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1 Zusammenfassung

Tuberkulose ist die weltweit fihrende, bakteriditéektionskrankheit. Millionen Menschen
sind mit Erregern de$/. tuberculosisKomplexes infiziert. Gerade Menschen mit einer
latenten Tuberkuloseinfektion, d.h. ohne KlinisclBymptomatik, stellen ein groRRes
Erregerreservoir dar. Eine wichtige Strategie zindBmmung der Tuberkulose weltweit ist
es, solche latent Infizierte zu diagnostizieren andherapieren. Leider stellt sich bei nicht
vorhandener klinischer Symptomatik das ProblemRiagnostik. Der lange Zeit einzig zur
Verfugung stehende Test war der Tuberkulin-Haut-T@$HT). Er weist einein vivo
Immunantwort gegen das PPD (purified protein dérreq Antigen nach. Leider wird dieser
Test von vielen Faktoren beeinflusst, beispielseveren einer BCG (Bacille Calmette-
Guérin)-Impfung oder eine Infektion mit nicht tukelbsen Mycobakterien. In den letzten
Jahren wurden jedodin vitro T-Zell Interferony release assays entwickelt. Durch sie kann
eine M. tuberculosis spezifische Immunantwort nachgewiesen werden, heelicht durch
eine BCG-Impfung oder einen Kontakt zu nicht tulbdiken Mycobakterien beeinflusst

wird.

Ziel dieser Arbeit war es die Anwendung eines dilmslszytometrischen T-Zell Interferon

release assays bei Kindern und Erwachsenen zusuotem. Mit diesem Testverfahren
werden spezifische CD4 T-Zellen gegen TuberkuliiP@lP gegen dieM. tuberculosis

spezifischen Antigene ESAT-6 und CFP-10 sowie getjerPositivkontrolle Staphylococcus
Enterotoxin B (SEB) durchflusszytometrisch direktisaVollblut nachgewiesen. Bei
Erwachsenen wird dieses Verfahren schon standardian der Uniklinik Homburg/Saar
angewendet. Ziel war es nun, die Anwendung auch Gesunden und Kindern mit
chronischen Erkrankungen wie z.B. chronisch entlicimeh Darmerkrankungen und

cystische Fibrose zu untersuchen.

Es wurden 139 gesunde Kinder und Jugendliche bidak®e und 1563 Erwachsenen ohne
Risikofaktoren fur die Infektion mitM. tuberculosis als Kontrollgruppe untersucht. Im
Vergleich dazu wurden 25 Kinder mit chronisch entlichen Darmerkrankungen (CED)
und 50 Kinder mit cystischer Fibrose (CF) untersuch

Eine Reaktivitdt in der SEB Positivkontrolle war 98,0% der Kinder nachweisbar, wobei
jedoch Kinder unter finf Jahren eine weniger stuwkgepragte Immunantwort aufwiesen.
Die Pravalenz einer positiven PPD Reaktion betragkindern 22,2%, im Gegensatz zu

51,2% bei Erwachsenen. Diese Pravalenz zeigte elaetlichen altersabhéangigen Anstieg,
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der ab dem Alter von 15 Jahren einen konstanterilAvin ca. 50% erreicht. Ebenso zeigte
die ESAT-6 und CFP-10 Reaktivitat einen altersbgigin Anstieg und wurde bei 12,6% der
Kinder und 22,5% der Erwachsenen nachgewiesen.PPiP Reaktivtat bei Kindern mit
cystischer Fibrose und chronisch entziindlichen Bakrankungen unterschied sich nicht zu
der Reaktivitat bei gesunden Kindern. Dies galthafiic die Reaktivitat gegen ESAT-6 und
CFP-10.

Diese Untersuchung belegt, dass Antigen spezifi$ehellen sowohl bei gesunden, als auch
bei chronisch erkrankten Kindern nachweisbar slnmd.Vergleich zu Erwachsenen zeigen
Kinder eine signifikant geringere Immunantwort gegelas PPD Antigen. Eine

Immunantwort in der Positivkontrolle lasst sich bast allen Kindern nachweisen, jedoch
findet man bei Kindern unter funf Jahren eine wenigtark ausgepragte Reaktivitat im
Vergleich zu alteren Kindern. Dies sollte in grofergelegten Studien weiter verfolgt

werden.



Summary

Tuberculosis (caused bivlycobacterium tuberculosis) is the world's leading bacterial
infectious disease with millions of patients afestivorldwide. Especially people with latent
tuberculosis infection, i.e. without clinical syropts, are a large reservoir for these
pathogens. An important strategy to prevent andiaedhe spread of tuberculosis in the
world is to identify and succesfully treat thesdigras. Unfortunately, since these cases
present no clinical symptoms, securing the diagnoan be problematic. For many years the
tuberculin skin test was the only test availabteidéntifies anin vivo immuno response
against the PPD (purified protein derivative) astigHowever, this test is influenced by
many factors, such as a BCG (Bacille Calmette-@Yé&raccination or infection with non-
tuberculous mycobacteria. To counter this problemravitro T-cell interferony release
assay has been developed in recent years. Thiy adeavs for the detection of an
M. tuberculosis-specific immune response that is not affected B¥sBraccination or contact

with non-tuberculous mycobacteria.

The aim of this study was to analyse a flow cytame€l-cell Interferony release assay in
children and adults. This test method detects 8peeD4 T-cells against tuberculin (PPD),
as well as theM. tuberculosis-specific antigens ESAT-6 and CFP-10. We also ohetla
positive control, in which we performed Staphylooeg Enterotoxin B (SEB) by flow
cytometry from full blood samples. In adults thesttis already standardized and in use at the
University Hospital Homburg. We now applied thisthwal of diagnosis to groups of healthy
children and children with chronic diseases suciniammatory bowel disease and cystic
fibrosis. We examined 139 healthy children and estménts up to 20 years of age as well as a
control group which consisted of 1563 adults withagk factors for an infection with
M. tuberculosis. In addition, we compared this data to a grou@®fchildren with chronic
inflammatory bowel disease and a group of 50 cerdwrith cystic fibrosis.

Reactivity in the SEB positive control was detected98.0% of the children; however
children under five years had a significantly lovisermune response. The prevalence of a
positive PPD reaction in children was 22.2% in casttto 51.2% for adults. Prevalence
increased in relation to the age of the patientoug maximum of 15 years, at which point it
maintained at a level of approximately 50%. ESA@rgl CFP-10 reactivity also showed an
age-related increase, detected in 12.6% of childreh22.5% of adults.



PPD reactivity in children with cystic fibrosis arghronic inflammatory bowel disease
showed no difference compared to the reactivithealthy children. This was also true for
reactivity against ESAT-6 and CFP-10.

We have shown that antigen-specific T-cells in bb#althy children and children with

chronic diseases are detectable by the descrilsay.aSompared to adults, children showed
significantly lower immune response against the Pd&iligen. Immune response in the
control group could be detected in nearly all alefd but children under the age of five
showed significantly lower reactivity in comparisorhis should be investigated further in

studies of larger scale.



2 Einleitung

Die Tuberkulose ist eine der é&ltesten Infektionskheeiten der Menschheit, der Uber
Jahrhunderte Millionen Menschen zum Opfer fielenn Rvichtiges Ereignis in der
Geschichte der Tuberkulose war die Entdeckung desg&sMycobacterium tuberculosis
durch Robert Koch im Jahr 1882 (HAAS et al., 20@hige Jahre spater, 1908, wurde von
Albert Calmette und Camille Guérin ein nicht vimier Erregerstamm entwickelt, das
Bacille Calmette-Guérin (BCG). Dieser BCG-Stamm aeuin Deutschland zwischen 1961
und 1998 als Impfstoff angewendet (ZWERLING et 2011). Die BCG-Impfung zeigt sich
allerdings als Schutz vor einer Tuberkuloseinfaktizei Erwachsenen und Jugendlichen
insuffizient (KAUFMANN et al., 2010).

Trotz der intensiven Forschung und der Entwicklung effektiven Therapiemoglichkeiten
ist die Tuberkulose nach wie vor die weltweit anufigsten zum Tode fihrende bakterielle
Infektionskrankheit, insbesondere in der Dritten IWé&rinde hierfir sind schlechte
hygienische Verhaltnisse und mangelnde medizinrscHiersorgung. Aber auch die
Verbreitung des humanen Immundefizienz-Virus (HIMynd dessen klinisches
Erscheinungsbild AIDS begunstigen die Entwicklungee Tuberkulose. Im Jahr 1993 wurde
die Tuberkulose von der WeltgesundheitsorganisatiqgdVHO) als globaler

Gesundheitsnotfall ausgerufen (HAUER et al., 200&3gs unterstreicht die besondere

Bedeutung einer friihzeitigen Diagnostik und effetti Therapie.

2.1 Grundlagen der angeborenen und adaptiven Immunantwi

Der Verlauf einer bakteriellen Infektion wird ertgtdend durch die Immunantwort des
infizierten Organismus bestimmt. Das menschlichanimsystem besitzt verschiedene
Abwehrmechanismen. Man unterscheidet zwischen despazifischen angeborenen sowie

dem spezifischen adaptiven Immunsystem.

Unspezifische Abwehrmechanismen erfordern keineispehe Aktivierung. Sie stehen dem
Korper bereits innerhalb von Minuten nach eineektibn zur Verfligung und kénnen die
Erregervermehrung verlangsamen. Die erste Bargegen infektiose Erreger bilden die
Oberflachenepithelien des Kérpers. Sie bilden niehteine physikalische Barriere sondern
produzieren auch chemische Substanzen, die einygeine Keime toten (z.B. saurer pH-
Wert des Magens). Wird die Epithelmembran Uberwanderd der Erreger im Gewebe

durch phagozytotisch wirksame Makrophagen und opbtte Granulozyten erkannt,

aufgenommen und zerstort. Des Weiteren werden diiclAktivierung von Makrophagen
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Zytokine und andere Mediatoren freigesetzt. Diesgéseh im Gewebe eine
Entziindungskaskade aus, in deren Folge weitere frnetlen zum Infektionsherd rekrutiert

werden.

Neben der Auslésung dieser unspezifischen Immutimakommt es zur Aufnahme von
Antigenen durch Antigen-prasentierende Zellen (APLC&. dendritische Zellen, die eine
wichtige Rolle bei der Induktion des adaptiven Inmsystems spielen. Nach Antigenkontakt
und -aufnahme wandern APC in die nachstgelegerlamdéaren lymphatischen Organe, wo
sie fur die spezifische Aktivierung von T- und BHEe verantwortlich sind (JANEWAY,
2008).

Neben den Antikorper produzierenden B-Zellen zahtke im Thymus gereiften T-
Lymphozyten zum zellularen Anteil des adaptiven bmsystems. Zur Aktivierung
spezifischer T-Zellen werden die Antigene von dePCAals kurze Peptide in den “major
histocompatibility complex* (MHC)-Molekilen an detelloberflache prasentiert. Es gibt
zwei Klassen von MHC-Molekulen. MHC-Molekile deradske | befinden sich auf allen
Korperzellen, wahrend MHC-Moleklle der Klasse Ilrnauf professionell Antigen-
prasentierenden Zellen zu finden sind. MHC | nehrReptide aus intrazellular gebildeten
Proteinen auf und kdénnen somit auch Fremdpeptide intrazellularen Erregern auf der
Zelloberflache prasentieren. Im Gegensatz dazuemeadf MHC 1l von aul3en phagozytierte
und prozessierte Fremdpeptide prasentiert. DeMS und Peptid gebildete Komplex wird
durch den spezifischen T-Zell-Rezeptor (TCR) dezelle erkannt. Der MHC I-Komplex
wird von CD8 T-Zellen erkannt, deren Hauptfunktidas Abtoten infizierter Korperzellen
darstellt. Im Gegensatz dazu wird der MHC 1I-Komplen CD4 Helfer T-Zellen erkannt,
welche weitere Effektorzellen des Immunsystemsvakin. Bei den CD4 Helfer T-Zellen
werden im wesentlichen Thl- und Th2-Zellen untdestdn, die ihre Helferfunktion nach
spezifischer Erkennung in Form l6slicher Molekilesigben. Thl-Zellen sind wichtig zur
Abwehr von intrazellularen Erregern, wie z.BM.tuberculosis. Sie stimulieren
Makrophagen, so dass deren Funktion, die Zerstddesgeingedrungenen Erregers, effizient
unterstutzt wird. Th2-Zellen stimulieren die Fuwktivon B-Zellen, die zur effizienten
Produktion von Antikorpern angeregt werden. Dies#ik®rper kbnnen spezifisch an den
Erreger binden und wirken entweder direkt neutiekd oder beginstigen durch
Opsonierung die Phagozytose von Erregern (JANEWZ003).

Fur die effiziente Aktivierung der T-Zellen durcHP& sind neben der Antigen spezifischen

Interaktion von MHC-Peptid Komplexen und dem TCRclawcostimulatorische Signale
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wichtig. Dieses Antigen unspezifisch wirksame aasiatorische Signal wird durch CD28
auf der T-Zelle sowie CD80 und CD86 auf der APCeligestellt. Diese Bindung induziert
die Produktion und Ausschuttung léslicher Faktosem z.B. Interleukin 2 (IL-2). Erfolgt die

Antigen-Erkennung ohne costimulatorisches Signammt es zur Anergie der T-Zellen und
es wird nur wenig IL-2 produziert. Erfolgt die sgeche Erkennung in Anwesenheit
costimulatorischer Signale, so wird die IL-2 Proglotk um das hundertfache erhoht. Die
Erfordernis costimulatorischer Signale verdeutlidig strenge Kontrolle der Immunantwort,
denn nur bei einem ausreichend hohen IL-2 Spiegelge eine effiziente Proliferation und

Differenzierung von naiven T-Zellen zu T-Effektoltza.

Das spezifische Immunsystem bildet nach der Bgseitj des Erregers ein immunologisches
Gedachtnis, welches eine Reinfektion und unkonémd Vermehrung mit demselben

Erreger verhindert bzw. stark abschwécht. Grundlatieses Gedachtnisses ist die
Ausbildung von T- und B- Gedachtniszellen nach derikontakt (JANEWAY, 2008).

2.2 Grundlagen der Tuberkulose

Etwa ein Drittel der Weltbevolkerung, also etwa .2-Milliarden Menschen, ist mit
M. tuberculosis infiziert. 5-10 Prozent der Infizierten entwicken Laufe ihres Lebens eine
behandlungsbedirftige Tuberkulose (WHO, 2010a). twé@l spielt die zunehmende
Koinfektion mit HIV eine wichtige Rolle als Risikaktor fir die Reaktivierung der Infektion
(RYLANCE et al., 2010; SESTER et al., 2010; ANAND¥H et al., 2011). Aber auch durch
Immunsuppression anderer Ursachen, z.B. MalignoR&LAGAS et al., 2010),

Untererndhrung (PODEWILS et al., 2011) oder auttogeen (SOLOVIC et al., 2010) kann

die Entwicklung einer aktiven Erkrankung begtinsiigtden.

2.2.1 Pathogenese der Tuberkulose

Die Erreger der Tuberkulose zéhlen zu den BaktedesMycobacterium tuberculosis-

Komplexes, die nebekl. tuberculosis die ErregemM. bovis, M. africanum, M. microti und

M. canetti umfassen. Tuberkulose ist eine bakterielle Inteldkrankheit, die am haufigsten
die Lunge betrifft. Meist erfolgt die Aufnahme demberkelbakterien tber die Lunge, wo sie
von Alveolarmakrophagen phagozytiert werden. Myéoérden sind in der Lage das
Phagosom von Makrophagen als Lebensraum zu nutzeermn sie den Abbauprozess, die
Verschmelzung des Phagosoms mit dem Lysosom, \inin Dies bedingt, dass die
Bakterien nicht effektiv abgetttet werden und sich Gewebe und in den Lymphknoten

ausbreiten konnen. Die infizierten Makrophagen uAdtigen-prasentierenden Zellen
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induzieren eine T-Zell vermittelte spezifische Immantwort. Spezifisch aktivierte
CD4 T-Zellen sezernieren Zytokine. Hierbei untedtidas Zytokin IL-2 die Proliferation
weiterer  Effektorzellen. Diese produzieren Intesfey (IFNy), welches zur
Makrophagenaktivierung von zentraler Bedeutung usd den Tumornekrosefakton
(TNFa), welcher weitere Makrophagen an die Infektioriksteekrutiert. Wenngleich
Mycobakterien die Verschmelzung der Phagosmen ysibssbomalen Enzymen verhindern
und somit ihrer eigenen Inaktivierung entgegenwirkdeinnen die infizierten Makrophagen
noch von zytotoxischen CD8 T-Zellen eliminiert wend Uberleben die Makrophagen diese
Abwehr, wird die Ausbreitung des Erregers eingemgeindem diese zu Langerhans-
Riesenzellen verschmelzen, welche von aktivierteymphozyten umgeben sind
(GONZALEZ-JUARRERO et al., 2001; WALZL et al., 201DDiese Konstellation nennt
man Granulom. Die Granulombildung ist typisch fie ¢hfektion mit Mycobakterien und
wird als Versuch des Immunsystems angesehen, dektitmsgeschehen einzugrenzen.
Hierbei spielen Zytokine wie IFNoder TNF eine wichtige Rolle. Man geht davon aus, dass
lebende Erreger in den Granulomen verbleiben untdjaarelang persistieren kdnnen. Bleibt
diese Infektion Klinisch inapparent, so spricht maon einer latenten Infektion mit
M. tuberculosis (MACK et al., 2009; PAIGE, BISHAI, 2010). Durch @rsSchwachung des
Immunsystems kann es jedoch zu einer Reaktiviemmdy zur Entwicklung einer aktiven
Tuberkulose kommen. Daraufhin kommt es zu einerontrkllierten Zellzerstérung im
Granulom, zentrale Verkasung genannt. Durch digedehnte Gewebeschéadigung kdnnen
die Erreger in die Blutbahn gelangen und sich st &#len anderen Organen ansiedeln. Von
der Lunge ausgehend konnen sich die Tuberkelbaktetiber Tropfcheninfektionen
weiterverbreiten, was die hohe Kontagiositat deloerfkulose bedingt (TUFARIELLO et al.,
2003; JANEWAY, 2008; WALZL et al., 2011).

2.2.2 Klinik und Therapie

Nach Primarkontakt mitM. tuberculosis verlaufen die meisten Infektionen bei intakter
Immunabwehr inapparent. Erst bei unkontrolliertereBervermehrung und fortgeschrittenem
Organbefall zeigen sich Symptome. Zu den allgenmein@ymptomen zahlt der
B-Symptomatik-Komplex mit subfebrilen Temperatur&egwichtsverlust, Nachtschweil? und
allgemeiner Schwache. Als spezifischere Symptomelbegenbeteiligung treten Husten,
Auswurf, Dyspnoe, Brustschmerz und Hamoptysen iscliginung (KALSDORF et al.,

2008). Labordiagnostisch lassen sich eventuell Eungsparameter nachweisen. Zur
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Diagnosesicherung stehen die radiologische Unthtsyg sowie der bakteriologische

Erregernachweis zur Verfliigung.

Die Standardtherapie der unkomplizierten Tuberlaildseinhaltet eine Kombination

verschiedener Chemotherapeutika fiir eine Dauerévbfonaten. Wéahrend den ersten zwei
Monate erfolgt die Gabe von Isoniazid, Rifampidityrazinamid und Ethambutol, gefolgt
von vier weiteren Monaten Isoniazid und RifampicirBei Resistenzen oder
Kontraindikationen muss auf andere antituberkutsstae Medikamente zurlickgegriffen
werden und gegebenenfalls die Therapiedauer venttimgerden (MIGLIORI et al., 1999;

SCHABERG et al., 2001; YEW et al., 2011).

2.3 Nachweis einer latenten Tuberkuloseinfektion

Unter einer latenten Infektion miM. tuberculosis (LTBI) versteht man eine priméare
Infektion mit M. tuberculosis in Abwesenheit klinischer Symptome und ohne radjisich
nachweisbare Lungenbeteiligung (MACK et al., 2008pmit sind die diagnostischen
Moglichkeiten stark eingeschrankt. Dennoch ist fdignzeitige Erkennung einer LTBI von
groBer Bedeutung, da die aktuellen Zahlen im J&092von weltweit 9.4 Millionen
Neuerkrankungen ausgehen, bei denen es sich himfigine Reaktivierung einer latenten
Infektion handelt (WHO, 2010b). Doch durch die rnzelitige Gabe einer praventiven
Chemotherapie lasst sich die Entwicklung einer bdhagsbeduirftigen Tuberkulose
deutlich reduzieren. Diese Gabe besteht in der IRRgelsoniazid (INH) Uber den Zeitraum
von neun Monaten (MACK et al., 2009; LEUNG et @011) (SCHABERG et al., 2004;
CRUZ, STARKE, 2010).

Da es sich bei der LTBI um eine subklinisch vermafe Infektion handelt, bei der kein
direkter Erregernachweis erfolgen kann, sind indé@&eNachweismethoden entwickelt
worden. All diese Verfahren beruhen auf einem Nagbweiner Immunitat des Korpers
gegen M. tuberculosis. Die gangigen Tests basieren auf dem Nachweisr eihe
lymphozytaren Immunantwort durch den Tuberkulinkestit(s. 2.3.1) oder durch Interfergn-
Release Assays (IGRAs, s 2.3.2).

Zusatzlich existieren serologische Nachweisverfahrdie versuchen Antikdrper gegen
M. tuberculosis nachzuweisen. Diese Verfahren sind nicht in demlihien zur Diagnostik
einer Tuberkulose enthalten, da ihre Anwendung raafiy mangelnder Sensitivitat und
Spezifitat als Diagnostikum fraglich ist (STEINGART al., 2007a, b; HAUER et al., 2008b;
MORRIS, 2011).
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2.3.1 Tuberkulinhauttest

Der Tuberkulinhauttest (THT) erfolgt durch die attutane Injektion von gereinigtem
Tuberkulin (PPD=purified protein derivative) und rd®eurteilung der entstandenen
Hautreaktion. Tuberkulin wird aus flissigen Mycotealenkulturen filtriert und wurde von

Robert Koch 1890 urspringlich zur Tuberkulose-Tpierantwickelt, was sich jedoch als
ungeeignet erwies (GRADMANN, 2006). Dennoch stedleg Tuberkulinhauttest lange Zeit
das einzige Diagnostikum fur die LTBI dar und spaalch heute noch eine sehr wichtige

Rolle.

Der ,United States PPD Standard® wurde 1941 entalickAlle neueren PPD Praparate
missen mit diesem Standard verglichen werden Asgitist 2005 ist in Deutschland das von
der WHO empfohlene PPD RT23 des Statens Seruntuitestizugelassen. PPD ist eine
Mischung aus uber 200 verschiedenen Antigenen,hseilt M. tuberculosis, aber auch im
BCG-Komplex und in atypischen Mycobakterien (NTMehiti tuberkuldse Mycobakterien)
vorkommen (HAUER et al., 2006).

Es gibt verschiedene Applikationsmoglichkeitenemings hat sich in Deutschland die
Methode nach Mendel-Mantoux durchgesetzt. Bei diddethode wird eine definierte
Menge Tuberkulin (z.B. 2 TU PPD RT23) streng intitan an der Innenseite des Unterarms
injziert. Die hierdurch induzierte Hautreaktion teasauf einer spezifischen lymphozytaren
Immunreaktion vom verzogerten hypersensitiven T{jas iatrogen zugefuhrte PPD
verursacht eine Aktivierung spezifischer T-Zellelgren Zytokinausschittung (v.a. TINF
IFNy, IL-8) eine Vasodilatation und Chemotaxis andémamunzellen bewirkt. Folge ist eine
sichtbare Rotung und Schwellung (MACK et al., 2008pach 48-72 Stunden wird der
Durchmesser der Induration in Millimetern ausgewterEine eventuell auftretende grol3ere
Ro6tung geht nicht in die Beurteilung des Testsemt(HUEBNER et al., 1993).

Die Interpretation des Tests ist sehr komplex ugmghvon verschiedenen Faktoren ab, unter
anderem vom Vorliegen einer BCG-Impfung oder von iddividuellen Immunkompetenz
(NICE, 2008). Es wurden empirisch drei verschiedeénenzwerte fir eine positive Reaktion
definiert. Diese Werte orientieren sich an der @arrankung bzw. am Risiko des Patienten
eine aktive Tuberkulose zu entwickeln. Das hocliastko besteht bei Patienten mit einer
Tuberkuloseanamnese, bei Patienten unter immunssgiper Therapie und bei HIV-
Patienten. Hier wird bereits eine Induration vom# als positiv gewertet. Bei Immigranten

aus hochendemischen Gebieten, KrankenhauspersGndkr < 4 Jahren und komorbiden
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Patienten wird eine Induration von 10 mm, bei Imgesunden eine Induration von 15 mm
als positiv gewertet (2000; CRUZ, STARKE, 2010).

Generell zeigt der Hauttest eine vergleichsweisage Spezifitdt. So neigen BCG-Geimpfte
aufgrund der Reaktivitat von PPD auf Bakterien &8&G-Stamme zu einem positiven
Testergebnis. Hierbei scheint die zeitliche Distawzschen Impfung und Durchfiihrung des
Hauttests eine wichtige Rolle zu spielen. Es heh gjezeigt, dass ein bei Erwachsenen
durchgefuhrter THT eher negativ ausfallt, wenn diepfung im ersten Lebensjahr
durchgefuhrt wurde, wahrend in héherem Alter Getegbis zu 41,8% positive THT-
Ergebnisse aufweisen (FARHAT et al., 2006). Feris¢ranzunehmen, dass bei einer
Reaktion> 15 mm eher von einer Infektion als von einer Impfiagrt auszugehen ist,
wenngleich dies nach derzeitiger Datenlage nichdezitig belegt werden kann (WANG et
al., 2002; FARHAT et al., 2006). Ebenso kdnnen tpesi THT-Ergebnisse durch den
Kontakt zu ubiquitdr vorkommenden Mycobakterien lyTentstehen (CRUZ, STARKE,
2010).

Wie sich durch die Kreuzreaktion mit BCG oder NTkigt, birgt der THT die Gefahr von
falsch positiven Ergebnissen. Des Weiteren konadschh negative THT durch fehlerhafte
Applikation oder durch mangelnde Erfahrung bei bigerpretation vorliegen. Daher sollte
der Test unter standardisierten Bedingungen nur quaadifiziertem Personal durchgefuhrt
werden. Ebenso gibt es immunologische Griinde fiifasch negatives Testergebnis, wie
z.B. nahe zuriickliegende Virusinfektionen oder lLehmpfungen (NICE, 2008; CRUZ,
STARKE, 2010). Die héchste Wahrscheinlichkeit fatsth negative Ergebnisse besteht
allerdings bei Patienten mit eingeschrankter Imnommpetenz. Dazu gehodren v.a. HIV-
Patienten und Patienten unter immunsuppressiveraple (SESTER et al.,, 2006; NICE,
2008; RICHELDI et al., 2009). Aber auch bei Kindergeben sich haufig falsch negative
Ergebnisse. Daher sollte vor allem bei Kindern uateei Jahren mit Expositionsrisiko trotz

negativem THT eine Chemoprophylaxe durchgefiihroeer(BAKIR et al., 2009).

2.3.2 T-Zell Interferon- y Tests

In den letzten Jahren wurden K-Nasierte Tests zur Diagnostik der LTBI entwickBltese
in vitro Diagnostika weisen die Produktion von K-@ls Antwort auf spezifische Antigene
gegenM. tuberculosis nach. In Abbildung 1 sind die gangigen Interfegobasierten Tests
dargestellt. Da IFN hauptséchlich von CD4 T-Zellen sezerniert wird, $iah der Ausdruck
~1-cell Interferon Gamma Release Assay” (TIGRA od&RA) durchgesetzt. Die dabei
verwendeten Antigene, ,early secretory antigenigda 6 (ESAT-6) und ,culture filtrate
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protein 10“ (CFP-10), werden in der RD-1 Region iedd die in allen Bakterien des
M. tuberculosis-Komplexes enthalten ist. Demgegentber weisenB{l&-Stamme und die
meisten NTM eine Deletion der entsprechenden Gemeguf (SORENSEN et al., 1995;
BERTHET et al., 1998). Die Mdglichkeit zur Verwemdyu spezifischer Antigene bei der
Stimulation bedingt, dass TIGRA eine im Vergleiclimz THT hohe Spezifitat aufweisen, da
direkt zwischen einem Kontakt zMl.tuberculosis und einer friheren BCG-Impfung
unterschieden werden kann. Aufgrund des MangelsseBoldstandards bei der Diagnostik
der LTBI zeigt sich eine grol3e Variabilitat in Bgzauf die Spezifitat und Sensitivitat der
IFNy Tests. Bei der Sensitivitat zeigen sich untersiifulbe Ergebnisse abhangig von dem
Studiendesign und der untersuchten Populatiorscieint jedoch im Vergleich zum THT in
der Regel hoher zu sein. Eine Metaanalyse aus dénme 2008 vergleicht Studienergebnisse
von Erwachsenen und zeigt eine Sensitivitat zwisob&0-0.90 fir die unterschiedlichen
kommerziellen TIGRA im Vergleich zu 0.77 fir den THBei der Spezifitdt liegen die
Werte zwischen 0.93-0.99 fur die TIGRA und fur d@aT bei 0.97 in einer nicht BCG-
geimpften und 0.59 in einer BCG-geimpften Poputati®Al et al., 2008). Durch die
Kombination von TIGRA mit THT lasst sich die Sengttit deutlich erhéhen. Dies geht in
einigen Studien allerdings mit einem Verlust deeSfitat einher (ADETIFA et al., 2010).

Bislang gibt es zwei kommerziell erhaltliche TIGR#en QuantiFERON-TB Gold in Tube®
Test der Firma Cellestis und den T-SPTB® Test der Firma Oxford Immunotec. Beim
QuantiFERON-TB Gold in Tube (QFT-G-IT) Assay wirdiedIFNy Konzentration
stimulierter Blutproben mittels ELISA (enzyme limtkdmmunosorbant assay) aus dem
Plasma bestimmt. Beim T-SPAB Test wird die Anzahl IFiN produzierender Immunzellen
mittels ELISPOT-Methode nachgewiesen. Neben dedebekommerziellen Verfahren gibt
es die Mdoglichkeit spezifische, IFN produzierende CD4 T-Zellen mittels
Durchflusszytometrie nachzuweisen. Bei dieser Tigkctwerden die Zytokine durch Zugabe
eines Sekretionsinhibitors intrazellular akkumulieo dass aktivierte Zellen nachfolgend mit
Fluorochrom-markierten Antikdrpern detektiert werd&odnnen. Im Vergleich zu den
kommerziellen Verfahren bietet die Durchflusszyttmeedartber hinaus den Vorteil, dass
neben der Analyse von IFMNwch gleichzeitig andere Effektormolekile und Kyte erfasst
werden konnen. Insgesamt bieten diesevitro Verfahren eine Reihe von Vorteilen
gegeniber dem etablierten THT. Sie zeigen eine reokknische Praktikabilitdt, da der
Patient nur zu einer einmaligen Blutentnahme eiselnemuss, wahrend beim THT ein
weiterer Arztbesuch nach 48-72 Stunden zum AbleenTestergebnisses erforderlich ist.

Des Weiteren kdonnen TIGRA auch problemlos bei R&re mit Hauterkrankungen
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eingesetzt werden, bei denen der Einsatz des Tidigdindiziert ist. Wesentliche Vorteile

liegen jedoch in der erhdhten Spezifitat, da falsokitive Ergebnisse bei BCG-Impfung oder
NTM-Infektion durch den Einsatz der spezifischerti@@ne minimiert werden kénnen. Auch
scheint es Vorteile bei der Anwendung der TIGRA Beitienten mit eingeschrankter
Immunkompetenz zu geben (SESTER et al., 2004; SRSXH&L., 2006).

CD4 T-Zelle APC
. PPD
ESAT-6
@ CFP-10
o
¥
Durchflusszytometrie ELISPOT Assay ELISA
- T-Spot. 78 QuantiFERON-TB

2 \N¥ N

103

CD69

sh| R %4 Rs20hy 24h
,;;; >1ml " 10ml 3ml

Abbildung 1: IFNy Nachweismethoden von links nach rechtsDotplot-Darstellung der durchflusszytometrischen
Messung, ELISPOT Assay und ELISA mit den jeweiligeforderlichen Blutvolumina

2.4 Indikationen zum Tuberkulosescreening

Ein Screening auf Hinweis eines stattgehabten HKa®sa mit M. tuberculosis kommt
insbesondere bei Umgebungsuntersuchungen und tenféagruppen mit erhdhtem Risiko

zur Anwendung.

2.4.1 Tuberkulosescreening bei Umgebungsuntersuchungen

Die erhdhte Spezifitat bedingt, dass die Verwendwmg TIGRA nun auch in den aktuellen,
deutschen Richtlinien zur Durchfihrung von Umgelsumgersuchungen nach

Tuberkulosekontakt empfohlen wird.

Zum gegenwartigen Zeitpunkt ist jedoch bei Kindamer 15 Jahren noch kein Ersatz des

THT durch TIGRA vorgesehen, sondern es wird emgiohbei allen Kindern mit einem

positiven THT ein IFN Test zur Diagnosesicherung durchzufihren. Beineideskordanten
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Ergebnis (THT positiv, aber IFNTest negativ) wird empfohlen, auf eine Chemoprdgokey
sowie eine radiologische Untersuchung zu verzicfidBEL et al., 2007; DIEL et al., 2011c).

Das erhohte Risiko der Entwicklung einer aktiverb@ikulose bei Kindern spiegelt sich
auch in den Empfehlungen wieder. Wenngleich TIGRABrwachsenen bereits umfassend
charakterisiert wurden, ist die Validitat diesarvitro Verfahren bei Kindern bislang eher
unzureichend untersucht worden. Bei Kindern untedabren sollte unverziglich nach
Bekanntwerden eines engen Kontakts zu einem TBxfatleeine Thorax-Rdntgen-
Untersuchung und ein THT durchgefiihrt sowie einer@bprophylaxe eingeleitet werden,
Die Chemoprophylaxe beinhaltet eine Isoniazidgaber (2 Monate. Bei einem negativen
THT wird dieser nach 8-12 Wochen wiederholt. Zegith weiterhin ein negatives
Testergebnis wird die Chemoprophylaxe beendet. gisitives Testergebnis wird durch
einen IFN Test verifiziert. Ist der TIGRA zu diesem Zeitptnind bei einer Wiederholung
nach 8-12 Wochen negativ, so wird die Chemopropieykebenfalls beendet. Bei Kindern
zwischen 5 und 15 Jahren und Erwachsenen wird sufsofortigen Chemoprophylaxe
verzichtet, aber auch hier wird der H-Nlest zur Sicherung eines positiven THT empfohlen
(DIEL et al., 2007). Dies sollte aufgrund der Mdabkeit eines falsch negativen THT
uberdacht werden (DIEL et al., 2008; DIEL et aQ12b).

2.4.2 Tuberkulosescreening bei Patienten mit Immunsuppreson

Bei Patienten unter Immunsuppression besteht éidhées Risiko fur den Ausbruch einer
aktiven Tuberkulose. Zum einen geht man von eindmihgen Risiko der Neuinfektion aus,
zum anderen besteht auch ein hoheres Risiko dektideaung einer LTBI. Dies betrifft
sowohl Erkrankungen, die ein Verlust der Immunkotape verursachen, wie z.B. eine HIV-
Infektion, aber auch durch Medikamente iatrogerurgachte Immunsuppression. Letztere
kommt insbesondere bei Organ- und Stammzelltransptéen zum Tragen.

Bei der Therapie von Autoimmunerkrankungen, wieurhatoider Arthritis und chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen (CED), mit TNBlockern, wie z.B. Infliximab, besteht
ein erhohtes Risiko zur Reaktivierung einer LTBE®&NE et al., 2001). Dies erklart sich da
TNFa ein Schlisselzytokin bei der Abwehr vibvh tuberculosis darstellt und zusammen mit
TNFo abhangigen Zytokinen (NEWTON et al., 2008) einechtige Rolle bei der
Entwicklung und Uberwachung der Granulomen wahreeiher Infektion spielt
(CHAKRAVARTY et al., 2008). Aus diesem Grund wircdbrvBeginn einer Therapie mit
TNFa-Blockern ein Screening auf LTBI empfohlen (SOLOWCal., 2010). Da die meisten
Patienten schon vor Gabe von TdNBlockern unter immunsuppressiver Therapie stelsgn,
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die Anwendung des THT als einziges Diagnostikum emedger Gefahr falsch negativer
Testergebnisse fraglich (MOW et al., 2004). Eirfggedien zeigen tatsachlich, dass die THT-
Induration bei Autoimmunerkrankungen unter TdNFherapie geringer bis negativ ausfallt
im Vergleich zu gesunden Kontrollgruppen (HOFFMAN& al., 2008; LALVANI,
PAREEK, 2010). Im Gegensatz hierzu zeigen TIGRAeaieutlich hbhere Sensitivitat in
dieser Patientengruppe (SESTER et al., 2006). Ssohi¢int es in dieser Patientengruppe
sinnvoll, zum sicheren Ausschluss einer LTBI beidlests anzuwenden (LALVANI,
MILLINGTON, 2008).

2.4.3 Cystische Fibrose

Eine weitere Patientengruppe mit erhohtem Risiko dié Infektion mit M. tuberculosis
stellen Patienten mit cystischer Fibrose (CF) @#.ist eine autosomal rezessiv vererbte
Erkrankung mit einem Defekt des CFTR-Gens, aufgrdedsen die Epithelzellmembran
defekte Chloridkanéle aufweist. Dies bewirkt ineallexokrinen Driisen die Bildung zéher
Schleimsekrete. Somit sind alle Organsysteme depdf$ betroffen, wobei die Beteiligung
der Lunge die groRten Komplikationen birgt, da tumtie zdhen Schleimsekrete die
mukocilidre Clearence eingeschrankt ist und derakisport der Sekrete verhindert wird.
Dadurch bildet sich ein guter Nahrboden fir vielamkheitskeime, wodurch diese Patienten
besonders anfallig fir samtliche Atemwegsinfektiorsgnd (RATJEN, 2009). Wenngleich
die Inzidenz der aktiven Infektion mM. tuberculosis gering ist, erscheint ein Screening
dieser Risikogruppe sinnvoll, da die Komplikaticater und die Mortalitat bei betroffenen
Patienten hoch ist (ASHEROVA et al., 2006).

Auch die Infektionsrate mit atypischen, nicht tubhsdsen Mycobakterien (NTM) birgt bei
Patienten mit CF eine Problematik. Einerseits Iséene hohen Pravalenz von NTM-
Infektionen bei CF-Patienten (OLIVIER et al., 20p3#ndererseits ergibt sich aufgrund der
Erkrankung eine hoheren Progression durch NTM-ndekOLIVIER et al., 2003a).
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2.5 Ziele der Arbeit

Die Sensitivitdt und Spezifitdt der TIGRA wurderslang im Wesentlichen bei Erwachsenen
charakterisiert. Demgegenuber ist weitestgehendaunknwieweit die TIGRA auch zur
Anwendung bei Kindern geeignet sind. Wenngleicthauer TIGRA dem THT Uberlegen zu
sein scheinen (SOYSAL et al., 2008), ist die Stuldige auf diesem Gebiet noch ziemlich
unzureichend. Daher sind weitere detaillierte Studiur Anwendung der TIGRA bei Kindern
erforderlich, insbesondere da durch das noch malgtandig ausgebildete Immunsystem bei

Kindern die Erkenntnisse bei Erwachsenen nicht dimgg Ubertragbar sind.

Eine detaillierte Kenntnis Uber die Anwendung voiGRA bei Kindern ist nicht nur bei
Umgebungsuntersuchungen relevant, sondern auchie Reihe von Grunderkrankungen
mit erh6htem Infektionsrisiko, die sich bereits iimdesalter manifestieren. Zu den klinisch
relevanten Patientengruppen, bei denen ein regeesl TBI-Screening empfohlen wird,
zahlen Kinder mit cystischer Fibrose, transplatgiétinder sowie Kinder mit Indikation zur

Anwendung von TNé&-Blockern.

Ziel dieser Arbeit war es, die Anwendung der TIGR& Kindern zu evaluieren. Hierzu

wurden immungesunde Kinder, Patienten mit cystis€lilerose sowie Kinder mit chronisch

entziindlichen Darmerkrankungen charakterisiert eimgr gro3en Gruppe immungesunder
Erwachsener gegenubergestellt. Als Untersuchunggdetwurde das Durchflusszytometrie-
basierte Verfahren gewahlt, da bei dieser Durchiiigpgrdas geringste Blutvolumen bendétig
wird und zusatzlich die Mdglichkeit besteht, westatiagnostisch relevante Biomarker zu
untersuchen. Des Weiteren wurde eine vergleiché&m#dyse der humoralen Immunantwort

durchgeflhrt.
Folgende Fragestellungen wurden im Einzelnen wgtrfol

* Gibt es Unterschiede in der Anwendung des Testsniiraungesunden Erwachsenen
und Kindern?

* Gibt es altersabhangige Unterschiede in der Ratitivauf die verschiedenen
Antigene?

e Kann der Test sowohl bei immungesunden als auctchoeinisch kranken Kindern
angewendet werden?

* Welchen Vorteil bietet das Durchflusszytometrieieds Verfahren im Vergleich zu
den kommerziellen Tests?

» Bietet die Anwendung serologischer Tests weitergélle?
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3 Studienkollektiv, Material und Methoden

3.1 Probanden und Patienten

In erster Linie erfolgte die Untersuchung zur Hebing eines neuen
durchflul3zytometrischen TIGRA-Verfahrens zur Diagfito einer latenten Infektion mit
M. tuberculosis bei gesunden und chronisch erkrankten Kindern. VAsrden 139
immungesunde Kinder und Jugendliche bis 20 Jalitgnteils aus der endokrinologischen
Ambulanz der Universitats-Kinderklinik Homburg/Saakrutiert. Im weiteren Teil dieser
Arbeit werden Kinder und Jugendliche bis 20 Jahmgem der Gruppe ,Kinder*
zusammengefasst. Diese Kinder wiesen als Grundéung z.B. Wachstumsretardierung,
M. Addison und andere Hormonstérungen auf, welche ¢tmmunreaktion nicht
bekanntermalRen beeinflusst. Die Kinder hatten kdiakannten Risikofaktoren fur die
Infektion mit M. tuberculosis. Bei allen Untersuchten erfolgte die Probengewngnum
Rahmen einer Routine-Blutuntersuchung, sodass aisétzliche Blutentnahme vermieden
werden konnte. Das Einverstandnis der Untersudbiei@hungsberechtigen erfolgte
schriftlich nach ausfiihrlicher Aufklarung. Ein Bttotum der Arztekammer des Saarlandes
lag vor.

Es wurden funf Blutproben von Kindern mit bekannt€ontakt zuM. tuberculosis aus der
Fachklinik Wangen zur Verfigung gestellt. Vier vaiiesen Kindern erhielten eine
antituberkulotische Therapie. Des Weiteren wurdechaVoruntersuchungen sowie der
klinische Verlauf Ubermittelt.

Zur Untersuchung von Kindern mit Risikofaktoren dem 25 Kinder mit chronisch

entziindlichen Darmerkrankungen (CED) und 50 Kindeit cystischer Fibrose (CF)

rekrutiert. Die Proben wurden im Rahmen der vorliXmhab-Therapie empfohlenen

Tuberkulose-Diagnostik gesammelt. Bei einigen R&tie wurde eine Kontrolluntersuchung
im Verlauf der Erkrankung durchgefiihrt. Da die lieien fir cystische Fibrose keine
regelmafige Tuberkulosediagnostik empfehlen, wurdieise Patienten Uber die Vorteile
einer solchen Screening-Untersuchung aufgeklartnaiainen freiwillig an der Untersuchung
teil. Zum Ausschluss altersbedingter Unterschiededen zusatzlich 54 Erwachsene mit
CED und 11 Erwachsene mit CF untersucht.

Da ich im Rahmen meiner Labortatigkeit vom April080 bis Oktober 2008 auch in

Routineuntersuchungen zuM. tuberculosis spezifischen Immunantwort Erwachsener
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eingebunden war, kann zusatzlich auf eine umfassddatenbank mit Untersuchungen
Erwachsener zurtckgriffen werden. Es wurden 1563tem3ditze von Erwachsenen
unterschiedlicher Altersgruppen untersucht, welicheRahmen der Tuberkulose-Diagnostik
in der Abteilung fir Transplantations- und Infektsimmunologie Homburg/Saar erhoben

wurden. Keiner dieser Patienten hatte bekanntentakbrzu M. tuberculosis oder hatte

chronische Erkrankungen wie CED und cystische B#aro

3.2 Gerate

Geréate

Hersteller

1,5ml Reaktionsgefalle
15ml-Roéhrchen

50ml-Roéhrchen

Brutschrank

Distriman

Durchflusszytometer (FACS Calibur)
Durchflusszytometer (FACS Canto 1)
Einmal-Plastikpipetten
FACS-Ro6hrchen

Kolbenhubpipetten

Miliquo Plus

Pasteurpipetten

Pipettierhilfe (Pipetboy acu)

Pipettenspitzen fur Kolbenhubpipetten

Préazisions Dispenserdips (5ml, 1,25ml)

Brand, Wertheim
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
Heraeus, Hamburg
Gilson, Villiers-le-Bel
BD Bioscienddsjdelberg
BD Bioscienddsjdelberg
Sarstedt, Numbrecht
BD Biosciences, Heidelberg
Gilson / Labmate, Abimed, Lang&hf
Millipore, Schwalbach
Brand, Wertheim
Integra Biosciendessnwald
Greiner, kamhausen

Brand, Wanth
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Geréate Hersteller

Sterile Werkbank, ("Clean Air" Typ DLF BSS4) Cleair Techniek bv, Woerden, NL

Sterile Werkbank, Tecnoflow Integra Biosciencesnirald
Vortex-Mixer (Reagenzglasmixer) neolLab Migge Lalsalénf, Heidelberg
Zentrifuge, Labofuge Heraeus, Hanau

Zentrifuge, Megafuge Heraeus, Hanau
Neubauer-Zahlkammer Brand, Wertheim

Mikroskop Nikon TMS Nikon, Melville, USA

VICTOR™ X4 Multilabel Plate Reader PerkinElmer Ind/altham, USA
DigiMicro 1.3 Digital Mikroskop dnt GmbH, Dietzentla

3.3 Chemikalien und Substanzen

3.3.1 Chemikalien

Chemikalien Hersteller

NaN; Serva, Heidelberg

Brefeldin A (BFA) Sigma, Deisenhofen
bovines SerumalbumifBSA) Serva, Heidelberg
Essigsaure Sigma, Deisenhofen

EDTA Sigma, Deisenhofen

Facs Clean BD Biosciences, Heidelberg
Facs Flow BD Biosciences, Heidelberg
Facs Rinse BD Biosciences, Heidelberg
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Chemikalien

Hersteller

Facs Shutdown solution

Fotales Kéalber Serum (FCS)
Humanes Serum Albumin (HSA)
Lysingsolution

Paraformaldehyd

PBS

Saponin

A. dest

FicoLite-H

RPMI 1640

GIBCO™AIM-V

BD Biosciences, Heidelberg
Cambrex Biosiencesyi¥ies, Belgien
Baxter BioSience, Héielay

BD Biosciences, Heidelberg
Aldrich-Chemie, Steinheim

Linaris, Bettingen

Sigma, Deisenhofen

Braun, Melsungen

Linaris, Wertheim

Biochrom AG, Berlin

Invitrogen Corporation, Paisley, UK

3.3.2 Testkits

Testkit

Hersteller

QuantiFERON-TB Gold in Tube
T-SPOTIB

LIONEX TUB IgA ELISA

LIONEX TUB IgG ELISA

LIONEX TUB IgM ELISA
TB-GAM Rapid Tuberculosis Test

TB-ST Tuberculosis Rapid Test

Cellestis Ltd, Carnediastralia
Oxfordimmunotec, Abingdon, UK
Lionex, Braunschweig
Lionex, Braunschweig
Lionex, Braunschweig

Lionex, Braunschweig

Lionex, Braunschweig
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3.3.3 T-Zellstimulantien und Fluorochrom-gekoppelte Antikérper

Tabelle 1 fasst die Reagenzien zusammen, die muldtion Antigen spezifischer T-Zellen

eingesetzt wurden.

Tabelle 1: Reagenzien zur Stimulation spezifischér-Zellen

Stimulans Klon Konzentration Firma/Quelle

aCD28 L293 lpg/ml BD Biosciences, Heidelberg
aCD49d 9F10 lpg/mi BD Biosciences, Heidelberg

PPD Img/mi Statens Serum Institut,

Copenhagen, Denmark

ESAT-6 0,5mg/ml Lionex, Braunschweig
CFP-10 0,5mg/ml Lionex, Braunschweig
SEB 2,5pg/ml Sigma, Deisenhofen

Tabelle 2 fasst die Antikdrper zusammen, die zurchflusszytometrischen Analyse der
T-Zellen verwendet wurden. Bei allen Antikérpermdtalt es sich um murine Antikorper, die

humane Antigene erkennen.

Tabelle 2: Antikorper zur durchflusszytometrischenAnalyse von T-Zellen

Antikorper (-Fluorochrom) Klon lg-Klasse Firma

CD4 APC SK3 IgG1 k BD-Biosciences
CD69-PerCP L78 IgG1 BD-Biosciences
IL-2 PE MQ1-17H12 lgG2a BD-Biosciences
IFNy FITC 4S.B3 lgG1 k BD-Biosciences

25



3.4 Methoden

3.4.1 Isolierung peripherer mononuklearer Zellen (PBMC) mittels Ficoll-Gradient

Die Isolierung der PBMC wird mittels Ficoll Gradierdurchgefihrt. Hierzu werden

heparinisierte Blutproben (max 12 ml) steril in &0 Falcons umgeftillt, bis 35 ml mit PBS

aufgefillt und anschlielend gemischt. Nach der iglotigen Unterschichtung mit 13 ml

FicoLite-H wird die Probe fur 20 min bei 2500 UPMn® Bremse zentrifugiert. Daraufhin

kann die Intermediarschicht zwischen Plasma undllBehicht mittels einer 5 ml Pipette

abpipettiert und in ein neues 50 ml Falcon Ubetfilerden. Diese Intermediarschicht enthalt
die PBMC.

Die Zellen werden nun zweimal gewaschen, dies girfelweils durch Auffillen mit RPMI
1640 und anschlieRende Zentrifugation mit Bremss, @'ste Mal mit 1800 UPM und das
zweite Mal mit 1200 UPM fur 10 jeweils Minuten. Aidie3end wird das Pellet in AIM-V-

Medium aufgenommen.

3.4.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl einer Zellsuspensiorolgt mittels einer Neubauer-
Zahlkammer. Die Zahlkammer ist in vier Quadrantertetteilt, welche jeweils aus 16
Einzelquadraten bestehen. Es werden je zwei gegdiedgende Quadranten ausgezahlt, zu
denen die gesamten 16 Einzelquadrate und 2 Aufdsmaehoren. Zur Bestimmung der
Zellzahl wird eine 1:10 Verdinnung der Zellsuspensmit 3% Essigsaure angefertigt. Es
werden 10 pl dieser Zellsuspension in die Zahlkamgegeben. Die Anzahl der Zellen pro
ml errechnet sich aus dem Mittelwert der Zellzahider Quadranten multipliziert mit dem
Verdunnungsfaktor 10 und dem Kammerfaktor 10.006.®esamtzellzahl in der Suspension
ergibt sich aus Zellzahl pro ml multipliziert miteish Volumen des Zellmediums. Die

Zellsuspensionen kénnen nun auf eine beliebige &atnation eingestellt werden.

3.4.3 Quantifizierung M. tuberculosis  spezifischer CD4 T-Zellen mittels

Durchflusszytometrie

Zur Analyse von Antigen spezifischen CD4 T-Zellenttets Durchflusszytometrie werden
spezifische T-Zellen durch Antigenstimulation zukti&ierung und Zytokinproduktion
angeregt. AnschlielRend kann die Anzahl der angemegellen Gber Fluorochrom-markierte
Antikdrper nachgewiesen werden. Fir die Untersughd tuberculosis spezifischer
CD4 T-Zellen werden die Antigene PPD, ESAT-6 und PEI® herangezogen. Als
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Negativkontrolle, mit der Hintergrundsignale sowrespezifisch reagierende T-Zellen erfasst
werden kénnen, dient das Losungsmittel PBS. Alsitivksntrolle dient Staphylococcus
aureus Enterotoxin B (SEB), da es direkt an eine Reihe V@-Untereinheiten des T-Zell-

Rezeptors bindet und somit eine breite Zytokinpkbidn bei jedem Probanden hervorruft.

Die Methode wird in drei Schritte gegliedert. Dign&ulation Antigen spezifischer T-Zellen
aus Vollblut, deren Farbung mit spezifischen Antdgin und anschlielBendem
durchflusszytometrischem Nachweis.

Stimulation

Die Stimulation kann direkt aus Vollblut durchgefiinwerden. Zunachst wird das
heparinisierte Vollblut mit CD28 und CD49d speafien Antikérpern in einer Konzentration
von je Jug/ml gemischt. Die Bindung dieser Antikérper bedigisdie Costimulation sowie
die Zell-Zell-Interaktion zwischen Antigen-praseménder Zelle (APC) und T-Zelle
(WALDRORP et al.,, 1998). Danach wird das Vollblutr ZDurchfihrung der spezifischen
Stimulation auf einzelne Réhrchen verteilt. Daggesetzte Volumen pro Stimulationsansatz
richtet sich nach der erwarteten Frequenz reaktiv&ellen und nach der Anzahl der
anschlieRend vorgesehenen durchflusszytometrisé@debungen. Fur die Stimulation mit
PBS, PPD und SEB wird bei der Untersuchung je d5@usreichend fur zwei Farbungen)
und fur die Stimulation mit ESAT-6 und CFP-10 jeO@Deingesetzt (ausreichend fir eine
Farbung). Es folgt die Zugabe der Antigene. Die Xairationen kénnen Tabelle 3
entnommen werden. Wahrend der 6-stindigen Inkutstt@t (37°C, 6% Cg&) werden die
spezifischen T-Zellen aktiviert und produzieren akyte, beispielsweise IEN Nach 2
Stunden wird die Exozytose der Zytokine durch Zwgabn 10ug/ml Brefeldin A (BFA)
gestoppt, um die Zytokine intrazellular zu akkurargn. Es folgt weitere 4 Stunden

Inkubation.

Die Stimulation wird nach 6 Stunden abgestopptdiedZellen werden fixiert. Um Zell-Zell-
Interaktionen sowie die Adhéasion von Zellen anRéhrchenoberflache aufzuheben, wird in
jede Probe 2mM EDTA (aus 20 mM Stocklosung) zugefli§ Sekunden gemischt und 15
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Fixieruthgy weil3en Blutzellen und Lyse der
Erythrozyten erfolgt mit 9 ml Becton Dickinson Lggsolution pro ml Vollblut wahrend
einer Inkubationszeit von 10 Minuten bei Raumterapar Nach der Zentrifugation (10
Minuten bei 1300 UPM) und dem Absaugen des Ubealssmwird das entstandene Zellpellet
mit 2 ml FACS-Puffer (PBS-5%FCS-0,5%BSA-0,07%NpNewaschen. Dies erfolgt durch
Zugabe des FACS-Puffers, anschlielendem Zentrieigi€lO Minuten bei 1300 UPM) und
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durch Absaugen des Uberstandes. In der Praxisitiatgezeigt, dass es sinnvoll ist, das
Rohrchen vor jedem Waschvorgang Uber ein Gitterzlnen, um das Pellet vor dem
Resuspendieren aufzulockern. Abschliel3end wird Riket in je 200ul FACS-Puffer pro

Farbung aufgenommen (450ul Vollblut bei PPD und SEighulation ergeben zwei, 300ul
bei ESAT-6 oder CFP-10 Stimulation eine Farbungg Pellen kénnen nun direkt gefarbt

werden oder auch tiber Nacht bei 4°C im Kihlscheufkewahrt werden.

Tabelle 3: Konzentration der Antigene

Antigen Konzentration Stock-Konzentration
PBS Volumen wie bei PPD

PPD 7,32 pg/ml 1 mg/mi

ESAT-6 10 pg/mi 0,32 mg/ml

CFP-10 10 pg/mi 0,32 mg/ml

SEB 2,5 pg/ml 1 mg/ml

Farbung

Zur Farbung der stimulierten Zellen mit spezifistHduorochrom-markierten Antikorpern
(AK) werden diese auf FACS-R6hrchen umverteilt.ndeh erwarteter Frequenz Antigen
spezifischer T-Zellen werden Leukozyten aus ca-ZX5 ul Vollblut verwendet. Pro Probe
werden zunéchst 2 ml Saponin (SAP)-Puffer (FACS&(if.1% Saponin) far 10 min
zugefugt. Dies verursacht eine Permeabilisierung Membran, die das Erreichen der
Zytokine im Zellinneren durch spezifische AK ermiogt. Nach der Zentrifugation (10
Minuten bei 1300 UPM) und dem Absaugen des SAPeruférfolgt die Zugabe der AK-
Mischung in einem Gesamtvolumen von je 5D pro Probe. Die einzelnen AK-
Konzentrationen sind Tabelle 4 zu entnehmen. DerMischung wird ebenfalls 0.1%
Saponin hinzugeftugt und mit FACS-Puffer auf 50 wfgefillt. Da die Fluorochrom-

konjugierten Antikérper lichtempfindlich sind, elfio die 30 minitige Inkubation im Dunkeln
bei Raumtemperatur. AnschlieRend werden die Zelgr8 ml FACS-Puffer gewaschen, um
nicht-gebundene Antikorper zu entfernen. Zuletzrdwdas Zellpellet in 150ul 1%

Paraformaldehydlésung (PFA) aufgenommen. Dies ddmrt endgultigen Fixierung der

spezifisch angefarbten Zellen bis zur Messung. ®i@ben sind nun bereit fir die Messung
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am Durchflusszytometer. Bis zur Messung kdonnenRii@ben tUber Nacht bei 4°C gelagert

werden.

Der gesamte Zeitaufwand betragt 6 Stunden Inkubafidavon 20 Minuten aktive
Arbeitszeit), ca. eine Stunde Fixierung (25 min éitkzeit) und ca. eine Stunde Farbung (25
min Arbeitszeit). Pro Probe kommen noch 3 Minuteaskungs- und Auswertungszeit hinzu.

Dies ergibt eine Gesamtarbeitszeit von ca. 73 Mimyiro Probe.

Tabelle 4: Konzentration der Antikorper

Antikdrper Probenanzahl Vollblut-Menge pro Probe -M€nge
CD4 APC 1 225-300 pl 0,5 ul
CD69 PerCP 1 225-300 pl 2 ul
IFNy FITC 1 225-300 pl 0,5 ul
IL-2 PE 1 225-300 pl 2 pl

Die zugegebene AK-Menge ist mittels Verdiinnungsrdiéstimmt worden und kann von den Herstellerangabeeichen.

Durchflusszytometrische Messung und Auswertung

Die Durchflusszytometrie ermdéglicht das Zahlen whel Analyse der Zellen auf der Basis
lichtbrechender und fluoreszierender Eigenschafiezinem Flussigkeitsstrom. FACS ist ein

Synonym fur diese Methode und stehtflinorescencactivatedcell sorting.

Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht auf Berission von optischen Signalen der
Zellen beim Passieren eines Laserstrahls. Die inPdebe befindlichen Zellen werden von
einer Kapillare angesaugt und einzeln an einemrktasél vorbeigefuhrt. Hierbei wird das
Licht gemalR der Grolle und Beschaffenheit der Zghstreut und mittels spezieller
Detektoren erfasst. Man unterscheidet zwischen ¥dsstreulicht (FCS=Forward Scatter)
und Seitwartsstreulicht (SSC=Side Scatter). Daswddsstreulicht ist ein Mal3 fur die
Beugung des Lichts und gibt Auskunft Uber die Groe das Volumen der Zelle. Das
Seitwartsstreulicht ist ein Mal3 fur die Brechung diéchts und hangt von der Granularitat
(Struktur des Zellkerns, Vesikel, etc.) der Zelke Anhand von Abbildung 2 wird deutlich,
dass sich die prominenten Blutzellpopulationen ileenhand lichtbrechender Eigenschaften

einfach identifizieren lassen.
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Abbildung 2: Dotplot Darstellung der lichtbrechenden Eigenschaften von BlutzellenAufgetragen sind Forward Scatter
(ZellgréRe) gegen Side Scatter (Granularitat) eldessung direkt aus Vollblut.

Fur die weitere Spezifizierung der Zellen, z. B2 Aufteilung der Lymphozyten in CD4 und
CD69 positive T-Zellen, werden die Zellpopulationenit Fluorochrom-gekoppelten
Antikdrpern markiert. Es kénnen sowohl membransgamdberflachenmolekile als auch,
nach der Permeabilisierung der Membran, intrazekul Antigene wie beispielsweise

Zytokine nachgewiesen werden.

Durch den Einsatz mehrerer Laser kann die Anzahledeesetzten Farbstoffe erhéht und
somit mehr Informationen gewonnen werden. Zu Begirfolgte die Auswertung mit dem
Durchflusszytometriegerat FACS Calibur der Firma Bidsciences. Im weiteren Verlauf
wurde die Analyse auf einem FACS Canto Il Geratdgefuhrt, das eine Analyse von bis zu
6 Fluorochromen erlaubt. Die verwendeten Fluorocteamit entsprechenden Anregungs-

und Emissionswellenlangen sind Tabelle 5 zu enteshm

Tabelle 5 Anregungs- und Emissionswellenlangen der verwenten Fluorochrome

Fluorochrom Anregungswellenlange (nm) Maximum der

Emissionswellenlange (nm)

FITC 495 520
APC 650 660
PE 480 578
PerCP 490 675
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Zur Darstellung der durchflusszytometrisch gemesserZellen wird die ,DotPlot*-
Darstellung verwendet. Dabei wird jede Zelle ergsphend ihrer lichtbrechenden und/oder
fluoreszierenden Eigenschaften als Punkt dargestabei zwei unterschiedliche Parameter
auf der x- und y-Achse aufgetragen werden. Die higgewendete Gating-Strategie ist in
Abbildung 3 dargestellt. Uber die beiden Param¥mmwarts- und Seitwarts-Scatter lassen
sich, wie in Abbildung 2 dargestellt, Leukozytenplgpionen identifizieren. Abbildung 3A
stellt Zellen nach Permeabilisierung mit Saponim. ddurch diese Verarbeitung nehmen
Monozyten und Granulozyten ahnliche lichtbrechelidgenschaften an, die Region der
Lymphozyten lasst sich jedoch noch deutlich abgeanzin Abbildung 3B sind nun
ausschlief3lich Zellen aus dieser Region dargesstflo Lymphozyten, unter denen sich die
CD4 T-Zellen durch CD4 APC-Fluoreszenz weiter idea¢ren lassen. Es werden im
Weiteren nur noch CD4 positive Lymphozyten, sowléiNy negative als auch IFNoositive,
betrachtet. In Abbildung 3C werden die CD4 T-Zelleimsichtlich ihrer Expression von
CD69 und IFN dargestellt. CD69 dient als zusatzlicher Markar dén Aktivierungsstand
der T-Zelle. Als Antigen spezifisch werden CD69 uRtNy doppelt positive CD4 T-Zellen
im rechten oberen Quadranten gewertet. Im vorlidgerBeispiel, bei dem das Vollblut eines
Probanden mit PPD Antigen stimuliert wurde, waretB81% aller CD4 T-Zellen spezifisch
gegen PPD gerichtet. In dhnlicher Weise werdenedefjuantifiziert, die das Zytokin IL-2
produzieren. Durch gleichzeitige Farbung beideroKiyte kdnnen folglich auch Zellen
identifiziert werden, die beide Zytokine gleichigibzw. nur je eines der beiden Zytokine
produzieren. Ab einem Prozentsatz vefl.05 % spezifischer T-Zellen, abzuglich der
Frequenz in der Negativkontrolle, wird von einersifigen Immunantwort gegen das

verwendete Antigen ausgegangen.
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Abbildung 3: Gating-Strategie zur Identifizierung Antigen spezifischer CD4 T-ZellenA: Anhand des Forward Scatter
(FSC) und des Side Scatter (SSC) werden die Leudoziter ihre GroRe und Granularitat in Populatiogiegeteilt. Die
grun markierte Region definiert Lymphozyten, dieBirhinsichtlich ihrer Expression von CD4 und K-Bufgetragen sind.
Eine weitere Region (rot) wird nun so gelegt, ddles @D4 positiven Lymphozyten erfasst werden. C: Elentifizierung
Antigen spezifischer CD4 T-Zellen wird CD69 gegen jNftfgetragen und der prozentuale Anteil doppelitpes Zellen
ermittelt (in diesem Beispiel 1.18%).

3.4.4 Quantifizierung M. tuberculosis spezifischer T-Zellen mittels ELISA
(QuantiFERON-TB Gold in Tube-Test)

Der QuantiFERON-TB Gold in Tube-Test (QFT-G-IT) min weiterer Test zum vitro-
Diagnostik einer Immunreaktion gegéh tuberculosis und wurde nach den Angaben des
Herstellers Cellestis durchgefuhrt. Die Zellen haparinisiertem Vollblut werden mit einem
Peptidcocktail aus den Proteinen ESAT-6, CFP-10TBId. 7(p4) stimuliert. Hiernach erfolgt
der Nachweis von Antigen spezifisch sezernierteMyl&us dem Plasma der Probe durch die
ELISA (enzyme linked immunosorbant assay)-Methdks.dieser Methode sind spezifische
Antikdrper gegen IFN an den Boden einer Mikrotiterplatte gebunden. Idasia
vorhandenes IFN wird gebunden und Uber einen Enzym-markierten #&#mtikorper
nachgewiesen, dessen Bindung durch die Zugabe eumasEnzym passenden Substrates
visualisiert wird. Meistens handelt es sich bei dénzym um Meerrettichperoxidase oder
alkalische Phosphatase. Zur quantitativen Bestingnder IFNy Konzentration wird eine
Standardkurve mit bekannter Antigenkonzentratiogedertigt.

Die Blutentnahme zur Durchfihrung des QuantiFER@NGold in Tube -TB Tests erfolgt
in die im Kit vorhandenen Roéhrchen. Pro Patientassf diese eine Negativkontrolle, ein
Rohrchen mit TB spezifischen Antigenen und eineolyiinkontrolle (Phytohamagglutinin,
PHA), die als Positivkontrolle dient. Die Antigebefinden sich in lyophilisierter Form an
der Innenwand der Ro6hrchen. In jedes Rohrchen wJirdhl vendses Blut gefillt und
anschlieBend sorgfaltig gemischt, um die im Roéhnchmphilisiert vorliegenden Peptid-
Antigene komplett mit der Blutprobe zu vermischeNun werden die Rd&hrchen

schnellstmdglich, spatestens jedoch innerhalb 6tunden, stehend fir 16-24 Stunden bei
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37°C inkubiert. CQ und Befeuchtung sind nicht nétig. Im Anschlussdeer die Proben fur
5-15 Minuten bei 1500-2200g zur Gewinnung des Zwtdlaltigen Plasmas zentrifugiert.
Das Plasma kann entweder direkt zur Messung dexkify in die ELISA-Platte tberfuhrt

werden oder bis zu 8 Wochen bei 2-8°C gelagert ererd

Die Bestimmung der IFiNKonzentration der Plasmaproben erfolgt mit Hilkr dn Testkit
vorhandenen Reagenzien nach Angaben des Hersteller8eginn der ELISA-Messung
werden die Plasmaproben und alle Reagenzien aumgremperatur gebracht. FUr jede
ELISA-Mikrotiterplatte wird eine Standardkurve nmiékombinatem Human-IFN erstellt.
Dazu wird der lyophilisierte Kitstandard mit delstittem Wasser rekonstituiert, sodass eine
Lésung mit einer Konzentration von 8,0 IE/ml ensteDieser Kitstandard wird nun zur
Herstellung einer 1:4 Verdinnungsserie vonyRki griner Verdinnungslosung verwendet.
Der Standard S1 enthélt 4 IE/ml, S2 1 IE/ml, SHOR/mI und S4 enthalt 0 IE/ml (nur
Verdinnungslosung). Die Standards werden mindestepgselt getestet. Zur Verdinnung der
Proben und Standards wird das lyophilisierte 100njKgat, ein Meerrettichperoxidase-
gekoppelter IFN AK, mit 0,3 ml destilliertem Wasser rekonstituiend anschliel3end eine
1%iger Konjugatlésung mit griner Verdinnungslosureggestellt. Nun werden in jede
Vertiefung der Mikrotiterplatte 50 pl Konjugatlogyirvorgelegt und daraufhin 50 pl der
Plasmaproben bzw. je 50 ul der Standards 1-4 hipetiert. Konjugat und Proben werden
nun, indem man die Mikrotiterplatte vorsichtig sa@nkt, sorgfaltig fur 1 Minute gemischt
und fur 120 Minuten bei Zimmertemperatur inkubiént.dieser Zeit wird der Waschpuffer
aus 20x Waschpufferkonzentrat und A. dest. herliiedtach der Inkubationszeit wird jede
Vertiefung mindestens 6-mal mit 400 pl Waschpuffjewaschen. Die Platten werden auf
einem Papiertuch ausgeklopft, um den restlichencWasfer zu entfernen. Nun gibt man
100 ul Enzymsubstratlosung in alle Vertiefungen umldibiert 30 Minuten im Dunkeln bei
Raumtemperatur. Die im Anschluss hinzuzufiigendeg@ésung sollte in etwa gleichem
Tempo in die Vertiefungen eingebracht werden wis davor hinzugefligte Substrat. Die
Messung der optischen Dichte jeder Vertiefung mnssrhalb 5 Minuten nach Zugabe der
Stopplésung erfolgen, mit Hilfe eines ELISA-Readster Verwendung eines 450 nm-Filters
und eines 620 bis 650 nm-Referenzfilters. Fur digswertung der Rohdaten und die
Berechnung der Ergebnisse wurde die Analysesoftvae® Herstellers verwendet. Zur
Interpretation der Testergebnisse gibt es genaustéllerangaben, welche Tabelle 6 zu

entnehmen sind.
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Tabelle 6: Interpretation der QuantiFERON-TBGold in Tube-Test Ergebnisse

Null Tb-Antigen minus Null Mitogen minus Ergebnis

[ 1E/mI] [IE/mlI] Null [IE/ ml]
<0.35 >0,5 Negativ

<8.0 .
> 0.35 und < 25 % des Null-Wertes| > 0,5 Negativ
> 0.35 und> 25 % des Null-Wertes beliebig Positiv
<0,35 <0,5

>80 > 0,35 und < 25% des Null-Wertes <05 Unschlussig
beliebig beliebig

3.4.5 Quantifizierung M. tuberculosisspezifischer T-Zellen mittels ELISPOT-Assay

(T-Spot.TB)

Der T-SPOTTB Test ist ein weiterer Test zur vitro-Diagnostik einer latenten Infektion mit

M. tuberculosis und wurde nach den Angaben des Herstellers Oxfndnunotec

durchgefuhrt. Bei diesem Test werden mononukle&léez des peripheren Blutes (PBMC)

aus Vollblut isoliert und mit spezifischen AntigengegenM. tuberculosis (ESAT-6 und
CFP-10) inkubiert. Mithilfe der ELISPOT (Enzyme kid Immuno Spot)-Methode kdnnen
spezifisch stimulierte Zellen als Spots ausgezékitden. Der ELISPOT Assay misst lokal

freigesetztes IFNeinzelner Immunzellen durch den Einsatz YANndender Antikdrper, die

an die Membran einer Mikrotiterplatte gebunden siDdrch ein farbsubstratumsetzendes

Enzym, hier alkalische Phosphatase, welches wiedarmn einen 2. Antikérper gekoppelt ist,

wird das lokal gebundene IFNnach Zugabe des Substrates, hier 5-Brom-4-Chlor-3-

Indolylphosphatund Nitroblau-Tetrazoliumsalzals farbiger Spot sichtbar. Durch den

begrenzten Diffusionsradius des exozytierten yiIFder Zelle kbnnen Antigen spezifisch

stimulierte Zellen als einzelne Spots am Platteehadentifiziert und ausgezahlt werden.

Zur Durchfihrung des Testes sollte das VollbluBintentnahmeréhrchen mit Heparin als

Antikoagulanz entnommen werden. Das bendtigte Blutwen richtet sich nach dem Alter

und Immunstatus des zu untersuchenden ProbandemnmFRiunkompetene Erwachsene und
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Kinder tber 10 Jahren werden 8 ml vendsen Blutbsageht, bei Kindern zwischen 2 und 9
Jahren sind 4 ml und bei Kindern bis 2 Jahren uadgeborene sind 2 ml ausreichend. Bei
stark immunsupprimierten Patienten sollten 16 ngemlommen werden. Das Blut sollte am
Tag der Blutentnahme verarbeitet und bis zur Vedueg bei Raumtemperatur aufbewahrt

werden. Pro Messung werden 1%XEBMC benétigt.

Die Isolierung der PBMC erfolgt mittels Ficoll-Giadt, dabei werden die Zellen aufgrund

ihrer unterschiedlichen Dichte auf verschiedeneichtbn verteilt (siehe 3.4.1). Die tribe

Schicht der PBMC kann somit abpipettiert und in méuies Gefal® tberfuhrt werden. Danach
werden die PBMC zweimal mit serumfreien Medium (RPM40) gewaschen, um freie

Zytokine zu entfernen. Nach Anweisungen des Héestelverden die gewaschenen Zellen in
700 pl AIM-V-Medium resuspendiert. Im Anschluss dem die PBMC mittels Neubauer

Zahlkammer gezahlt und eine Endverdinnung von 25Qlen/100 pl hergestellt (siehe

3.4.2).

Es werden 4 Vertiefungen pro Patientenprobe bendtiggativkontrolle (AIM-V Medium),
Panel A (ESAT-6), Panel B (CFP-10) und eine Pdsitnirolle (PHA). Diese Antigene
werden in einem Volumen von 50 ul (Konzentratiom @s Herstellerangaben nicht
ersichtlich) in die Platte pipettiert. Hierbei musghergestellt sein, dass die gesamte
Oberflache der Membran mit Reagenzien benetzt Asischlielend werden je 100 pl
Zellsuspension der Patientenprobe in die vier ¥artigen pipettiert. Danach werden die
Platten fur 16-20 Stunden (37°C, 5% £ @kubiert. Wahrendessen durfen die Platten nicht
mehr bewegt werden. Nach Ende der Inkubationszsmitlen die Vertiefungen viermal mit je
200 pl PBS gewaschen und im Anschluss wird je 5&Kquijugatreagenz hinzugefugt. Es
folgt eine einstiindige Inkubation bei 2-8°C. Nunrden die Platten wiederum viermal mit
PBS gewaschen und je 50 pl Substrat in jedes Waktgert. Nach einer Inkubationszeit von
exakt 7 Minuten bei Raumtemperatur wir die Reakiilamch viermaliges Waschen im A.
dest. Abgestoppt. Die Platten sollten vor dem Ahk#é der Spots gut getrocknet werden
(z.B. Uber Nacht bei Raumtemperatur). Bei der Augvng werden nur scharfe, dunkelblaue
Spots auf der Membran eines jeden Wells gezahét.9piots sind mit blofiem Auge sichtbar,
zur Auszahlung sollte jedoch ein VergroRerungsgias, geeignetes Mikroskop oder ein
ELISPOT Plattenlesegeréat verwendet werden. Im Rahrdieser Arbeit erfolgte die

Auswertung mit Hilfe eines Digital-Mikroskopes (D\gjcro 1.3).

Die Auswertung der Testergebnisse erfolgte nachelsumgen des Herstellers. Ein positives

Testergebnis ist abhangig von der Spotanzahl inNdeKontrolle und der Positivkontrolle.
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Bei 0-5 Spots in der Nil-Kontrolle sollte die Anzater Spots in Panel A oder Panel B die
Nil-Kontrolle um mindestens 6 Spots Ubersteigen.@&0 Spots in der Nil-Kontrolle sollten
in Panel A oder B mindestens doppelt so viele Spotkalten sein. Bei mehr als 10 Spots in
der Nil-Kontrolle oder weniger als 20 Spots in deositivkontrolle gilt der Test als
unschlissig und sollte wiederholt werden. In Abloild 4 ist ein Beispiel flr ein typisch

positives Testergebnis zu sehen.

Abbildung 4: Typisches Ergebnis eines positiveT-SPOTTB Tests: Von links nach rechts: Negativkontrolle ,NIL* (1
Spot), Panel A (13 Spots), Panel B (54 Spots), P¥25Q Spots).

3.4.6 Quantifizierung M. tuberculosisspezifischer Antikorper mittels ELISA

Die Firma Lionex bietet verschiedei vitro-Diagnostik ELISA Test Kits zum Nachweis
von Antikdrpern gegenM. tuberculosis an. Hier wurden ELISA Kits zum Nachweis
M. tuberculosis spezifischer Antikorper der Klassen IgG, IgM umgd langewendet (Lionex
Tub I1gA/IgG/IgM ELISA). Die Durchfuhrung fand anhdinder Angaben des Herstellers
Lionex statt. Das ELISA-Prinzip ist in Abschnitt43 erlautert. Auch hier erfolgt der
Nachweis von Antikdrpern gegem. tuberculosis tUber spezifische rekombinante Antigene,
die auf der Oberflache der Mikrotiterplatte gebungend. Die Bestimmung der Antikorper
erfolgt aus der Heparin-Plasma Probe, die nachdbntie des Vollblutes fir die T-Zell-
Stimulation abzentrifugiert wurde. Wahrend der 4iditigen Inkubationszeit binden die in
den Proben enthaltenen spezifischen Antikorper ianfest gebundenen Antigene. Durch
anschlieendes Waschen wird nicht gebundenes Matentfernt. Peroxidase-gekoppelte
Antikorper erkennen die gebundenen Antikdrper uddnen Uber die Zugabe des passenden
Substrats als Farbumschlag sichtbar gemacht werddirch den nachgewiesenen
Farbumschlag kann auf die Menge an produzierterk@uutern riickgeschlossen werden. Die
Normierung erfolgt anhand einer Standardkurve, idber die gemessenen OD-Werte der
Standards mit definierten AK-Mengen (Werte von 8 B) erstellt wird. In dieser Arbeit
wurden die Messwerte der einzelnen Proben anhared Bnearen Regression mittels Prism-
Software ermittelt. Als positive Reaktion wurde esigleiche oder hthere optische Dichte
(OD) der Probe im Vergleich zu Standard 3 festgeleg

36



3.4.7 Nachweis M. tuberculosis spezifischer Antikorper mittels chromatographische

Schnelltests

Zum qualitativen NachweisdVl. tuberculosis spezifischer Antikdrper wurden Antikorper-
Schnelltests der Firma Lionex angewendet. Es kadenTB-ST Tuberculosis Rapid Test
zum Nachweis einer aktiven Tuberkulose sowie deftGEBV Rapid Tuberculosis Test zum
NachweisM. tuberculosis spezifischer 1gG, IgA und IgM Antikdrper zur Anwdimg. Alle
Tests wurden nach Angaben des Herstellers durchdefdierzu wird in die mit S markierte
Vertiefung der Kassette je 20 ul des Patientenpasgegeben und anschliel3end 2 (TB-ST)
bzw. 3 (TB-GAM) Tropfen des Verdinnungspuffers higefliigt. Stark positive Ergebnisse
kénnen nach 10 Minuten abgelesen werden, schweagitiveonach 15 Minuten (TB-ST) bzw.
25 Minuten (TB-GAM). C zeigt in beiden Tests dennitolistreifen an, wahrend T das
eigentliche Testergebnis anzeigt. In Abbildung 1€6&d beide beschriebenen Schnelltest
dargestellt.

3.4.8 Statistische Analysen

Die statistische Auswertung dieser Untersuchunglgtd mithilfe des Computerprogramms
GraphPad Prism 5.0. Die quantitative Analyse defell-Reaktivitat in unterschiedlichen
Altersgruppen wurde in der Regel mittels KruskaliNgalest analysiert. Bei Signifikanzen
wurden die einzelnen Untergruppen mittels Dunn’sltidie Comparison Test verglichen.
Generell wurden die Frequenzen Antigen reaktivefellen in den Gruppen anhand des

Medians (MD), der Spannbreite (range=r), sowieRkrentenzahl (n) charakterisiert.
Die qualitative Analyse der Gruppen erfolgte mgt€hi-square-Test.

Die Analyse des IFNIL-2 Zytokinprofils erfolgte durch ,One-way analgsof variance® mit
nachfolgendem Bonferroni's Multiple Comparison Test
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3.4.9 Computerprogramme

Folgende Computerprogramme kamen zum Einsatz:

Programm

Verwendung

Microsoft Office Word 2003
Microsoft Office Exel 2003

GraphPad Prism 5.0

EndNote X.0.2
PowerPoint 2003
Microsoft Office Access 2003

CellQuest Pro

BD FacsDiva

Textverarbeitung
statistische Auswertung

statistische Auswertung, graphis
Darstellung

Literaturverwaltung
graphische Darstellung
Datenverwaltung

Messung und Auswertung der

durchflusszytometrischen Daten

Messung und Auswertung der

durchflusszytometrischen Daten
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung des durchflusszytometrischen Nachweisell. tuberculosis spezifischer
CD4 T-Zellen bei Kindern

Zu Beginn der Arbeit wurde das bei Erwachsenen itsertablierte Testverfahren zum
NachweisM. tuberculosis spezifischer CD4 T-Zellen bei Kindern evaluiertieizu wurden
zunachst Kinder und Jugendliche unter 20 Jahreraktiter Tuberkulose, nach erfolgreicher
Behandlung und Patienten ohne bekannten Kontakt.zuberculosis untersucht. Abbildung

5 zeigt jeweils eine typische Dotplot-Darstelluriges Patienten aus der jeweiligen Gruppe.
Dargestellt ist der jeweilige prozentuale Antedkgver CD4 Zellen nach Stimulation mit der
PBS Negativkontrolle, PPD, ESAT-6, CFP-10 sowie Rlesitivkontrolle SEB. In Abbildung
5A ist ein typisches Beispiel eines Kindes mit idan nachgewiesener aktiver Tuberkulose
dargestellt (#3, Tabelle 7). Auf das PPD Antigeagierten 1.01% aller CD4 T-Zellen, auf die
fur M. tuberculosis spezifischen Antigene ESAT-6 und CFP-10 reagiedt@2% und 0.41%
der CD4 T-Zellen, wahrend der Anteil reaktiver THZe in der PBS Negativkontrolle mit
0.02% unter der Nachweisgrenze lag (0.05%). InRaesitivkontrolle war ebenfalls eine hohe
Frequenz reaktiver CD4 T-Zellen detektierbar (3.3.72@ sowohl das PPD, als auch beide
M. tuberculosis spezifischen Antigene eine positive Reaktion aeéen, konnte der klinische
und mikrobiologische Befund einer aktiven Infektiomit M. tuberculosis auch auf

immunologischer Basis bestatigt werden.

Abbildung 5B zeigt ein typisches Beispiel eines dg@a mit erfolgreich behandelter aktiver
Tuberkulose (#8, Tabelle 7). In diesem Beispieftuzetier Anteil reaktiver CD4 Zellen in der
Negativkontrolle 0.03%. In der PPD Probe reagierteiid % der Zellen, auf die
M. tuberculosis spezifischen Antigene ESAT-6 und CFP-10 Antigezaggrerten je 0.36% und
0.39%. Auch bei diesem Probanden lag die SEB Aritwat 2.48% deutlich Gber der
Nachweisgrenze von 0.05%. Ebenso ist bei diesestetiation ein stattgehabter Kontakt mit
M. tuberculosis auf immunologischer Ebene bestétigt. In Abbilddgg und Abbildung 5D
sind Beispiele dargestellt, bei denen kein KontakM. tuberculosis bekannt ist. Abbildung
5C zeigt eine Konstellation, die mit einer BCG-lmaptfwort bzw. mit einem Kontakt zu nicht
tuberkuldsen Mycobakterien (NTM) vereinbar warei Biesem Probanden zeigte sich eine
isolierte Reaktivitat auf das PPD Antigen, bei ddemn Anteil reaktiver CD4 Zellen 0.08%
betrug. In diesem Fall lagen die Reaktivitadtenen EBS Kontrolle sowie in den spezifischen
Antigenen ESAT-6 und CFP-10 unterhalb der Nachwerszg (PBS: 0.00%, ESAT-6:
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0.01%, CFP-10: 0.01%), wéahrend in der Positivkdi@r&EB eine deutliche Reaktivitat
messbar war (4.71%). Hier sprach das Alter dereRtti (1990 geboren) fur eine BCG-
Impfung, da diese bis 1998 in Deutschland empfotlerde. Beim Grol3teil der untersuchten
Kontrollgruppe lie3en sich jedoch keine spezifiscti@@D4 Zellen gegen die verwendeten
Antigene nachweisen. Abbildung 5D zeigt das Belspires Kindes, bei dem der Anteil
reaktiver CD4 T-Zellen sowohl bei PPD als auch B&8AT-6 oder CFP-10 unterhalb der
Nachweisgrenze von 0.05% lag (PBS: 0.00%, PPD: %,.00ESAT-6: 0.01%,

CFP-10=0.01%). Hier wurde jedoch durch die positReaktion auf SEB sichergestellt
(2.23%), dass die CD4 T-Zellen generell zur ZytoKroduktion in der Lage waren. An
diesen Beispielen wird deutlich, dass ohne Verwagdier spezifischen Antigene ESAT-6
und CFP-10 keine Unterscheidung zwischen einem akbmit M. tuberculosis und einer

BCG-Impfung bzw. NTM-Infektion moglich ist. Die Ridavitat auf die Positivkontrolle ist

essentiell, um bei fehlender Reaktivitat auf PPDero&ESAT-6/CFP-10 eine generelle

Immuninkompetenz auszuschliel3en.
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Abbildung 5: Repréasentative FACS-Diagramme mit proentualem Anteil der PPD, ESAT-6 und CFP-10 spezifthen
CD4 T-Zellen, PBS dient alsNegativkontrolle SEB alsPositivkontrolle CD4 positiven Zellen wurden weiter auf CD69
und IFNy untersucht. Hier ist CD69 gegen lfrBufgetragen. Als spezifische Zellen gelten doppetitive Zellen im rechten
oberen Quadranten, dargestellt mit dem jeweiligeszgntualen Anteil an allen LymphozyteA: Patient mit aktiver
TuberkuloseB: Patient mit behandelter aktiver TuberkuldSe Patient mit vermutlicher BCG-Impfun@: Patient ohne
Kontakt zuM. tuberculosis.
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4.2 Reaktivitatsvergleich bei Kindern mit Kontakt zu M. tuberculosis

Im Folgenden wurden Kinder mit Kontakt & tuberculosis, mit Verdacht auf Tuberkulose
oder mit erfolgreich behandelter Tuberkulose unigns Die klinischen Daten der Patienten
sowie die Ergebnisse des durchflusszytometrischestsT und weiterer diagnostischer
Verfahren sind in Tabelle 7 dargestellt.

Untersucht wurden vier Kinder mit einer therapidibéiigen Tuberkulose (# 1-4), ein Kind
welches eine prophlyaktische Behandlung erhielt 5§ sowie drei Kinder mit einer
behandelten Tuberkulose in der Vorgeschichte (#. 6/8n vier dieser Patienten wurde das
Blut zur durchflusszytometrischen Analyse sowie Bigebnissen der klinischen Parameter
freundlicherweise von der Fachklinik Wangen zur filgung gestellt. Als diagnostisch
richtungsweisende Parameter dienten bei den Kindetraktiver Tuberkulose sowie dem
Kind, welches eine Isoniazidprophylaxe erhielt, eeiflrOntgen-Thorax-Aufnahme, ein
mikroskopischer und kultureller Keimnachweis, derb&rkulin-Hauttest (THT) sowie der
T-SPOTTB Assay. Bei den Kindern # 1-4 wurde eine Tuberked®berapie eingeleitet. Fur
die durchflusszytometrischen Untersuchung wurdenAditigene PPD, ESAT-6 und CFP-10
untersucht. Alle Patienten zeigten eine deutlicleakRvitat in der Positivkontrolle (nicht
gezeigt).

Bei drei der vier Patienten (# 1-3), welche aufgrutes klinischen Erscheinungsbildes
therapiert wurden, zeigte sich ein positives Tegtenis bei der durchflusszytometrischen
Untersuchung. Bei dem vierten Patienten (# 4),202% Jahre alt war, konnte keine Reaktion
in den M. tuberculosis spezifischen Antigenen nachgewiesen werden. Dieagient zeigte

jedoch mit einer Frequenz von 0.20% reaktiver TleZeleine deutliche positive Reaktion

gegen PPD, welche im Einklang mit einer deutlicHamttest-Induration von 10 mm steht.

Des Weiteren wurde ein 1,84 Jahre altes Kind (#épstet, welches im Rahmen einer
Umgebungsuntersuchung einer Chemoprophylaxe erhidier zeigte sich in der
durchflusszytometrischen Untersuchung keine Reidtigegen die spezifischen Antigene
ESAT-6 und CFP-10. Es konnte auch keine Reaktidndas PPD Antigen nachgewiesen
werden. Dieses Ergebnis deckt sich mit dem negatiMdT, dem negativem T-SPOIB,
dem unauffalligen Rontgen-Thorax sowie einem nggati Keimnachweis. Trotz dieser
unauffalligen Befundkonstellation wurde das Kind baem Alter unter 5 Jahren geman
Richtlinien einer Isoniazid-Prophylaxe zugefuhrtieDdrei Patienten mit erfolgreich

behandelter Tuberkulose in der Vorgeschichte zeiglie ein positives Testergebnis.
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Tabelle 7: Falldarstellung einzelner Patienten mitKontakt zu M. tuberculosis mit klinischen Untersuchungsergebnissen und dem Bebnis der

durchflusszytometrischen Untersuchung.

# | Alter THT* | T-SPOTIB R&-ThoraX Keimnachweis Therapie? % reaktive T-Zeflgegen
(Jahre) Mikroskopisch Kulturell PPD ESAT-6 CFP-10 Ergebnis

1 |1.43  positiv n.d? - nein nein ja 0.94 0.20 0.15 positiv
16-18 mm

2 210 nd. positiv + nein ja ja 0.25 0.00 0.07 positiv

M. tuberculosis

3 | 5.89 | positiv n.d. + nein nein ja 0.99 0.20 0.39 positivi

4 | 2.25 | positiv n.d. + nein nein ja 0.20 0.00 0.00 negati
10 mm

5 | 1.84 | negativ negativ - nein nein Isoniazid- 0.02 0.01 0.00 negativ

Prophylaxe

6 | 3.64 Rifampicin-resistente Tuberkulose 3 Jahw®rzu 0.10 0.00 0.05 positiv

7 | 4.00 Offene Tuberkulose mit Keimnachweis aus Magkret und Bronchialaspirat 3,6 Jahre 0.23 0.06 0.03 positiv
zuvor

8 | 17.66 @ Offene Tuberkulose 2,5 Jahre zuvor 1.71 0.33 0.36 positiv

THT: Tuberkulin Hauttestn.d. nicht durchgefiihrtabziiglich der Negativkontrollé+ entspricht TB-suspektem Réntgen-Thorax-Befund.
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4.3 Quantitative und qualitative Untersuchung der CD4 T-Zellreaktivitat bei

immungesunden Kindern und Erwachsenen im Altersveduf

Zu Beginn wurde eine epidemiologische Untersuchdergimmunantwort auf PPD, SEB und
die M. tuberculosis spezifischen Antigene ESAT-6 und CFP-10 in einenedNg-

Risikogebiet in verschiedenen Altersgruppen vorgemen. Hierzu wurden 1702 Probanden
(139 Kinder und 1563 Erwachsene) ohne bekanntertakbmzu M. tuberculosis untersucht

und die Frequenz Antigen reaktiver T-Zellen wurdieraabhangig sowohl quantitativ als
auch qualitativ analysiert. Es ist zu beachtensddie T-Zell Stimulationen bei einigen
Probanden aus logististischen Grinden nicht minalAntigenen durchgefuhrt werden

konnte.

4.3.1 Altersabhangige Zunahme der PPD spezifischen CDA4 Zellreaktivitat bei
Kindern und Erwachsenen ohne bekannten Kontakt zuM. tuberculosis

Im Folgenden wurde die Immunantwort auf das PPDigént untersucht (Abbildung).
Hierzu wurde sowohl der prozentuale Anteil PPD tiwak CD4 T-Zellen, als auch der Antell
einer PPD positiven Reaktion pro Gruppe untersuslst.positiv wurde eine Reaktion dann
gewertet, wenn die Frequenz spezifischer CD4 Tedeatlach Abzug der Negativkontrolle bei
>0.05% lag. Die Untersuchung zeigte einen signifikanAnstieg im Anteil der Probanden
mit positiver PPD Reaktion im Altersverlauf (p<00Q(). In der Gruppe der 0 bis <5 jahrigen
wurden 17 Kinder untersucht, von denen keines pwstive PPD Reaktion zeigte (0%).
Demgegeniber zeigten in der Gruppe der 5 bis <ife Jten Kindern bereits 14.29% eine
positive Reaktion auf PPD, bei den 10 bis <15 g@&mriwaren es 26.53%. Interessanterweise
war in der Altersgruppe 15 bis <20 bereits bei zah&0% der Kinder ein positives
Testergebnis zu verzeichnen. Dieser prozentualeil¥PD positiver Probanden blieb in den

folgenden Altersgruppen im Wesentlichen konstant.

Ein ahnliches Bild zeigte sich bei der quantitatiBetrachtung der Mediane der Frequenzen
PPD reaktiver CD4 T-Zellen, die eine altersabhamgignahme aufwiesen (p=0.0001). Bis

zum 15. Lebensjahr lagen die Mediane weit unterdalbNachweisgrenze von 0.05% (0 bis
<5: 0.0125%, 5 bis <10: 0.0125%, 10 bis <15: 0.0R®eéi den alteren Probanden lagen die
Mediane der Frequenzen bei etwa 0.05%. Die hochdemhane (0.076%) und prozentualen

Anteile von Probanden mit Reaktivitdt oberhalb Nachweisgrenze (59.6%) waren hierbei

in der Altersgruppe 30 bis <40 Jahre zu finden (Aling 6).
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PPD-Reaktivitat

25.64

12.84

6.44

3.24

1.6+

0.84

0.44

0.24

0.1

% PPD-reaktive CD4 T-Zellen

DL+

0.025+

0.01254

Altersgruppen

PPD 0<5 5<10 10<15 | 15<20 [20<30 | 30<40 |40<50 |50<60 |60<70 |70<80 [>= 80
pos 0 4 13 22 124 109 128 156 138 137 43
(>=0.05)

neg 17 24 36 24 113 74 133 174 136 125 47
(<0.05)

pos. 0,00% | 14,29% | 26,53% | 47,83% | 52,32% | 59,56% | 49,04% |47,27% | 50,36% | 52,29% | 47,78%
Ergebnis

N=1777 p<0.0001

Abbildung 6: Die PPD Reaktivitét steigt signifikant mit zunehmendem Alter.PPD Reaktivitat aufgeteilt in Altersgruppen
Diagramm: Ein Kreuz entspricht dem prozentualeneArder PPDreaktiven CD4 Zellen, wobei im Falle von mehri
gemessenen Probanden der gemittelte Wert dargastelFir jede Gruppe ist der Median mit 25 unds7Bercentilg(rot)
angegeben. Tabelldnzahl von Patienten mit einer positiven Reaktairerhalb der Nachweisgrenze von 0.05% real
Zellen sowie der prozentualer Anteil einer positiReaktion in verschiedenen Altersgruppen.

Um sicherzustellen, dass die geringere PPD Regktibei Kindern nicht auf einer generell
eingeschrankten T-Zell Funktion beruht, wurde deaRivitat der SEB Positivkontrolle in
altersabhangiger Weise analysiert. Hierzu wurdef BBobanden untersucht und in die
gleichen Altersgruppen wie bei der PPD Analyse eieif (Abbildung 7). Bei der
gualitativen Analyse zeigte sich, dass lediglichids 639 Probanden eine SEB Reaktivitat
unterhalb der Nachweisgrenze aufwiesen (2 Kinded G8nErwachsene) und qualitativ
bestanden keine signifikanten Unterschiede zwiscleeneinzelnen Gruppen (p=0.4255). Bei
der quantitativen Analyse der SEB reaktiven CD4€lleh war deren Frequenz jedoch in der
Altersgruppe der 0-5 jahrigen am geringsten (Medi@8%) und zeigte eine signifikante
altersabhangige Zunahme, die jedoch ab einem ¥dterca. 10-20 Jahren ein stabiles Niveau
erreichte (p<0.0001, Abbildung 7). Wenngleich guadéiv keine Unterschiede zwischen den
Gruppen zu beobachten waren, koénnte die insgesanmggre Frequenz SEB reaktiver
T-Zellen in der jungsten Altersgruppe auf eine mgfiigig eingeschrankte Nachweisbarkeit
Antigen spezifischer T-Zellen in jungen Jahren harsgn. In Abschnitt 4.8 wird untersucht,
inwieweit die Sensitivitat durch zusatzliche Anayseiterer Zytokine erhdoht werden kann.
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SEB-Reaktivitat
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Altersgruppen
SEB 0<5 5<10 10<15__ | 15<20 ] 20<30 | 30<40__ | 40<50__ | 50<60 | 60<70_|70<80 | >= 80
pos 7 27 6 39 161 88 88 67 59 30 2
(>=0.05)

neg 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0
(<0.05)

pos. 94,44% | 100,00% | 100,00% | 97,50% | 99,38% | 100,00% | 100,00% | 98,53% | 98,33% | 100,00% | 100,00%
result

N=639 p=0.4255

Abbildung 7: Eine deutliche SEB Reaktion ist in allenAltersgruppen nachweisbar. SEB Reaktivitat aufgeteilt in
Altersgruppen. Diagramm: Ein Kreuz entspricht dewepntualen Anteil der SEB reaktiven CD4 Zellen, waimeFalle von
mehrfach gemessenen Probanden der gemittelte Viegestellt ist. Fir jede Gruppe ist der Median 8%t und 75%
Percentile (rot) angegeben. Tabelle: Anzahl vonieR&n mit einer positiven Reaktion oberhalb derhNagsgrenze von
0.05% reaktiver Zellen sowie der prozentualer Ardigier positiven Reaktion in verschiedenen Alteupgen.

4.3.3 Altersabhangige Zunahme in der CD4 T-Zellreaktivitd gegen ESAT-6 und
CFP-10

Im Folgenden wurde die Reaktivitat auf die speeifen Antigene ESAT-6 und CFP-10 in
den verschiedenen Altersgruppen verglichen. EindTE® Stimulation wurde bei 1605
Patienten durchgefuhrt, eine CFP-10 Stimulationlgté bei 1223 Patienten. In Abbildung 8
sind sowohl die Frequenz der spezifischen CD4 Aedls auch die Pravalenz einer positiven
Reaktion in Abhangigkeit des Alters dargestellt. a Mediane der Frequenzen reaktiver
CD4 T-Zellen bei allen Altersgruppen unter 0.012%gen, sind hier die 75%-Percentile
dargestellt. Auch hier zeigte sich eine signifilkkardunahme in der Frequenz reaktiver
T-Zellen mit zunehmendem Alter (CFP-10: p<0.0005AE-6: p=0.046). Beim Vergleich
der beiden Antigene fiel auf, dass die T-Zellreakit bei Kindern hauptséchlich gegen
ESAT-6 gerichtet war. Dies wurde insbesondere bei dualitativen Betrachtung der
Pravalenz einer positiven Reaktion deutlich, dersn zeigten 9.8% aller Kinder eine
Reaktivitat gegen ESAT-6, wéahrend lediglich 0.8%eraKinder eine Reaktivitdt gegen
CFP-10 aufwiesen. Demgegeniber war der prozenfrdkdl bei Erwachsenen ahnlich hoch
(16.1% gegen ESAT-6 und 13.5% gegen CFP-10). Degbnht, dass die Pravalenz einer
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positiven Reaktion gegen das ESAT-6 Antigen keimgmiffkanten Unterschiede in den
Altersgruppen zeigte (p=0.202), wahrend bei CFPelte altersabhangige Zunahme zu

verzeichnen war (p<0.0001).

Im klinischen Alltag werden die Reaktivititen dereiden spezifischen Antigene

zusammengefasst beurteilt. Wie auch bei den kometlerz IGRA gilt ein Testergebnis als

positiv, wenn eines der beiden spezifischen Antgeositiv reagiert. Fur diese Untersuchung
wurden lediglich Probanden herangezogen, bei desenErgebnis in beiden Antigenen

vorlag (N=1221). In diesem Fall fand sich bei 10.&¥er Kinder und bei 21.5% aller

Erwachsenen eine positive Reaktion.

CFP-10 und ESAT-6-Reaktivitat
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Altersgruppen

CFP-10 0<5 510 10<15 15<20 20<30 30< 40 40< 50 S0<E0 5070 7080 >=80
pos o] 0 o] 1 11 4 23 3k 32 36 12
(>=0.05)
neg 13 25 47 36 131 Q9 152 213 152 148 57
(<0.05)
pos. 0,00% | 0,00%0 0,0004 2,70% 7,75% 3,88% | 13,1490 | 12,70% | 17,39% | 19,57% | 17,3900
Ergebnis
ESAT-6 0<g 510 1015 15<20 20< 30 20< 40 40<50 S0<80 50<70 70<80 >= B0

pos 0 2 & 5 31 19 49 44 43 39 1z
(> 0.05)
neg 14 25 42 39 168 1z6 174 260 214 215 78
(< 0.05)
pos. 0,000 | 7,41%6 | 12,50%0 | 11,3690 | 15,58% | 13,1006 | 21,97% | 14,47% | 16,73% | 15,35% | 13,33%
Ergebnis
CFP-10/ | 0<5 510 10«15 1520 2030 30= 40 40< 50 S0< 60 5070 F0=80 >=80
ESAT-6

pos o] 2 & 5 25 15 43 49 44 45 I5
{»=0.05)
neg il 23 41 32 117 a7 132 195 139 139 54
(<0.05)
pos. 0,00%0 | 8,0000 | 12,77% | 13,51%0 | 17,61%0 | 14,71%0 | 24,57% | 20,08% | 24,04% | 24,46%0 | 21,74%0
Ergebnis

Abbildung 8: Die ESAT-6 und CFP-10 Reaktivitat zeiga einen steigenden Trend mit zunehmendem AltelESAT-6
und CFP-10 Reaktivitat aufgeteilt in Altersgruppemaddamm: Ein Kreuz entspricht dem prozentualen \neaktiven CD4
Zellen, wobei im Falle von mehrfach gemessenendhdén der gemittelte Wert dargestellt ist. Fir j[Edeppe ist die 75%
Percentile (blau fir ESAT-6, rot fir CFP-10) angegebTabellen: Anzahl von Patienten mit einer pesiti Reaktion
oberhalb der Nachweisgrenze von 0.05% reaktivetedesowie der prozentualer Anteil einer positivenalR®n in
verschiedenen Altersgruppen. Von Oben nach untesitife Reaktion auf CFP-10, positive Reaktion auf ESA positive
Reaktion auf mindestens eines der spezifischen &mngig
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4.4 CD4 T-Zellreaktivitat bei gesunden im Vergleich zuchronisch kranken Kindern
ohne bekannten Kontakt zuM. tuberculosis

Nach der Durchfihrung des durchflusszytometriscVieriahrens bei gesunden Kindern und
Erwachsenen wurden im Folgenden Kinder mit chrdm@acErkrankungen wie chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen (CED) und cystis@beose (CF) analysiert. Es wurden 25
Kinder mit CED (M. Crohn und Colitis ulcerosa) und Kinder mit CF untersucht, wobei bei
einem CF-Erkrankten leider keine SEB Stimulatiorfolgte. Auch hier wurden die
Reaktivitaten gegen die Antigene PPD, SEB, ESAT GFP-10 analysiert und mit den 139
gesunden Kindern aus Abschnitt 4.3 verglichen, alge Kontrollgruppe dienten. Die SEB
Stimulation erfolgte bei 130 Kindern, die Stimutetigegen ESAT-6 bei 132 Kindern und die
gegen CFP-10 bei 121 Kindern aus der Kontrollgruppe

Abbildung 9 zeigt den Vergleich der PPD Reaktivititischen gesunden Kindern sowie
Kindern mit CED oder CF. Wie auch schon in Absdvhi8 erfolgte sowohl eine quantitative
Analyse der Frequenz reaktiver CD4 Zellen als agiole qualitative Analyse der Pravalenz
einer positiven Reaktion. Trotz erhdhten Infektiasikos zeigten Kinder mit CED oder CF
weder im quantitativen (p=0.432) noch im qualitativVergleich (p=0.256) signifikante

Unterschiede zu gesunden Kindern.

Um Unterschiede in der generellen T-Zellreaktivitiszuschliel3en, wurde die T-Zell

Reaktion nach Stimulation mit der PositivkontrddiEB untersucht (Abbildung 9). Es zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede in der Prénaleiner positiven Reaktion (p=0.563),
denn alle 74 Kinder mit CED und CF zeigten einehmagisbare Reaktion, wahrend diese bei
zwei von 130 Kindern der Kontrollgruppe unterhatly llachweisgrenze lag. Darlber hinaus
waren keine Unterschiede im Median der Frequeneaktiver CD4 T-Zellen zu detektieren.

Folglich ergaben sich keine Hinweise fur eine esaofpeankte Immunreaktion bei Kindern mit

CED oder CF.

Auch beim Vergleich der Reaktivitdit gegen dik tuberculosis spezifischen Antigene
ESAT-6 und CFP-10 fanden sich weder in quantitatimech in qualitativer Hinsicht
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen (Abbgdl0). Dies galt sowohl fur die
isolierte Betrachtung der jeweiligen Antigene alshafir die Kombination der Reaktivitaten
von ESAT-6 und CFP-10. So unterschied sich wedeFdequenz reaktiver Zellen (ESAT-6:
p=0.410; CFP-10: p=0.722) noch die Pravalenz giositiven Reaktion (ESAT-6: p=0.173;
CFP-10: p=0.252). Ahnlich wie bei gesunden Kindemren jedoch auch bei Kindern mit
CED oder CF eine Dominanz in der Reaktivitat gel§8AT-6 zu beobachten.
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Zusammenfassend lasst sich die Aussage treffers, siah bei keinem der verwendeten
Antigene signifikante Unterschiede zwischen gesaridedern und Kindern mit CED oder
CF aufzeigen lassen. Dies gilt sowohl fur die Feegqureaktiver CD4 Zellen als auch fir die

Pravalenz einer positiven Reaktion.
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PPD Kontrolle CED CF SEB Kontrolle CED CF
pos (>=0.05) 38 4 9 pos (>=0.05) 128 25 49
neg (<0.05) 101 21 41 neg (<0.05) 2 0 0
pos. Ergebnis 27,34% 16,00% 18,00% pos. Ergebnis 98,46% 100,0% 100,0%

Abbildung 9: Die PPD Reaktivitat unterscheidet sichnicht zwischen gesunden und chronisch erkrankten ikdern.
Eine Immunantwort in der Positivkontrolle ist in allen Gruppen nachweisbar: Reaktivitat aufgeteilt nach
Grunderkrankung: Diagramm: Ein Kreuz entspricht g@orentualen Anteil der reaktiven CD4 Zellen, widbe Falle von
mehrfach gemessenen Probanden der gemittelte Veegestellt ist. Fir jede Gruppe ist der Median 8%t und 75%
Percentile (rot) angegeben. Tabelle: Anzahl vorieRtn mit einer positiven Reaktion oberhalb derVagisgrenze von
0.05% reaktiver Zellen sowie der prozentualer An¢@ier positiven Reaktion in den verschiedenen d&rkungsgruppen
(CED - chronisch entziindliche Darmerkrankungen; Cfstische Fibrose).
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Kontrolle CED CF
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CFP-10 Kontrolle CED CF
pos (>=0.05) 1 1 0
neg (<0.05) 120 24 50

pos. Ergebnis  0,83% 4,00% 0,00%

ESAT-6 oder Kontrolle CED CF
CFP-10
pos (>=0.05) 13 3 1

neg (<0.05) 108 22 49
pos. Ergebnis 10,74% 12,00% 2,00%

Abbildung 10:Die ESAT-6/CFP-10 Reaktivitat untersché&en sich nicht zwischen gesunden und chronisch adnkten
Kindern. ESAT-6 und CFP-10 Reaktivitit aufgeteilt nach Grukdmkung. Diagramm: Ein Kreuz entspricht dem
prozentualen Anteil reaktiven CD4 Zellen, wobei Falle von mehrfach gemessenen Probanden der gikeniviéert
dargestellt ist. Fir jede Gruppe ist die 75% Peilee(blau fir ESAT-6, rot fir CFP-10) angegebenbdl&en: Anzahl von
Patienten mit einer positiven Reaktion oberhalb ldachweisgrenze von 0.05% reaktiver Zellen sowie tezentualer
Anteil einer positiven Reaktion in verschiedenenefdgruppen. Von Oben nach unten: Positive ReaktidnC&P-10.
positive Reaktion auf ESAT-6, positive Reaktion atrficestens eines der spezifischen Antigene.

4.5 Vergleich von Kindern und Erwachsenen mit chronisch entzindlichen

Darmerkrankungen oder cystischer Fibrose

Neben den unter 4.4 bereits dargestellten Vergeittersuchungen zwischen gesunden
Kindern und Kindern mit chronischen Erkrankungemiyden im Folgenden die Ergebnisse
der Kinder mit CED und CF mit denen Erwachseneghahen. Hierzu wurden zusétzlich 54

Erwachsene mit CED und 11 Erwachsene mit CF urtktsu

Wie zuvor wurden sowohl die Frequenzen reaktivetellen als auch der prozentuale Anteil

einer positiven Reaktion nach Stimulation mit dersehiedenen Antigenen verglichen. In

Abbildung 11 sind Kinder und Jugendliche bis 20 Jahre im Vetblezu Erwachsenen
dargestellt. Es wurden die Antigene PPD, ESAT-6PQPB sowie die Positivkontrolle SEB
untersucht. Bei allen Untersuchten konnte einekstdReaktion auf die Positivkontrolle

oberhalb der Nachweisgrenze detektiert werden.
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Beim qualitativen Vergleich der PPD Reaktivital tiler hohe Prozentsatz von 72.7% bei den
erwachsenen CF-Patienten auf, wahrend bei den bseaen CED-Patienten nur 25.9% eine
positive Reaktion aufwiesen. Bei der BetrachtungE®AT-6 und CFP-10 Reaktivitat zeigte

jedoch lediglich einer der 11 CF-Patienten einatpesReaktion, wahrend bei ca. 10 % aller

Kinder und Erwachsener mit CED eine positive Reaktiachweisbar war.

Dies legt nahe, dass die PPD Reaktivitat bei 72%edsachsenen CF-Patienten auf einen

Kontakt mit NTM oder auf eine BCG-Impfung zurtickihfen ist.
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(>=0.05)
neg 21 22 24 0 40 44 36 0
(<0.05)
pos. 16,00% 12,00% 4,00%  100,0% |25,93% 12,00 10,00% 100,0%
Ergebnis %
CF <= 20 Jahre > 20 Jahre
Antigen  PPD ESAT-6 CFP-10 SEB PPD ESAT-6 CFP-10  SEB
pos 9 0 1 49 8 0 0 9
(>=0.05)
neg 41 50 49 0 3 11 11 0
(<0.05)
pos. 18,00% 0,00% 0,00%  100,0% |72,73% 0,00% 0,00% _ 100,0%
Ergebnis

Abbildung 11: Reaktivitatsvergleich von Kinder und Erwachsenen mit chronischen Erkrankungen.Diagramm:Ein
Kreuz entspricht dem prozentualen Anteil reakti@&4 Zellen,wobei im Falle von mehrfach gemessenen Probanden de
gemittelte Wert dargestellt ist. Fir jedes Antiggtnder Median mit 25 und 75% Percentile (rot) ayaeen. Tabelle: Anzahl
von Patienten mit einer positiven Reaktion oberld@bNachweisgrenze von 0.05% reaktiver Zellen salgieprozentualer
Anteil einer positiven Reaktion auf die verschiedeAatigene.
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4.6 Vergleichende Untersuchung der ESAT-6 und PPD Reakfitat

In bisherigen Untersuchungen bei Erwachsenen wee gpezifische Immunantwort gegen
ESAT-6 bzw. CFP-10 in aller Regel mit einer pogtivReaktion gegen PPD assoziiert. Die
bei den vorherigen Untersuchungen auffallig gewoedBominanz einer Reaktivitat gegen
das ESAT-6 Antigen bei Kindern wurde im Folgendedher untersucht und mit der
Reaktivitdt gegen PPD in Relation gesetzt. Fur ediésalyse wurden alle Proben von
Gesunden mit einer ESAT-6 Antwort oberhalb der Nambkgrenze herangezogen. Hierzu
wurde der Quotient zwischen der Frequenz PPD remktiund ESAT-6 reaktiver
CD4 T-Zellen gebildet (Abbildung 12). Bei Kinderretbug dieser Quotient 0.68, was
bedeutet, dass die Frequenz ESAT-6 reaktiver C[Z¢lTen bei Kindern im Median tber der
Frequenz der PPD reaktiver T-Zellen lag. Bei Ervgacen war der Quotient stets grof3er als
1 und stieg im Altersverlauf signifikant an (20 kig0: 1.92, 40 bis <60: 3.1460: 3.55,
p<0.0001).

Analysiert man den Anteil der Probanden, bei dermk@ Frequenz PPD reaktiver
CD4 T-Zellen Uber der ESAT-6 reaktiver Zellen lagp ist auch hier eine signifikante
Zunahme zu verzeichnen (p<0.0001). Bei den Kindd&@rwog die Frequenz PPD reaktiver
T-Zellen bei lediglich 30.8%, wahrend dies bei rahallen Probanden der Altersgruppe tber
60 Jahren der Fall war (92.6%, Abbildung 12).

Als mogliche Erklarung hierfir bietet sich zum eineine Kreuzreaktivitat des ESAT-6
Antigens mit Antigenen anderer Mycobakterien odedesen, bisher unbekannten Antigenen
an. Als weitere Erklarung kdme eine relative Imnamdhanz von ESAT-6 bei der Erst-

Induktion einer spezifischen Immunantwort in Frage.
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Verhéltnis PPD zu ESAT-6
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PPD>ESAT 4 34 78 87
PPD<=ESAT 9 18 20 7

Anteil PPD >ESAT: 30,77% 65,38% 79,59% 92,55%

Abbildung 12: Dominanz der ESAT-6 Reaktivitat bei Kindern. Dargestellt ist der Quotient zwischen der FrequeRD
reaktiver CD4 T-Zellen und der Frequenz ESAT-6 reaktT-Zellen bei allen Probanden mit nachweisbdnemunitéat
gegen ESAT-6. Die Patienten wurden in verschiedgtegsgruppen eingeteilt. Flr jede Gruppe ist dexddn mit 25 und
75% Percentilen (rot) angegeben. Tabelle: prozétuanteil der Untersuchten mit einer hdheren Fezgu reaktiver
T-Zellen auf PPD als auf ESAT-6 in den verschiedefkersgruppen.

4.7 Serologische Testverfahren

Als Erganzung zu den zellularen Analysen als weitBestandteil der Tuberkulosediagnostik
wurde bei 172 Kindern ein ELISA-basierter Nachweas Antikérpern der Klasse IgG, IgM
und IgA durchgefuhrt. In Abbildung 13 sind je zwAntikdrperklassen im Vergleich
dargestellt. Die Antikorpermenge wurde anhand vdan&ardkurven kalkuliert und der
jeweilige Zahlenwert gegeneinander aufgetragen.e Eigichte Korrelation mit einem
Spearman r = 0,288 bestand zwischen den AntikérdernKlasse IgG und IgA, wahrend

ansonsten keinerlei Korrelationen sichtbar waren.

Insgesamt fanden sich bei keinem der 172 Kinder-,IgGM- und IgA-AntikOrpertiter

oberhalb der Nachweisgrenze von 3. Auch eine Katicel mit der Frequenz PPD, ESAT-6
oder CFP-10 reaktiver T-Zellen war nicht zu beobachiDaten nicht gezeigt). Dartber lag
bei keinem der in Tabelle 7 genannten Risiko-P#drerein positives Ergebnis vor. Diese
Ergebnisse verdeutlichen, dadstuberculosis spezifischen Antikdrpern keine Rolle bei der

Diagnose einer aktiven oder latenten Infektion amien.
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Abbildung 13: Es lasst sich keine sinnvolle Korrelabn der Antikdrper erkennen. ELISA-basierter Antikbrpernachweis:
Ein Punkt entspricht dem Vergleich von zwei Antigérklassen. Von links nach rechts: IgG vs. IgM; g\ IgM; IgG vs.
IgA. Die Antikérper sind in den im Test vorgegeberiBterstufen dargestellt, die Werte zwischen Gieamen kénnen.
Die Nachweisgrenze einer positiven Reaktion liegBbe

4.8 Analyse des IFN/IL-2 Zytokinprofils Antigen spezifischer CD4 T-Zellen

Bisherige Untersuchungen mit kommerziellen y-Mlease assays zeigen einen hoéheren
Anteil an ,unschlissigen* Ergebnissen, bedingt dwine unzureichende Sekretion von {FN
in der Positivkontrolle (STEFAN et al., 2010; MENREECHEVARRIA et al., 2011). Eine
geringere Frequenz IBNproduzierender CD4 T-Zellen ist auch, wie die Wsiehungen
dieser Arbeit zeigen, bei Kindern unter 5 Jahrefurggen worden (s. 4.3.2). Um zu
Uberprifen, ob andere Zytokine besser als Readwueifhe Immunreaktion geeignet sind,
wurde zusatzlich zur Analyse der Expression von ylR&ne durchflusszytometrische
Untersuchung der IL-2 Produktion nach Stimulatiah ceer Positivkontrolle SEB sowie dem
PPD Antigen vorgenommen. Dies erfolgte bei 118 Kmdiir SEB und 140 Kindern fur das
PPD Antigen. Es zeigte sich hierbei eine deutliloerelation zwischen der IL-2 und der
IFNy Produktion, sowohl fur die SEB Stimulation (r=0421 p<0.0001) als auch fur die PPD
Stimulation (r=0.8635, p<0.0001). Im Weiteren wurdeler prozentuale Anteil IL-2
produzierender CD4 T-Zellen im Vergleich zum AntéiNy produzierenden Zellen in
verschiedenen Altergruppen der SEB Stimulation rsoteht (Abbildung 14). Dabei wurde
sichtbar, dass der prozentuale Anteil IL-2 prodienider CD4 T-Zellen generell Gber dem der
IFNy positiven Zellen lag und dass die Produktion beitigokine mit zunehmendem Alter
auf ein konstantes Niveau anstieg. Der Unterschwidchen beiden Zytokinen verkleinerte
sich jedoch mit zunehmendem Alter. So lag der @ubtzwischen dem prozentualen Anteil
IL-2 positiver und dem Anteil IFpositiver Zellen bei Kindern unter 5 Jahren b&i23und

ist signifikant hoher als der der anderen Alterpgean (p<0.0001; 2.59, 2.16 und 1.89).

Es stellt sich nun die Frage, ob durch die Untdrsng von IL-2 auch im PPD Antigen mehr
Kinder positiv getestet werden kdnnen. Hierzu wurd@bbildung 15 die Anzahl IFNund
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IL-2 produzierenden T-Zellen gegentubergestelltz&gte sich, dass es hierbei keine sichtbar
signifikanten Unterschiede gab. Kein Proband korouech Analyse von IL-2 zusétzlich

positiv getestet werden.
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Abbildung 14: IL-2 ist starker nachweisbar als IFNy. A: Dargestellt ist der prozentuale Anteil SEB reaktiver
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Abbildung 15: Beim Nachweis einer Reaktivitdt gegerM. tuberculosis bietet IL-2 keine diagnostischen Vorteile.
Dargestellt ist der prozentuale Anteil PPD reakti@®4 T-Zellen mit Fahigkeit zur Produktion von IL¥Zzw. IFNy in
verschiedenen Altersgruppen. Dargestellt sind déeliih mit 25%/75% Percentile.
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4.9 Beispiele Kklinisch interessanter Falle

Bei einigen Kindern erfolgte eine ausfuhrliche Tidodose-Diagnostik, bei der neben der
durchflusszytometrischen Analyse zusatzlich der3A-basierte QuantiFERON TB Gold in
Tube Assay, der ELISPOT-basierte T-SPO. Assay sowie serologische
Untersuchungsverfahren durchgefiihrt wurden. Diesehte eine exemplarische Uberpriifung
der Ubereinstimmung der Durchflusszytometrie mitleren Testverfahren méglich. Diese
vergleichenden Untersuchungen waren nicht systeaiatmdglich, da nur ein begrenztes
Blutvolumen zur Verfigung stand. Exemplarisch smeéh im Folgenden nun zwei Félle

vorgestellt.

Bei einer 5.93 jahrigen Patientin mit bekanntertisgher Fibrose konnte das negative
Ergebnis der durchflusszytometrischen Untersuchaumch in allen anderen Testverfahren
bestatigt werden. In der Durchflusszytometrie waabruglich der Negativkontrolle jeweils
0.01% reaktive CD4 T-Zellen gegen PPD, ESAT-6 un&PQ0 nachweisbar. Die
Positivkontrolle SEB lag mit 5.61% reaktiven Zelldautlich oberhalb der Nachweisgrenze.
Im T-SPOTIB Assay waren im Panel A (ESAT-6) und Panel B (CBP& 3 Spots sichtbar,
in der Negativkontrolle war ein Spot und in der RRB&sitivkontrolle 20 Spots detektierbar.
Der QuantiFERON-TB Gold in Tube Assay ergab fur dEB-Ro6hrchen eine IFN
Konzentration von 0.26 IE/ml. In der Negativkonkediag der Wert bei 0.27 IE/ml und in der
PHA-Positivkontrolle bei 5.13 IE/ml. In &hnlicheraige wie die zellularen Verfahren zeigten
auch alle serologischen Verfahren, sowohl der ELB3&ierte als auch der

chromatographische Schnelltest, ein negatives Brgeb

Bei einer 2.65 jahrigen Patientin mit einer NTMdkfion erfolgte ebenfalls eine detailliertere
Untersuchung. Das klinische Bild der Patientin prédierte sich als eine submandibularen
Lymphknotenschwellung. Die Biopsie zeigte sauref&tbchen und der kulturelle Nachweis
ergab M. malmuensae. Die durchflusszytometrische Analyse zeigte mit70% reaktiven
CD4 T-Zellen eine deutlich positive Reaktion aufinktlation mit PPD, wahrend die
spezifischen Antigene ESAT-6 und CFP-10 keine Reaktuslosten(Abbildung 16A).
Somit kam differentialdiagnostisch eine BCG-Impfuoder eine NTM-Infektion in Betracht.
Zusatzlich zur Durchflusszytometrie wurde auch Be&POTTB und der QuantiFERON-TB
Gold in Tube Assay nach Herstellerangaben sowi®¥emgleichszwecken auch mit dem in
der Durchflusszytometrie verwendeten PPD Antigemcligefuhrt. Der T-SPOTB Test
zeigte keine Reaktion auf di®l. tuberculosis spezifischen Antigene, da in keinem der

verwendeten Antigene Spots sichtbar waren. BeiM#gwendung des PPD Antigens zeigte
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sich eine Reaktion mit 45 Spots (Abbildung 16B)e&$o ergab der QuantiFERON-TB Gold
in Tube mit den im Kit befindliche. tuberculosis spezifischen Antigenen ein negatives
Ergebnis, wéhrend auch hier bei Stimulation mit d@RD Antigen eine deutlich positive
Reaktion nachweisbar war (Abbildung 16C). Des Weite wurden serologische
Testverfahren durchgefuhrt. Der ELISA-basierte Ranpernachweis zeigte ein fur alle
Antikorperklassen negatives Ergebnis (Abbildung 16Bei der Schnelltestuntersuchung
zeigte der TB-ST Tuberculosis Rapid Test, der @ligikdrperklassen erfassen soll, ein
negatives Ergebnis, wahrend im TB-GAM Rapid Tublsis Test alle drei

Antikorperklassen (IgG, IgA, IgM) nachweisbar war@bbildung 16E). Es wird deutlich,

dass die T-Zellverfahren bei Verwendung dértuberculosis spezifischen Antigene zum
Ausschluss eines Kontakts & tuberculosis nitzlich sind. Allerdings bietet die zusatzliche
Stimulation mit dem PPD Antigen den Vorteil, audffedlenzialdiagnostische Hinweise auf
eine NTM-Infektion liefern zu kdnnen. Dies zeigtehssowohl mittels Durchflusszytometrie,
mittels ELISPOT Assay und mittels ELISA. Die Ergeme der Antikorper-basierten

Verfahren waren in ihnrem Ergebnis heterogen.
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Abbildung 16: Die Untersuchung eines Patienten miNTM-Infektion mittels verschiedener Nachweisverfahre. A:
Dotplot-Darstellung der durchflusszytometrischenafme. PPD mit 0.17 % reaktiver CD4 T-Zellen dettlaberhalb der
Nachweisgrenze. Keine Reaktivitat in dightuberculosis spezifischen AntigenerB: Darstellung des T-SPOTB-Assays
mit zusétzlicher Untersuchung des PPD Antigens @mtandet). Auch hier ist keine Reaktion in déntuberculosis
spezifischen Antigenen messh@r.Darstellung des QuantiFERON-TB Gold in Tube mit dehtpositiver Reaktion auf das
PPD Antigen. Der Stimulus TB entspricht dem im Kdéfibdlichen Antigengemisch, welches aus ESAT-6, @BRind
TB7.7 bestehtD: Darstellung des ELISA-basierten Antikdrpernachwéibe Antikorperklassen liegen deutlich unterhalb
der Nachweisgrenzé&: Fotographie der durchgefiihrten serologischen Sitbsts. Links: TB-ST Tuberculosis Rapid Test
zeigt keine Reaktion, rechts: TB-GAM Rapid Tubercigdd®st ergibt einen positiven Nachweis von IgMA lgnd IgG.

56



5 Diskussion

Die Vorteile der TIGRA im Vergleich zum THT zur @aostik einer latenten Infektion mit
M. tuberculosis bei Erwachsenen wurden bereits durch eine VielzahlStudien belegt (PAI
et al., 2008; SCHLUGER, BURZYNSKI, 2010; DIEL et.,ak011a). Bislang wurden
vergleichende Untersuchungen der TIGRA mit dem Téfwiegend bei immungesunden
Erwachsenen und Erwachsenen verschiedener TubsekRlisikogruppen durchgefihrt und
beschréankten sich hauptsachlich auf die Analysebdaten kommerziellen Verfahren, dem
QuantiFERON Assay und dem ELISPOT Assay. Ziel diésbeit war die Evaluierung eines
neuen durchflusszytometrischen Verfahrens zum Nahwiner latenten Infektion mil.
tuberculosis bei immungesunden Kindern sowie bei chronisch kean Kindern mit
krankheitsbedingt erh6htem Risiko von Infektionewbmit eingeschrankter Immunfunktion.
Hierzu wurde ein umfangreicher Vergleich der T-gktivitat von Kindern im Altersverlauf
mit dem Erwachsener vorgenommen. Wenngleich in wideliegenden Studie kein THT
durchgefihrt wurde, wurde parallel zu d€n tuberculosis spezifischen Antigenen ESAT-6
und CFP-10 zusatzlich eine Stimulation mit dem imTTangewandten PPD durchgefuhrt,
welche bei Erwachsenen eine deutliche Korrelatidrder THT-Induration zeigt (SESTER et
al., 2004; SESTER et al.,, 2006). Vorteile der zzigiiten Anwendung von PPD liegen
darUber hinaus in der Moglichkeit, Patienten mitNNInfektionen zu identifizieren, die in
einem kommerziellen TIGRA nicht erfasst werden.

Es zeigte sich, dass das durchflusszytometrischitaMen grundséatzlich auch bei Kindern
anwendbar ist. Bei Betrachtung der generellen Retlttder zellularen Immunantwort auf
den polyklonalen Stimulus SEB zeigten Kinder aldtersgruppen ahnlich wie Erwachsene
eine Reaktivitdt. Wenngleich die absoluten Freqeen3EB reaktiver CD4 T-Zellen bei
Kindern unter 5 Jahren geringer waren als bei Kimdend Erwachsenen hoheren Alters, so
lagen die Werte in nahezu 100% der Félle oberhatbN&chweisgrenze, was grundsatzlich
eine hohe Sensitivitat des Verfahrens dokumentigat.der Analyse der T-Zellantwort mit
Spezifitat gegen mycobakterielle Antigen zeigtehsgrwartungsgemalfd ein signifikanter
Anstieg der PPD Reaktivitat mit zunehmendem Alf@res galt auch fur T-Zellen mit
Spezifitat gegen dieM. tuberculosis spezifischen Antigene ESAT-6 und CFP-10.
Interessanterweise zeigten Kinder mit cystischbrdse oder immunsupprimierte Kinder mit
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen keine tdokgede im Vergleich zu
immungesunden Kindern, was darauf hinweist, dassediTest auch bei chronisch kranken

Kindern anwendbar ist.
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Einige Studien zum Vergleich der kommerziellen TESRit dem THT belegen, dass vitro
Verfahren auch in der Anwendung bei Kindern dem TdeTtlich Gberlegen sind (LIGHTER,
RIGAUD, 2009; LEWINSOHN et al., 2010; CRUZ et &011). Wie auch bei Erwachsenen
lasst sich bei Kindern durch die Kombination von TTHind TIGRA eine latente
Tuberkuloseinfektion von einer positiven Immunantwdurch BCG-Impfung unterscheiden
(FARHAT et al., 2006). Dennoch gibt es auch eirfigadien, welche eine Uberlegenheit der
TIGRA bei Kindern, insbesondere bei unter 5-Jalmri¢ge Abschnitt 5.1), in Frage stellen.
Diese Arbeiten wurden jedoch vorwiegend in HochvBlénzregionen durchgefiuhrt, die sich
in &hnlicher Weise wie entsprechende Untersuchubgeirwachsenen (HILL et al., 2006b)
nicht ohne Weiteres mit den Ergebnissen aus Nidh@yalenz-Gebieten vergleichen lassen.
So zeigt der T-SPOTB Assay beiM. tuberculosis exponierten Kindern aus Gambia eine
geringere Sensitivitat im Vergleich zum THT (HILL &., 2006a). Eine weitere Arbeit aus
Gambia zeigt zwar einen Sensitivitatsgewinn von 10%die kombinierte Anwendung von
TIGRA und THT, allerdings in Verbindung mit einemeudlichen Spezifitatsverlust
(ADETIFA et al., 2010).

5.1 Die umstrittene Anwendung von TIGRA bei Kindern unter finf Jahren

In einigen Studien zur Anwendung von TIGRA bei Kenal wird haufig von ,unschlissigen®
Ergebnissen (,indeterminate results®) bei jungdfemdern berichtet, die in der vorliegenden
Studie lediglich in 5 von 639 Féllen (2 Kinder, BMachsene) beobachtet wurden und daher
insgesamt seltener auftraten. Hierbei handelt els grundséatzlich um nicht auswertbare
Ergebnisse, die entweder auf einer zu hohen Réidittin der Negativkontrolle oder auf einer
mangelnden Reaktivitat in der Positivkontrolle Wem. Die Ursache unschlussiger
Ergebnisse bei Kindern wird in den meisten Studieht spezifiziert, ist jedoch in aller
Regel auf eine unzureichende Reaktion in der Ré&siitrolle zurtickzufihren (SOYSAL et
al., 2008; BERGAMINI et al., 2009; ZRINSKI TOPIC at., 2011), was auf eine generell
eingeschrankte Immunreaktivitat im frihen Kindemahinweist. Der geringere Anteil von
unschliussigen Ergebnissen in unserer Studie kdanteler Wahl des zur polyklonalen
Stimulation verwendeten Antigens liegen. In diegebeit wurde als Positivkontrolle
Saphylococcus aureus Enterotoxin B (SEB) verwendet, wahrend in den karmellen Tests
PHA als Positivkontrolle dient. Wenngleich bei eigimulation mit PHA ein hdherer Anteil
von aktivierten CD69 positiven T-Zellen zu findest als bei SEB (HUTCHINSON et al.,
1999; LEWINSOHN et al.,, 2004) ist aus Beobachtungerserer Arbeitsgruppe bei
Erwachsenen bekannt, dass eine Stimulation mit PtdAfiger unschlissige Ergebnisse
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liefert als eine Stimulation mit SEB (Sesttral, nicht veroffentlicht). Bei der Verwendung
von SEB bei Kindern zeigte sich zwar, dass dergmtmle Anteil reaktiver CD4 Zellen bei
Kindern unter 5 Jahren signifikant geringer war laé$ alteren Kindern und Erwachsenen.
Allerdings lag die Reaktivitdt nur bei zwei von gesamt 129 Kindern unterhalb der
Nachweisgrenze. Hier gibt die kombinierte Analyss WFNy und IL-2 Hinweise, dass die
alleinige Analyse von IF)M moglicherweise unzureichend ist, um eine Immurtieakim
Kindesalter vollstandig zu erfassen. Bei einemisgden Kinder im Alter von 0.11 Jahren lag
eine deutliche Produktion von IL-2 vor, was gegere generelle Immuninkompetenz spricht.
Die T-Zell Frequenz bei einem weiteren Kind im Alteon 15.34 Jahren lag zwar in der
quantitativen Auswertung unterhalb der bei Erwaonbkse ermittelten Nachweisgrenze,
allerdings zeigten sich in der visuellen Auswertdieg Dotplots bei wenigen Zellen eine hohe
IFNy und IL-2 Produktion, sodass diese Zellen grundishtals reaktiv zu werten sind, und
somit ebenfalls von einer Immunreaktivitat ausz@geltst. Hier missten gré3ere Fallzahlen
zeigen, ob bei jungeren Kindern neue GrenzwerteDefmition einer positiven Reaktion
herangezogen werden missen. Diese beiden Beisp@igeutlichen den Vorteil der
durchflusszytometrischen Analyse im Vergleich zun d@mmerziellen TIGRA. Durch die
Moglichkeit einer zuséatzlichen visuellen Auswertudgr Reaktivitdt auf Einzelzellniveau
lasst sich vor allem bei insgesamt geringeryiModuktion dennoch eine bessere Bewertung
der Immunantwort vornehmen. Zusatzlich kann diedzlic€he Analyse weiterer Zytokine,
insbesondere das frih wéhrend einer Primérinfekgehildete IL-2, die Sensitivitat des
Nachweises einer Immunantwort erhéhen (s. auch g s.5).

Lassen sich anhand der aktuellen Studienlage haildfin Unterschiede im Auftreten von
unschlissigen Ergebnissen zwischen den kommerziellESRA feststellen? In einer
britischen Studie wurde die Anwendung der NICE-@iliites bei 120 Kindern anhand des
THTs und des QuantiFERON-TB Gold in Tube (QFT-G-TEsts verglichen. Von 7 Kindern
mit unschlissigen QFT-G-IT Ergebnissen waren 6 &tingnter 5 Jahren und eines dieser
Kinder zeigte einen positiven THT (TAYLOR et alQ@B). Leider wurden die Grinde fur
unschlissigen Ergebnisse nicht spezifiziert. Eimkische Studie untersuchte 209 Kinder im
Alter von 6 bis 10 Jahren mit dem T-SPOB.Assay und beobachtete 5 unschlissige
Ergebnisse aufgrund fehlender Antwort in der Pdsitntrolle (SOYSAL et al., 2008). In
einer weiteren Studie, einem Vergleich von THT, QBIT und T-SPOTIB, traten bei
Kindern unter 3 Jahren haufiger unschlissige Elgebnauf als bei alteren Kindern.
Unschlissige Ergebnisse traten besonders beim TFIBOauf. Dies wird zwar auf

erschwerte Testanwendung im Vergleich zum QFT-Guiid somit vermehrte Laborfehler
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zurtckgefuhrt (CONNELL et al., 2008), aber hierfiibt es in Studien bei Erwachsenen
keinen Hinweis. Eine weitere Studie mit 496 Kindeeigte beim qualitativen Vergleich von
QuantiFERON-TB Gold, QuantiFERON-TB Gold in TubeduR-SPOT.TB eine signifikant
hoéhere Anzahl von unschlissigen Ergebnissen fudebeQuantiFERON-Formate im
Vergleich zum T-SPOTB. Diese traten geh&uft bei Kindern unter 4 Jahnein Bei der
quantitativen Betrachtung fiel eine signifikant iggere IFN Produktion in der
Positivkontrolle der QuantiFERON-TB Tests bei juregeKindern auf. Eine entsprechende
geringere Spot-Zahl im T-SPOIB Assay konnte demgegenubaicht festgestellt werden
(BERGAMINI et al., 2009). Deckungsgleich mit dengEbnissen der vorliegenden Arbeit
zeigte eine weitere Studie zur Anwendung des QEBRON Assays bei 237 Kindern einen
linearen Anstieg der IFNProduktion mit zunehmendem Alter (HAUSTEIN et &Q09).
Unschlissige Ergebnisse wurden jedoch sehr vidldgitbeobachtet (in 35% aller Falle) und
traten vorwiegend bei jlungeren Kindern sowie bend@rn mit Immundefizienz auf
(HAUSTEIN et al., 2009), was auf eine hohere Sentit des durchflusszytometrischen
Verfahrens schlieRen lasst. Ahnliche Ergebnis€s60s,unschlissige Ergebnisse) zeigte auch
eine weitere aktuelle Studie in Bezug auf die{Fntwort bei der Anwendung des QFT-G-
IT bei Kindern (THOMAS et al., 2011).

Neben einem erhohten Anteil an unschlissigen Eigedm scheinen im frihen Kindesalter
auch gehéauft diskordante Ergebnisse zwischen TIGRATHT vorzukommen (HILL et al.,
2006a; KAMPMANN et al., 2009), was zum Teil auchngell auf die Verwendung
unterschiedlicher Antigene zurtickgefuhrt werden rkaESAT-6/CFP-10 versus PPD).
Weitere potentiell zugrundeliegende immunologisdilechanismen dieser diskordanten
Ergebnisse sind bislang noch nicht aufgeklart, kémgpedoch zur Verbesserung viomvitro
Verfahren bei Kindern beitragen. Dariiberhinaus matigsrospektive Studien durchgefiihrt
werden, die Informationen Uber den positiv pradgiti Wert beider Verfahren zur

Entwicklung einer Tuberkulose liefern.

Zusammenfassend lasst sich keine eindeutige Ulserthegt einer der beiden kommerziellen
TIGRA feststellen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde dgsgewahlten Proben ein Vergleich
mit den kommerziellen TIGRA durchgefiihrt, deren dingisse mit denen des
durchflusszytometrischen Verfahrens ubereinstimmt&urch die Notwendigkeit der

Zellisolierung war der T-SPOTB Assay zwar aufwandiger als die Vollblut basierten
Verfahren, allerdings scheint die Normierung aud@® PBMCs pro Stimulationsreaktion

einen Vorteil bei Probanden mit Lymphopenie dareilest.
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Die Problematik des erhohten Anteils unschlissiygebnisse bei jingeren Kindern spiegelt
sich auch in den aktuellen CDC-Guidelines wiedeker Hvird empfohlen, dass der THT

gegenuber den TIGRA bei Kindern unter 5 Jahren tzexgh werden soll. Grinde hierfir sind

neben der Problematik der unschlissigen Ergebimssester Linie die noch unzureichende
Kenntnis des positiv pradiktiven Wertes von TIGR&ine Tuberkulose zu entwickeln

(MAZUREK et al., 2010).

Welche Erklarungen gibt es fur die geringen yFBpiegel bei Kindern? Es liegt nahe, dass
die eingeschréankte Reaktion in der Positivkontrallé dem noch unzureichend entwickelten
Immunsystem bei jingeren Kindern beruht. Bei Nathelarblutproben zeigte sich, dass die
unzureichende IFNProduktion nach PHA Stimulation hauptsachlich eufe funktionelle
Unreife der zur Stimulation notwendigen Makrophagamickzufihren ist (TAYLOR,
BRYSON, 1985). Doch sollte dadurch nicht auch didTiReaktion negativ beeinflusst
werden? Eine amerikanische Studie mit 207 Kindemnnke beim Vergleich von THT und
QFT belegen, dass die IFNKonzentrationen auf PHA-Stimulation signifikanttrdem Alter
korrelierte. Diese Unterschiede scheinen jedocmbeauttest nicht so stark ausgepragt zu
sein, denn ein Drittel der unter 2-Jahrigen wies mgativen QFT ein positives THT-
Ergebnis auf. Nach Ausschluss einer BCG-ImpfundJagache dieser Diskrepanz verblieben
noch 9 Falle, von denen 8 ein Expositionsrisikoneegen (LIGHTER et al., 2009). Eine
Erklarung fur die schlechtere QFT Reaktivitat k@nsein, dass bei jungeren Kindern die
Immunanwort eher durch Th2- als durch Thl-Zellemuhert wird (LEWINSOHN et al.,
2004), so dass ein alleinig auf liFNoeruhender Nachweis einer Immunreaktion kein
suffizientes Diagnostikum im frihen Kindesalter ddalit. Demgegenuber basiert die
Immunreaktion im Hauttest auf einer lokalen Entaimgkreaktion, die sich aus einer
Vielzahl an proinflammatorisch und chemotaktischrke@amen Zytokinen zusammensetzt
(ANDERSEN et al., 2000; MACK et al., 2009). Stdith diese Annahme als richtig heraus,
so konnte durch die Analyse anderer Zytokinevitro eine hdhere Sensitivitdt und eine
Steigerung der Korrelation zwischen THT umdvitro Tests erreicht werden (siehe auch
Abschnitt 5.5).

Grundsatzlich stellt sich die Frage, ob sich emenlnantwort bei gesichertem Kontakt mit
einem Erreger durch eine IFNProduktion nachweisen lasst oder ob die eingesktea
Immunreaktivitat auf eine generell fehlende Fahigkaur IFNy Produktion in dieser
Altersgruppe  zurtickzufiuhren ist.  Untersuchungen erters Arbeitsgruppe zur
durchflusszytometrischen Analyse der CMV spezifistiT-Zell Reaktivitat bei Sauglingen

und Kleinkindern zeigen, dass sich bei einer gesteh CMV-Infektion durchaus IFN
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produzierende spezifische T-Zellen nachweisen tagdeitter et al, in Vorbereitung).
Ahnliches scheint auch fir mycobakterielle Antigene PPD zuzutreffen, da 5 von 6
getesteten Kindern mit stattgehabt®Mmtuberculosis Kontakt auch eine IFNReaktion auf
PPDin vitro zeigten (Tabelle 7). Das Kind mit negativem Ergelzeigte dabei auch einen
negativen THT, so dass bei Verwendung von Tuberkogiide Verfahren tbereinstimmende
Ergebnisse zeigten. Ob dieses Kind, welches im Rahminer Umgebungsuntersuchung
rekrutiert wurde, nennenswert exponiert war, idbedanicht gesichert, so dass es sich bei
diesem Kind auch um ein tatsachlich negatives HEngelhandeln kénnte. Zusammenfassend
lassen diese Daten den Schluss zu, dass selbstrgugnder nach Antigenkontakt die
Fahigkeit zur IFN Produktion entwickeln. Weitere Studien, vorzugs&ein einem Hoch-
Pravalenz-Gebiet, missen klaren, ob dies auch iirvVeérwendung deM. tuberculosis
spezifischen Antigene ESAT-6 und CFP-10 gilt.

5.2 Vorteile der Untersuchung der PPD Reaktivitatin vitro

Eine PPD Reaktivitat kann sowohl auf einem KontaktM. tuberculosis, auf BCG Impfung
oder auf einem Kontakt mit NTM beruhen. Durch drbohte Spezifitat der TIGRA zur
Diagnostik einer latenten Infektion mM. tuberculosis kbnnte der THT in nachster Zeit
zumindest bei Erwachsenen in Niedrig-Préavalenzresggian den Hintergrund ricken (WHO,
2011). Wenngleich das im Hauttest verwendete PRDdrekommerziellen TIGRA nicht als
Stimulus enthalten ist, bietet eine zusatzliohe&itro Stimulation mit PPD insbesondere bei
fehlender Reaktivitat auf ESAT-6 oder CFP-10 Hirsgeauf eine BCG-Impfantwort oder
eine NTM-Infektion. Zu diesem Zwecke bietet die PBDmulationin vitro im Vergleich
zum THT ebenfalls logistische Vorteile, da die Arsal zeitgleich mit deM. tuberculosis-

spezifischen Antigenen aus einer Blutprobe vorgenemwerden kann.

In dieser Arbeit zeigte sich ein kontinuierlichenstieg PPD reaktiver CD4 T-Zellen mit
zunehmendem Alter kommt. Der geringe Anteil positi?robanden im Kindesalter l&sst sich
durch einen bisher fehlenden Kontakt zu Mycoba&tein jungen Jahren erklaren, der mit
zunehmendem Alter wahrscheinlicher wird. Zusatzkelnn die PPD Reaktivitat in hoheren
Altersgruppen zum Teil auf die bis 1998 empfohl&@&G-Impfung zurtckgefihrt werden.
Bereits eine historische Veroffentlichung der WieMedizinischen Wochenschrift von Dr.
C. von Pirquet aus dem Jahre 1907 zeigte, dass ceireh PPD hervorgerufene THT-
Reaktion bei klinisch nicht tuberkuloseverdachtigéindern mit steigendem Alter starker
nachweisbar wird. Wenngleich damals eine positiveak®on in deutlich mehr Fallen
nachweisbar war, deckt sich der Verlauf der Zunalimder PPD Reaktivitat mit dem in
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dieser Studie gemessenen altersabhangigen Ang&teglen in dieser Arbeit untersuchten
Kindern lag in der Mehrzahl der Falle keine BCG-fong vor, da diese seit 1998 in
Deutschland nicht mehr empfohlen wird. Somit liegt nahe, dass ein Grol3teil der PPD
Reaktionen auf NTM-Infektionen zuriickzufihren @i ebenfalls mit einem positiven THT
assoziiert sind (DETJEN et al., 2007). Zur Epiddoge der NTM-Infektionen gibt es
unterschiedliche Ergebnisse. Eine Arbeit aus Schwespricht von einer Inzidenz von
4.5/100.000 bei Kindern (THEGERSTROM et al., 200&ne andere Arbeit aus
Grol3britannien von einer Inzidenz von 1.95/100.080Erwachsenen (HENRY et al., 2004).
Eine Metaanalyse aus dem Jahr 2006 schatzt di@lBréveines durch NTM-Kontakt falsch
positiven THT-Ergebnisses auf lediglich zwisched%),in Montreal und Frankreich und
2,3% in Indien (FARHAT et al., 2006). In einer aglen Studie wurden diskordante
Ergebnisse zwischen THT und TIGRA gezielt durcheei@timulation mitM. avium
Antigenen untersucht (LATORRE et al., 2010). Hienkte immerhin bei 47,6% der THT
positiven und ELISPOT (ESAT-6 und CFP-10) negativKinder eine spezifische
Immunantwort gegem. avium nachgewiesen werden. Es bestand signifikant héuuggqe
Immunantwort gegeM. avium als gegen ESAT-6 oder CFP-10, sodass davon ausaugsth
dass ein positives THT Ergebnis zumindest bei Kindeaufiger auf NTM als auf einen
stattgehabten Kontakt midl. tuberculosis zurlickzufuhren ist (LATORRE et al., 2010). Dies
verdeutlicht, dass durch die Anwendung von TIGRAgttherweise erganzt durch Antigene

anderer Spezifitdten, eine unnétige Chemoprophywaxeieden werden kann.

Ein weiteres praktisches Problem der PPD Untersugldurch den THT stellt sich durch die
in zahlreichen Guidelines empfohlene zweistufigéodribulosediagnostik im Rahmen einer
Umgebungsuntersuchung dar. Hiernach soll zunaehstiduttest durchgefuhrt und lediglich
ein positives Ergebnis nachfolgend durch einen TAGEestatigt werden. Dieses Zwei-
Stufen-Modell wird in europdischen Landern wie Gmafdnnien, Italien, Schweiz,
Niederlande und Norwegen, aber auch in Kanada wrd&empfohlen (MACK et al., 2009).
Seit 2007 galt diese Empfehlung auch fir Deutschi@IEL et al., 2007). Im Jahre 2011
wurden die Empfehlungen jedoch dahingehend aktedliglass das zweistufige Verfahren
durch den sofortigen Einsatz von TIGRA bei Patieniber 15 Jahren abgelost wird (DIEL et
al., 2011c). Dies ist zum einen auf den geringgresitiven pradiktiven Wert des THT im
Vergleich zu TIGRA zuriickzufuhren (DIEL et al.,, Z)DIEL et al., 2011a; DIEL et al.,
2011b). Des Weiteren kann es beim Einsatz des TiHdireem Boosting-Effekt kommen, bei
dem die intracutane PPD Injektion zu einer Stimulg der Immunabwehin vivo fuhrt.
Dies koénnte somit bei einem spater durchgefuhrtéfil Tals auch bei einer TIGRA-
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Untersuchung zu falsch-positiven Ergebnissen fuhie bisher veroffentlichten Studien
ergeben kein einheitliches Ergebnis, ob und wiegdardieser Boosting-Effekt nach
Anwendung des THT bestehen bleibt (RICHELDI et &006; LEYTEN et al., 2007;
NASEER et al., 2007; VAN ZYL-SMIT et al., 2009). €& ware insbesondere am Tag 3 nach
PPD Injektion relevant, da dies der Zeitpunkt dditstan dem der THT abgelesen und laut
Stufenmodell gegebenenfalls ein TIGRA durchgefivetden sollte. Wie grof3 die Zahl von
falsch-positiven TIGRA-Ergebnissen durch den Bawgtffekt ist und welcher Zeitpunkt
geeignet fur die TIGRA-Untersuchung ist, miussentevei Studien belegen. Dia vitro
Untersuchung der PPD spezifischen Immunantwortlt seshen weiteren Ansatz zur
Vermeidung des Boosting-Effekts dar. Dadurch kondiee PPD Immunantwort auch im
Verlauf der Therapie untersucht werden, ohne darehrmalige Anwendung des THT einen

Boosting-Effekt auszulosen.

5.3 Dominanz der ESAT-6 Reaktivitat bei Kindern

Unsere Untersuchungen bei Erwachsenen haben gezdsgs Probanden mit einer
spezifischen T-Zellreaktivitat gegen dM. tuberculosis spezifischen Antigene ESAT-6
und/oder CFP-10 in aller Regel auch eine nachwes6®4 T-Zellantwort gegen das PPD
Antigen aufweisen, deren Frequenz die der ESAT-6r ddFP-10-spezifischen T-Zellen
Ubersteigt (SESTER et al.,, 2004; SESTER et al.6R0 der vorliegenden Arbeit war
dagegen auffallig, dass bei Kindern im Vergleich Ewvachsenen haufiger eine isolierte
Reaktivitat gegen ESAT-6 vorlag. Bei Kindern unde&odlichen unter 20 Jahren war in 30%
der Félle die Immunantwort gegen ESAT-6 starkedadmmunantwort gegen PPD. Dies ist
eine interessante Beobachtung, welche in anderahe®tbisher kaum beschrieben wurde, da
bei Verwendung der kommerziellen TIGRA in der Regeihe Vergleichsuntersuchung mit
dem PPD Antigen durchgeftihrt wird. Des Weiterendwei den kommerziellen TIGRA
nicht zwischen dem. tuberculosis spezifischen Antigenen unterschieden, da beim QET
Antigene ESAT-6 und CFP-10 gemeinsam in einem S#timnsansatz untersucht werden.
Beim T-SPOTIB wird die Immunanwort zwar einzeln untersucht, ralilegs wird in den

meisten Fallen keine getrennte Auswertung besatmieb

Es gibt wenige Studien, welche eine vergleichendétduchung der Immunantwort nach
Stimulation mit verschiedenen Antigene untersuamd berichtet haben. Im Vergleich zu
dieser Arbeit beschranken sich die Aussagen jedoctvesentlichen auf Kinder mit LTBI
und aktiver Infektion. Eine Studie in einem Hochya&nzgebiet untersuchte die HN
Produktion gegen die Antigene PPD, ESAT-6 und CBR«In BCG-geimpften Kindern mit
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LTBI bzw. aktiver Tuberkulose im Vergleich zu geden Kindern. ROC Analysen zeigten,
dass alleinig bei Verwendung von ESAT-6 eine Umieegdung zwischen LTBI/aktiv
infizierten Kindern und nicht-infizierten Kontrohemoglich war (VAN-LUME et al., 2010).
Folglich kdnnten diese Daten einen Hinweis fir lbgsondere Bedeutung von ESAT-6 bei
der Beurteilung des Infektgeschehens liefern. hereiweiteren Studie wurde die PPD und
ESAT-6 Reaktivitat bei Kindern mit LTBI und aktiv@iuberkulose verglichen. Diese zeigte
jedoch ahnlich wie bei Erwachsenen eine signifikeéitkere Immunantwort gegen PPD im
Vergleich zu ESAT-6 (LIGHTER-FISHER et al., 2018pmit bleibt aktuell unklar, ob der in
unserem Kollektiv von gesunden Kindern beobacht&tehweis einer Immunantwort gegen
ESAT-6 bei gleichzeitig fehlender oder schwachdreaktivitdt gegen PPD mit einem
stattgehabten Kontakt zM. tuberculosis korreliert oder ob es sich um eine unspezifische
Kreuzreaktivitat handelt konnte. Hierzu sind weat&tudien noétig, die zusatzlich auch eine
detailierte Analyse der Immunreaktivitat auf PPDdudie M. tuberculosis-spezifischen
Antigene bei den kommerziellen TIGRA einschlielRelies.

5.4 Die Anwendung von TIGRA bei Kindern mit cystischer Fibrose und chronisch

entztindlichen Darmerkrankungen

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die Anwemglwvon TIGRA bei chronisch kranken
Kindern zu untersuchen. Da Patienten mit cystiséhi@ose ein deutlich erhéhtes Risiko fir
eine Infektion mit NTM besitzen (FIELD, COWIE, 20060WERAKER, 2009), wurden
zum einen Kinder mit dieser Grunderkrankung einglessen. Zudem wurden Kinder mit
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen rekrytiefd diese in aller Regel eine
immunsuppressive Therapie erhalten und haufig miFaFAntagonisten therapiert werden.
Unter dieser Therapie kommt es deutlich haufiger ewmer Reaktivierung einer
vorbestehenden latenten Infektion malt tuberculosis (KEANE et al., 2001). Daher wird vor
Beginn einer solchen Therapie ein Screening a katente Infektion mit Chemoprophylaxe
im Falle eines positiven Ergebnisses empfohlen. Basening umfasst eine grundliche
klinische Untersuchung, eine Roéntgen-Thorax-Unigrang sowie ein THT (2005). Da
jedoch die meisten CED-Patienten vor Beginn einédMFaFTherapie bereits unter
immunsuppressiver Therapie mit z.B. Azathioprin rofethotrexat stehen und der THT
bekanntermal3en eine eingeschrankte Sensitivitar unimunsuppression aufweist (siehe
Abschnitt  2.4.2), wird haufig empfohlen nach NutRisiko-Abwagung eine
Chemoprophylaxe ohne THT durchzufthren (2005).
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Vor dem Hintergrund der geringen Spezifitdt des TWiFd deutlich, dass durch eine
verbesserte Tuberkulosediagnostik bei vielen diegatienten auf eine unndétige
Chemoprophylaxe verzichtet werden konnte. Auf deleaen Seite jedoch profitieren gerade
diese Patienten mit einem stark erhthten Risiko Re@ktivierung einer LTBI von einer
praventiven Therapie, so dass keiner dieser Patiaals falsch negativ diagnostiziert werden
sollte. Der THT liefert vor allem bei immunsupprarien Patienten haufig falsch negative
Ergebnisse. Bisherige Studien lassen schlieRes, T&RA auch in dieser Patientengruppe
zur spezifischeren und sensitiveren Diagnose eiagenten Infektion geeignet sind,
wenngleich entsprechende Untersuchungen bislang bair Erwachsenen durchgefihrt
wurden (PIANA et al., 2006; SCHOEPFER et al., 2008)RI, 2009; QUMSEYA et al.,
2010; SOLOVIC et al., 2010). So zeigte eine ameidgche Studie an 340 erwachsenen
Patienten vor Beginn und unter Therapie mit &tNkhtagonisten keinen héheren Anteil von
unschlissigen Ergebnissen unter Screening mit deam>-ERON TB Gold Assay. Dennoch
erkrankte ein Patient, welcher ein unschlissigegliiris aufwies, unter Immunsuppression
an Tuberkulose. Eine weitere Studie an 168 CEDeRtn im Vergleich zu 44 Gesunden
mittels THT und QuantiFERON TB Gold in Tube (QFTFG-zeigte, dass sich die Anzahl
positiver QFT-G-IT nicht zwischen den CED-Patientemd der Kontrollgruppe unterschied.
3% der CED-Patienten zeigten allerdings ein unssidiés Ergebnis. Bei CED-Patienten
bestand im Vergleich zur immungesunden Kontrollgauzeine Korrelation zwischen THT
und QFT-G-IT, denn nur 2 von 14 CED-Patienten nmiem positiven QFT-G-IT zeigten
auch ein positives THT-Ergebnis. 11 dieser Patrerg@nden unter immunsuppressiver
Therapie (SCHOEPFER et al.,, 2008). Dies lasst e8bh, dass TIGRA in geringerem
Ausmald durch immunsuppressive Medikamente beestflusrden als der THT, was durch

Analyse der Wirkung von Immunsuppressiuaitro bestatigt wird (SESTER et al., 2009).

Bislang gibt es keine Studie zur Anwendungideritro Verfahren bei Kindern mit CED oder
CF. Wenngleich in der vorliegenden Arbeit keine d@n mit spezifischen Risikofaktoren
einer Tuberkulose untersucht wurden, konnte gezeggtien, dass es bei allen verwendeten
Antigenen keine signifikanten Unterschiede zwisclgesunden Kindern und Kindern mit
CED oder CF gibt. Dies gilt sowohl fir den Anteiher positiven Reaktion als auch die
Frequenz reaktiver Zellen. Besonders interessantdweaAnalyse der mit dem polyklonalen
Stimulus SEB behandelten Proben, die einen Hinveeis eine generell eingeschrankte
Immunfunktion hatte liefern kdnnen und die bei koennellen TIGRA oftmals ein Grund fur

unschlussige Ergebnisse bei immunsupprimiertere®atn darstellen. In dieser Arbeit konnte
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jedoch kein Anhalt fur eine unzureichende Immuntiork bei CED- oder CF-Patienten

gefunden werden.

Zusammenfassend geben die Daten dieser Arbeitrkéinbalt flr eine geringere Sensitivitat
des durchflusszytometrischen Verfahrens bei Kindeih CED oder CF. Leider ist die
untersuchte Patientenzahl sehr gering, sodass\aigleich von CED-erkrankten Kindern
ohne und mit immunsuppressiver Therapie erfolgtes W/eiteren wurden keine Kinder mit
bekanntem Risiko einer Infektion erfasst. Darlb®abs sind sowohl bei Kindern wir auch
bei Erwachsenen weitere Studien zum positiv pradikivVert der TIGRA vonndéten. Bis zum
Vorliegen weiterer Studien wird bei Kindern derzgigg kombinierte Durchfiihrung von THT
und TIGRA empfohlen (SOLOVIC et al., 2010).

5.5 IL-2 als zuséatzlicher Marker zum Reaktivitatsnachwaes

Vor dem Hintergrund der Beobachtung, dass es bev&®lung kommerzieller TIGRA bei
Kindern unter 5 Jahren gehauft zu unschlissigeelifigsen kommt, wurde in dieser Arbeit
zusatzlich zu IFM auch die IL-2 Produktion nach spezifischer Stirtiaka untersucht. Es
konnte eine deutliche Korrelation zwischen IL-2 URtlly nachgewiesen werden. Vor allem
bei jungeren Kindern konnten im Vergleich zu iFMehr IL-2 produzierende Zellen
nachgewiesen werden. Gerade bei den niedrigen &megqn der unter 5-Jahrigen (siehe
Abschnitt 5.1) kdnnte IL-2 einen weiteren Parametem Nachweis reaktiver T-Zellen
darstellen. Hierdurch konnte der Anteil von unsebigen Ergebnissen bei Kindern

maoglicherweise gesenkt werden.

Ein weiterer Vorteil der zusatzlichen Analyse vdn2l ergibt sich durch die Mdglichkeit,
Probanden mit latenter Infektion von Patienten akitiver Tuberkulose zu unterscheiden.
Dies ist alleinig auf Basis IFNbasierter TIGRA nicht moglich ist. So zeigte eBtedie aus
Grol3britannien mit 209 Kindern, 91 mit aktiver ubhdi8 mit latenter Tuberkulose keinen
Sensitivitatsvorteil der TIGRA im Vergleich zum THBei der Diagnose einer aktiven
Tuberkulose (KAMPMANN et al., 2009). Dies wurde hun einer Metaanalyse, die sowohl
Kinder als auch Erwachsene umfasste, bestatigt [ERSet al., 2011a). Interessanterweise
konnte durch Analyse von Zytokinprofilen gezeigtréen, dass eine erfolgreiche Kontrolle
der Infektion mitM. tuberculosis mit einem multifunktionalen Zytokinprofil assoaieist,
wahrend die spezifische Immunantwort bei Patiemnaktiver Tuberkulose durch einen
Verlust in der Produktion von IL-2 gekennzeichnet (MILLINGTON et al., 2007,
SARGENTINI et al., 2009; SUTHERLAND et al., 2009JFELLI et al.; HARARI et al.,

2011; SESTER et al., 2011b).
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Im Rahmen dieser Studie wurde gezeigt, dass dieulmamtwort bei immungesunden Kindern
bzw. Kindern mit nachweisbarer PPD Reaktivitdt @mlwie bei Erwachsenen durch
IFNY/IL-2 doppeltpositive T-Zellen dominiert war. Lerdstanden jedoch in der Laufzeit
dieser Arbeit nicht gentigend Falle einer aktiveidrkulose bei Kindern zur Verfiigung, um
Veranderungen im Zytokinprofil auch fur Kinder bgd® zu kdénnen. Dementsprechend
missen weitere Studien der Frage nachgehen, olh diiec Untersuchung spezifischer
Zytokinmuster in &hnlicher Weise wie bei Erwachsemene suffiziente Diskriminierung

zwischen einem aktiven Geschehen und einer latdnfektion mdglich ist. In diesem Fall

ergabe sich ein deutlicher Vorteil der durchflusseetrischen Tuberkulosediagnostik im

Vergleich zu den kommerziellen TIGRA.

5.6 Kein diagnostischer Gewinn durch die Anwendung vorserologischen Tests

In dieser Arbeit wurden sowohl ELISA-basierte Awtigernachweisverfahren als auch ein
chromographischer Schnelltest untersucht. Es zesgie zwar eine geringe Korrelation
zwischen den ELISA-basierten AK-Nachweisen (IgGA,ldgM), doch kein Wert lag

oberhalb der Nachweisgrenze. Dies galt auch fuKdieer mit aktiver Tuberkulose. Zudem
war beim Ablesen der Banden der chromographisclbnelitests eine deutliche Varianz bei
unterschiedlichen Ablesern zu beobachten, was dirermglle Aussagekraft ebenfalls
erschwerte. Bei der Analyse der IgM Titer im chrgmaphischen TB-GAM Rapid

Tuberculosis Test zeigten sich zwar Uberdurchstiichithaufig positive Reaktionen, aber

auch diese zeigten keinerlei Assoziation mit detivii@t der Erkrankung.

Abschlie3end konnte keine eindeutige Verwendun@lsgischer Nachweisverfahren zur
Tuberkulosediagnose belegt werden. Dieses Ergeteukt sich mit Ergebnissen aktueller
systematischer Reviews und Metaanalysen zur Evafuaérologischer Tests zur Diagnostik
einer pulmonalen oder extrapulmonalen Tuberkul@&esammenfassend zeigte sich, dass
keiner der untersuchten serologischen Tests eiageighend hohe Sensitivitat aufwies, um
eine Sputum-Mikroskopie zu ersetzen (DINNES et2007; STEINGART et al., 2007a, b;
STEINGART et al., 2009). Vor diesem Hintergrund kath die WHO explizit gegen die
Verwendung von AK-basierten Verfahren zur Diagneser latenten oder aktiven Infektion
mit M. tuberculosis ausgesprochen (MORRIS, 2011).
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5.7 Schlussfolgerungen und Ausblick

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit der dwssdlytometrische Nachweis 1N
produzierender CD4 T-Zellen zur Diagnostik eingéeégen Tuberkulose bei Erwachsenen als
auch bei Kindern durchgefuhrt werden. Hierbei ergath mit zunehmendem Alter ein
signifikanter Anstieg von PPD reaktiven T-Zelleruch die Reaktion auf dill. tuberculosis
spezifischen Antigene zeigte eine mit dem Alteigetiede Tendenz, wobei die Immunantwort
bei Kindern von einer Reaktion gegen das ESAT-6igem dominiert war. Kinder unter 5
Jahren zeigten zwar eine geringere Anzahl reakidedlen in der Positivkontrolle, doch lag
nur eines von 18 Kindern unterhalb der Nachweiszgeninsgesamt konnten keine
signifikanten Unterschiede in der diagnostischessagekraft bei Kindern mit chronischen
entzuindlichen Darmerkrankungen oder cystischeroB#im Vergleich zu gesunden Kindern

gefunden werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass sichhdar vorgestellte Durchflusszytometrie-
basierte TIGRA sowohl bei gesunden Kindern als auwdhdern mit chronischen

Erkrankungen durchfuhren lasst. Das durchflusszgtdethe Testverfahren lasst sich im
Vergleich zu den kommerziellen TIGRA mit sehr ggen Blutvolumina durchfihren und
bietet die Madglichkeit, zusatzliche diagnostischearkér zu untersuchen. Zukinftige
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe widmen sichAdeweitung dieser Untersuchungen
auf Kinder im Rahmen von Umgebungsuntersuchungeer @if Kinder mit aktiver

Tuberkulose, um die Wertigkeit des durchflusszytoisehen Verfahrens bei Kindern in

Tuberkulose-Risikosituationen zu evaluieren.
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