IPMI   Invasiv-pulmonale Schimmelpilzinfektion 

ITS   Internal Transcribed Spacer 

Kap.   Kapitel 

kDa   Kilodalton 

km   Kilometer 

Konz.   Konzentration 

L   Gering exponiert 

LAMB   Liposomales Amphotericin B 

LDH   Lactatdehydrogenase 

Lu   Lutetium 

LZRS   Leukozytenreduktionssystem 

M   Molar 

M. circinelloides Mucor circinelloides 

MACS   Magnetic Activated Cell Sorting 

MBq   Megabecquerel 

MeCN   Acetonitril 

Med   Mediumkontrolle 

mg   Milligramm 

MHC   Haupthistokompatibilitätskomplex 

min   Minute 

ml   Milliliter 

mm   Millimeter 

MMF   Mycophenolat Mofetil 

Mo   Molybdän 

moDC   Monocyte-derived Dendritic Cell 

MORF   Phosphorodiamidat-Morpholino 
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mRNA   Messenger-Ribonukleinsäure 

N   Normal 

n   Anzahl 

n/a   Nicht verfügbar 

Na   Natrium 

NaCl   Natriumchlorid 

NF-AT   Nuclear Factor of Activated T cells 

NF-κB   Nuclear Factor κB 

ng   Nanogramm 

NH4   Ammonium 

NK   Natürliche Killerzelle 

nm   Nanometer 

nMol   Nanomol 

ns   Nicht significant 

p   Probability Value 

p-Wert  Probability Value 

PAMP   Pathogen Associated Molecular Pattern 

PBMC   Peripheral Blood Mononuclear Cells 

PBS   Phosphate Buffered Saline 

PCR   Polymerase-Kettenreaktion 

PCZ   Posaconazol 

PE   Phycoerythrin 

PerCP  Peridinin-Chlorophyll-Protein 

PET   Positronenemissionstomografie 

pg   Pikogramm 

PHA   Phytohemagglutinin 

PMN   Polymorphkernige Leukozyten 

pp   Phosphoprotein 

Pred   Prednisolon 

PRR   Pattern Recognition Receptor 

qPCR   Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion 

r   Korrelationskoeffizient 

R. arrhizus  Rhizopus arrhizus 

R. pusillus  Rhizomucor pusillus 
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Ra   Rhizopus arrhizus 

Rar   Rhizopus arrhizus 

RANTES  Regulated And Normal T cell Expressed and Secreted 

RF   Risikofaktor 

Rmp   Rhizomucor pusillus 

RNA   Ribonukleinsäure 

rpm   Umdrehungen pro Minute 

RPMI   Roswell Park Memorial Institute-Medium 

RT   Reverse Transkriptase / Reverse Transkription 

rv   Reverse 

S. aureus  Staphylococcus aureus 

SA   Standardabweichung 

Sau   Staphylococcus aureus 

SD   Standardabweichung 

sec   Sekunde 

spp.   Spezies 

Sn   Zinn 

SnCl2   Zinndichlorid 

Sp   Sporen 

SPECT  Einzelphotonenemissionscomputertomografie 

SSC   Side Scatter 

Tab.   Tabelle 

TAFC   Triacetylfusarinin C 

Tc   Technetium 

TCR   T-Zell-Rezeptor 

TFA   Trifluoressigsäure 

TGF   Transforming Growth Factor 

TH   T-Helfer-Zelle 

Th   T-Helfer-Zelle 

TLC   Dünnschichtchromatografie 

TLR    Toll-like-Rezeptor 

TReg   Regulatorische T-Zelle 

TNF   Tumornekrosefaktor 

U   Unit 
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uns   unstimuliert 

VCAM   Vascular Cell Adhesion Molecule 

VCZ   Voriconazol 

VLA   Very Late Antigen 

WB   Vollblut 

α   Anti 

µg   Mikrogramm 

µl   Mikroliter 

µM   Mikromolar 

µm   Mikrometer 

°C   Grad Celsius 
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