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1 Zusammenfassung

Die Tuberkulose stellt weltweit eine der fuhrendensachen erhdhter Morbiditat und
Mortalitat dar und steht mit rasch steigender lanan 7. Stelle aller Todesursachen. Zur
Diagnostik einer aktiven Tuberkulose stehen Tefaeen zum Direktnachweis zur
Verfigung. Demgegenuber wird eine latente InfektinhMycobacterium tuberculosis durch
Detektion einer spezifischen Immunantwort diagradesti. Der hier gebrauchliche Tuberkulin
(PPD) Hauttest findet in vivo breite klinische Anvdeing, weist jedoch falsch positive
Ergebnisse bei vorausgegangener BCG-Immunisier@agille Calmette-Guérin) auf und
zeigt insbesondere bei Immundefizienz eine niedBgeasitivitat. In jungster Zeit wurden
neue Verfahren entwickelt, die den Nachweis eipezgischen Immunitat in vitro anhand
der Induktion von IFN (Interferon gamma) ermdglichen. Im Rahmen diegbeh wurde ein
neues durchflusszytometrisches Verfahren zum Nashei@er latenten Infektion miw.
tuberculosis evaluiert. Dies erfolgte im direkten Vergleich eiseits mit dem Hauttest und
andererseits mit zwei kommerziellen ELISPOT-Assdyesweiteren wurde ein Kollektiv
immundefizienter Patienten mit rheumatischen Edkuaigen untersucht. In einem letzten
Schritt wurde abschlieRend die Wertigkeit eines amderten Zytokinprofils zur

Unterscheidung einer aktiven und einer erfolgréiehandelten Tuberkulose ermittelt.

Beim Vergleich der zellularen Immunitat in vivo uimd vitro zeigte sich eine signifikante
Korrelation der quantitativen Ergebnisse (r=0,57%4® Immungesunde und r=0,5318 fir
Immunkompromittierte, jeweils p<0,0001). Mittels RAnalyse konnte ein fur die
Induration von 15 mm im Hauttest bester Grenzwert 0,115% reaktiver CD4-T-Zellen
ermittelt werden. Die Analyse der qualitativen Hngisse erbrachte insbesondere bei
Immundefizienz eine bezogen auf die Durchflussysini®m niedrige Sensitivitdt des
Hauttests. Durch separate Stimulation mit denMuirtuberculosis spezifischen Antigenen
ESAT-6 und CFP-10 konnte durchflusszytometrische eispezifische Immunantwort
detektiert und von einer BCG-Impfantwort durch deralleinige Reaktivitat auf PPD
abgegrenzt werden. Eine signifikante Korrelatiogaér sich auch bei Vergleich zweier
ELISPOT-Assays mit der Durchflusszytometrie (r=0,88p<0,0001). Parallel konnte mittels
Thymidin-Proliferationsassay eine Befahigung reaktiZellen zur Zellteilung nachgewiesen
werden, obgleich sich insbesondere bei der Verwegdon ESAT-6 ein hoherer Antell
diskordanter Ergebnisse mit der Durchflusszytoraeteigte. Praktischen Einsatz fand die

Durchflusszytometrie beim Screening eines Kollekimmunkompromittierter Patienten mit
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rheumatischen Erkrankungen auf latente Tuberkwasegeplanter medikamenttser TiNF
Inhibition. Reaktivitdt auf ESAT-6 oder CFP-10 verchte mehr und andere Individuen als
latent infiziert zu identifizieren als das Screegnimit Rontgen-Thorax und Tuberkulin-
Hauttest. Interessanterweise konnte mittels durekf#lytometrischer Analyse der PPD
spezifischen IFMIL-2 Zytokinprofils eine Unterscheidung zwischeiner aktiven und einer
abgelaufenen Tuberkulose getroffen werden. Hierbeutete ein Anteil von <56%
doppeltpositiver PPD-reaktiver Zellen mit einer &pgit von 100% und einer Sensitivitat

von 70% auf eine aktive Erkrankung hin.

Zusammenfassend bereichert die durchflusszytoroké&iQuantifizierung devl. tuberculosis
spezifischen Immunantwort die Immundiagnostik @eemten und aktiven Tuberkulose. Dies
gilt insbesondere bei Patienten mit Immundefizidred,denen der Einsatz von Tuberkulin in
vitro mit einer im Vergleich zum Hauttest erhéht®ensitivitdt verbunden ist. Eine erhdhte
Spezifitat der in vitro Verfahren ergibt sich daetibhinaus durch den Einsatz dt.
tuberculosis spezifischen Antigene ESAT-6 und CFP-10. Intemgtesaveise kann durch
alleinige Analyse der IF{NProduktion keine Aussage Uber das Erkrankungsstademacht
werden. In dieser Hinsicht bietet die Durchflusenyetrie die Moglichkeit zur
Multiparameteranalyse, so dass Uber Zytokinprofitstmals eine rasche Unterscheidung

zwischen aktiver und abgelaufener Infektion ge&ofiverden kann.
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1 Summary

Tuberculosis is one of the leading causes of img@anorbidity and mortality around the
world and stands with a rapidly rising incidencéeraplace of all causes of death. An active
tuberculosis diagnosis is confirmed by direct dibdectests. On the other hand, a latent
infection with Mycobacterium tuberculosis is diagnosed by detecting a specific immune
response. Here common tuberculin (PPD) skin tespitke false positive results in BCG-
vaccinated individuals (Bacille Calmette-Guérin)daow sensitivity particularly in
immunodeficient patients finds in vivo a wide ctial practice. Recently developed new
methods allow evidence of a specific immunity itraviby induction of IFN (Interferon
gamma). A new flow-cytometric assay for the detettof a latent infection withM.
tuberculosis has been evaluated in this work. This was doneedisin direct relation with the
skin test as comparing with two commercial ELISP@izyme-linked immunospot) assays.
Also we examined a collective of immunodeficientigats with inflammatory arthropathies.
Finally the significance of a modified cytokine pl® to distinguish active tuberculosis from

successfully treated disease was evaluated.

When comparing the cellular immune responses in and in vitro a significant correlation
of the quantitative results was shown (r=0.5749ifomunocompetent patients and r=0,5318
for immunocompromised patients, each p<0.0001)ngBOC analysis a best limiting value
at 15 mm for the skin test induration was show0.415% reactive T cells. Analysis of the
gualitative results delivered especially in immuefitiency a low sensitivity of the skin test
relative to the flow-cytometric assay. Separatenskation with M. tuberculosis specific
antigens ESAT-6 (early secretory antigenic targedr@l CFP-10 (culture filtrate antigen 10)
using flow-cytometry could detect a specific imnmuasponse and distinguished from a BCG
vaccination by its sole reactivity to PPD. A sigraint correlation was revealed when
comparing two ELISPOT assays with flow-cytometrgsay (each r=0.8812, p<0.0001). In
addition competence of reactive cells to the ceilstbn could be demonstrated by thymidine
proliferation assay although especially by usindAES a higher proportion of discordant
results in comparison with the flow-cytometric asseas demonstrated. Flow-cytometric
screening on latent tuberculosis infection in imeeompromised patients with inflammatory
arthropathies found practical use before schedtremtment with TNE (Tumor-necrosis-
factor-alpha) blocking drugs. Reactivity to ESATe6 CFP-10 made it possible to identify

more and other individuals as latent infected @&sditreening by chest x-ray and tuberculin
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skin test. Interestingly a distinction between ativea and a successfully treated tuberculosis
could be made by flow-cytometric analysis of theDP$pecific cytocine profiles detecting
IFNy and IL-2 (Interleukin 2). In the process less 9% of these double positive PPD
specific T cells indicated an active disease wutbcHity of 100% and sensitivity of 70%.

To summarise, flow-cytometric quantification BF. tuberculosis specific immune response
enriched immune diagnosis of active and latent mubdesis. This applies particularly to
patients with immunodeficiency because here the afséuberculin in vitro caused an
increased sensitivity compared to the skin testelased specifity of in vitro procedure arises
also from the use oM. tuberculosis specific antigens ESAT-6 and CFP-10. Interestingly
single analysis of the IFNproduction cannot be used to estimate the stagji@eadlisease. In
this respect, the flow-cytometry provides the &pito a multiparameter analysis so that for
the first time a rapid distinction between activel &xpired infection can be made by cytokine

profiles.

13



2 Einleitung

2.1  Geschichte und aktuelle Epidemiologie der Tuberkulse

Friihe Falle von Tuberkulose traten wohl bereits Jahrtausenden in Agypten und dem
antiken Griechenland auf (DANIEL, 2006). In Eurapad Nordamerika kam es im 18. und
19. Jahrhundert zu Epidemien mit hohen Todesraerstarb Anfang des 19. Jahrhunderts
jeder Dritte in London an der Schwindsucht (GOERR&)0). Nachdem Jahrzehnte tber die
Ursachen der ,weil3en Pest" nur spekuliert werdemi@ gelang es Robert Koch 1882 einen
Zusammenhang zwischen Tuberkelbazillen und der Bdswcht nachzuweisen. Mit
Entdeckung wirksamer Medikamente begonnen mit &neycin und einer Impfung im 20.
Jahrhundert schien die menschliche Tuberkulosénras®Bedeutung zu verlieren (GOERKE,
2000; DANIEL, 2006). Bei Betrachtung der aktueligeltweiten Tuberkulose-Situation kann
jedoch ein beéangstigender Wiederanstieg der Tulms&infektionen beobachtet werden.
Wahrend die World Health Organization (WHO) 1990 ltweit 6,6 Millionen
Neuerkrankungen registrierte, waren es 2000 be8ggMillionen (WHO, 2009) und 2008
9,4 Millionen (WHO, 2010b). 2009 stagnierte die Zdbr Neurerkrankungen mit etwa 9,4
Millionen weltweit, was einer Inzidenz von 137 [edllpro 100.000 Einwohner entsprach
(WHO, 2010a). Davon entfielen allein 55% auf Asterd 30% auf Afrika, wahrend nur 4%
in der WHO-Region Europa und 3% in der WHO-Regiometika auftraten. Laut WHO
verzeichneten Indien, China, Stdafrika, Nigeria tmtbnesien den starksten Inzidenzanstieg.
Schatzungsweise 1,7 Millionen Menschen (daruntérMijlionen HIV negativ) unter allen
Tuberkulose-Kranken starben 2009 an der Erkrank{W&lO, 2010a). Zwei erhebliche
Probleme verkomplizieren die Tuberkulose-SituatioDas Risiko fir Tuberkulose-
Erkrankungen ist unter Immundefizienz insbesonddi¥-Infektionen erheblich erhoht
(MTEI et al., 2005). So wiesen von den 9,4 Milliangéllen etwa 1,1 Millionen (12%) eine
HIV-Ko-Infektion auf, unter diesen alleine 80% irfrikka. Damit hat sich die Inzidenz an
Doppelinfektionen im Vergleich zu 2007 mehr alsdagipelt. Haufig sind die Patienten in
den Regionen betroffen, in welchen sie sich wedeBe&handlung der Tuberkulose noch der
HIV-Infektion leisten kdnnen und die Diagnostik Iniggewahrleistet ist. In der Summe fuhrt
dies zu einer weiteren Verbreitung der Tuberkulosel erhohter Mortalitat unter den
Patienten. Das zweite Problem stellt die zunehmémdahl an Resistenzsituationen dar: Fur
2008 schatzt die WHO die Anzahl von multiresistani@berkulose-Infektionen (MDR-TB,;
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multidrug-resistant tuberculosis), also mit eineesRtenz gegen mindestens beide
wirksamsten Erstrangmedikamente Isoniazid und Rifam, auf geschatzte 440.000 Falle
mit hdéchstem Vorkommen in China, Indien, RusslaBddafrika und Russland (WHO,
2010a). Auch die Falle mit hochresistenten TubasedStammen (XDR-TB, extensively
drug-resistant tuberculosis) mit zusatzlicher Ress gegen Zweitrangmedikamente nehmen
an Haufigkeit zu und sind mit erhéhter Mortalitderlangerter Behandlungsdauer und
steigenden Kosten verbunden (EKER et al., 2008).Siuation in Deutschland unterscheidet
sich noch erheblich von der weltweiten Krise: 200&rden hier 4513 Falle der
meldepflichtigen Erkrankung registriert, was eih@&idenz von 5,5 pro 100.000 Einwohner
entspricht und im Vergleich zum Vorjahr mit 6,1clei gesunken ist (BRODHUN et al.,
2010). Von diesen Erkrankten besallen etwa 2/3 digtsdhe Staatsbirgerschaft und
erkrankten im Gegensatz zur ausléandischen Bevdigerher im hoheren Alter (hdchste
Inzidenz bei Mannern >69 Jahre mit 12,6). Bei Knmaend Jugendlichen unter 15 Jahren war
die Inzidenz mit 1,1 pro 100.000 Kinder ebenfaligkidaufig. Etwa 11,7% zeigten eine
Resistenz gegen mindestens eines der funf Erstredigamente (jegliche Resistenz) und
1,5% eine MDR-TB. Resistenzsituationen traten vegsnd bei im Ausland geborenen oder
vorbehandelten Patienten auf. Die Letaliat war 3@%6 im Vorjahr auf 3,5% leicht gestiegen
(BRODHUN et al., 2010). Obwohl die Situation in @sthland scheinbar noch recht
entspannt ist, muss die weltweite Entwicklung imicBen der Globalisierung Besorgnis
erregen. Eine Person mit nicht behandelter akiivdrerkulose wird durchschnittlich etwa 10
bis 15 weitere Personen pro Jahr infizieren (WHQ@L(b). Bei steigenden Inzidenzraten in
Osteuropa (WHO, 2009) mit zunehmender Resistenzlagallem in Russland, ist absehbar,
dass mittelfristig auch in Deutschland die fastidgts geglaubte Seuche erneut in den

Mittelpunkt medizinischer Diagnostik und Therapieken wird.

2.2 Charakterisierung der Erreger der Tuberkulose und der immunpathologischen
Vorgange

Die Erreger der Tuberkulose gehodren zu der Fandiéie Mycobacteriaceae und wurden
erstmals 1882 durch Robert Koch nachgewiesen. Makielbien sind unbewegliche,
nichtsporenbildende, aerob wachsende Stabchenlmakt&ine Einteilung der Erreger erfolgt
aufgrund deren Krankheitsbilder M. tuberculosisKomplex, M. leprae und die atypischen
Mykobakterien MOTT Kycobacteria Other Than Tuberculosis). Als Erreger der
menschlichen Tuberkulose gelten die devh tuberculosissKomplex zugeordneteriM.
tuberculosis, M. bovis, M. microti, M. canettii und M. africanum (BRODHUN et al., 2010),
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wobei der Uberwiegende Anteil der in Deutschlandussachten Tuberkulose-Infektionen
durch dasM. tuberculosis mit dem Mensch als Reservoir verursacht werde@820aren
97,7% der Tuberkulose-Falle in Deutschland duvchuberculosis und 1,7% durchM. bovis
bedingt (BRODHUN et al.,, 2010)M. bovis weist ein sehr weites Wirtsspektrum auf,
Menschen infizieren sich jedoch meist Uber infitaeRinder oder durch Ingestion
kontaminierter Milch (primére Darmtuberkulose). Natem zweiten Weltkrieg waren 10 bis
30% der menschlichen Tuberkulosefalle in Deutsahlalurch M. bovis bedingt, mit
systematischer Ausléschung der Rindstuberkulosedisser Anteil auf etwa 1 bis 2%
gesunken (MEISSNER, 1974; KUBICA et al., 2003; S@HL et al., 2006), heute meist in
Formen von extrapulmonalen Tuberkulosen bei altétersonen (HLAVSA et al., 2008;
MIGUELEZ et al., 2009). Extrem selten sind menstiai Tuberkulose-Infektionen durth
canettii (SOMOSKOVI et al., 2009) unt. microti. Letztgenanntes Mykobakterium ist an
Wuhl- und Feldmause adaptiert und kann in seltéhenelfallen auch bei immundefizienten
Menschen ursachlich fur eine Tuberkulose sein (VAMIOLINGEN et al., 1998; DE JONG
et al., 2009b). Wahrenhl. africanum in Deutschland keine Rolle spielt, scheint es uh-S
Sahara-Afrika haufiger als Erreger der menschlicheberkulose vorzukommen und mit
HIV-Ko-Infektionen vergesellschaftet zu sein (VIANMNERO et al., 2001; DE JONG et al.,
2009a).

Bei der Tuberkuloseerkrankung kommt es zur Ausbiddainer granulomatésen Entziindung
in infizierten Organen. Die Pathogenitat der Mylkktkaen ist durch einen hohen Wachs- und
Lipidanteil in ihrer Zellwand begrindet. Dadurchige: sich die Erreger relativ
unempfindlich gegentber chemischen und physikadisdNoxen und weisen eine niedrige
Permeabilitat fir Antibiotika auf. Augrund einig€irulenzfaktoren, insbesondere des ,Cord-
Faktors* (Trehalose-Dimykolat), kankl. tuberculosis nach Phagozytose in Makrophagen
uberleben (BOCKER et al., 2004). Durch Hemmung BEeagosomen-Lysosomen-Fusion
wird der Erreger nicht eliminiert, sondern kanrhdiatrazellular im Phagosom vermehren und
den Zelltod der Makrophagen initieren. Nach Frzigeg kann sich das Mykobakterium
lymphogen, hamatogen oder bronchogen ausbreiten, ebi erneut von Makrophagen
phagozytiert wird (BOCKER et al., 2004). Makrophagerlangen die Befahigung zur
Bakterizidie erst unter dem Einfluss von spezifestiCD4-T-Zellen, deren Ausbildung bei
einem immunkompetenten Individuum einige Wochentbigh (JANEWAY, TRAVERS,
2002; BOCKER et al., 2004). Die Aktivierung der GD&ellen erfolgt nach Erkennung
mykobakterieller Antigene, welche durch MHC-II-Mklde (major histocompatibility
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complex) auf der Zelloberflache der Makrophagers@néiert werden. Durch Expression des
CD40-Liganden und Sekretion von Interferon Gamnfa\{) dieser aktivierten Thl-Zellen
(T-Helfer-Zellen) werden die Makrophagen wiederurktivéert und sind in der Lage
aufgenommene Bakterien auf zellularer Ebene durciduBy von hochreagiblen
Stickstoffverbindungen zu zerstéren (JANEWAY, TRARSE, 2002; BOCKER et al., 2004).
Sofern nicht alle intrazellularen Erreger oder dereBestandteile durch die
Makrophagenaktivierung eliminiert werden, kann dé&rganismus Uber zellulare
Mechanismen versuchen, die Erreger durch Ausbildubgrkuléser Granulome zu arretieren
und abzuschotten (NETTER, BOTTCHER, 2001; JANEWARAVERS, 2002; BOCKER
et al.,, 2004): Unter dem Einfluss von T-Helferzell@ommt es zur Aktivierung von
Makrophagen und Einwanderung weiterer Monozyten seidiel3lich zur Umwandlung zu
Epitheolidzellen, welche palisadenartig das Gramazlentrum umschlieBen. Teilweise
verschmelzen diese Epitheloidzellen zu mehrkernigiesenzellen und sind ebenfalls an der
Granulombildung beteiligt. Umgeben wird dieses @igmanulom bei erhaltener
Immunabwehr meist von Lymphozyten und PlasmazellerStabilisierung des Gefliges und
Abgrenzung von Erregern (NETTER, BOTTCHER, 2001NEAVAY, TRAVERS, 2002;
BOCKER et al., 2004). Durch Sekretion eines makag@maktivierenden Faktors durch die
Epitheloidzellen werden junge Monozyten im Berem#s Granuloms in ihrer Mobilitat
eingeschrankt und kénnen so zur Starkung des @elulSchutzwalls beitragen (BOCKER et
al., 2004). Durch Sauerstoffmangel und zytotoxisdéfiekung von aktivierten Makorphagen
kann es im Zentrum des Granuloms zum Absterben Zellen und Ausbilden einer so
genannten kasigen Nekrose kommen. In diesem eltti@izen und anaeroben Milieu ist das
Wachstum von Uberlebenden Mykobakterien stark sitg@nkt (JANEWAY, TRAVERS,
2002; BOCKER et al., 2004).

Die Bildung von Epitheloidzellgranulomen ist abh@ngon einer T-Zell-Hilfe und zeigt
somit eine intakte Immunantwort an. Umgekehrt deutenfangreiche Nekrosen auf eine
erhohte Erregervirulenz oder eine Beeintrachtigudgr Immunabwehr hin. Trotz
Sekundarveranderungen wie Vernarbungen oder Varkgn der Granulome kdnnen diese
immer noch infektibse Erreger enthalten und bei Umdefizienz, Malnutrition, héherem
Lebensalter oder Abhangigkeitserkrankungen auflerechnd Mykobakterien freisetzen
(BOCKER et al., 2004).
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2.3 Das Krankheitskontinuum der Tuberkulose-Infektionen
2.3.1 Die aktive Tuberkulose-Infektion

Die einfachste Unterscheidung von Tuberkulose-8tadist die Unterteilung in die
stattgehabte, erfolgreich behandelte Infektionafed tuberculosis), die latente Infektion
(LTBI; latent tuberculosis infection) und die ald@iErkrankung (active tuberculosis). Nicht
jede Person, welche mM. tuberculosis infiziert ist, erkrankt auch. Bei etwa 10% der
immungesunden Personen kommt es zu einer Erkrankimngariablem Verlauf (HEROLD,
2009), die restlichen Individuen sind latent indizi mit dem Risiko, im Lebensverlauf zu
erkranken. Eine Minderung der Immunabwehr wie duratitogene Immunsuppression
(SESTER et al., 2006; SESTER et al., 2009), terlaihdereninsuffizienz (SESTER et al.,
2004), HIV-Infektion (MTEI et al., 2005; GOLETTI al., 2008), Malnutrition, Alkohol- oder
Drogenabhéangigkeit (BANDERA et al., 2001; HEROLD)09), Tumorerkrankungen oder
das Vorliegen einer Silikose (NETTER, BOTTCHER, 2p@rhohen das Risiko fiir eine
Primartuberkulose. Da der Erreger tber Tropfchehindn verbreitet wird, ist meist die
Lunge primar von der Infektion betroffen. So lag en 2008 in Deutschland gemeldeten
Tuberkulose-Féllen in 78,7% eine Lungenmanifestationd nur in 21,3% eine
extrapulmonale Form vor, wobei hier die Halfte durcymphknotenbefall bedingt war
(BRODHUN et al.,, 2010). Seltener waren Urogenigdty Knochen, Verdauungstrakt,
zentrales Nervensystem, Haut oder andere Orgameffeat Nach Aufnahme in der Lunge
werden die Mykobakterien phagozytiert und von dechnnicht aktivierten Makrophagen zu
regionaren Lymphknoten im Bereich des Lungenhiltendportiert. Somit kdnnen mit
Einsetzen der Aktivierung der Makrophagen schoniz®egionen im Korper von einer
granulomatdsen Entzindung betroffen sein (BOCKERalgt 2004). Wenn der Erreger
Anschluss zu dem Bronchiensystem erhalt, bestehtMibiglichkeit, ihn per Husten oder
Niesen auszuscheiden und somit weitere Personanfizieren. Diese Form wird als offene
Tuberkulose bezeichnet und trat 2008 in Deutschisd’6,5% der Patienten im Gegensatz
zur geschlossenen Form auf (BRODHUN et al., 20tDfen meisten Fallen kommt es bei
guter Abwehrlage zur Ausheilung des aus dem Prierdrhund dem zugehdrigen
Lymphknotenherd bestehenden Primarkomplexes. Immieahdieser Priméarinfektion ist
jedoch auch die Verbreitung mdglich. So kann deedar per continuitatem sich innerhalb
der Lunge bis hin zur Pleura ausbreiten (NETTER,TBOHER, 2001; BOCKER et al.,
2004). Uber lymphogene und hamatogene Streuung jesims Organ befallen werden und
spater auch Ort einer Reaktivierung sein (NETTERTBCHER, 2001; BOCKER et al.,
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2004; HEROLD, 2009). Je nach Abwehrlage ist als ikatation eine Pleuritis tuberculosa,
eine Hiluslymphknotentuberkulose oder eine kasigeubonie mit Einschmelzungsherden
maoglich. Selten sind Miliartuberkulose als genaialite hdmatogene Streuung in potentiell
alle Organe in Folge hoher Erregerlast und unzhesider Abwehrlage oder eine
Tuberkulose-Sepsis moglich (BOCKER et al., 2004RA@ED, 2009). Sofern die Infektion
Uberhaupt zu einer aktiven Erkrankung fuhrt, kénisgmptome wie Husten, Hamoptoe,
subfebrile Temperaturen, Nachtschweil3, Abgeschlagermder Gewichtsverlust auftreten.
Dieser Symptomkomplex muss auch an ein Malignomkeienlassen. Ein Grof3teil der
Patienten ist initial symptomfrei (NETTER, BOTTCHER001; DEN BOON et al., 2006;
HEROLD, 2009), so dass die Diagnosestellung hawdrgchleppt wird.

2.3.2 Differenzierung der stattgehabten und latenten Tukelose und das Risiko der

Reaktivierung

Patienten kdnnen in ihrem Leben auch mehrmals aer éiuberkulose erkranken. Diese
postprimare Tuberkulose kann durch eine exogenenf&dion oder eine endogene
Reaktivierung bedingt sein und z&hlt unabhangig den Atiologie zu den Formen der
aktiven Erkrankung. In Deutschland ist die Reinfaktaufgrund der niedrigen Inzidenz und
des damit verbundenen niedrigen Re-Expositionsrssdelten (HEROLD, 2009). In Studien
konnten fur andere Niedrig-Inzidenzlander Reinfehksraten von 0,4% (DOBLER et al.,
2008) bis 7% (VAN RIE et al., 1999; BANDERA et &2001; JASMER et al., 2004) durch
Nachweis unterschiedlicher Stamme Neguberculosis mittels DNA-Fingerprinting ermittelt
werden. In LAndern mit héherer Inzidenz oder béieRten mit Migrationshintergrund ist der
Anteil an Reinfektionen unter den postprimaren Tkb®sen hoher und geht mit einem
groBeren Risiko fur MDR-TB einher (VAN RIE et all999; BANDERA et al., 2001,
DOBLER et al., 2008). Eine Reaktivierung hingegenbiei geschwachter Immunabwehr aus
alten Organherden nach erfolgreicher Behandlungr@inberkulose mdglich und kann noch
nach Jahrzehnten auftreten (NETTER, BOTTCHER, 20@l)ch bei der postpriméaren
Tuberkulose ist mehrheitlich die Lunge betroffe0%g, Verlaufe sind nicht selten aufgrund
der zu der Reaktivierung fiihrenden Ursachen schiggemder (BOCKER et al., 2004).
Risikofaktoren stellen neben einer Abwehrschwaalehaine zuvor beziglich Lange oder
Regelmaligkeit unzureichend durchgefihrte antitublése Therapie dar. Derzeit wird davon
ausgegangen, dass ein Individuum, bei welchem d&h Immunsystem mit dem Erreger
auseinandergestzt hat, auch latent infiziert sennk ohne dass es zu einer klinischen

Manifestation kommen muss (LTBI). Auch diese Induen kdnnen eine ,Reaktivierung*

19



erfahren, obgleich sich diese klinisch als Erstrigtation darstellt.

2.3.3 Exkurs: Erhohtes Tuberkuloserisiko bei der Therapreeumatischer Erkrankungen

Am Beispiel von rheumatischen Erkrankungen und rmdeBehandlung soll die eben
aufgezeigte Risikokonstellation fur die Entwicklueger postprimaren Tuberkulose durch
Reaktivierung verdeutlicht werden. Diese entzidic Systemerkrankungen mit meist
unbekannter Atiologie sind gekennzeichnet durch ofaimunreaktionen mit Auftreten
autoreaktiver B- und T-Zellen. Im Zuge des Autoinmprozesses mit Produktion
proinflammatorischer  Zytokine, = Komplementaktiviegun und  Freisetzung von
Entzindungsmediatoren kommt es je nach Erkrankuingsa Schadigung von Gelenken,
Bandstrukturen, Muskulatur, Knochen und anderera@eg (NETTER, BOTTCHER, 2001;
HEROLD, 2009). Durch den lang andauernden thergugn Einsatz von Glukokortikoiden
und anderen Immunsuppressiva zur Behandlung deardddngen zeigt sich bei der Mehrheit
der Patienten eine Defizienz des Immunsystems. Bewe Therapiemdglichkeit mit so
genannten ,Biologicals” hat die Behandlung und &&mlauf rheumatischer Erkrankungen
positiv beeinflusst. Zu dieser pharmakologischenppe gehéren die so genannten GNF
Antagonisten; dies sind rekombinant hergestelltetik@nper, AntikGrperfragmente oder
Fusionsproteine zur zielgerichteten Blockade erdlicimer immunologischer Vorgénge
(GOLDBLATT, ISENBERG, 2005; GIBBONS, HYRICH, 2002EANDRO, 2009). Dabei
ist trotz guter Wirksamkeit zu beachten, dass uiiteerapie mit TNE-Blockern neben
potentieller Nebenwirkungen insbesondere das Rigik@ine aktive Tuberkulose bei vorher
bestehender latenter Infektion bis zu 8fach erigilWOLFE et al., 2004; ASKLING et al.,
2005; CARMONA et al., 2005; KEANE, 2005; SEONG ¢t 2007; DIXON et al., 2010;
KATIKIREDDI et al., 2010; SOLOVIC et al., 2010) Agifund dessen muss bei Prufung der
Indikation zur Eignung von TNEBlockern eine latente oder abgelaufene
Tuberkuloseinfektion des Patienten zuvor ausgessblowerden. Bei latenter Infektion sollte
aufgrund des Reaktivierungsrisikos dann vor &Nikhibition eine medikamentdse
Prophylaxe mit Isoniazid (INH) durchgefihrt werd&abei scheint das Risiko fur eine aktive
Tuberkulose unter den TNHnhibitoren bei Infliximab und Adalimumab héher sein als
bei Etanercept (TUBACH et al., 2009; DIXON et @010). Erwahnenswert ist, dass schon
der Einsatz von Kortikosteroiden oder ,Disease iyoalj antirheumatic drugs® (DMARD)
bei rheumatischen Erkrankungen mit einer erh6htemdénz fur eine aktive Tuberkulose
einherzugehen scheinen (YAMADA et al., 2006; SEO8&IGal., 2007; BRASSARD et al.,

2009). Auch Infektionen mit nicht-tuberkuldsen Myjedterien scheinen gehauft aufzutreten
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(WINTHROP et al., 2009). Aufgrund dieser brisaniisikokonstellation ist es notwendig,
alle Patienten vor Behandlung mit Tdmhibitoren auf LTBI zu screenen. Hierbei ist es
essentiell, sensitive Verfahren zur Verfigung zbema die auch bei immungeschwachten

Patienten angewandt werden kénnen.
2.3.4 BCG-Immunisierung und Therapie

Um einer Tuberkulose, insbesondere der schwerwdageMiliartuberkulose oder Meningitis
tuberculosa, ursachlich entgegen zu treten, enaliek Albert Calmette und Camille Guérin
am Pasteur Institut von Lille den sogenannten B®a&cille Calmette-Guérin)-Impfstoff
(DANIEL, 2006). Hierbei handelt es sich um eineteatiiertern Lebendimpfstoff, der al
bovis, dem Erreger der Rindstuberkulose, isoliert wiMiELARINO, HUEBNER, 1996).
1921 wurde der Impfstoff zum ersten Mal erfolgreratch in oraler Form getestet und fand
spater intrakutan breite klinische Anwendung. Ndem zweiten Weltkrieg wurde der BCG-
Impfstoff in Deutschland regelmé&fRig zur Immunisieguvon Neugeborenen verwendet
(STYBLO, FERLINZ, 1994). Aufgrund der gunstigen @gmiologischen Entwicklung, der
mangelnden Effektivitat (VILLARINO, HUEBNER, 1996-INE et al.,, 1999) und des
Nebenwirkungsprofils (FINE et al., 1999) ist die B@mpfung seit 1998 von der Standigen
Impfkommission (STIKO) nicht mehr empfohlen (RKI,0389). Daneben kodnnen bei
Tuberkulin-Hauttests falsch positive Ergebnisse BEG-Geimpften zu der falschlichen
Annahme eines stattgehabten Kontaktes Mhituberculosis fuhren (TISSOT et al., 2005).
Derzeit wird BCG in Deutschland nur noch in beseadeSituationen mit erwartet hoher
Exposition zur Impfung verwendet und findet des Mfein Einsatz in der intravesikalen
Immuntherapie bei Urothel-Carcinom der Harnblas©R®ALES, 1980).

Neben der Isolierung von infektiossen Patienten wied Einhaltung von Hygiene- und
Desinfektionsmaflinahmen zur Verhinderung einer Asigbrg, muss ein Tuberkulose-
Erkrankter einer teilweise mit erheblichen Nebekwngen behafteten Pharmakotherapie
zugefuhrt werden. Aufgrund des Aufbaus ihrer Zeildiasind Mykobakterien fir viele
antibiotische Substanzen resistent. So werden findestens sechs Monate regelmaliig
einzunehmende Kombinationen der finf Erstrangmedée Isoniazid, Rifampicin,
Pyrazinamid, Streptomycin und Ethambutol einges€¢iHEROLD, 2009). Dabei wird
Isoniazid auch zur Chemopravention bei der Verdatihgnose LTBI eingesetzt. Durch
zunehmende Resistenzentwicklung muss immer hauéigeh auf Zweitrangmedikamente
mit niedrigerer Wirksamkeit und hoherer Nebenwirgsiate zurickgegriffen werden. Der
unzureichende Schutz durch Immunisierung sowiekdigvicklung resistenter Stamme mit
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Mangel an wirksamen Medikamenten offenbart auch Motwendigkeit einer raschen
Diagnostik der Tuberkulose und etwaiger Begleitankungen, um die weitere Ausbreitung

der Infektionskrankheit sowie die Resistenzbildang/erhindern.
2.4  Diagnostisches Spektrum

2.4.1 Radiodiagnostik und direkter Keimnachweis in deiirkischen Routine

Aufgrund der komplexen Manifestation einer Tubeosa mit unterschiedlichem Organbefall
und teilweise fehlender Symptomatik ist die Diagdikogein einfaches Unterfangen. Der
entscheidende Schritt besteht darin, UberhauptTaiberkulose in Betracht zu ziehen. Neben
der Bericksichtigung der Anamnese und der kliniscBgmptomatik kann das Rontgen des
Thorax tuberkulosespezifische Hinweise liefern. 8euten durch Verflissigung von
Nekroseherden entstandene Hohlrdume (Kavernen),diRude, Pleuraerglisse sowie
VergrofRerung oder Verkalkung von Lymphknoten aufeeiTuberkulose hin. Obgleich
Rontgenbefunde der Lunge im Vergleich zur klinistlBymptomatik sensitiver zur Diagnose
einer Tuberkulose geeignet sein mdgen (DEN BOOIdl.et2006), kénnen die erhobenen
Befunde auch bei anderen pulmonalen ProzesserSgde¥merkrankungen auftreten und nur
schwer unterschieden werden (NETTER, BOTTCHER, 200Zudem gehen
réntgenologische Untersuchungen sowie die zur bessdifferenzierung suspekter
Strukturen teilweise notwendige Computertomographieeiner Strahlenbelastung fir den

Patienten einher.

Beweisend fur eine Tuberkulose ist hingegen dezktidr Keimnachweis aus verschiedenen
Materialien wie Sputum oder Magensaft. Augrund Heken Lipidanteils in der Zellwand
lassen sich Mykobakterien mit Standardfarbungen dée Gram-Farbung nicht anfarben,
daflr sind Spezialfarbetechniken wie die Ziehl-Meal, Kinyoun- oder Fluoreszenz-Farbung
notwendig (BOCKER et al., 2004). Da sich die soedadpten Bakterien weder durch Saure-
noch Alkoholbehandlung wieder entfarben, sprichhman saurefesten Stabchen (BOCKER
et al., 2004), welche sich ab einer Nachweisgrerme 10" Bakterien/ml mikroskopisch
nachweisen lassen (HEROLD, 2009). Bei einem pa@sitiBefund ist jedoch eine
Verwechslung mit anderen sdurefesten Stdbchen (Utmwlebakterien) moglich. Da ein
negativer Befund eine Tuberkulose nicht ausschliéBt die Kultur Goldstandard
(BRODHUN et al., 2010). Eine kulturelle Anzucht sit 3 bis 4 Wochen auf Festmedium
und mit 1 bis 2 Wochen in Flussigkultur zwar seleitiatensiv, aber auch wegen der
notwendigen Resistenzbestimmung unentbehrlich (HHERQO009). Ein positiver Befund in

22



der Mikroskopie geht aufgrund der hoheren Bakteabh mit einem betrachtlichen
Infektionsrisiko durch den Patienten fur anderénernallerdings lieRen sich 2008 durch die
Mikroskopie im Vergleich zur Kultur nur 44,4% vessi81,2% der Lungentuberkulosen
nachweisen (BRODHUN et al., 2010). Ein ahnlich lkegebnis wie die Kultur liefern die
sogenannten Nukleinsdure-Amplifikations-TechnikeMAT), bei welchen rasch in
spezialisierten Abteilungen meist durch PCR mykdoéxadiles Erbgut nachgewiesen werden
kann (BRODHUN et al., 2010). Sowohl der NAT als lawer Kultur entgehen jedoch die
Falle, bei denen durch Probengewinnung keine Kesxteahiert werden konnen oder bei
denen sich die Erkrankung in einem anderen Orgé&armsymanifestiert. Mittels sogenanntem
DNA-Fingerprinting ist die Unterscheidung von Infiekisketten und die
Schnellidentifizierung von bestimmten Stammen dés tuberculosissKomplex mdoglich
(VAN RIE et al., 1999). Haufig ist zum direkten &gernachweis eine mehrfache Proben-
Gewinnung notwendig, teilweise gekoppelt an invasiiingriffe wie diagnostische
Punktionen oder Bronchoskopien. Noch invasiverdist Sicherung der Diagnose utber den
histologischen Nachweis von verkasenden tuberkaol@anulomen durch Biopsie befallener
Organe und birgt damit ein interventionelles Risfléo den Patienten. Um einen Erkrankten
rasch einer wirksamen Pharmakotherapie zufiihrenk@anen, werden schnelle und

zuverlassige Verfahren zum Nachweis einer InfektionTuberkuloseerregern bendétigt.

2.4.2 Die immunologische Diagnostik: Von der zellularermimunantwort in vivo zur

spezifischen Reaktivitat in vitro

Klinische Symptomatik und Befunde in bildgebendesrfahren ermdglichen es dem Arzt,
eine Tuberkulose als Erkrankung in Betracht zuemelDirekte Nachweismethoden sind fur
die Tuberkulose beweisend, ein negatives Ergelochigegt jedoch eine Tuberkulose aufgrund
der unterschiedlichen Kompartiment- bzw. Organligteig nicht sicher aus. Da bei einer
latenten Infektion per definitionem sich kein Keimachweisen lasst, konnen direkte
Nachweisverfahren hier nicht sinnvoll eingesetztdea. Bei vielen viralen Erkrankungen
lassen sich Virus-spezifische Antikdrper aus denutBals Zeichen der humoralen
Immunantwort nachweisen. Da bei der Tuberkuloseodkd intrazellulare Prozesse
maf3gebend sind, spielen serologische Testverfalrggrund indifferenter und wenig

sensitiver Ergebnisse bislang nur eine untergetedRelle (STEINGART et al., 2007). Der

Prototyp einer Nachweismethode flir eine zellulamitelte Immunantwort in vivo ist der

Tuberkulin-Hauttest (JANEWAY, TRAVERS, 2002). Tukalin ist ein ausVlycobacterium

tuberculosis gereinigtes und filtriertes Proteingemisch, wetcH®07 durch Clemens von
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Pirquet in einem ersten Intrakutantest eingesetatie&¢ Das heute gebrduchliche Verfahren
zum Nachweis einer Infektion ni. tuberculosis ist der Hauttest nach Mendel-Mantoux, der
als Instrument der Routinediagnostik fest etabigtrt Dieses in-vivo-Verfahren dient dazu,
einen relevanten immunologischen Kontakt eines viddums mit M. tuberculosis
nachzuweisen. Einsatz findet der Hauttest vorwidgerur Diagnostik der latenten
Tuberkulose, wobei hier zu bertcksichtigen ist,sddisrch ein positives Ergebnis nicht eine
latente Infektion von einer manifesten Erkrankumgetschieden werden kann (SESTER et
al., 2011a). Bei der Anlage des Hauttestes wirchgereinigtes Tuberkulin (PPD; Purified
Protein Derivate) in definierter Menge intrakutafiziert und I6st — eine zellulare Immunitat
vorausgesetzt — nach 24 bis 72 Stunden eine Hypebsigatsreaktion vom verzdgerten Typ
(Typ 1IV) aus. Dabei induzieren inflammatorische CDZellen (Thl) Uber
Zytokinexpression von unter anderem #{Nund TNF eine lokale Entzindung
(TSICOPOULOS et al., 1992; JANEWAY, TRAVERS, 200%elche klinisch durch eine
messbare  Verhartung  (Induration) der Haut erfassterden kann. Bei
Umgebungsuntersuchungen von Kontaktpersonen eiagsnien mit offener Tuberkulose
kann Uber die Konversion von negativem zu positivégmttest-Ergebnis innerhalb von sechs
bis acht Wochen nach Kontakt eine Person als ieffizletektiert werden. Dabei kann jedoch
keine Aussage daruber getroffen werden, welcheedieds latent infiziert geltenden

Individuen tatsachlich Trager lebender Bakterigrlsi

Eine Induration von mindestens 5 mm kann qualitats/positiv bewertet werden, alternativ
ist die semiquantitative Beurteilung eines klinisalelevanten Ergebnisses anhand
international anerkannter Indurationsstufen in Zus@nschau mit dem Expositionsrisiko
und dem Immunstatus mdglich. Ein positives Ergebmgsst so eine zellulare Immunitét
gegenM. tuberculosis nach. Das zusatzliche Vorliegen einer Hautneknssest auf eine
besonders intensive Immunreaktion hin. In der &bBhen Diagnostik haben sich die
Indurationsstufen von 5 mm, 10 mm und 15 mm nacbfEhtungen der ,American Thoracic
Society” und des ,Center for Disease Control* bew®RATS, 2000; ATS-CDC, 2000; ATS,
2001). So gilt beispielsweise eine Induration vdh rhm bei einem Individuum ohne
nennenswerte Exposition bei intakter Immunabwesireal Positivitatskriterium. Sofern sich
keine weiteren diagnostischen Hinweise fur einavakbehandlungsbedirftige Erkrankung
ergeben, ist somit von einer latenten Infektionzagehen, welche unter Berlicksichtigung

des klinischen Kontextes einer Chemopravention fzingewerden sollte.

Bei der Interpretation der Ergebnisse muss genbeelicksichtigt werden, dass der Hauttest
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auch bei immunkompetenten Personen in gut 10% &ldle falsch negativ ist (HAAS,
BRODHUN, 2006), der Anteil bei immunkompromittientd®ersonen liegt deutlich héher
(HAVLIR, BARNES, 1999; ATS, 2001; PONCE DE LEON &it, 2005; LUETKEMEYER

et al., 2007). Bei aktiver Tuberkulose kann dieeRat falsch negativen Ergebnissen bei bis
zu 25% liegen (HOLDEN et al., 1971; SESTER et 2011a). Da Tuberkulin nichi.
tuberculosis spezifisch ist, kbnnen sich nach BCG-Impfung odentdkt zu nicht denM.
tuberculosissKomplex gehdrenden Mykobakterien auch falsch pasitErgebnisse zeigen
(DANIEL, JANICKI, 1978; HARBOE, 1981; TISSOT et aR005). Der Hauttest kann daher
trotz der breiten klinischen Anwendung aufgrund el@geschréankten Aussagekraft nicht als
zuverlassiger Goldstandard zum Nachweis einegetabten Kontaktes bezeichnet werden.
Da der Hauttest jedoch auf dem Nachweis einer laedin Immunantwort basiert, wurden in
den letzten Jahren neue Verfahren entwickelt, the &lauttest-Reaktion in vitro im Blut
simulieren: Antigenprasentierende Zellen kdnnenigemte aufnehmen, prozessieren und als
Peptide auf der Zelloberflache spezifischen T-Lyomtten prasentieren, welche dadurch
aktiviert werden (JANEWAY, TRAVERS, 2002). Diese thkerung der in der
Vergangenheit sensibilisierten CD4-T-Zellen lasstichs durch Detektion von
Aktivierungsmarkern und Zytokinen auch auf3erhalp idérpers messen. Da dies aul3erhalb
des biologischen Gefliges ohne den Einfluss andenexger, zirkadianer Rhythmik und
korpereigener Hormone und unter ginstigen stimrgatioen Bedingungen geschieht, kdnnte

man eine hohere Glte der gemessenen Reaktivitéharan.
2.5 Nachweis zellularer Immunitéat in vitro durch spezifischen Reaktivitatsnachweis

2.5.1 Methodik des Reaktivitatsnachweises

Der Nachweis einer spezifischen T-Zell Reaktionitro kann durch verschiedene Verfahren
gelingen. Die meisten Testsysteme detektieren ik@akZellen nach Stimulation von
peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMC) mit dimzhen Antigenen durch Nachweis
von IFNy. Diese IFN-Release-Assays (IGRA) wurden in den letzten JahmeBereich der
klinischen Diagnostik von Infektionskrankheiten koerzialisiert und als Alternative zum
etablierten Hauttest evaluiert. Nach einer in-vitomulation von Vollblut oder PBMC kann
IFNy entweder aus dem Uberstand (ELISA-basierte Tdstsyd oder lokal in einer
Mikrotiterplatte an spezifische Antikérper gebund€¢BLISPOT-Assays) nachgewiesen
werden. Ein positiver Nachweis von lfzKorreliert so mit der Reaktivitat spezifischer GD4
T-Zellen und kann damit eine spezifische Immunigveisen (COBANOGLU et al., 2007;
CONNELL et al.,, 2008; JANOSSY et al., 2008; CASASat, 2009). Zur Aktivierung
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spezifischer Zellen ist bei beiden Verfahren eingigenstimulation von 16 bis 24 Stunden
notwendig. Bei dem ELISPOT-Assay (enzyme linked umim spot) missen zunachst PBMC
vor der Stimulation separiert werden. Nach Antigemslation kommt es zur Bindung des
durch reaktive T-Zellen exprimierten IfFNin spezifische Antikorper auf dem Boden einer
Mikrotiterplatte. Nach Auswaschen der Zellen I&ssh die Zytokinproduktion als Zeichen
der spezifischen Aktivierung Uber eine an Sekuntdik@rper gekoppelte Enzym-Substrat-
Reaktion als sichtbares Prazipitat (Spot) nachweiBge Anzahl der Spots in einem Well
entspricht der Anzahl der reaktiven Zellen. Bei @hSA-basierten Assays (QuantiFERON)
wird die Stimulation im Vollblut durchgefuhrt undedIFNy-Sekretion mittels ELISA aus
dem Uberstand gemessen, dabei konnen jedoch keirsugn Riickschliisse auf die Anzahl

der sezernierenden Zellen gezogen werden.

Wir selbst entwickelten eine Kurzzeitstimulatiorratit aus Vollblut ohne Isolation von
PBMC. Bei diesem Vollbut-Assay werden innerhalb wom sechs Stunden Lymphozyten mit
spezifischen Antigenen stimuliert und reaktive Tl nach intrazellularer Akkumulation
von IFNy mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Unter deD4CT-Zellen werden nach
fluorochromgekoppelter Farbung die reaktiven Zeleit intrazellular akkumuliertem IFN
und an der Oberflache exprimiertem AktivierungsreariCD69 (MASON et al., 2001;
AVGUSTIN et al., 2005) mittels Laser erkannt. Dalsti die Ermittlung des quantitativen
Anteils reaktiver Zellen sowie deren Phanotypisigrunéglich. Das Verfahren basiert auf
dem durchflusszytometrischen Nachweis CMV- und Kpézifischer T-Zellen und soll auch
im Rahmen der Tuberkulose-Diagnostik zum Einsatmrken (SESTER et al., 2000;
SESTER et al.,, 2001; SESTER et al., 2003). BeieRtgh mit Hamodialyse und nach
Nierentransplantation konnte bereits eine erste luatian stattfinden, obgleich die
Etablierung eines klinisch relevanten Grenzwendés,Verwendung geeigneter Antigene und
die Anwendung bei anderen Formen der Immundefiziemzh ausstanden (SESTER et al.,
2004; SESTER et al., 2006).

2.5.2 Antigene zum Reaktivitatsnachweis

Bei der Verwendung spezifischer Antigene sind a@nigoriberlegungen anzustellen:
Tuberkulin  kommt als Gemisch vieler einzelner Prege bei einer Vielzahl von
Mykobakterien vor, so dass keine Erregerspezif#ét erwarten ist. Analog zu einem
Tuberkulin-Hauttest kann eine in-vitro-Immunreaktiauf Tuberkulin eine Immunitat gegen
M. tuberculosis, eine Impfantwort durciM. bovis BCG (COMSTOCK, 1975; WANG et al.,
2002; FARHAT et al., 2006) oder den Kontakt mit areh nicht-tuberkulésen
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Mykobakterien anzeigen (LALVANI et al., 2001). Beinsicherheit hinsichtlich des
Impfstatus kann die diagnostische Differenzieruedph entscheidend fur das Durchfiihren
weiterer Diagnostik und ggf. Einleiten einer Theeapzw. Chemoprophylaxe sein. Um diese
Unterscheidung zu erméglichen, kommen die erregergchen Antigene ,Early Secretory
Antigenic Target 6“ (ESAT-6) und ,Culture filtrafgotein 10* (CFP-10) zum Einsatz. Dabei
handelt es sich um sekretorische Proteine, welblee die Gene esxA und esxB der ,Region
of difference 1 (RD1) kodiert werden (BERTHET ét, 4998; LIU et al., 2004). Da diese
Region aufgrund einer Deletion in den BCG-ImpfsténndesM. bovis nicht vorhanden ist,
ist eine Immunreaktion auf diese Antigene Blstuberculosis spezifisch anzunehmen und

nicht mit einer Impfantwort zu verwechseln (Abb. 1)

‘ a. M. bovis, BCG | | [

‘ b. M. tuberculosis | | [ RDT[

| c. Ausschnitt RD1 | I[__Rvas7i__ |[PE35][ Pre6s | IESKEN IESRA | RV3876 I

Abb. 1. Gendeletion in Mycobacterium bovis BCG fuht zum Verlust der Region of difference 1 (RD1).
Ausschnitt aus der Genomsequenz von M. bovis BGG@r(d M. tuberculosis (b). Die Region of differert
(9,5 kB) fehlt im attenuierten Impfstamm vom M. BCG. In RD1 erfolgt Uber esxA und esxB (c)
Kodierung fur die sekretorischen Proteine ESAT-8 @frP-10.

Die Antigene werden des Weiteren ebenfalls von d&m tuberculosis-Komplex
zuzuordnendenM. africanum sowie von den nicht-tuberkuldsen Umweltbakteribh
kansasii, M. szulgai und M. marinum exprimiert (ANDERSEN et al., 2000). Eine
Kreuzreaktion bei Infektionen mit den fur den Mdmst nur selten pathogenen Keimen wére
somit zwar denkbar, aufgrund der bislang verhattéi8ig wenig bedeutsamen Rolle der von
diesen Erregern in Deutschland verursachten diaigre$en Lungenerkrankungen oder der
klinisch divergenten Symptomatik wird dieser Aspeikh weiteren nicht gesondert
bertcksichtigt. ESAT-6 und CFP-10 werden bereitdan kommerziellen IGRA T-SPOIB
und QuantiFERON Tb-Gold In-tube als Stimuli verwendDie durchflusszytometrische
Analyse konnte bereits bei immungesunden sowie inteiizienten Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz und nach Transplantation PPD &SAT-6 reaktive Zellen nachweisen
und den Tuberkulin-Hauttest erganzen (SESTER et 28104, SESTER et al., 2006).
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2.5.3 Mehr als nur zellulare Immunitét: Ruckschlisse votlem Reaktivitatsprofil auf das

Erkrankungsstadium

Neben der Auswahl der Antigene ist zu berlcksiemjglass die Messung von lNine
zellulare Immunitat aufdecken mag, dadurch jedochtrauf das Stadium der Erkrankung
geschlossen werden kann. Der Nachweis von spdmfisReaktivitat erlaubt nicht die
Beurteilung, ob eine aktive, stattgehabte odentaténfektion vorliegt. Bis zu diesem Punkt
dienen der Tuberkulin-Hauttest und die IGRA durckerwendung von IFN nur zum
Nachweis eineM. tuberculosis spezifischen Immunantwort. Aus der Untersuchurrgralsch
viraler Infektionen ist jedoch bekannt, dass sielktive T-Zellen je nach Stadium der
Infektion anhand der Zytokinsekretion und OberfEmmarker unterscheiden. So exprimieren
Effektor-T-Zellen alleine IFN, wohingegen Effektor-Gedachtnis-T-Zellen K-Nnd IL-2
und zentrale Gedachtnis-T-Zellen nur IL-2 sezeamemDie relativen Anteile dieser drei T-
Zellarten korrelieren mit der Antigen-Belastung behronischer viraler Infektion
(PANTALEO, HARARI, 2006; SESTER et al., 2008). Klich konnten Millington et al.
2007 nach aufwandiger Isolierung von T-Zell-Subpgaponen zeigen, dass die relativen
Anteile und Frequenzen dieser drei T-Zell-Populsio auch unter deM. tuberculosis
spezifischen T-Zellen mit der Erreger-Last in irdizen Patienten korrelieren und sich mit
Beginn einer antituberkulésen Therapie (unter deduRtion der Erregerlast) verandern
(MILLINGTON et al., 2007). Somit ware eine Beurtelg des Krankheitsstadiums anhand
der Zytokin-Expression reaktiver Zellen auch bai @eberkulose mdglich. Diese Hypothese
ist vortrefflich geeignet, in einem rascheren diltdszytometrischen Ansatz, bei der durch
Mehrfachfarbung verschiedene Aktivierungsmarkeruimd auf Zellen untersucht werden

kénnen, bewiesen oder widerlegt zu werden.

2.6 Ziele der Arbeit

In dieser Arbeit sollte vor dem Hintergrund mangein diagnostischer Systeme und
zunehmender weltweiter Inzidenz der Tuberkulose Glige des durchflusszytometrischen
Tests zum Nachweis einer zellularen Immunitat gegetuberculosis evaluiert werden, der

sich im Spektrum anderer immunologischer Testvegiahhinsichtlich Sensitivitat und

Spezifitat noch beweisen muss. Im ersten Abschimt$er Arbeit wurde bei einem grol3en
Probandenkollektiv, welches gesunde Kontrollen soRatienten beinhaltete, zunachst der
Tuberkulin-Hauttest parallel zur durchflusszytorisetinen Analyse nach Kurzzeitstimulation
durchgefuhrt. Dabei sollte untersucht werden, ob wiwartet die durchflusszytometrische

Detektion Tuberkulin-reaktiver T-Zellen dem Hauttdsherlegen ware und in wieweit
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Ergebnisse zwischen beiden Testsystemen korrelietsn &hnlich wie bei dem Hauttest
einen Kklinisch relevanten Grenzwert der reaktiveD4d-Zellen zu ermitteln. In einem
zweiten Abschnitt wurden auch beidié tuberculosis spezifischen Antigene ESAT-6 und
CFP-10 eingesetzt, um deren Nutzen hinsichtlich $jggzifitat zu bewerten. Dabei sollte
insbesondere der Einfluss des Expositionsrisikowiesceiner Immundefizienz auf den
Nachweis einer latenten Infektion (LTBI) bewertet¢rden. Zum Vergleich wurden parallel
an einem Kkleinen Kollektiv zwei kommerzielle ELISP®@ssays sowie als
Alternativmethode zu den IGRA der Nachweis eindigam-spezifischen Zellproliferation
mittels Thymidin-Proliferationsassay evaluiert. tmtten Abschnitt der Arbeit erfolgte eine
vergleichende Analyse des durchflusszytometrisdberahrens und des Hauttests an einem
Kollektiv immundefizienter Patienten mit untersaliiehen rheumatischen Erkrankungen vor
dem klinischen Hintergrund einer geplanten pharrttet@apeutischen TNFBlockade. Im
letzten Abschnitt wurde bei zwei Patientengruppétnaktiver und stattgehabter Tuberkulose
untersucht, inwieweit durch Messung der ExpressamIFNy und/oder IL-2 reaktiver Zellen

mittels Durchflussyztometrie auf die Aktivitat dérkrankung zu schlief3en ist.
Zusammenfassend wurden folgende Hypothesen tberprif

* Die durchflussyztometrische Analyse unter Verwermduon Tuberkulin in vitro ist
bei immungesunden und immunkompromittierten Indiei sensitiver als der

Hauttest nach Mendel-Mantoux.

* Der durchflusszytometrische Einsatz von ESAT-6 @P-10 erhoht die Spezifitat
des Verfahrens und kann so einen immunologischentako von einer BCG-

Impfantwort unterscheiden.

» Die Durchflusszytometrie liefert valide Ergebnisgm direkten Vergleich mit

ELISPOT Assays und Proliferationsassays.

* Die durchflusszytometrische Detektidvh tuberculosis-spezifischer T-Zellen ist auch

bei immundefizienten Patienten mit rheumatischdadfikungen maoglich.

e Mittels durchflusszytometrischer Phéanotypisierungaktiver Zellen lassen sich

Ruckschlisse auf das Erkrankungsstadium schliel3en.
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3 Methoden

3.1 Patienten und Probanden

Von Februar 2006 bis August 2007 wurden 887 Paientund Probanden
durchflusszytometrisch und teilweise mittels andéfethoden auf ihren Tuberkulose-Status
getestet. Dabei kamen erstmals alle drei AntigelRB,FESAT-6 und CFP-10 zum Einsatz.
Samtliche Patienten und Probanden wurden udber diechilihrung der Untersuchung
aufgeklart und gaben hierfur ihr Einverstandnisb&dag der Schwerpunkt auf der Testung
von Patienten mit pulmologischen Erkrankungen, veeichen differentialdiagnostisch eine
Tuberkulose in Betracht gezogen werden musste. lH@anewurden Patienten mit
rheumatischen Erkrankungen vor Beginn einer Therapit TNFo-Inhibitoren sowie
medizinisches Personal und gesunde Kontrollen maiwveills unterschiedlichem
Expositionsrisiko getestet. Bei der Gesamtauswgrtwarden jedoch auch die Patienten,
welche seit 1999 mit Einsatz der Durchflusszytoraetunachst nur unter Verwendung von
PPD in unserer Abteilung getestet wurden, mitbegiatitigt, um eine bessere Aussagekraft
Uber die FACS-Analyse zu erhalten, so etwa Hamgskal und Transplantationspatienten.
Dabei wurden manche Individuen mehrfach getestat,etst im Verlauf alle drei im
Methodenteil erwahnten Antigene zum Einsatz kamed zudem partiell Anderungen des
Immun- oder Tuberkulose-Status bei einzelnen Prbaraufgetreten waren. Bei insgesamt

Tab. 1. Charakterisierung der Patienten und Probanén: Altersverteilung, Immunstatus, Tuberkulose-
Status bzw. Expositionsrisiko und Infektion mit aneh Mykobakterien (Mykobakteriose).

Gesamt n=1885

Altersverteilung [Jahre] Immunstatus %] | Tuberkulose-Status %
Mittleres Alter 52,54+17,41| Immungesund 61,45 Aktiuberkulose 1,80
Median 53,64 Immunkompromittiert: Behandelte Tkdose 2,50
Minimum 0,11 Hamodialyse 15,50 Mykobakteriose 0,63
Maximum 94,4 Transplantation 12,34 Expositionkasi
Chronisch-entzindlich 7,69 gering 75,96
HIV 3,25 leicht erhdht 5,81
erhoht 9,93
stark erhoht 3,22
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1.885 Patienten wurden 2.703 durchflusszytometeiddessungen vorgenommen. Es ergab
sich ein Altersdurchschnitt von 52,54+17,41 Jahweobei der Anteil an Patienten unter 16
Jahren nur 0,75% betrug. Deren Testung ergab sit#inea aus einer Kklinischen
Notwendigkeit und nicht zu Forschungszwecken. Diter&verteilung sowie die Angaben zu
dem Immunstatus und Tuberkulose-Status sind in [leatheaufgetragen. Bei Patienten nach
Transplantation sowie bei chronisch-entzindlicherkrahkungen wie rheumatischen
Erkrankungen, chronisch-entziindlichen Darmerkragkanund Autoimmunerkrankungen
bestand in der Regel eine iatrogene Immunsuppressi®ersonen mit geringem
Expositionsrisiko wurden als diejenigen definiewielche keine Tuberkulose-Infektion
durchgemacht hatten, noch nie wissentlich Kontakeimem Tuberkulose-Patienten hatten,
keine Reisen in Lander mit hoher Inzidenz unternemimatten und nicht den Berufsgruppen
mit regelmafligem Patientenkontakt angehdrten. Damditionsrisiko galt bei Probanden,
welche sich in einer medizinischen Ausbildung bdéam als leicht erh6ht. Ein erhdhtes
Expositionsrisiko bestand bei Kontakt zu mindesteim&m Tuberkulose-Patienten oder bei
medizinischem Personal mit haufigem Patientenkantk hohes Risiko bei Personal in der
Mikrobiologie und der Pneumologie bzw. bei langedarernder und/oder mehrfacher

Tuberkulose-Exposition im unmittelbarer Umgebungmem Erkrankten.

3.2  Software und Statistische Analyse

Zur Datenverarbeitung und Auswertung wurden folge&wftware-Programme verwendet:
CellQuest (Messung und Auswertung der durchflussmgtrischen Daten), GraphPad Prism
4.03 (statistische Auswertung und graphische Diustg von Daten), Microsoft Access
(Datenbank zur Verwaltung von Reagenzien, Probatatenbank inkl. experimenteller
Daten), Microsoft Excel (statistische Auswertungamhische Darstellung von Daten),
Microsoft Powerpoint (graphische Darstellung von tdpd, Microsoft Word

(Textverarbeitung) und Endnote 7.0 (Textverarbgjtund Literaturverzeichnis).

Die Daten wurden, sofern nicht anders angegeben,Mittelwert+Standardabweichung

angegeben. Bei Korrelationen wurde, sofern nichiess angegeben, der Korrelations-
Koeffizient nach Spearman berechnet. Desweiteremd@vubei Vergleich von zwei Gruppen
der Mann-Whitney-Test, beim Vergleich von mehr alei Gruppen der ANOVA test mit

Dunn’s Post-Test durchgefiihrt. Der Chi-Quadrat-Twestde zum Vergleich kategorischer
Daten verwendet und als MaR der Ubereinstimmunglevder Kappa-Koeffizient berechnet.
Zur Ermittlung von Grenzwerten wurden Receiver aprg characteristic (ROC) Analysen

eingesetzt.
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3.3  Materialien und Reagenzien

Der folgende Abschnitt gibt einen Uberblick tibes lir die Versuche bendétigten Substanzen,
Reagenzien und Materialien. In Tabelle 2 sind deewendeten Puffer, Zellmedien und
Losungen und ihre Zusammensetzung angegeben. Uberfid die Zellstimulationen
verwendeten Antigene und Kostimulantien und ihrenkemtrationen informiert Tabelle 3.
Die restlichen benétigten Reagenzien sind in Tabéllund die verwendeten Gerate und
Materialien in Tabelle 5 aufgefuhrt.

Tab. 2. Zusammensetzung und Einsatz von Puffern, Zmedien und Lésungen.

Substanz Zusammensetzung Einsatz

FACS-Puffer PBS + 5% FCS + 0,5% BSA + 0,07% NaN Waschpuffer

SAP-Puffer PBS + 5% FCS + 0,5% BSA + 0,07% NaND,1% Intrazellulare Farbung
Saponin

Nahrmedium RPMI 1640 + 1% GIn + 1% Pen/Strep + 5Bs ALISPOT, Proliferationsassays
Serum

Brefeldin A Stocklésung 5 mg/ml in Ethanol Stim et

EDTA Stockldsung 20mM/ml in Aqua dest. Fixierung

PFA-4% Stocklésung 40 mg/ml Paraformaldehyd in PBS Fixierung PBMC

PFA-1% 25 ml PFA-4% + 75 ml PBS Fixierung

Lysing-Solution 50 ml Lysing Solution (10fach) + ®5nl Aqua Fixierung

dest.
Saponin-5% 2 g Saponin + 0,28 ml Na40 %) + 39,7 ml PBS Intrazellulare Farbung
Tritium-Thymidin Stocklésung 40uCi/ml Thymidin-Pi@ration

Tab. 3. Konzentration der Stimulantien und Kostimulantien.

Substanz Konzentration pro ml Ansatzvolumen Hersteller

Losungsmittel 22,22 pl Chiron Behring, Marburg
PPD 22,22 pl Chiron Behring, Marburg
ESAT-6 31,33 ul Lionex, Braunschweig
CFP-10 31,33 ul Lionex, Braunschweig
CMV-Kontroll-Antigen 32 ul Virion/Serion GmbH, Wirzburg
CMV-Antigen 32 pl Virion/Serion GmbH, Wirzburg
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Substanz

Konzentration pro ml Ansatzvolumen

Hersteller

CMV-Kontroll-Antigen 32 pl (Langzeitstimulation)

BWhittaker, Walkersville

CMV-Antigen 32 pl (Langzeitstimulation) BioWhittakeNalkersville
SEB 2,5 ul, Stocklésung 1mg/mb@ Sigma-Aldrich, Steinheim
a-CD28 1 pg, Stocklésung 0,5mg/ml BD Biosciencesiddlberg
a-CD49d 1 ug, Stocklésung 1mg/ml BD BioscienceddEeléerg

Tab. 4. Weitere benétigte Materialien und Reagenzien.

Substanzen/Materialien

*H-Thymidin

Aqua ad iniectabilia

BFA (Brefeldin A)

BSA (Bovines Serumalbumin)

EDTA

ELISPOT T-SPOT.TB Kit

ELISPOT Assay Kit ELSP 5000 IFN
Essigsaure (CHCOOH)

FACS Clean, FACS Flow, FACS Rinse
FACS Lysing Solution

FCS (fetal calf serum)

FicoLite-H Separation Medium (Human)
Natriumazid (Nan)

PBS (phosphate buffered saline)
Penicillin-Streptomycin

PFA (Paraformaldehyd)

RPMI 1640 Zellkulturmedium

Saponin

Wasserstoffperoxid (30 %)

Natrium-Heparin

Hersteller
Amersham Bioscience, Piscataway
B. Braun Melsungen AG, Melgen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Oxford Immunotec, Oxford
AID, Stral3berg
Sigma-Aldrich, Steinheim
BD Biosciencesigdiberg
BD Biosciences, Heidelberg
BioWhittaker, Walkersville
Linaris, Weith-Bettingen
Serva, Heidelberg
Linaris, WerthBiettingen
Biochrom AG, Berlin
Sigma-Aldrich,Steinheim
Biochrom AG, Berlin
Sigma-Aldrich,Steinheim
Sigma-Aldrich,Steinheim

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
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Tab. 5. Gerate und Verbrauchsmaterialien.

Gerate und Verbrauchsmaterialien

48-Well-Platte (Flachboden)
96-Kanal-Pipette
96-Well-Platte (Rundboden)

Autoklav (Systec 2540 EL)
Brutschrank (CO2-Auto-Zero)

Edelstahl Isolierflaschen

Hersteller

Greiner, Frickenhausen
DBM Scientific, San Fernando
Greiner, Frickenhausen

Systec GmbH Labor-Sysezmhik, Wettenberg

Heraeus, Hanau
Emsa GmbH, Emsdetten

Einweg-Stabpipetten "Costar Stripette” (1 - 25 ml) Corning, New York

Elektrische Pipettiergerate (Pipetboy plus)
Elektrische Pipettiergerate (Pipetus-akku)
Erntegeréat (Cell Harvester)

FACScan Durchflusszytometer

FACS-Ro6hrchen (5 ml Polypropylen- und Polystyre

Rundboden)
Falcons (15 ml; 50 ml)

Faltenfilter (@15 cm; 32 cm)
Geschliffene Deckglaser

Heizplatte

Kanilen (26 G1/2)

Kandlen, Butterflys (21 G)
Kolbenhubpipetten (10 pl, 200 pl, 1000 pl)
Leukozytenfilter PALL RCXL2
Mehrkanalpipette (Multi-Mate 300 pl)
Mikroskop Nikon TMS

Milli-Q UF Plus

Multistepper

Neubauer Zahlkammern

Parafilm

Pasteurpipetten

Pipettenspitzen (10 pl; 100 pl; 1000 pul)
Reaktionsgefalie (1,5 ml)
S-Monovetten EDTA (2,7 ml)
S-Monovetten Li-Hep (2,7 ml; 4,7 ml; 9 ml)
S-Monovetten NgHep (4,7 ml)

Solid Scintillator (Microbeta 1450)
Spritzen (1 ml; 20 ml)

Sterile Gaze

Sterile Werkbank Clean Air Type DLF BSS4
Sterile Werkbank Tecnoflow
Szinillationswachsplatten (Meltilex A)
Szintillationsfilter (Printed filtermat A)
Tuberkulinspritze mit Spardorn (1 ml)
Vacusafe Absauggerat

Vortex Mixer (neoLab 7-2020)
Zentrifuge (Megafuge 1.0R)

Zentrifuge (Spectrafuge Mini)

InteBji@sciences, Fernwald
Hirschmbaborgerate, Eberstadt
Inotech, Basel
BD Biosciences, Hbiee

BD Biosciences, Heidelberg

Greiner, Frickenhausenstgalt, Nirnbrecht

Schleicher & SchnethlgH, Dassel
Carl Roth GmbH & Co. KG@ylsruhe
Fisher Scientific, Schwerte
Becton Dickinson S.A., Madrid
Sarstedt, Nurnbrecht
Abimkdngenfeld
PALL Medical, England
Abimed, Landeld
Nikon, Dusseldorf
Millipore, Schwalbach
Eppendorf, Hamburg
Carl Roth GmbH & Co. KG, Kathe
NeolLab Migge Laborbedarf, Heidelberg
Brand, Wertheim
Greingickenhausen; Sarstedt, Niirnbrecht
Greiner, Frickenhausen
Sarstedt, Nurnbrecht
Sarstddtirnbrecht
Sarstedt, Nurnbrecht
Wallac OY, Turk
Becton Dickinson S.A., Matri
Fink & Walter GmbH, Merchweiler
Clean Rachniek bv, Woerden, NL
Integra Biosciencesnirald
Wallac OYufku
Wallac Q Turku
Dispomed, @&lusen
Integra Biosciences, Fernwald
NeolLab Migge LaborbddHeidelberg
Heraeus, Hanau
Labnet, Woodbridge
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3.4 Grundprinzipien

Im Folgenden werden jeweils zunachst die Prinzipgem fir diese Arbeit essentiellen
Arbeitstechniken kurz umrissen, deren Verwendunghtige Grundlagen fir die Umsetzung
der diversen Untersuchungen darstellen. Die eierelMethoden werden im Anschluss

ausfuhrlich erlautert.

3.4.1 Stimulation

Grundlage fur die meisten der hier durchgeflihrtearsuche ist die Stimulation von
sensibilisierten CD4-T-Zellen auf einen spezifisth&timulus. Verwendet wurden hierzu
Leukozyten direkt aus Vollblut oder PBMC nach vagehender Separation. Es wurden
Kurzzeitstimulationen zur Quantifizierung und ph#mpesschen Charakterisierung reaktiver T-

Zellen und Langzeitstimulationen zur Analyse deltteliferation durchgefihrt.

3.4.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie mittels FACS-Geréat (fluszence-activated-cell-sorter) dient der
guantitativen und qualitativen Charakterisierungn ellen. Dabei werden die Anzahl, Art
der Zellen und deren Expressionsdichte von Obdr#idc und intrazellularen Molekilen
analysiert. Die Durchflusszytometrie liefert so d@gentlichen Nachweis einer erfolgreichen

Stimulation im Sinne einer Zellaktivierung oder elferation.

Die Zellen einer Probe befinden sich in einem fljess Medium und werden hintereinander
an einem Laser vorbeigefuhrt. Entsprechend desuBigswinkels des vom Laser
ausgesandten monochromatischen Lichts an den ZdHdseen sich zunachst allgemeine
Informationen gewinnen: Durch das nach vorne alngéde Vorwartsstreulicht
(Forwardscatter; FSC) lassen sich die Zellen dé&f3&mach charakterisieren. Das in einem
15-150°-Winkel abgestrahlte Seitwartsstreulichti€Scatter; SSC) erlaubt eine Aussage uber
die Granularitat der Zellen.

Intra- und extrazellulare Strukturen (Rezeptorerrodytokine) kénnen im Vorfeld mit
spezifischen Antikorpern markiert werden. Die Abtier sind gekoppelt an diverse
Fluorochrome, welche sich bei der Analyse durch deser anregen lassen und Licht einer
charakteristischen Wellenlange emittieren. Durch wamdlung der Emission Uber ein
Spiegel-Filter-System in ein spezifisches Signairkdadurch auf das Vorhandensein und die
zahlenméaRige Expression von Molekilen auf und iherjeeinzelnen Zelle geschlossen
werden. Bei dem hier verwendeten FACScan Durchiiiesneter mit zwei Lasern konnten
bei jeder Messung bis zu vier Fluoreszenzen zulcEalakterisierung eingesetzt werden.
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Tabelle 6 gibt einen Uberblick (ber die Eigensamaftder von uns in der

Durchflusszytometrie eingesetzten Fluorochrome.

Tab. 6. Ubersicht tiber die durchflusszytometrisch grwendeten Fluorochrome.

Fluorochrom Absorptionsmaximum Emissionsmaximum Anregungswellenldnge
[nm] [nm] [nm]
Allophycaocyanin (APC) 650 660 595; 633; 635; 647
Fluoresceinksahiocyanat
495 519 488
(FITC)
Phycaerythrin (PE) 480; 565 578 488; 532
Peridinin-Chlorophyll-Protein
482 678 488; 532

(PerCP)

3.5 Isolierung der PBMC uber Ficollgradienten

3.5.1 Prinzip

Die Anwendung des Ficoll-Dichtegradienten erlaubtfraktionierung von humanem Blut in
die einzelnen zellularen Bestandteile. Die Ficalsung fungiert hierbei als Trennmedium.
Bei Zentrifugation durchwandern die verschiedenafled entsprechend ihrer Dichte die
Ficoll-Phase. Erythrozyten und Granulozyten weisére geringere Dichte als das Ficoll-
Medium auf und pelletieren am Boden des Rohrch@ofgrund der héheren Dichte bilden
Monozyten und Lymphozyten (periphere mononukleaetied, PBMC) eine Interphase

zwischen Ficoll und Plasma und kdnnen so abpipettrel isoliert werden.

3.5.2 Durchfuhrung

Die Isolierung der PBMC erfolgte in einem 50 ml R#@ansgefal? mit einem Volumen von 10
bis 15 ml heparinisiertem Vollblut; bei grol3erenlMuina wurden diese entsprechend auf
mehrere Ficoll-Ansatze verteilt. Der gesamte Vogpanfolgte unter der Sterilwerkbank:
Zunachst wurde das Blut mit gekihltem PBS-0,02%EDAaA ein Volumen von 35 ml
aufgefullt und durchmischt. Es folgte die vorsigetiUnterschichtung der Blutphase durch
langsames Ablassen der Ficoll-Losung. Zur eigdmglic Zellseparation wurde der Ficoll-
Ansatz fur 20 Minuten in der auf 4° Celsius gekéhlZentrifuge bei 2500 rpm zentrifugiert.
Dabei war die Bremse ausgeschaltet, um ein Vermaisaer verschiedenen Phasen beim

Stoppen der Zentrifuge zu verhindern. Der so gewoardinne Saum aus PBMC zwischen
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Ficoll-Phase und Plasma wurde vorsichtig abpipettiimd in ein neues Reaktionsgefald
Uberfuhrt. Aufgrund der zytotoxischen Eigenschaftien Ficoll-Losung wurde zunachst ein
Waschschritt durchgeftihrt, bei welchem die iscéierPBMC mit PBS-0,02%EDTA auf 50
ml aufgefillt und fir 10 Minuten bei 1800 rpm zdnigiert wurden. Nach Absaugen des
Uberstandes wurden die Zellen in 30 ml PBS-0,02%&Ddsuspendiert und erneut fiir 10
Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert. Der Uberstangrele wiederum abgesaugt und die Zellen
zum Zaéhlen in PBS-0,02%EDTA entsprechend etwa eid2nttel des urspringlichen
Blutvolumens aufgenommen. Nach Bestimmung der 2hkIIz(3.5.3) und erneuter
Zentrifugation wurden die bendtigten PBMC zur Stiation in einem definierten Volumen

Medium aufgenommen.

3.5.3 Zellzahlung

Vor Beginn jeder Stimulation von PBMC oder isolertLeukozyten wurden die Zellen
gezahlt, um die fur den jeweiligen Versuch benétigellzahl in einem adéaquaten Volumen
an Medium aufnehmen zu kénnen. Dazu wurden die PBMIEZ Leukozyten nach Waschen
in einem Volumen von 2 bis 5 ml Medium oder PBRHEDTA aufgenommen. Zum
Auszahlen wurde aus einem kleinen Volumen diesdisi&pension eine Verdinnung mit
3%iger Essigsaure je nach erwarteter Zellzahl innh&knis von 1:2 bis 1:10 hergestellt.
Verwendet wurde die Essigsdure zur Lyse der nochden Suspension verbliebenen
Erythrozyten, welche bei der mikroskopischen Zaglwersehentlich zu den Lymphozyten
gezahlten hatten werden kénnen. Die ErmittlungZidizahl erfolgte lichtmikroskopisch in
einer Neubauer-Zahlkammer unter Auszéhlung von estghs zwei diagonal
gegenuberliegenden Grol3quadraten. Die Berechnumg afieoluten Zellzahl pro ml
Zellsuspension (C) erfolgte unter der Berlcksiahigy des errechneten Mittelwertes der
ausgezahlten GroRquadrate (m) und des Verdunnltgsa(\VF) entsprechend folgender

Formel:

C [Zellzahl/ml] = m ¢ VF « 16
3.6  Nachweis einer zellularen Immunitat durch antigenspzifische Stimulation

3.6.1 Prinzip

Die antigenspezifische Kurzzeitstimulation ist dmvitro-Verfahren zur Testung einer
zellularen Immunitat auf ein Antigen. Dabei werdéeukozyten aus Vollblut oder
zellhaltigem Sekret mit einem spezifischen Antigesammengefihrt. Das Antigen wird von

antigenprasentierenden Zellen (APC) aufgenommaesgegsiert und in Form von Peptiden
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auf der Zelloberflache prasentiert. Die Prasentagidolgt iber MHCII-Molekule an CD4-T-
Zellen. Es kommt zur Interaktion zwischen den AR@ den T-Lymphozyten. Sofern diese
das Fragment ,wiedererkennen®, kommt es zur T-A&tivierung, nachweisbar durch die
Produktion spezieller Zytokine (IR) und Expression von Aktivierungsrezeptoren (CD69).
Bei spezifischer Aktivierung kann von einer vorleesinden zellularen Immunitéat
ausgegangen werden. Reaktive Zellen werden durchhw&s dieser Zytokine und

Aktivierungsrezeptoren in der durchflusszytometrest Analyse detektiert.

3.6.2 Stimulationsansatz aus Vollblut

Vorbereitungen

Pro Stimulationsansatz wurde ein Volumen von 308 450 pl heparinisiertes Vollblut

stimuliert. Der Ansatz erfolgte bis spatestens B4s&n nach Blutentnahme, die Blutprobe
wurde bis dahin bei 4°C gekihlt. Pro Versuchspeetdolgte eine Kurzzeitstimulation mit

Losungsmittel, PPD, ESAT-6, CFP-10 in getrenntersdren. Bei einzelnen Probanden
erfolgte zusatzlich auch noch eine Doppelstimutation ESAT-6 und CFP-10 in einem

gemeinsamen Ansatz. Des Weiteren wurde bei eirifgebanden zusatzlich eine Stimulation
mit CMV-Antigen (Cytomegalievirus), CMV-Kontroll-Antigen (Negativkontrolle) und SEB

(Positivkontrolle) durchgefihrt.

Durchfiihrung der Kurzzeitstimulation

Jeder Ansatz erfolgte in einem 15 ml PolypropyleaiRionsgefal3: Zu dem bendotigten
Vollblutvolumen wurden die kostimulatorischen Aritrker a-CD28 unda-CD49d in einer

Konzentration von je 1 ug/ml zugefugt. AnschlieRBemfblgte die Zugabe des spezifischen
Antigens in jeden Ansatz entsprechend der Dosieminig Tabelle 3. Nach Durchmischung
wurde jeder Ansatz mit lose aufgeschraubtem Deftketinen Zeitraum von 2 Stunden bei
37°C und 6% C@im Brutschrank inkubiert. In diesem Zeitraum egtel nach Prozessierung
und Prasentation des Antigens durch APC die Zytokiong durch spezifische aktivierte T-
Lymphozyten. Um das Austreten dieser induziertenoldge in den Uberstand fiir den
weiteren Prozess zu verhindern, erfolgte anschiiéf®ge Zugabe von Brefeldin A (BFA) in

einer Konzentration von 10 pg/ml pro Stimulatiorsstn. Dadurch wurde der Transport
zwischen endoplasmatischem Reticulum und Golgi-Aqapgehemmt und eine Akkumulation
der Proteine im Zellinneren erreicht. Es schlosh sine weitere Inkubation von 4 Stunden

im Brutschrank unter den oben genannten Bedinguagen

Im Anschluss daran wurde zum Ldsen von Zell-Zeltbfiedungen und Adhasionen der
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Zellen mit dem Rohrchen EDTA in einer Konzentratiamn 100 pl/ml einer 20 mM EDTA-
Stocklosung (Tab. 2) zugefugt. Nach grindlichemddmischen fur 10 Sekunden erfolgt
eine Inkubation von 15 Minuten bei Raumtemperaaschlielend wurden die Zellen fixiert.
Durch die Fixierung wurden einerseits die Zytokoguktion gestoppt und andererseits die
intrazellularen Proteine denaturiert und miteinandgnetzt. Dies verhinderte einen Verlust
der gebildeten Zytokine, welche durch die Durchfiygometrie spater quantitativ und
gualitativ den entsprechenden Zellen zugeordnedevesollten. Zunachst erfolgte die Zugabe
von 9 ml Becton Dickinson Lysingsolution pro ml Ymut. Wahrend der folgenden
Inkubation fur 10 Minuten bei Raumtemperatur erfeg einerseits eine Lyse der
Erythrozyten und andererseits die oben beschrieMamneetzung intrazellularer Strukturen
durch Proteindenaturierung. Danach wurden die FPrblee 1300 rpm und 4°C fir 10 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Dagp&kdt wurde in einem Volumen von 2 ml
FACS-Puffer (PBS-5%FCS-0,5%BSA-0,07%Naesuspendiert und erneut fir 10 Minuten
zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wudiiZellen in einem Endvolumen von
200 bis 400 pl FACS-Puffer aufgenommen. Die Verwmrgddes FACS-Puffers diente dabei

insbesondere zur Blockierung spezifischer Bindungen

3.6.3 Antikorper-Farbung

Unter Farbung von Zellen ist das Markieren von ut@éten Strukturen durch spezifische
Fluorochrom-gekoppelte Antikdrper zu verstehen. édalerden sowohl die intrazellul&r
akkumulierten Zytokine (IFW IL-2) als auch extrazellulare Oberflachenrezegio(CD4,

CD69) zur spateren durchflusszytometrischen Charaktrung der Zellen markiert.

Vorab wurde dazu eine Antikdrpermischung mit eingmlumen von 50 pl pro Ansatz
hergestellt. Die verwendeten Antikérper wurden greshend Tabelle 7 in zuvor im Labor
austitrierten Konzentrationen eingesetzt. Zuzughelwrde 1pl Saponin-5% (Tab. 2) zur
reversiblen Permeabilisierung der Zellmembranenzugefligt. Die Differenz zu dem
Volumen von 50 pl wurde durch FACS-Puffer aufgefiilabelle 7 gibt einen Uberblick, mit

welchen Flurorochrom-gekoppelten Antikdrpern zéltal Strukturen markiert wurden.

Zunachst wurden 200 ul der Zellsuspension pro Ansath Umfillung in FACS-RdAhrchen
mit 2 ml SAP-Puffer (PBS-5%FCS-0,5%BSA-0,07%N&ld,1%Saponin) gemischt und fur
10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Durch éred/organg wurden die Zellwénde
permeabilisiert, so dass auch intrazellulare Bekele durch die Antikdrper markiert werden
konnten. Die Proben wurden anschlie3end bei 1300b@ 4°C fur 10 Minuten zentrifugiert
und der Uberstand abgesaugt. Zu den Saponin-bekemd@ellen wurde nun die spezifische
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Antikdrpermischung (50 pl pro Ansatz) hinzupipettiend die Proben fur 40 Minuten bei

Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.

Tab. 7. In der Durchflusszytometrie verwendete Fluorochomgekoppelte Antikdrper.

Antikérper  Fluorochrom Klon Tier Menge pro Farbeansatz Hersteller

a-CD4 APC SK3 mouse-anti-human 0,5 pul BD Biosciences
a-CD69 PerCP L78 mouse-anti-human 2 pl BD Bioscience
a-INFy FITC 4S.B3 mouse-anti-human 0,5 pl BD Bioscies
a-1L-2 PE MQ1-17H12 rat-anti-human 2 ul BD Biosciences
a-CD3 APC SK7 mouse-anti-human 1 pl BD Biosciences
a-CD4 PE SK3 mouse-anti-human 4 pl BD Biosciences
a-CD8 PerCP SK1 mouse-anti-human 4 pl BD Biosciences
a-CD28 unkonjugiert  L293 mouse-anti-human 1 pg/roliMut BD Biosciences
a-CD49d unkonjugiert  9F10 mouse-anti-human 1 pd/ollblut BD Biosciences

In diesem Zeitraum erfolgte die Bindung der Antj&r an die spezifischen Zielstrukturen.
Anschlie3end erfolgte ein Waschschritt zu Entfeghder nicht gebundenen Antikoérper und
zur Minimierung stérender Hintergrundemissionen de&i spateren Messung. Dazu wurden
die Zellen in 3 ml FACS-Puffer aufgenommen und wiean fir 10 Minuten zentrifugiert.

Nach Entfernung des Uberstandes wurde das Zelipel®00 pl PBS-1%PFA aufgenommen.
Durch reversible Proteinvernetzung wurde dadurade &ieitere Stabilisierung des gefarbten
Zustandes erreicht: Die Proben konnten innerhalbserZeitraumes von maximal 24 Stunden

durchflusszytometrisch vermessen werden.

3.6.4 Bestimmung des Anteils der reaktiven CD4-T-Zellen

Um den Anteil an reaktiven CD4-T-Zellen zu quaatdren, wird jede einzelne geféarbte
Probe durchflusszytometrisch untersucht. Abbilduhggibt einen Uberblick tber das
schrittweise Gaten der reaktiven Zellen. In dergawragenen Dotplots sind einzelne Zellen
durch farbige Punkte dargestellt. Zun&achst wirdaahder durch FSC und SSC ermittelten
ZellgroRe und Granularitat unter allen gemessenbjekien (Zellen und Zelldetritus) die
Lymphozytenpopulation lokalisiert (Gate links) uodter dieser die mittels CD4-APC und
IFNY-FITC angefarbten und detektierten CD4-T-Zellen HaNly-Produktion bestimmt (Gate
Mitte). Im letzten Schritt wird durch die zusathe Farbung CD69-PerCP der Anteil der
IFNy und CD69 exprimierenden reaktiven Zellen bestinimathts). Der prozentuale Anteil

kann hierbei im rechten oberen Quadranten bestiwerden.
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Abb. 2. Bestimmung der reaktiven INF-CD69 positiven Zellen in der CD4-Population.Anhand de
Forward Scatters (FSC) und des Side Scatters (@B@unter allen durchflussyztometrisgemessenen Zell
die Lymphozytenpopulation lokalisiert (links). Untden Lymphoyzten wird zunéchst die CD4&Hpopulatior
gegatet (Mitte) und darunter der Anteil von Zellait Expression von CD69 und intrazellularer Akkuatidr
von IFNy bestimmt (rechts). Diese reaktiven CD4-T-Zellendsim rechten oberen Quadranten darge
(rechts).

3.7 ELISPOT-Assay

3.7.1 Prinzip
Das Prinzip des ELISPOT-Assays beruht auf einefulzeén Zytokinproduktion nach

erfolgreicher Stimulation mit einem spezifischentigan. Verwendet werden hierbei PBMC,
welche zuvor mittels Ficoll-Dichtegradientenzenigétion aus einer Vollblutprobe isoliert
werden missen. Die Stimulation erfolgt in einer @iitikdrpern beschichteten 96-Well-
Platte. Die Antikoérper sind am Boden des Wells irbihisiert und gegen ein spezifisches
Zytokin gerichtet. Nach Aussaden einer definiertenzghl von PBMC in einzelne Wells
erfolgt eine antigenspezifische Stimulation, anedeEnde die Sekretion des gewinschten
Zytokins durch reaktive Zellen steht. Werden Zytekiproduziert, so binden diese lokal an
die am Plattenboden befindlichen Antikdrper. Dunmtiehrmaliges Waschen werden die
Zellen, nicht jedoch die Zytokine entfernt. Um diatikdrper-Zytokin-Bindung sichtbar zu
machen, werden enzymkonjugierte Sekundarantikbmer Detektion eingesetzt. Diese
Antikdrper sind ebenfalls gegen ein Epitop des iseeden Zytokins gerichtet. Nach Zugabe
des Substrates erfolgt eine spezifische Enzym-fatdeaktion, im Zuge derer das
entstandene Produkt als sichtbares Prazipitat Y3ustfallt. Die Anzahl der mikroskopisch
auszuzahlenden Spots pro Well korreliert mit dezan der auf das spezifische Antigen

reaktiven Zellen.

3.7.2 Durchfuhrung der ELISPOT-Assays

Die Durchfihrung in keimarmer Umgebung erfolgte heis vergleichend mit zwei

ELISPOT-Systemen, welche beide mit gegen yiFdérichteten Antikdrpern beschichtet
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waren: Verwendet wurden der T-SPOB.von Oxford Immunotec und der ELISPOT Assay
Kit ELSP 5000 IFN von AID. In beiden Systemen wurde die gleiche S8tation
durchgefuhrt: PBMC von 16 Probanden wurden jewaii$ Lésungsmittel, Tuberkulin,
ESAT-6, CFP-10, CMV-Kontroll-Antigen, CMV-Antigen nd SEB stimuliert. AlsM.
tuberculosis spezifische Antigene ESAT-6 und CFP-10 wurden RBeaign aus dem
jeweiligen Kit in angegebener Konzentration verwatndDie restlichen Stimuli wurden
entsprechend der Konzentrationen in Tabelle 3 sigige Der Ansatz mit dem CMV-
Kontroll-Antigen und SEB erfolgte einfach, der Atsaer anderen Antigene doppelt. Fur
beide ELISPOT-Sets wurden pro Well 250.000 PBMCL@® pl Kulturmedium (RPMI-
1%GIn-1%P/S-5%AB-Serum) eingesetzt. Die Ermittldey Spotzahl als Korrelat reaktiver
T-Zellen erfolgte durch ein automatisches Readestedy (AID ELISPOT Reader System)

mit visueller Nachkontrolle.
T-SPOT.TB

Pro Well wurden 50 pl der Antigenlésung vorgelegd 100 pl Zellsuspension (entsprechend
250.000 PBMC) dazupipettiert. Die Platte wurde X@rbis 20 Stunden erschutterungsfrei im
Brutschrank bei 37°C und 5% G@nkubiert. Danach wurden die Zellen durch viermed
Waschen mit je 200 pl PBS pro Well gewaschen. Zarkiérung des lokal sezernierten =N
erfolgte die Zugabe pro Well von 50 pl eines Sekwadtikdrpers, konjugiert an alkalische
Phosphatase. Anschlielend wurde die Platte fir inede bei 2 bis 8°C inkubiert. Nicht
gebundene Antikoérper wurden danach durch weiteiersmaliges Waschen mit PBS entfernt.
Anschliel3end wurden 50 ul der spezifischen Sulbssatg (BCIP/NBT; 5-Brom-4-chlor-3-
indolylphosphat/Nitroblau-Tetrazoliumchlorid) pro élV zugegeben. Durch Umsetzen des
Substrates in unlésliche Prazipitate war innerhailler siebenmindtigen Inkubation bei
Raumtemperatur eine Spotbildung zu beobachtenEbaym-Substratreaktion wurde mittels
Zugabe von destilliertem Wasser abgestoppt undPtiten tber Nacht bis zur Auszahlung
der Spots getrocknet.

AID ELISPOT Assay Kit

Das Antigen wurde in einem Volumen von 100 pl pre&lMvorgelegt und 100 pl der

Zellsuspension (250.000 PBMC) dazupipettiert. Hgtéoeine erschitterungsfreie Inkubation
von 24 Stunden im Brutschrank bei 37°C und 5% .CZ0r Entfernung der Zellen wurde die
Platte je dreimal mit 200 pl PBS und 200 pl PBS/@wero Well gewaschen. Es folgte die
Zugabe von 100 pl eines biotinmarkierten Sekundé@mpers und anschlieRender

Inkubation der Platten fir 2,5 Stunden bei Raumszadpr in einer feuchten Kammer.
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Nichtgebundene Antikorper wurden dann durch vieigeal Waschen mit PBS/Tween

entfernt. Da der Sekundarantikérper nicht enzymkgiert war, erfolgte zunéchst ein

Zwischenschritt mit Zugabe von 100 pl einer Strepliia-Meerrettichperoxidase-Ldsung.

Wahrend einer weiteren zweistlindigen Inkubatiomen feuchten Kammer kam es nun zur
Bindung zwischen dem mit der Meerrettichperoxidgs&oppelten Strepatvidin und dem
biotinmarkierten Antikorper. Nach dreimaligem Waschwurde dann 200 pl einer frisch
angesetzten Substratldsung pro Well dazupipetiaizu wurde zunachst eine Verdiinnung
aus einer AEC-Stocklésung (3-Amino-9-Ethylcarbazwiyl Acetat-Puffer im Verhaltnis 1:30

hergestellt, die entstandene L6ésung dann durcinédtiteer mit der Porengrof3e von 0,45 pum
filtriert und schlie3lich durch Zugabe von 30%igéettaO, aktiviert. Nach Zugabe dieser

Substrat-Losung wurde die Entwicklung der Spotliglun den Wells beobachtet und die
Reaktion bei ausreichend gro3em Fortschritt nachbi$570 Minuten durch Zugabe von

destilliertem Wasser abgestoppt. Nach TrocknungPieten tber Nacht wurde die Spotzahl
mittels Reader-System bestimmit.

3.8 *H-Thymidin-Proliferationsassay

3.8.1 Prinzip

Unter einem Proliferationsassay versteht man dipeementelle Quantifizierung einer
Zellproliferation. Mit Hilfe der Proliferationsasga kann geklart werden, ob und wie stark
Antigen-reaktive Zellen zur Zellteilung befahigtndi Die Durchfuhrung erfolgt als
Langzeitstimulation von PBMC auf spezifische Stim@ls Stimuli wurden Lésungsmittel,
PPD, ESAT-6, CMV-Kontroll-Antigen, CMV-Antigen undSEB als Positivkontrolle
eingesetzt. Die Quantifizierung einer Proliferasiate erfolgt durch den Einsatz voH-
markiertem-Thymidin, welches bei Zellteilung in dieusynthetisierte DNA eingebaut wird.
Es handelt sich hierbei um einen schwacp&trahler, mit welchem die Zellen wéahrend der
letzten 24 Stunden der Stimulation inkubiert werddach Extraktion der DNA kann die
radioaktive Strahlung der gesamten Zellpopulatioittets Szintillationszahler gemessen

werden.

3.8.2 Durchfuhrung

Zunachst erfolgte die Separation von PBMC aus eirggrarinisierten Vollblutprobe Uber
einen Ficoll-Gradienten. Die Langzeitstimulationfoégte in einer 96-Well-Platte mit
Rundboden, wobei pro Well 100.000 PBMC in 200 plitsumedium eingesetzt wurden.

Aufgrund der starken Streuung erfolgte fur jedesigem ein Dreifachansatz (drei Wells pro
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Stimulus). Dabei wurden Losungsmittel, PPD, ESATA@VV-Kontroll-Antigen, CMV-
Antigen und SEB als Stimuli verwendet. Die Randsvelirden wegen starker Austrocknung
mit PBS befillt. Die Wells wurden zur Stimulationréchst mit 200 ul der Zellsuspension
beflllt, anschlieRend wurde das spezifische Antigetsprechend der Konzentration in
Tabelle 3 hinzupipettiert. Es erfolgte eine Inkubatfir 72 Stunden fur SEB und fur 120
Stunden fir die restlichen Antigene im Brutschrdd 37°C und 5% C© Jeweils 24
Stunden vor Beendigung der Stimulation erfolgte Batsen mit 20 pl je Well einelH-
Thymidin-Losung (entsprechend 10% des Ausgangsvaturder Zellsuspension). Zur
Beendigung der Zellteilung wurde nach der Stimalatiie 96-Well-Platte rasch auf -20°C
abgekuhlt und die Zellen dadurch abgetotet. Vorddeg des radioaktiveirZerfalls erfolgte
die Uberfiihrung des radioaktiven Materials eineefeWells auf einen korrespondierenden
Punkt auf einem Filterpapier. Dieses wurde ans@khel mit Wachs versiegelt, welches einen
Szintillationscocktail enthielt. Die Messung der dRrenktivitat erfolgte mittels
Szintillationszahler als counts/min und korrelienit der entsprechenden Proliferation der
Zellen. Der Stimulationsindex (SI) wurde als Quotieder counts/min der spezifischen

Stimulation und der zugehdrigen Kontrollstimulatimerechnet.

3.9 Tuberkulin-Hauttest nach Mendel-Mantoux

Zur Testung der Versuchsperson auf einen relevaKiamakt mit demMycobacterium
tuberculosis im Sinne einer zellularen Immunitat (Typ IV-Reaktioom verzogerten Typ)
wurde der Hauttest nach Mendel-Mantoux durchgefOfetwendet wurde der BiocineTest-
PPD Lyophil. Hierzu wurde der Person eine Dosis $oinJ. Tuberkulin-Einheiten auf der
volaren Unterarmseite injiziert. Das verwendete&riblin wurde als PPD-Gemisch in einem
Volumen von 0,1 ml Losungsmittel geldst und damersgy intrakutan injiziert. Entsprechend
den Angaben des Herstellers wurde das HauttesbRigj@ach 48 bis 72 Stunden abgelesen:
Eine maximale Induration groRer als 5 mm im transalen Durchmesser wurde als positives
Ergebnis bewertet, der Durchmesser eines fakuttatiBegleiterythems galt dabei als

belanglos.
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4 Ergebnisse

4.1 Der Einsatz des im traditionellen Hauttest verwend&n Tuberkulins zeigt in vitro

hohe Effektivitat bei der Diagnostik von Tuberkulose-Infektionen

4.1.1 Hochsignifikante Korrelation der mittels TuberkulifStimulation in vivo und in

vitro detektierten zellularen Immunantwort

Seit Jahrzehnten findet der Hauttest nach Mendelttde in der Tuberkulose-Diagnostik
breite Anwendung. Um die Glte einer Vollblutstintida in vitro mit diesem traditionellen
in-vivo-Verfahren vergleichen zu kénnen, wurden BE2 erwachsenen Probanden zeitgleich
ein Hauttest nach Mendel-Mantoux sowie eine Kutszeiulation jeweils unter Verwendung
des Tuberkulins (PPD; Purified Protein Derivatey slimulierendes Antigen durchgefihrt.
Das Kollektiv bestand aus 519 immunkompetenten W®3 immunkompromittierten
Individuen. Als immunkompetent wurden die Persodefiniert, welche nicht an chronisch-
entzindlichen, rheumatischen oder infektiosen mBHaagen mit einhergehender
Beeintrachtigung der Immunabwehr litten. Ebenfallssgeschlossen wurden Patienten mit
Einnahme von Immunsuppressiva sowie Hamodialysemat. Die Immundefizienz des
anderen Kollektivs war durch Hamodialyse, Transgton und/oder Einnahme von
Immunsuppressiva begrindet. Den Probanden wurdish Buberkulin-Einheiten (Biocine
Test-PPD Lyophil oder die Aquivalenzdosis eineseaed Praparates) auf der volaren Seite
des Unterarmes injiziert und die maximale transalersnduration nach 48 bis 72 Stunden
ausgemessen. Parallel wurde heparinisiertes Volldkr Probanden im Rahmen einer
Kurzzeitstimulation mit Tuberkulin versetzt und derteil reaktiver Zellen unter der CD4-T-
Zell-Population durchflusszytometrisch detektiddabei wurde intrazellular akkumuliertes
Zytokin  IFNy und der extrazellulare Oberflachenrezeptor CD69s afriher
Aktivierungsmarker erfasst. In einen Kontrollansatzrde jeweils nur Losungsmittel anstatt

des spezifischen Antigens zugegeben.

In der qualitativen Auswertung wurde eine Indunmation >5 mm im Hauttest fir beide
Patientenkollektive und eine PPD Frequenz ¥0r05% in der Durchflusszytometrie nach
Abzug der aktivierten Zellen im Kontrollansatz alssitiv gewertet (SESTER et al., 2001).
Exemplarisch sind in Abbildung 3 die Zytokinmustaweier Individuen dargestellt. Bei
negativem Hauttest konnte keine PPD spezifischevigkting nachgewiesen werden (Abb.

3a), bei dem Individuum mit ausmessbarer Induratidrmm lie3en sich unter der CD4-T-
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Abb. 3. Nachweis PPD-spezifischer CD4-T-Zellen mits Durchflusszytometrie. Beispiele fir
Zytokinmuster in der durchflusszytometrischen Asealynach Kurzzeitstimulation mit PPD beinen
Individuum mit negativem Hauttest (a) und eineruradion von 11 mm (b). Reaktive Zellewurden durc
Expression von IFN und CD69 durchflusszytometrisch detektiert. Diederenz der Zellen, welchia del
Kontrollestimulation mit Losungsmittel (L) reagiert, wurdevon den Zellen in der Tuberkulinstimulat
(PPD) abgezogen. Bezogen auf die gemessenen CaldnrAalt eine Frequerz0,05% reaktiver Zellen ¢
positiv.

Zell-Population IFN-CD69 positive Zellen detektieren (Abb. 3b). Beids¥i Probanden war
nach der alleinigen Zugabe von Lésungsmittel keghevante Aktivierung von CD4-T-Zellen
detektierbar. Dennoch wurde bei allen nachfolger@eperimenten der Anteil der Antigen-
reaktiven CD4-T-Zellen durch die Subtraktion deses an aktivierten CD4-T-Zellen in der

entsprechenden Leerwertkontrolle berechnet.

Bei den 519 immunkompetenten Probanden zeigte sicb enge Korrelation zwischen
beiden Verfahren (Tab. 8, Fisher's exact test, @3@1). Mit der Berechnung des Kappa-
Koeffizienten ergab sich fir die Immungesunden eessere Ubereinstimmung beider
Verfahren mitk=0,5 als bei den Immunkompromittierten miit0,34. Bei 133 Personen
(25,6%) fanden sich diskordante Ergebnisse, wob@& PRersonen mit in der
Durchflusszytometrie negativem Ergebnis im Hautfassitiv (Spezifitat 90,95%) und 113
der 298 in der Durchflusszytometrie positiv getestePersonen im Hauttest negativ getestet
(Sensitivitat 62,21%) waren. Im Kollektiv der imnkampromittierten Individuen (ebenfalls
p<0,0001, Fisher's exact test) lag die Spezifitas dHauttestes bezogen auf die
Durchflusszytometrie bei 96,73%, die Sensitivitdtlgch bei nur 38,61% (Tab. 8). Der

Umstand, dass bei den immunkompromittierten Paremhit negativem Ergebnis in der
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Durchflusszytometrie nur drei Personen (zwei davwm genau 5 mm Induration) ein
positives Hauttestergebnis aufwiesen, lasst adnelroheren negativen préadiktiven Wert der

Durchflusszytometrie im Vergleich zum etablierteauittest schliel3en.

Tab. 8. Vergleich des Hauttestes und des durchflusgometrischen Nachweises einer Reaktivitat gegen
PPD bei Immungesunden und immundefizienten Patiente Wahrend sich bei den immunkompetenten
Personen nur wenige diskordante Ergebnisse fandestand bei immunkompromittierten Individuen ein
deutlicher Sensitivitatsverlust des Hauttestes gélger der Durchflusszytometrie. Eine Induratsrmm und
eine PPD Frequenz0,05% wurden jeweils als positives Ergebnis gestert

Immunkompetente [n=519] Immunkompromittierte [n=193]
Durchflusszytometrie Durchflusszytometrie
PPD PPD PPD PPD
Gesamt Gesamt
<0,05%| =>0,05% < 0,05 % > 0,05 %
Induration 201 113 314 89 62 151
<5mm (38,7%) (21,8%) (60,5%) (46,1%) (32,1%) (78,2%)
@ Induration 20 185 205 3 39 42
E >5mm (3,9%) (35,6%) (39,5%) (1,6%) (20,2%) (21,8%)
221 298 519 92 101 193
Gesamt
(42,6%) (57,4%) (100,0%) (47,7%) (52,3%) (100,0%)
Fisher's exact test p<0,0001 p<0,0001
K-Werte 0,5 0,34

Zur besseren quantitativen Vergleichbarkeit der eBngsse der in-vivo- und in-vitro-

Stimulation korrelierten wir die einzelnen FrequemzZ2PD-reaktiver CD4-T-Zellen und die
bei dem jeweiligen Individuum im Hauttest ausgeramssinduration. Es zeigte sich eine
hochsignifikante Korrelation im Kollektiv der Immgesunden (Abb. 4) zwischen beiden
diagnostischen Verfahren (Korrelationskoeffizienteaech Spearman r=0,57, p<0,0001, CI
0,51-0,63). Bei den Immunkompromittierten ergab hsiein etwas geringerer

Korrelationskoeffizient von r=0,53 (p<0,0001, C4P+-0,63; graphisch nicht dargestellt).
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Rang der PPD-Reaktivitat in der Durchflusszytometrie

Abb. 4. Hochsignifikante Korrelation der Reaktivitdt gegen PPD in vivo und in vitro bei
immunkompetenten Individuen. Korrelation des Hauttestes nach Mendel-Mantoux Wtation) versus
Frequenz PPD-spezifischer CD4-T-Zellen in der Dlugsizytometrie bei 519 immunkompetenten
Individuen. Die Frequenz reaktiver Zellen wurde maRang aufgetragen. Es zeigte sich eine
hochsignifikante Korrelation mit r=0,5749 (p<0,00@l 0,5143 — 0,6298).

4.1.2 Grenzwertberechnung fur die Durchflusszytometrie

Um far die durchflusszytometrisch gemessene T-Zatlwort dem Hauttest vergleichbare

Grenzwerte zu etablieren, wurden bei den unterl4etwdhnten 712 Probanden mittels
Berechnung von ROC (receiver operating characi@yigturven und des Youde-Index ein

Grenzwert fur die Durchflusszytometrie ermittekei blem das Verhaltnis von Sensitivitat zu
Spezifitat im Vergleich zum konventionellen Hauttasn besten ist. Der maximale Youde-
Index beschreibt dabei jenen Punkt der ROC-Kureedbm die Summe von Sensitivitat und
Spezifitat minus 1 am grofRten ist und der sich date Grenzwert des neuen Verfahrens
anbietet.

Aufgrund der bekannten maximal 90%igen Sensitivitds Hauttests zum Nachweis einer
latenten Tuberkulose ist zu postulieren, dass b&sedh Grenzwert, sollte der

durchflusszytometrische Test tatsachlich dem Hautiberlegen sein, fast alle Personen mit
positivem Hauttest erkannt werden sollten. Demgégensollten mindestens 10% der in der
Durchflusszytometrie positiven Personen einen megatHauttest aufweisen. Es wurden

gesondert drei ROC Kurven zur Bestimmung durchfiyissnetrischer Grenzwerte berechnet,
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die den im Klinischen Alltag gebréuchlichen Indigaén= 15 mm,> 10 mm bzw.>5 mm

entsprachen. Dabei erfolgte die Analyse zusammenalié Individuen (Tabelle 9) und
getrennt nach Immunstatus (Abb. 5).

a. Immunkompetente Individuen b. Immunkompromittierte Individuen
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Abb. 5. Receiver-Operator characteristics (ROCXurven der mittels Durchflusszytometrie bestimmter
Frequenz der reaktiven CD4-T-Zellen gegeMycobakterium tuberculosigm Vergleich zu den Ergebnisse
des Hauttests.Bei 519 immunkompetenten Personen (a) und 193 imkomapromittierten Personen (bjurde
die Immunitdt gegeniber Tuberkulin (PPD) sowohl mé@m Hauttest nach Mendelantoux als auc
durchflusszytometrisch bestimmt. Dabei wurden gdsednjeweils drei ROC-Kurven bechnet und d
maximale Flache darunter (AUC) berechnet, jeweiites der Voraussetzung, dass eine Induratdmm
>10mm bzw=15 mm als positiv gewertet wurde.

Die AUC (area under the curve) war fur alle getestéHauttest-Grenzen grofer als 0,84 und
die maximalen Youde-Indices sowie die damit errettm Grenzwerte der
Durchflusszytometrie lagen sehr dicht zusammenpkdsah sind die ROC-Kurven getrennt
nach Immunstatus in Abb. 5 dargestellt. Bei Betawwd aller Individuen entspricht eine
Hauttest-Induration von 15mm einem Grenzwert PPdikireer CD4-T-Zellen von 0,115%
(Tab. 9, AUC 0,87, maximaler Youde-Index 0,65). Bseparater Berechnung des
Grenzwertes flr Immunkompetente betrug die enthemte AUC 0,87 und bei
Immunkompromittierten 0,91. Dies entspricht bei lomgesunden einem Grenzwert von
0,115% und bei Immunkompromittierten einem Wert \@A05% der reaktiven CD4-T-
Zellen. Der vergleichsweise hohe Wert bei Immunkmonpttierten erklart sich damit, dass
eine sehr starke T-Zell-Antwort vorliegen muss, tuotz der Immundefizienz eine Induration

von 15 mm zu erreichen.
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Tab. 9. Berechnung von Grenzwerten fur die durchfisszytometrische Quantifizierung von Tuberkulin-
reaktiven CD4-T-Zellen anhand des Vergleiches zum &luttest mit 5 mm, 10 mm und 15 mm Induration

bei 719 Individuen (immungesund und immunkompromitiert). Die Flache unter der ROC-Kurve (area
under the curve; AUC) wurde aus dem Vergleich derclflusszytometrisch bestimmten Frequenzen PPD-
reaktiver CD4-T-Zellen in Bezug auf ein positiveauttestergebnis bei einer Indurationsgrenze vomg &0

mm bzw. 15 mm berechnet. Die maximale AUC ergah siit 0,87 bei der 15 mm-Indurationsgrenze. Dies
entspricht einem Grenzwert von 0,115 % reaktiveddBZellen.

Hauttest 5 mm Hauttest 10 mm Hauttest 15 mm
AUC 0,86 0,87 0,87
maximaler Youde-Index 0,62 0,64 0,65
Sensitivitat [%] 83,94 90,76 94,53
Spezifitat [%] 78,49 73,35 70,21
Grenzwert [% reaktive CD4-Zellen] 0,105 0,105 0,115

Zusammenfassend zeigte sich sich fur die Kurzamitgation mit Tuberkulin eine
hochsignifikante Korrelation zu den Ergebnissen desher Ublichen Intrakutantests.
Darluberhinaus scheint eine erhéhte Empfindlichites durchflusszytometrischen Verfahrens
bei immunkompetenten und auch immunkompromittieRatientenkollektiven vorzuliegen.
Die Bestimmung der den standardisierten Induragj@msen zugehorigen Grenzwerte in der
Durchflusszytometrie ermoglicht zudem eine sinrevdiiterpretation der Ergebnisse bei der

klinisch-diagnostischen Anwendung.

4.2  Komplettierung der durch Tuberkulin vermittelten im munologischen Diagnostik
der latenten Tuberkulose mittels Einsatz derM. tuberculosis spezifischen Antigene
ESAT-6 und CFP-10

4.2.1 Unterscheidung einer durch BCG-Impfung oder durchadtakt mit Mycobacterium
tuberculosis induzierten Immunantwort mittels Verwdung von ESAT-6 und CFP-10 im

Vollblut-Assay

Sowohl bei dem etablierten Hauttestverfahren alshaeiner in vitro Stimulation mit
Tuberkulin ist eine klare Unterscheidung zwischamee BCG-Impfantwort und einei.
tuberculosis bedingten Immunantwort nicht moglich (TISSOT ef 2005). Um diese fur die
klinische Beurteilung wichtige Differenzierung zunmeglichen, wurden zusatzlich did.
tuberculosis spezifischen Antigene ESAT-6 und CFP-10 im VoltbAssay eingesetzt.

Bei 593 immunkompetenten Individuen wurde eine Kaitstimulation mit PPD, ESAT-6
und CFP-10 in getrennten Ansatzen durchgefihrtdimdrrequenzen reaktiver CD4-T-Zellen
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durchflusszytometrisch detektiert. Dabei wurde ahr ein Anteil von mindestens 0,05%
der IFNy-CDG69 positiven CD4-T-Zellen als spezifische Aktivirg gewertet. In Abbildung
6 sind reprasentativ drei Beispiele fur die Zytokirster bei unterschiedlichem

Immunitatsprofil dargestellt.

PPD ESAT-6 CFP-10

0% 0% 0%

a. Kontrolle

001%/(h BCG Impfung

CD 69

c. Infektion

INFy

Abb. 6. Antigen-spezifische Stimulation mit PPD, ESAT-6 undCFP-10 in der FACS-Analyseerlaubt die
Unterscheidung zwischen BCG-Impfung und Infektion nit Mycobacterium tuberculosis Typische
Konstellationen der Frequenzen der #FGID69 positiven reaktiven Zellen (Grenzwert0,05% der CD4-T-
Zellen). In der Kontrollstimulation mit L&sungsnaittwaren keine reaktiven Zellen detektierbar (nighteigt)
Patient (a) zeigt ein Beispiel eines Probandendbei sich keine reaktiven CD4-T-Zellen nachweibe@en
Patient (b) zeigt eine BCG Impfkonstellation, bendnur spezifische CD4-T-Zellen gegen P&&ektierbe
waren. Die Detektion antigenspezifischer CD4-T-&elgegen ESAT-6 und CFPb@i Patient (c) lasst auf eir
stattgehabten Kontakt mi. tuberculosis schliel3en.

Bei der Kontrollperson (Abb. 6a) war kein Kontaki . tuberculosis und keine BCG-
Impfung bekannt, es lie3en sich keine reaktiven TEZellen auf die Antigene nachweisen.
Bei einer BCG-geimpften Person (Abb. 6b) fanderh €¢17% PPD-spezifische CD4-T-
Zellen, wahrend der Anteil an reaktiven CD4-T-Zellguf die spezifischen Antigene unter
der Nachweisgrenze lag. Im Gegensatz dazu liel@arbsi dem dritten Individuum (Abb. 6¢)
als Zeichen der spezifischen Immunitat gelyeriuberculosis sowohl 0,68% reaktive CD4-T-
Zellen gegen PPD als auch 0,08% gegen ESAT-6 uBit¥®,gegen CFP-10 detektieren.
Dieses Reaktionsprofil ist als Zeichen eines sthtfpten Kontaktes zu werten. Auch Profile
mit reaktiven Zellen gegen nur eines der beidéntuberculosis spezifischen Antigene
konnten haufig ermittelt und dieser Kategorie zdget werden (graphisch nicht dargestellt).
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Fur die Beurteilung war es unerheblich, ob siche dReaktivitdt gegen beide oder nur eines
der Antigene detektieren liel3, aus praktischemréste wollten wir jedoch feststellen, ob
sich bei der Verwendung beider Antigene in einemm@ationsansatz das gleiche Ergebnis
erzielen liel3. Wir fihrten deshalb bei 21 Individygarallel auch Stimulationsansatze durch,
bei denen beide Antigene in einem gemeinsamen Ansatagen (Abb. 7). Die Frequenzen
reaktiver CD4-T-Zellen waren dabei ahnlich hoch wie Summe der Frequenzen bei
getrennter Stimulation. Bei einer hochsignifikankrrelation (Spearman r=0,96, p<0,0001,
Cl 0,89-0,98) ware so aus Grinden der Praktikabilizw. Kostenersparnis auch ein
gemeinsamer Stimulationsansatz mit beiden speadiscAntigenen denkbar, auch wenn
dabei die Information verloren ginge, auf welcheslaeiden spezifischen Antigene die Zellen

reagiert hatten.

329

16~
s

1
0.51

0.25 o .

0.0625 T T

IFNy-CD69 positive Zellen (%)

ESAT-6/CFP-10 ESAT-6 + CFP-10

Abb. 7. Einzel- und Doppelstimulation weisen zelluldare Immauitat gleich gut nach. Es besteht eineehli
gute Korrelation der Frequenzen nach Doppelstinada(ESAT-6/CFP-10) mit der Sumneer Frequenze
nach Einzelstimulation (ESAT-6+CFP-10) mit Spearm=h96 (p<0,0001; CI 0,89 — 0,98).

4.2.2 Signifikante Korrelation zwischen der Frequenz PPRaktiver und M.

tuberculosis-spezifischer CD4-T-Zellen bei immunkpetenten Individuen

Im Folgenden soll nun der Zusammenhang zwischemng®unantwort auf PPD und auf die
M. tuberculosis spezifischen Antigene ESAT-6 und CFP-10 ermittedtden. Hierzu wurde
bei 586 Individuen eine Kurzzeitstimulation aus drampsiertem Vollblut unter Verwendung
der drei Antigene (zusatzlich ein Ansatz mit LOossmgtel als Negativkontrolle) in
getrennten Ansatzen durchgefihrt. Dabei zeigterFtiguenzen der PPD-reaktiven CD4-T-

Zellen eine hochsignifikante Korrelation mit denvgligen Frequenzen von CD4-T-Zellen
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gegen ESAT-6 (Abb. 8a, Spearman r=0,54; p<0,0001,48—-0,60) und CFP-10 (Abb. 8b,
Spearman r=0,56 (p<0,0001, CI 0,50-0,61). Trotzfdelenden Spezifitat des Tuberkulins
legt die deutliche Korrelation einen Zusammenharg detektierten Immunantwort im
immunologischen Kontext nahe. Auch untereinanderekerten erwartungsgemaf dit.
tuberculosis spezifischen Antigene signifikant (Spearman r=03,0001, CI 0,47-0,59).

a. ESAT-6 vs. PPD b. CFP-10 vs. PPD
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Abb. 8. Signifikante Korrelation der M. tuberculosisspezifischen CD4-TZellen mit reaktiven Zellen gege!
PPD. Dargestellt sind die CD4-T-Zell-Frequenzen von §8unkompetenten Individuen nach Subtrakiiken
jeweiligen Frequenzen in der Negativkontrolle. Reak®ellen gegen dibl. tuberculosis spezifischen Antigene
ESAT-6 (a) und CFP-10 (b) wurden jeweils gegen diitektierte Reaktivitat gegen PPD aufgetrageabe
ergab sich jeweils eine hochsignifikante Korrelat{p<0,0001) ohne relevante Unterschiede zwiscHaATESG
(Spearman r=0,54, CI 0,48-0,60) und CFP-10 (Spears@®56, Cl 0,50-0,61).

4.2.3 Deutliche Unterschiede in der Verteilung der Reaktismuster der Individuen mit

reaktiven T-Zellen abhé&ngig vom Immunstatus und Eogationsrisiko

Im Folgenden wurden die Reaktivitatsprofile von 78dividuen genauer analysiert, um die
Haufigkeit von Personen ohne T-Zellreaktivitat sewdtent infizierter und von Personen mit

dem Profil einer BCG-Impfantwort zu ermitteln.

Bei der quantitativen Beurteilung der jeweiligereguenzen PPD-, ESAT-6- und CFP-10-
reaktiver CD4-T-Zellen ergaben sich signifikantetéfachiede (p<0,0001, Kruskal-Wallis-
Test); so waren die PPD-Frequenzen der 593 Immup&tenten mit einem Median von
0,057% (IQR 0,27%) reaktiver Zellen am hdochsterfplge von den ESAT-6-Frequenzen
(Median 0,010%; IQR 0,034%) und dann den CFP-1@u&ezen (0,006%, IQR 0,027%),
welche in Dunn’s mulitple comparison test alle gigant voneinander abwichen (p<0,001).
Die Frequenzen der 188 Immunkompromittierten wdienESAT-6 und CFP-10 mit den

Medianen 0,008% (IQR 0,033%) und 0,005% (IQR 0,0B84%nlich hoch wie bei den

Immunkompetenten, fir PPD etwas niedriger mit 003BIR 0,143%) (nicht dargestellt).
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Bei der qualitativen Analyse der Reaktionsprofileragetesteten Probanden (Abb. 9a) war
der Anteil der Individuen mit und ohne PPD-Reakédifast identisch (388 vs. 393
Individuen). Von den 388 Individuen mit nachweisdltaPPD-Reaktivitat wiesen 52,16%
keine reaktiven CD4-T-Zellen gegen ESAT-6 oder QBPauf und z&hlen somit zum
Kollektiv der mutmalllich BCG-Geimpften. Die restien Invididuen zeigten Reaktivitat
gegen mindestens eines der beidi&ntuberculosis spezifischen Antigene, so dass hier von
einer latenten Infektion mii. tuberculosis auszugehen ist. Bei den 593 immungesunden
Individuen (Abb. 9b) lag der Anteil derjenigen ohR&D-Reaktivitat mit 47,39% etwas
niedriger, bei den 188 Immunkompromittierten (Al®e) mit 56,91% hoher als bei dem
Gesamtkollektiv. Unter den Individuen mit PPD-Reakdt betrug der Anteil derer ohne
Reaktivitat gegen ESAT-6 oder CFP-10 bei Immunkampttierten 46,91% und bei
Immungesunden 53,53% (BCG-Impfprofil). Unter dembmden mit Reaktivitat gegen die
M. tuberculosis-spezifischen Antigen zeigten mehr Immunkompromnité eine Reaktivitat
gegen beide Antigene (29,63% versus 19,55% bei Imgegsunden). Immunkompromittierte
wiesen somit einen geringeren Anteil an PPD-pasitiindividuen auf, die jedoch haufiger

als Immungesunde gegen ESAT-6 und CFP-10 reagierten

In Tabelle 10 sind die Antigenantworten bei denb@ra@len mit negativer PPD-Reaktivitat
entsprechend ihres Immunstatus dargestellt. Erwgstgeman zeigte sich, dass 96,13% aller
PPD negativ getesteten Individuen auch keine reaktCD4-T-Zellen gegen ESAT-6 oder
CFP-10 aufwiesen. Bei diesen Individuen war nictiéronicht mehr von einer zellularen
Immunitat — weder gegeM. tuberculosis noch gegeml. bovis BCG — auszugehen. Unter den
wenigen Probanden, welche trotz fehlender PPD-Raiditauf die spezifischen Antigene
reagierten, waren Individuen mit alleiniger Realkéiv gegen ESAT-6 mit 2,58% am
haufigsten vertreten. Relevante Unterschiede zwischimmunkompetenten und

immunkompromittierten Individuen fanden sich nicht.
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c. Differenzierung PPD spezifischer T-Zellen bei
Immunkompromittierten [n=188]
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Abb. 9. Qualitative Analyse der
Reaktionsprofile abhangig vom
Immunstatus. Dargestellt wurden
die Anteile der Personen mit
Reaktivitat £0,05%) und ohne
Reaktivitdt gegen PPD. Unter den
PPD positiven Individuen wurde
dann die prozentuale Verteilung
der reaktiven Zellen gegen ESAT-
6 bzw. CFP-10 NI. tuberculosis
spezifische Antigene) aufgetragen.
Es wurden die Gruppen ohne jede
Reaktivitat, mit Reaktivitdt gegen
ESAT-6 oder CFP-10 und mit
Reaktivitdt gegen beide Antigene
unterschieden. Die Beurteilung
erfolgte fur alle 781 Individuen
(a), sowie nach Aufteilung in 593
Immungesunde (b) und 188
Immunkompromittierte (c).

Tab. 10. Die Mehrheit der PPD negativen Individuen zeigt unabhégig vom Immunstatus keine
Reaktivitdt gegen ESAT-6 oder CFP-10.Dargestellt wurde die Immunantwort auf did. tuberculosis
spezifischen Antigene ESAT-6 und CFP-10 bei denl8@Biduen ohne Reaktivitat gegen PPD.

Immungesunde

Immunkompromittierte

Summe

ESAT-6 negativ
CFP-10 negativ

270 (96,08 %)

103 (96,26 %)

373 (96,13 %)

ESAT-6 negativ

CFP-10 positiv

0, 0 0
CFP-10 positiv 3 (1,07 %) 0 (0 %) 3(0,77 %)
ESAT-6 positiv 0 . .
CFP-10 negativ 7 (2,49%) 3 (2,80 %) 10 (2,58 %)
ESAT-6 positiv 1 (0,36 %) 1(0.94 %) 2 (0.52%)

Gesamt

281 (100 %)

107 (100 %)

388 (100 %)
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Im Folgenden bericksichtigten wir zur Auswertungeser Reaktivitats-Verteilung das

Expositionsrisiko unabhéngig vom Immunstatus (Ald).

a. Differenzierung PPD spezifischer T-Zellen bei al
Probanden (nach Expositionsrisiko) [n=748]

len

52,47 %

PPD neg. | PPD pos.

13,51 %
12,47 %

O ESAT - CFP -
OESAT -CFP +
OESAT + CFP -
B ESAT+ CFP +

b. Differenzierung PPD spezifischer T-Zellen bei
geringem Expostionsrisiko [n=593]

53,09 %

PPD neg. PPD pos.

14,18 %
11,64 %

OESAT - CFP -
OESAT - CFP +
OESAT + CFP -

B ESAT+ CFP +

c. Differenzierung PPD spezifischer T-Zellen bei
erhéhtem Expositionsrisiko [n=93]

73,21 %

PPD neg. PPD pos.

5360 |

OESAT - CFP -
OESAT -CFP +
OESAT + CFP -
B ESAT+ CFP +

d. Differenzierung PPD spezifischer T-Zellen bei
akuter oder abgelaufener Tuberkulose [n=62]

27,78 %

18,52 %
1481 %

8 eq= PPD pos
(12,90%) = :
54

O ESAT - CFP -
OESAT-CFP +
O ESAT + CFP -
B ESAT+ CFP +

Abb. 10. Reaktivitdit gegen
spezifische Antigene abhéngig
von der Exposition Dargestellt
wurde in  Kreisdiagrammen
zundchst die Auftrennung der
PPD negativen und postitiven
Individuen, unter letzteren dann
die Reaktivitat auf die M.
tuberculosis spezifischen
Antigene ESAT-6 und/oder CFP-
10. Es wurden 748 Individuen (a)
in verschiedene Gruppen je nach
Expositionsrisiko aufgeteilt:
Probanden mit maRigem (b) oder
erhbhtem Expositionsrisiko (c)
sowie mit akuter oder
abgelaufener Tuberkulose (d).

Individuen mit génzlich nicht bekanntem oder absdbérem Expositionsrisiko wurden dabei

nicht bericksichtigt. 748 Individuen wurden jewadlaer von drei Gruppen zugeordnet: Eine

Gruppe mit Personen mit geringem oder mafig erhdtirpositionsrisiko, eine weitere mit

erhohtem Expositionsrisiko (vgl. 3.1) und eine Graigmit bekannter aktiver oder bereits
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abgelaufener Tuberkulose. Erwartungsgemald war deeilAan Individuen ohne PPD-

Reaktivitat in der Gruppe mit geringem Risiko anchgien (53,63%, 318 von 593, Abb. 10b)
und in der Gruppe mit erhohtem Risiko deutlich niger (39,78%, 37 von 93, Abb. 10c). In
dem Kollektiv mit durchgemachter oder aktiver Tlhdose zeigten wie erwartet nur acht
von 62 Individuen keine Reaktivitat gegen PPD (Akbd). Hier wiesen unter den PPD
positiven Individuen nur 27,78% keinerlei Reak#vigegen ESAT-6 bzw. CFP-10 auf, und
der Anteil der CD4-T-Zellen mit Reaktivitdt gegesweohl ESAT-6 als auch CFP-10 war mit
38,89% am hochsten. In dem Kollektiv mit erhdhtexpdsitionsrisiko (Abb. 10c) zeigte sich

unter den PPD positiven Individuen ein sehr hoheteA ohne Reaktivitat gegen ESAT-6
oder CFP-10 (73,21%). Unter allen Individuen (Ahba) lag dieser Anteil nur bei 52,47%.
Maoglicherweise ist dieser hohe Anteil durch einemumologische Boosterreaktion einer
vorbestehenden BCG-Immunisierung nach erhohter &tpo bedingt. Eine erhohte

Expositionswahrscheinlichkeit war in dieser Grupgefgrund eines hohen Anteils an
medizinischem Personal (86,02%) denkbar.

4.2.4 Die Hohe der Frequenz der reaktiven CD4-T-Zellengge PPD ist bedingt vom

Vorhandensein reaktiver CD4-T-Zellen gegen die Mberculosis spezifischen Antigene

Bislang zeigte sich, dass die Frequenzen PPD-kesikliD4-T-Zellen in der Regel signifikant
hoher lagen als die Frequenzen reaktiver Zelleregadie Antigene ESAT-6 und CFP-10.
Wir stellten uns im Folgenden die Frage, ob siehkliequenz PPD-reaktiver CD4-T-Zellen
bei Probanden mit Reaktionsprofil eines stattgedralitontaktes und Probanden mit BCG-
Impfprofil unterscheidet (Abb. 11).

Wahrend der Median der PPD-reaktiven CD4-T-Zelleteuden mutmalfilich Geimpften (E-
C-) bei nur 0,027% (IQR 0,08%) lag, war er bei @Fuppe der Doppeltpositiven (E+C+)
signifikant héher bei 0,88% (IQR 1,63%; p<0,00@Mazwischen lagen die Populationen der
einfachpositiven E+C- und E-C+ mit Medianen bei202(IQR 0,44%) bzw. 0,37% (IQR
0,78%) sehr nah zusammen. Die Frequenzen PPDveakiD4-T-Zellen innerhalb der drei
Gruppen mit nachweisbarer ESAT-6 oder CFP-10 Regitiunterschieden sich jedoch nicht
signifikant (Dunn’s Multiple Comparison Test).

Dies zeigt, dass Probanden it tuberculosis Kontakt eine héhere Frequenz PPD reaktiver
T-Zellen aufweisen als Probanden mit reinem BCG#Hmydil. In Anbetracht der grofRen
interindividuellen Streuung der T-Zell-Frequenzearwyedoch eine Zuordnung zu einer der
Gruppen anhand der PPD-Frequenz nicht sicher nijglic
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Abb. 11. Die Frequenzen PPD-reaktiver CD4-TZellen unterscheiden sich abhangig von der Reaktitit
auf die Mycobacterium tuberculosispezifischen Antigene ESAT-6 und CFRO signifikant voneinander
Dargestellt wurden von 532 immunkompetenten Indigid die Hohe der Frequenzen (Medide) reaktive
CD4-T-Zellen gegen PPD in Abhangigkeit davon, obéatulich eine Reaktivitdt gegen ESAT-6 (E)
CFF-10 (C) vorlaa.

4.2.5 Signifikante Korrelation zwischen der Durchflusszynetrie und den ELISPOT-
Assays zum Nachweis einer zellularen Immunitat geddycobacterium tuberculosis und
Cytomegalievirus (CMV)

Seit kurzem haben sich andere in vitro Verfahreniagnostik von Infektionskrankheiten
etabliert, die in &hnlicher Weise wie die Durchfiemgometrie eine Reaktivitdt tGber die
Detektion von exprimiertem IFNnachweisen. Zur Evaluierung der durchflusszytoisetien
Detektion verglichen wir diese mit zwei kommerzaell ELISPOT-Assays. Hierfir wurden
der Assay T-SPOTB von Oxford Immunotec und das ELISPOT Assay Kit $PL5000
IFNy) von AID verwendet. Wir fuhrten diese Untersuchuarg einem Kollektiv von 16
Probanden (5 Hamodialysepatienten sowieirhinunkompetenten Individuen (5 gesunde
Kontrollen, 4 Mitglieder des Klinik-Personals undr@mungesunde Patienten) zur Detektion

einer zellularen Immunitat gegeM. tuberculosis durch. Als Kontrolle flr einen weiteren

58



a. Elispot ELSP 5000 (AID) b. T-Spot.TB (Oxford) ¢. FACS

Abb. 12. Vergleich der ELISPOT Assays mit der Durcflusszytometrie. Beispiel eines Individuums mit
Reaktivitat gegerM. tuberculosis. Dargestellt wurden di@nzahl der ausgezahlten Spots auf das jew
Antigen im ELISPOT Assay Kit ELSP 5000 IgKg) und im T-SPOTIB (b) sowie entsprechende CD-4-T-Zell-
Frequenzerfc) mit Nachweis einer Reaktivitat auf alle dreitiyene. Zu beachten ist die unterschiedlich
Dikriminierbarkeit der Spots (a, b).

Erreger wurde eine Stimulation n@ytomegalievirus (CMV) Antigen durchgefuhrt.

Sowohl in der Kurzzeitstimulation aus Vollblut alsuch in den ELISPOT-Assays
(Stimulation von PBMC) wurden die Antigene PPD, HS& und CFP-10 (zuséatzlich eine
Negativkontrolle mit Loésungsmittel) sowie CMV-Anég (zusatzlich eine Negativkontrolle
mit Kontroll-Antigen) und SEB zur Positivkontrolleerwendet. Fiur den Ansatz der
ELISPOT-Assays wurden die spezifischen Antigene EBAINd CFP-10 aus dem jeweiligen
Kit verwendet, dabei erfolgte die Stimulation middungsmittel, PPD, ESAT-6, CFP-10 und
CMV-Antigen als Doppelansatz in je zwei Wells.

Zur Auswertung der Kurzzeitstimulation bestimmtein éie Frequenzen der reaktiven CD4-
T-Zellen gegen das jeweilige Antigen (unter Abzugr dZellfrequenz aus den
Kontrollansatzen Losungsmittel bzw. KontrollantijeNach Durchfihrung der ELISPOT-
Assays wurden die Spots durch ein automatischeddR&ystem mit visueller Nachkontrolle
ausgezahlt. Auch hier wurde die Spotzahl in dentiddiansatzen von der der spezifischen
Stimulation subtrahiert. Ausgehend von den SpatsVgell wurde die Anzahl der reaktiven
CDA4-T-Zellen (fur jedes Antigen) unter Zuhilfenahnder in der Durchflusszytometrie
detektierten allgemeinen CD4-T-Zellanzahl sowie des parallel durchgefiihrten
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Differentialblutbild ermittelten Lymphozytenanteilsestimmt. Hierbei wurde neben der
besseren Vergleichbarkeit beider Verfahren derathts Rechnung getragen, dass reaktive
Zellen auf spezifische Stimuli vorwiegend unter d&d4-T-Zellen zu finden sind (SESTER
et al., 2004).

Ein direkter optischer Vergleich der Messergebnises ELISPOT Assays mit der
Durchflusszytometrie ist am Beispiel eines Hamagdi@patienten mit zellularer Immunitéat
gegen M. tuberculosis in Abbildung 12 dargestellt. Die Stimulation egtd mit
Losungsmittel, PPD, ESAT-6 und CFP-10 jeweils imppelansatz (je zwei Wells).
Dargestellt wurden jeweils die gezahlten SpotsWedl und Antigen des ELISPOT Assay Kit
ELSP 5000 IFN (Abb. 12a) und des T-SPQOIB (Abb. 12b). Die Ermittlung der Spotzahl
gestaltete sich insbesondere bei dem ELISPOT Ak#gal L SP 5000 IFN aufgrund einer
mangelnden Diskriminierung der einzelnen Spotshbéer Reaktivitat schwierig, so dass fur
alle Wells (beider Systeme) nach Reader-gesteuguszéhlung eine visuelle Nachkontrolle
erfolgte. In der Durchflusszytometrie wurden dieedtrenzen reaktiver Zellen gegen die
Antigene als Anteil der CD4-T-Zellen angegeben (Abizc). Im Beispiel zeigte sich in keiner
Stimulation eine relevante Reaktivitat auf das Ingmmittel, jedoch gegen alle drei Antigene,
so dass hier eine zellulare Immunitat gedéntuberculosis durch alle drei Testsysteme
nachgewiesen werden konnte. Dabei galt bei dem BEQISAssay Kit ELSP 5000 IFNein
Stimulationsindex3 (Spots Antigen/Spots Leerwert) und bei dem T-SHBE€ine Differenz
>6 Spots (Spots Antigen — Spots Leerwert, bei malkBn8pots im Leerwert) als positives

Testergebnis.

Um die Validitat innerhalb eines ELISPOT-Testsysteru Uberpriifen, korrelierten wir die in
einem Well gezéahlten Spots (Losungsmittel, PPD, EBACFP-10 und CMV-Antigen) mit
der Spotanzahl in dem jeweils dazugehérigen WeallRieppelansatzes. In dieser ,Well-Well-
Korrelation* zeigte sowohl der T-SPOB Assay (Abb. 13b, r=0,92, p<0,0001, CI 0,88-
0,95) als auch der ELISPOT Assay Kit ELSP 5000\KAbb. 13a, r=0,90, p<0,0001, CI

0,85-0,94) eine sehr hohe Ubereinstimmung.

Wir verglichen im Folgenden beide ELISPOT-Systembaad der aus der Spotanzahl und
des Differentialblutbildes ermittelten reaktiven &D-Zell-Frequenzen (Abb. 14a); dabei
ergab sich eine hochsignifikante Korrelation (Spear r=0,92, p<0,0001, CI 0,88-0,95). Bei
dem Vergleich der Durchflusszytometrie mit den HRCH-Assays bezogen auf die CD4-T-
Zell-Frequenzen ergab sich ebenfalls eine hochgignte Korrelation (jeweils r= 0,8812,
p<0,0001, Abb. 14b und c).
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a. Elispot ELSP 5000 (AID) b. T-Spot.TB (Oxford)
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Abb. 13. T-SPOTTB gegeniiber ELISPOT ELSP 5000 in der Well-WelKorrelation geringfiigig
Uberlegen Aufgetragen wurden fir ELISPOT Assay Kit ELSP 60@) und T-SPOTB (b) die einzelne
Spots aus den Doppelanséatzen (Lésungsmittel, PBBTE, CFP-10 und CMV-Antigen) in einer Well-Well-
Korrelation zur Uberprifung der internen Validit@abei zeigte sich fiir beide Systeme eine signifié
Korrelation mit Spearman r= 0,9048 (a) bzw. Spearm®,9215 (b) mit jeweils p<0,0001.

a. Komelation Elispot Oxford vs. AID b. Korrelation FACS vs. Elispot (Oxford) c. Korrelation FACS vs. Elispot (AID)
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Abb. 14. Hochsignifikante Korrelation im Vergleich der ELISPOT Assays untereinander und mit de
FACS-Analyse. Dargestellt wurden die CD4-T-Zell-Frequenzen alsttdlivette (der Doppelanséatze) n:
Subtraktion der Leerwertkontrolle fur die Stimubati mit PPD, ESAT-6, CFP-10, CMXntigen und SEE
Hochsignifikante Korrelation zwischen den ELISPOYst&men (a) mit Sgarman r=0,9241 (p<0.0001,
0,8824 — 0,9514). Kein Unterschied in der Korrelatdes T-SPOTB (b) und des ELISPOT Assay Kit EL
5000 INF (c) jeweils mit der FAC-Analyse.Es ergab sicteweils Spearman r=0,8812 (p<0,00

Um die qualitativen Ergebnisse zu beurteilen, waoragech Angaben der Hersteller der
ELISPOT-Assays die Stimulationsindices ermittelt udaraus ein positives bzw. negatives
Ergebnis fur die Reaktivitdt auf PPD, ESAT-6, CRPehd CMV-Antigen abgeleitet. Fur die
Durchflusszytometrie wurde ein Grenzwert von 0,0%%ktiver CD4-T-Zellen herangezogen.
Tabelle 11 zeigt die Vergleiche konkordanter undkdidanter Ergebnisse zwischen den
ELISPOT-Systemen und mit der FACS-Analyse. Die #gtten Daten fur die

Postitivkontrolle mit SEB gingen nicht ein, da faifle Probanden positive Ergebnisse
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vorlagen. Bei der Beurteilung ergab sich als MaR dbereinstimmung zwischen den
ELISPOT-Assays ein Kappa-Koeffiziert0,66, im Vergleich der Durchflusszytometrie mit
dem ELISPOT ELSP 5000 IRN«=0,62 und eine deutlich bessere Ubereinstimmung
zwischen T-SPOTB und Durchflusszytometrie mit=0,78. Hier war auch die Rate an

diskordanten Ergebnissen mit knapp 11% am nie@mgst

Im diagnostischen Spektrum zeigte sich die durskf#tytometrische Detektion reaktiver
CDA4-T-Zellen den kommerziellen ELISPOT-Assays ehignalg, wobei bei Korrelation der
guantitativen Ergebnisse sich im Gegensatz zu dalitgtiven Beurteilung keine relevanten
Unterschiede zwischen den beiden ELISPOT Assaytefan

Tab. 11. Qualitative Analyse. Berechnung des Kappa-Koeffizienten anhand dertipesi und negativen
Ergebnisse fur 80 Messungen (PPD, ESAT-6 CFP-100M¥-Antigen) mittels ELISPOT ELSP 5000 (AID),

T-SPOTTB (Oxford) und der Durchflusszytometrie. Die bestbetginstimmung ergab sich zwischen T-
SPOTTB und der Durchflusszytometrie mit Kappa=0,78.

Durchflusszytometrie ELSP 5000 INF (AID)
< 0,05 %| > 0,05 %| Gesamt negativ positiv Gesanjt
negativ 21 6 27
ELSP N
positiv 6 31 37
5000 INFy
Gesamt 27 37 64
(AID)
Kappa k=0,62
negativ 27 7 34 25 9 34
T-
positiv 0 30 30 2 28 30
SPOT.TB
Gesamt 27 37 64 27 37 64
(Oxford)
Kappa k=0,78 k=0,66

4.2.6 Befahigung der auf PPD und ESAT-6 reaktiven Zelleaur Zellteilung im

Thymidin-Proliferationsassay

Zur Erganzung der durchflusszytometrischen Chariskteung reaktiver Zellen wurde
analysiert, inwieweit diese Zellen nach Aktivierurdurch spezifische Antigene zur
Zellteilung befahigt seien. Dazu wurde ein Proéf@nsassay mitH-Thymidin durchgefiihrt,
welches nach spezifischer Aktivierung - eine zuyerSensibilisierung vorausgesetzt — bei

Zellteilung in neusynthetisierte DNA eingebaut wird

Bei den in 4.2.%eingeschlossenen 16 Probanden wurde ein Thymidilfé?ationsassay mit
aus Vollblut separierten PBMC durchgefuhrt. Dabeifolgte die Stimulation als
Dreifachansatz je mit Losungsmittel, PPD, ESAT-8)\GKontroll-Antigen, CMV-Antigen
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a. PPD Reaktivitat vs. PPD Index b. ESAT-6 Reaktivitat vs. ESAT-6 Index
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Abb. 15. Signifikante Korrelation zwischen der Reaktivitat und der Proliferation auf spezifisches Antiger
Dargestellt wurde die Korrelation zwischen den aden Mittelwerten errechneterfH-Thymidin
Stimulationsindices und der Frequenzen reaktived-TEZellen jeweils auf das gleiche Antigen bezoger
zeigte sich jeweils eine signifikante Korrelatiorit iSpearman r=0,7432 (p=0,001) fir PPD (a) und 1Bpe
r=0,6078 (p=0,0125) fur ESAT-6 (b).

und SEB. Wir maRen den durch d#$Thymidin vermittelten radioaktivef-Zerfall mit
einem Szintillationszahler als counts/min. Auf wedcAntigene die Zellen reagierten, war
durch die parallel durchgefuhrte Kurzzeitstimulatibekannt. Fir jedes Antigen wurde ein
Thymidin-Stimulationsindex aus dem Mittelwert deeifachansatzes (counts/min) durch die
gemittelte Messung des Kontrollansatzes berechatier den Indices Uber alle Antigene
ergab sich ein Median mit 4,01 bei breiter Streuwog einem Minimum von 0,24 bis
Maximum von 88,19. Dabei lag unter den 15 durclsftytometrischen Messungen, bei der
kein relevanter Anteil an reaktiven CD4-T-Zellentedgiert werden konnte (<0,05%), das
Maximum der korrelierenden Stimulationsindices & 4,19. In der antigenbezogenen
Korrelation der Stimulationsindices mit den entspenden Frequenzen reaktiver CD4-T-
Zellen (fur alle verwendeten Antigene) ergab sidneehochsignifikante Korrelation
(Spearman r=0,70, p<0,0001, CI 0.52-0.81; graphrscht dargestellt). Exemplarisch sind
die Korrelationen fir dieM. tuberculosis relevanten Antigene PPD (Abb. 15a) und ESAT-6
(Abb. 15b) dargestellt, wobei die Korrelation fUPP starker ausgepragt war als die fur
ESAT-6 (Spearman r=0,74, p=0,001 versus r=0,61,q1:25).

Wir berechneten zusétzlich als MaR der Ubereinstingndie Kappa-Koeffizienten und
ermittelten den Anteil der konkordanten und diskoteén qualitativen Ergebnisse. Dabeli
wurde ein Stimulationsindex3 und eine Frequenz reaktiver CD4-T-Zelle®05% jeweils
als positives Ergebnis gewertet. Fir die VerwendilegyPPD ergab sich eine deutlich héhere
Ubereinstimmung mit einem Kappakoeffiziae#0,54 im Vergleich zu ESAT-6 mit=0,38.
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Der Anteil diskordanter Ergebnisse war fur PPD &8t7% niedriger als bei ESAT-6 mit
31,2%. Bei letzterem zeigte sich insbesondere @i mdividuen eine Reaktivitat gegen

ESAT-6 in der Durchflusszytometrie ohne Nachweis ¥ellproliferation.

Zusammenfassend konnte in Kapitel 4.2 der Nutzenh die sinnvolle Benutzung devl.
tuberculosis spezifischen Antigene ESAT-6 und CFP-10 zur Abguveig einer BCG-
Immunisierung aufgezeigt werden. Die Antigene ergansinnvoll das Tuberkulin in vitro
beim Immungesunden und -kompromittierten und ezmiein Kombination eine erhdhte
diagnostische Empfindlichkeit und Spezifitat im glkeich zum Hauttest. Die Detektion
mittels Durchflusszytometrie kann auch mit kommeliegn ELISPOT-Systemen
konkurrieren, erlaubt zudem die Phanotypisierungrdektiven Zellen. Diese scheinen wie
im letzten Abschnitt im Rahmen des Thymidin-Probteonsassays gezeigt, insbesondere

nach Stimulation mit PPD zur Zellteilung befahigtsein.

4.3 Diagnostik der latenten Tuberkulose-Infektion bei mmunkompromittierten

Patienten mit rheumatischen Erkrankungen

Bei Patienten mit Hamodialyse oder nach Nierenplamsation konnten wir in der
Vergangenheit auch dann noch eine zellulare Imratunijegen M. tuberculosis
durchflusszytometrisch nachweisen, wenn der Hauhes abgeschwachter Immunitatslage
ein falsch negatives Ergebnis erbracht hatte (SES@iEal., 2004; SESTER et al., 2006). Im
Rahmen der Evaluation unserer Kurzzeitstimulatdnassen wir ein weiteres Kollektiv von
immunkompromittierten Patienten in unsere Unteraangen ein, um die Gute des Tests bei
bestehender Immundefizienz zu untermauern. Es hansleh in dem Fall um Patienten mit
im Vorfeld diagnostizierten rheumatischen Erkrargem (Tab. 12). Bei diesen sollte vor
einem Beginn mit einer medikamentdsen tNBlockade eine latente Tuberkulose-Infektion
aufgrund der Gefahr einer Reaktivierung ausgessaiowerden.

4.3.1 Patientencharakterisierung und Diagnostik der latean Tuberkulose durch

Standard-Verfahren sowie durch Nachweis reaktiveelien

Im Rahmen unserer Untersuchung in Kooperation meit theumatischen Abteilung der
Kerckhoff-Klinik in Bad Nauheim wurden 97 Patientanit bekannter rheumatischer
Erkrankung zum Zweck der Therapieoptimierung soRiéfung der Indikation fir eine
Behandlung mit TN&-Antagonisten einbestellt. Es schloss sich die Doatjk einer latenten
Tuberkulose-Infektion und ggf. Einleiten einer ni@nentdésen INH-Prophylaxe bei

positiver Indikation fiir eine Therapie mit ,Biolagils* an. Die Patienten wurden nach einer
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BCG-Impfung oder einer Tuberkulose-Infektion in dérgangenheit befragt. Bei positiven
Angaben hinsichtlich einer Infektion wurden weiténéormationen durch den Hausarzt oder
der behandelnden Klinik zur Verifizierung eingehdfine rontgenologische Untersuchung
des Thorax erganzte das standardisierte VerfahigelsnHauttest nach Mendel-Mantoux.
Fur diesen injizierten wir 5 IU Tuberkulin intralant und mafRen die maximale Induration
nach 48 bis 72 Stunden aus. Parallel detektieriedwrchflusszytometrisch reaktive CD4-T-
Zellen gegen PPD, ESAT-6 und CFP-10 (zusatzlich afnsmit Losungsmittel) aus

heparinisiertem Vollblut.

Die demografischen Daten der Patienten mit Grumdekung und verabreichter
immunsuppressiver Medikation sind in Tabelle 12gdatellt. Die Mehrheit litt an einer
Rheumatoiden Arthritis (n=48), desweiteren waretielRten mit ankylosierender Spondylitis
(n=23) und Psoriasis-Arthritis (n=18) miteingesdsen. Bei einer kleinen Gruppe von
Patienten (n=8), welche unter ,sonstigen rheumagiscErkrankungen® zusammengefasst
wurden, waren vier Félle von undifferenzierter Sghdarthropathie sowie je einem Fall einer
enteropathischen Spondylitis, juveniler Arthriti§ermatomyositis sowie eines Sharp-
Syndroms diagnostiziert. Erfasst wurden auch diezahh der ,disease modifying

antirheumatic drugs” (DMARD) und die mittlere Dosis Korikosteroiden.

Tab. 12. Patientencharakteristik: Diagnose, Alter, Geschlecht, Erkankungdsauer undilkagion.

Diagnose n Alter Geschlecht, | Dauer der | Anzahl der | Prednisolon
[Jahre] QI3 [%] Erkrankung | DMARD's | Dosis [mg]
[Jahre]
[MmSD] [m+SD] [mSD] [MmSD]
Summe 97 54 +13 59/41 7+9 14+14 8+10

Rheumatoide
Arthritis 48 60 + 10 73127 9+9 22+14 13+10

Ankylosierende

Spondylitis 23 46 +12 35/65 7+9 0,2+0,5 1+4
Psoriasis

Arthritis 18 54 +12 61/39 2+3 0,7+0,8 3+5
Andere 8 45+ 19 38/62 7+14 15+15 16 + 16

Ahnlich wie bei Immungesunden fanden sich auchRagienten mit rheumatoider Arthritis
charakteristische Reaktivitdtsmuster in der durfiiggen FACS-Analyse: Drei

reprasentative Beispiele fur je ein Individuum ohued mit BCG-Impfung sowie einer
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Tuberkulose-Infektion in der Vergangenheit und elagenten Infektion sind in Abbildung 15

dargestellt. Dabei konnte in keiner der Analysameeaielevante Aktivitat (<0,05%) auf das
Losungsmittel festgestellt werden. Bei der nichitydien Person (Abb. 15a) konnte keine
Reaktivitat detektiert werden. Bei der Person nat 8CG-Impfung (Abb. 15b) konnten

0,09% reaktive CD4-T-Zellen nur gegen PPD nachgsswieverden. Sowohl bei der alten
behandelten Infektion (Abb. 15c) als auch der katernfektion (Abb. 15d) zeigte sich eine
deutliche Reaktivitat gegen dM. tuberculosis spezifischen Antigene ESAT-6 und CFP-10,

wobei sich die beiden Stadien nicht anhand der Raig@k unterschieden liel3en.

[a.BCG- | [b.BCG + | [c.T-TB | [d.LTBI |

0,01 % 0,01 % 0,01 % 0,01 %

Lésungsmittel

0,01 % 0,09 % 0.85 % 0,68 %

PPD

0,00 % 0,00 % 0,08 % 0,05%

ESAT-6

0,00 % 0,00 % 0,26 %

CFP-10

INFy

Abb. 15. Zellulare Immunitat gegen Mycobacterium tuberculosisbei Patienten mit rheumaticher
Erkrankungen ist durchflusszytometrisch nachweisbar Als reprasentatives Beispiel fur die FA@®alyse
unter den 97 Patienten mit Erkrankungen des rhasoh&n Formenkreises wurden die Dotplots waer
Individuen dargestellt. Die Stimulation wurde bdlea mit Losungsmittel, PPD, ESAT-6 und CER-
durchgefiihrt. Kein Nachweis von reaktiven Zelle®,(35%) lagbei fehlender zelluldarer Immunitat (a) t
Reaktivitat alleine gegen PPD bei stattgehabter Bi@@unisierung (b) vor. Bei anamnestisch bekanatt!
und erfolgreich behandelter Tuberkulose-InfektioplieRensich wie auch bei der latent infizierten Persor
zuséatzlich auch reaktive Zellen gegen ESAT-6 un®-@B nachweisen.

Die Ergebnisse dieser in-vitro-Stimulation wurdeit den ausgemessenen Indurationen des
Hauttestes verglichen. Hier korrelierten die Indioreen [mm] mit den Frequenzen der PPD
reaktiven CD4-T-Zellen [%] signifikant (Spearman0r48, p<0.0001, graphisch nicht
dargestellt), wobei der Korrelationskoeffizient igger war als bei immunkompetenten

Individuen (r=0,58, Abschnitt 4.1.1, Abb. 4). Sonst aufgrund der Immundefizienz von
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einem grolBeren Anteil an falsch negativen Hautegebnissen auszugehen. Insgesamt
zeigten 86,6% (84/97) Patienten mit rheumatischikmaBkungen einen negativen Hauttest-
Befund. Bei den unter 4.1.1 untersuchten immunkdemten Individuen lag der Anteil nur
bei 60,5% (314/519). Bei der Prufung der diskordarErgebnisse beziglich Reaktivitat auf
PPD in vitro und in vivo konnte fur diejenigen mi¢gativem Hauttest und positiver PPD-
Reaktivitat ein Anteil von 27,8% (27/97), im umgbken Fall von jedoch nur 1% (1/97)
ermittelt werden. Demzufolge zeigten die qualitativErgebnisse lediglich eine schwache

Ubereinstimmungx=0,33).

Die Zusammenstellung der Einzelergebnisse durchvdischiedenen Untersuchungen zur
Diagnosestellung einer latenten Tuberkulose-Indekist in Tabelle 13 dargestellt: Anhand
der Anamneseerhebung und Prifung der medizinisdhégrlagen konnten vier Patienten mit
einer Tuberkulose-Erkrankung in der Vergangenhettitéelt werden, drei davon aus dem
Kollektiv der Patienten mit rheumatoider ArthritiSine BCG-Immunisierung in der Kindheit
war nur bei funf Patienten nachvollziehbar. Bei Berchfiihrung des Hauttestes zeigten 13
Patienten eine positive Reaktion (Induration miteles 5 mm), bei 69 Patienten war keine
Hautreaktion zu finden. Die restlichen Patientemgte@ eine Induration zwischen 1 und 4
mm, dieses Ergebnis wurde entsprechend der Riehtlials negativ gewertet. Bei den vier
Individuen mit bekannter Tuberkulose in der Vergamteit zeigten nur zwei eine positive
Hauttest-Reaktion, bei den beiden anderen entvieelsath keine Induration. Drei dieser vier
Patienten zeigten jedoch in der FACS-Analyse Redéitiauf ESAT-6 und CFP-10, einer von
den beiden mit negativem Hauttest wies jedoch dnieh keine Reaktivitat auf. Unter den
geimpften Patienten lag nur ein positives Hautiegebnis vor. Ein Patient ohne positive
Ananmese beziglich Tuberkulose-Infektion oder B@@®fung mit normalem
computertomographischem Thorax-Befund entwickeitee giber 2 cm im Durchmesser

messende Hautnekrose.

Die Tuberklin-Reaktivitaten in vivo und in vitro rgteichend konnten mit dem Hauttest 13
Patienten und in der Kurzzeitstimulation mit PPDR&ienten positiv getestet werden. Dies
weist auf eine héhere Empfindlichkeit des VollbAgsays hin, obgleich bei Verwendung von
PPD als Stimulus keine Unterscheidung eines statgen Kontaktes mivl. tuberculosis

von einer zellularen Immunitat gegen BCG moglich on den 39 Patienten mit PPD-
spezifischer Reaktivitat zeigten 14 auch reaktiiz€-Zellen gegen ESAT-6 und/oder CFP-

10, so dass hier eine reine BCG Impfantwort austgessen werden konnte.

In der Gruppe der Patienten mit rheumatoider Atithund Psoriasiérthritis, zeigten etwa
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10% eine positive Hautreaktion und 20% Reaktivijggen ESAT-6 und/oder CFP-10.
Interessanterweise wies nur ein Patient in der @ropt ankylosierender Spondylitis eine
signifikante Reaktivitat gegen ESAT-6 auf, wohingegder Anteil der Patienten mit

positivemHauttest in dieser Gruppe am hdchsten war.

Tab. 13. Diagnostische Hinweise auf eine latente barkuloseinfektion. Getrennt aufgetragen nach Diagnose
wurden Hinweise in der Anamnese auf erinnerte atletumentierte Tuberkulose-Erkrankung oder BCG-
Impfung. Standard-Diagnostik mittels Rontgen Throamd Tuberkulin Hauttest. Durchflusszytometrisch
detektierte Reaktivitat auf PPD, ESAT-6 und CFP-10.

Anamnestisch: Positive Testung:
Diagnose n Thc BCG | Suspekte| Hauttest| PPD | ESAT-6 | ESAT-6| CFP-10
Erkrankung | Impfung | Réntgen u./o.
Befunde CFP-10
Rheumatoide
Avrthritis 48 3 2 5 5 20 10 6 9
Ankylosierende
Spondylitis 23 0 3 1 5 10 1 1 0
Psoriasis
Arthritis 18 1 0 1 3 8 5 4 5
Andere 8 0 0 0 0 1 0 0 0
Summe 97 4 5 7 13 39 16 11 14

Keinerlei positive Reaktionen waren bei vier bedibaten Patienten unter 31 Jahren
nachzuweisen. Im weiteren Altersvergleich konntewahl bei den mittelalten Patienten (31
bis 64 Jahre) als auch den &lteren Patienten @ke64 Jahre) ein dhnlich hohes Auftreten
positiver Hauttestergebnisse mit 14 % (10/73 Padi@nvs. 15 % (3/20 Patienten) beobachtet
werden. Jedoch liel3 sich in der Durchflusszytoradigi den — alle nicht-geimpften - alteren
Patienten ein hoherer Anteil reaktiver CD4-T-Zelsmwohl gegen PPD mit 55% (11/20) als
auch ESAT-6 bzw. CFP-10 mit 20,25% (5/20) im Veidiezur mittelalten Bevdlkerung mit
38% (28/73) gegen PPD und 15% (11/73) gegen dieifsgmhen Antigene detektieren.
Dieses Ergebnis ist mit der zunehmenden Wahrsabiekelit einer Exposition gegehl.

tuberculosisim Laufe des Lebens in Einklang zu bringen.

Bei 7 Patienten konnten in der rontgenologischetetdnchung des Thorax suspekte Befunde
wie Kavernen, Lymphknotenverkalkungen oder multigietchen in den Lungenoberlappen
als spezifische Hinweise auf eine Tuberkulose-lidek gefunden werden. Zwei dieser

Patienten zeigten ein positives Ergebnis im Hauttesl der Durchflusszytometrie, die
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restlichen in beiden Verfahren nicht. Bei einemidtdén konnte eine aktive Tuberkulose

durch positive Kultur vomM. tuberculosis in der Bronchiallavage diagnostiziert werden.

4.3.2 Bewertung der Ergebnisse mit Entscheidungsfindungheand eines Algorithmus

zur Diagnosestellung und Behandlung einer latent&aberkuloseinfektion

Wir fihrten zur besseren Vergleichbarkeit eine Asal der internen Konkordanz der
verschiedenen verwendeten Tests durch (Tab. 14 &ten 13 Patienten, welche eine
positive Reaktion im PPD Hauttest zeigten, wiesas éuch 12 Patienten in der FACS-
Analyse mit PPD (92%) auf. Die Induration im Hastteeigte eine signifikanteorrelation
mit PPD-reaktiven T-Zell-Frequenzen (Spearman 180pk0.0001). Nur ein Drittel (31%)
der Patienten mit Reaktivitdit geg@&PD im Vollblut-Assay reagierte hingegen auch im
Hauttest. Bei den Patienten machweisbaren CD4-T-Zellen gegen PPD im Vollblus#s
zeigten 36% eine Reaktivitat gegentber ESAT-6 2RP-10 und stellten somit die Gruppe
der mutmallich latent infizierten Personen d2ei allen Patienten mit ESAT-6/CFP-10
Reaktivitat konnte bis auf zwei auch eine Reakdivifegen PPD detektiert werden. Bei nur 6
von 13Patienten mit positivem Hauttest fand sich jedogthaeine Reaktivitat gegen did.
tuberculosis spezifischen Antigene ESAT-6 und/oder CFP-10. Emew dabei keine
offensichtlichen Unterschiede in der Hother verabreichten Steroide oder der Anzahl der
aktuellen oder friher verabreichen DMARD oder lihtich der Begleiterkrankungen wie

Diabetesnellitus oder einer Niereninsuffizienz zu erkennen.

Tab. 14. Interne Konkordanz. Vergleich positiver Testergebnisse (linke Spalta}t konkurrierenden
Testverfahren (Reihe oben): PPD Hauttest verswu@ro-Reaktivitat auf PPD bzw. ESAT-6/CFP-10.

Konkordanz PPD Hauttest reaktive CD4-T-Zellen in FACS-Analyse
Positives Ergebnis im PPD ESAT-6/CFP-10
Vergleich mit

n=13 n=39 n=16

PPD Hauttest 12/39 (31 %) 6/16 (38 %)

reaktive CD4-T-Zellen
gegen PPD 12/13 (92 %)
reaktive CD4-T-Zellen
gegen ESAT-6/CFP-1( 6/13 (46 %)

14/16 (88 %)

14/39 (36 %)

Um im klinischen Alltag bei einem derartigen Pateékollektiv die Diagnose der latenten
Tuberkulose stellen zu kénnen, entwickelten wieaiikntscheidungsbaum mit verschiedenen
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1. Anamnese: gresesenseneas

Durchgemachte Infektion? :
2. Reaktivitét: © :

@5 E i
B. PPD FACS Analyse - . .

C. ESAT-6/CFP-10
FACS Analyse

4. Ergebnis:
Anzahl der Patienten mit

latenter Tuberkulose (LTBI)

Abb. 16. Entscheidungsbaum zur Klassifikation einedatenten Tuberkulose Infektion. Dargestellt wurde
ein viergliedriger Entscheishgspfad zur besseren Vergleichbarkeit verschied8oereningkombinationen :
Diagnostik derLTBI. In Schritt 1 wurden alle Patienten mit statbgbter oder aktiver Tuberkulc
eingeschlossen. In Schritt 2 wurde jeweils ein &erén bestimmt, durch weles weitere Patienten als lat
infiziert detektiert werden konnten. In Pfad A werdine Induratior> 5mm im Hauttest verwendet, in Pf&d
reaktive CD4-T-Zellen gegen PPD und in Pfad C gdg8AT-6 und/oder CFRO. Bisher noch nicht erfas
Patienten mitauffalligem Rontgen Thorax Befund wurden in SchBiteingeschlossen. In Schritt 4 wurde
Gesamtanzahl der durch die entsprechenden Tegdivenfaals latent infiziert diagnostizierten Pati@
aufgetragen. Pfad A unter Verwendung des Haut@sigssich mit 17 Fallen als am wenigsten empfind
Unter Verwendung von reaktiven CD4ZEllen (Pfad B und C) lieBen sich weit mehr Faki¢etttieren, wob:i
die alleinige Verwendung von PPD (Pfad B) eine ngate Spezifitdit aufwies und vermutlich ei
erheblichen Anteil an falsch positiven Ergebnisbeferte im Vergleich zur Verwendung dBbt. tuberculosis
spezifischen Antigene (Pfad C).

Diagnosepfaden (Abb. 16). Basierend auf den klméscund experimentellen Ergebnissen
wurde evaluiert, wie viele Patienten unter Standedihgungen (Pfad A, Hauttest) bzw. unter
Zuhilfenahme der PPD-Reaktivitat in vitro (Pfad &)er ESAT-6/CFP-10 Reaktivitat (Pfad

C) als latent miM. tuberculosis infiziert zu diagnostizieren seien.

Funf Patienten wurden aufgrund ihrer positiven Anamiezse des Nachweises einer aktiven
Infektion bei einer Person als positiv eingestbl{. 16, Schritt 1). Bei Pfad A wurden
weitere 10 Patienten mit positivem Hauttest-Ergebaingeschlossen, bei Pfad B 35
zusatzliche Patienten mit positiver PPD-Reaktivittdtler Durchflusszytometrie und bei Pfad
C 13 Patienten mit reaktiven CD4-T-Zellen gegen E®Azw. CFP-10 (Schritt 2). In einem
dritten Schritt wurden schlieBlich alle zuvor nicktfassten Patienten mit suspektem
Rontgenbefund hinzugezahlt (Abb. 16, Schritt 3). \Bergleich der drei Pfade konnten durch
Pfad A (Hauttest) im Vergleich zu Pfad C (Reakévigegen ESAT-6 bzw. CFP-10) 17
gegenuber 21 Patienten als latent infiziert angenemwerden. Unter diesen Patienten waren
nur 12durch beide Algorithmen erfasst, wahrend finf bmeun Patienten ausschlie3lich

durch einen der beiden Pfade nachgewiesen werdemeémMan konnte spekulieren, dass
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die neun Patienten aus Pfad C mit einer tatsaaitdtenten Tuberkulose-Infektion aufgrund
der erhéhten Empfindlichkeit des in-vitro-Verfahsedetektiert wurden. Bei Screening auf
Grundlage der alleinigen Verwendung einer PPD-Re#kt in der Durchflusszytometrie
(Abb. 16, Pfad B) waresignifikant mehr Patienten aufgrund der erhdhtemptimdlichkeit
(im Vergleich mit der PPD-Reaktivitat des Hautteststektiert worden, allerdings auf Kosten
einer niedrigeren Spezifitat im Vergleich zu demAES5/CFP-10 Screening.

Nach Abschluss der Bewertung wurden etwa 60% g#ezsteten Patienten mit einem ToNF
Blocker behandelt, unter ihnen erhielten 15% Iinfliab, 34% Etanercept umlie restlichen
Adalimumab. Die wichtigsten Grinde fur die Nich&ereichung waren das Nichtvorliegen
einer medizinischen Indikation bei 21 Patienteni B@f Patienten wurde aufgrund von
Komorbidiaten auf die TN&Blocker verzichtet, darunter eine Person mit dexgDose eines
Malignoms. Drei Patienten mit Indikation wahltennei alternative Therapie. Bei funf
Patienten mit latenter Tuberkulose-Infektion ersobn die Risiken fur eine zuvor
durchzufiihrende INH-Prophylaxe als zu schwerwiegemd Vergleich zu einer

Alternativtherapie.

Die Entscheidung zur INH-Prophylaxe vor Behandlamg TNFa-Blockern wurde basierend
auf den aktuell geltenden Richtlinien anhand desl® A getroffen. Neun Patienten wurden
prophylaktisch mit INH behandelt. Dabei ist zu deaa, dass unter diesen neun Patienten
unter Verwendung der Reaktivitat gegen ESAT-6 l2RP-10 anstatt des Hauttests (Pfad C)
bei vieren keine INH-Prophylaxe durchgefuhrt wordesére. Auf der anderen Seite hatten
unter diesen Bedingungen sechs 82rnicht behandelten Patienten eine INH-Prophylaxe
erhalten. Diese Patienten wéaren unter BerlUcksiehtjgdes Hauttestes (Pfad A) als falsch
negativ anzusehen. Bei den fiRdtienten, bei denen aufgrund der LTBI keine Behant
mit TNFa-Blockern durchgefuhrt wurde, unterschieden siah glialitativen Ergebnissies
Hauttests und der durchflusszytometrischen Rea#tiauf ESAT-6 bzw. CFP-10 nicht.

Zusammenfassend konnte der Einsatz der Durchfltaseyrie zum NachweisM.
tuberculosis spezifischer CD4-T-Zellen die Routine-Verfahrem Riagnostik einer latenten
Tuberkulose bei dem Patientenkollektiv mit rheuswten Erkrankungen und begleitender
immunsuppressiver Medikation sinnvoll ergdnzen.eEKombination dem. tuberculosis
spezifischen Antigene und der damit erhdhten Spp@izihit der in-vitro-Stimulation mit PPD

und der damit verbundenen erhéhten Sensitivitathesa zur Diagnosefindung zweckmafig.
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4.4  Unterscheidungsmerkmale  zwischen einer abgelaufenen und einer

immunologisch frischen Tuberkulose-Infektion

Durch die Verwendung von PPD und deh tuberculosis spezifischen Antigenen ESAT-6

und CFP-10 war es mdoglich, eine zellulare Immunit immunkompetenten und

immunkompromittierten  Individuen durchflusszytonmth nachzuweisen. Da eine
Unterscheidung zwischen aktiver Erkrankung undlgréach behandelter Tuberkulose oder
latenter Infektion bisher nicht moglich war, verstem wir Unterscheidungskriterien in
unserem durchflusszytometrischen Assay zu erarbeWér fuhrten bei 24 Patienten mit
unbehandelter aktiver Tuberkulose (A-TB) und beiFP28ienten mit erfolgreich behandelter
Tuberkulose-Infektion (T-TB) eine Kurzzeitstimulati aus heparinisiertem Vollblut unter
Verwendung der Antigene PPD, ESAT-6 und CFP-10kduxeben dem Nachweis reaktiver
Zellen durch die Detektion von IFNund CD69, wurden die Zellen zuséatzlich auf Expoess

des Zytokins IL-2 untersucht. Demographische umaiddhe Charakteristika der rekrutierten
Patienten sind in Tabelle 14 zusammengefasst. Rieea Tuberkulose-Infektionen wurden
in 12 Fallen durch Kultur vonM. tuberculosis, in 9 Féllen durch mikroskopische
Identifizierung saurefester Stabchen und in 3 Ratkeirch klinische Verbesserung unter

antituberkuléser Therapie nachgewiesen.

Tab. 14. Charakterisierung der Patientengruppen A-B und T-TB.

Aktive Erkrankung, n=24 Behandelte Tuberkulose, n=38
Demographische Charakteristika
Alter [Jahre] 46,7+18,7 58,7+14,2
Geschlecht P/J] 15/9 7/21
Ethnizitat
weild 19 28
asiatisch 4 0
indisch 1 0

Organmanifestation der Tuberkulose

Lunge 19
Lymphknoten 1
Niere 1
Haut 1
Disseminiert 2
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4.4.1 Frequenzen PPD reaktiver CD4-T-Zellen liegen sigkéint hoher bei der aktiven

Tuberkulose-Infektion

Nach Durchfiihrung der Kurzzeitstimulation wurde eeiQuantifizierung reaktiver CD4-T-
Zellen Uber die Expression von IFNund CD69 vorgenommen. Mit Ausnahme eines
Patienten, der seit 19 Monaten unter Therapie roitikosteroiden stand, konnten bei allen
reaktive CD4-T-Zellen gegen PPD detektiert werd&#h8%). Demgegentber zeigten nur 16
der 24 Patienten (66,7%) eine Reaktivitat gegenidir M. tuberculosis spezifischen
Antigene ESAT-6 und CFP-10. Unter den 28 Personenh arfolgreich behandelter
Tuberkulose reagierten nur 23 (82,1%) auf PPD wundL6 (57,1%) waren positiv auf ESAT-
6 und/oder CFP-10 getestet (Tab. 15).

Tab. 15. Nachweis einer zellularen Immunitat mittet Durchflusszytometrie bei aktiver und stattgehabte
Tuberkulose-Infektion. Tabellarisch wurden positive Testergebnisse (reakiiD4-T-Zellen jeweils>0,05%)
anteilig an den bekannten aktiven oder stattgehabiderkulose-Infektionen aufgetragen. So lag lkai Ballen

mit aktiver Tuberkulose der Anteil an reaktiven GDZellen gegen PPD bei 95,8%, bei den behandelten
Infektionen konnten nur 82,1% PPD-reaktive CD4-Tiefenachgewiesen werden. Die Reaktivitat gedjeri.

tuberculosis spezifischen Antigene fand sich bei 2/3 der P&tiemmit aktiver Tuberkulose und nur noch bei
57,1% unter den behandelten Infektionen.

Reaktive CD4-T-Zellen gegen | Aktive Tuberkulose, n=24 Behandelte Tuberkulose, n28
PPD 23 (95,8%) 23 (82,1%)
ESAT-6/CFP-10 16 (66,7%) 16 (57,1%)

Wenngleich die Frequenzen PPD-reaktiver CD4-T-Zellbei Patienten mit aktiver
Tuberkulose hoher lagen (Median 0,71%; IQR 1,3296) l®ei denen mit stattgehabter
Infektion (Median 0,33%, IQR 0,50%; p=0,029, Manrney-Test, Abb. 17), war
basierend auf der mittels IFNermittelten Frequenzen PPD-reaktiver CD4-T-ZeHdeafgrund
der groRen Streubreite keine klare Unterscheiduvigchen beiden Gruppen mdglich. Somit
sind weder die Frequenzen PPD-reaktiver T-Zellechndie Reaktivitat gegentiber ESAT-6
oder CFP-10 als Entscheidungskriterien zur Unteisicing zwischen aktiver und erfolgreich

behandelter Tuberkulose geeignet.

Bei Patienten mit erfolgreich behandelter Tuberkalokorrelierten wir den bekannten
Zeitabstand (mittlerer Abstand 35,5 + 20,4 Jahwisehen der therapeutischen Behandlung
und dem Messzeitpunkt mit der Frequnz PPD reakiAadten. Hier liel3 sich jedoch kein

signifikantes Ergebnis erheben, welches auf derlictein Abstand einer behandelten

Tuberkulose-Infektion anhand der Hohe der PPD-Faegschlie3en lieRe (nicht gezeigt).
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Abb. 17. Hohere Frequenzen PPD spezifischer CD4-Tellen bei aktiver Tuberkulose.Dargestellt wurden
die Frequenzen reaktiver IFNCD69 doppelt positiver Zellegegen PPD fiir 24 Patienten mit akt

Tuberkulose (A-TB, links) und 28 Patienten mit &feich behandelter Tuberkulose (T-TB, rechts). &dag

der Median bei aktiver Infektion mit 0,71% zwar kodtals bei der behandelten Infektiont 0,33% (p=0,02¢

Mann Whitney Test), aufgrund der erheblichen Stngumit einhergeénder Uberschneidung konnte fiir ei

gemessenen Wert jedoch keine klar Zuordnung zu deeGruppen erfolgen.

4.4.2 Hinweise auf aktive Tuberkulose durch verandertegt@kinprofil

Um die diagnostische Spezifitat des Vollblutvertais fur eine aktive Tuberkulose-Infektion
zu verbessern, wurden reaktive CD4-T-Zellen gegeb Bnhand der Expression von hN
und IL-2 charakterisiert. Diese Charakterisierures dZytokinprofils konnte nur bei den
Patienten mit nachgewiesener Reaktivitat gegen Bf@dgen (23/24 Patienten mit aktiver
Tuberkulose und 23/28 Patienten mit stattgehabtdreikulose). Die PPD-Frequenzen mit
Expression von IFN und/oder IL-2 lagen bei den Patienten mit aktigkrankung im
Vergleich zu denen mit abgelaufener Tuberkulose emem Median von 0,81% versus
0,39% signifikant hoher (p=0,02; graphisch nichtgaatellt). Bei einem Grenzwert der tUber
die Expression dieser beiden Zytokine definiert®DReaktiven CD4-T-Zellen von >0,79%
lag die Sensitivitat und Spezifitat fur die Zuordguzur unbehandelten aktiven Tuberkulose
bei 78% bzw. 52% (AUC = 0,63). Somit konnte duraiea hohen Anteil an diese Zytokine

exprimierenden reaktiven Zellen eine aktive Tubkrge wahrscheinlicher gemacht werden.

Unter den erfolgreich behandelten Patienten zesgtie ein homogenes Zytokin-Profil mit
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Uberwiegend IFN-IL-2 doppelt positiven Zellen (Abb. 18a). Im Gegatzx dazu war der
Anteil der beide Zytokine sezernierenden Zellen Hatienten mit aktiver Erkrankung
signifikant niedriger (p<0,0001, Mann-Whitney-Testhd das Profil zeigte eine starke
Verschiebung hin zu den Zellen, welche nur yF&kprimierten (Abb. 18c). Eine ROC-
Analyse zeigte, dass ein Anteil von <56 % der#FIN-2 doppelt positiven Zellen unter allen
reaktiven CDA4-T-Zellen mit einer Spezifitat von $0(AUC 0,84) fur eine aktive
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Abb. 18. Deutliche Unterscheidung des Zytokinmusters bei Pa&nten mit aktiver Tuberkulose. Dargestell
wurden beispielhaft vier jeweils reprasentative hait bei Patienten mit erfolgreich behandelter Tlblese
(a) und aktiver Tuberkulose (c): Unter den reakti@b4-TZellen gegen PPD konnten Zellen, welche nury
(linker oberer Quadrant) oder nur IL-2 exprimiert@echter unterer Quadrant) von den {HIN2 doppel
positiven Zellen (rechter oberer Quadrant) unteestdn werdenDie prozentuale Aufteilung wurde in ¢
Quadranten angegeben. Der Anteil der +HN2 doppelt positiven Zellen wabei den Patienten mit akti
Tuberkulose (c) deutlich reduziert zugunsten détyleinfach positiven ZellerDiese prozentuale Aufteilul
wurde fur sdmtliche 24 Patienten mit aktiver Tuldoske (b) und 28 Patienten mit erfolgreich behaedel
Tuberkulose (d) in Einzelkurven der Zytokinverteidudargestellt.

Tuberkulose-Infektion sprach. Ein Anteil von >56%N\k—IL-2-Zellen trat jedoch in beiden

Kollektiven mit behandelter und aktiver Tuberkuldséektion auf (Sensitivitat von 70%).

Zusammenfassend kann eine zelluldre Immunitdt Muftuberculosis durch Detektion
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reaktiver CD4-T-Zellen auf PPD und vor allem aué dpezifischen Antigene ESAT-6 und
CFP-10 nachgewiesen werden. Im zweiten Schrittdiefie Phanotypisierung der reaktiven
CDA4-T-Zellen gegen PPD richtungweisende Hinweise @er Unterscheidung einer

immunologisch aktiven von einer abgelaufenen Tullede. So spricht ein Anteil von <56%
der IFNy-IL-2 doppelt positiven Zellen (zugunsten der {F&nfach positiven Zellen) fur ein

immunologisch frisches Geschehen. Umgekehrt kanreipem hoéheren Anteil IFNIL-2

doppelt positiver Zellen eine aktive Tuberkulosehbisicher ausgeschlossen werden.
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5 Diskussion

Der Hauttest nach Mendel-Mantoux wird seit Jahrigmnn einer in-vivo-Stimulation zum
Screening bei Tuberkulose-Verdachtsfallen und d&@mtaktpersonen eingesetzt (DANIEL,
2006), obwohl er bekanntermal3en zu héufig fehlezhBfgebnisse liefert, um von einem
sicheren diagnostischen Werkzeug sprechen zu konberch die Entwicklung neuer
Verfahren zur StimulatioM. tuberculosis-spezifischer T-Zellen ex vivo konnte sich die Ara

des Intrakutan-Tests jedoch dem Ende entgegenmeige

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein neues durchfideszetrisches Vollblutverfahren im
Vergleich zu dem etablierten Hauttest evaluiegsdrfolgte sowohl bei Immungesunden als
auch bei Patienten mit Immundefizienz. In Kooperatnit der rheumatologischen Abteilung
der Kerckhoff-Klinik Bad Nauheim wurde des Weiterdie Wertigkeit beider Verfahren in
einem klinisch relevanten prospektiven Setting tsuteht. In einem letzten Teil der Arbeit
lied sich zeigen, dass das durchflusszytometris¢befahren durch die Analyse von
Zytokinprofilen die Mdglichkeit bietet, mit hohep8&zifitat eine aktive von einer erfolgreich

behandelten Tuberkulose zu unterscheiden.

5.1 Die vergleichende Analyse des durchflusszytometrisen Verfahrens und des

Hauttests nach Mendel-Mantoux durch den Einsatz de$uberkulins in vitro und in vivo

Im Rahmen dieser Arbeit wurde bei 712 Patienteralfgrzum Hauttest nach Mendel-
Mantoux eine durchflusszytometrische Quantifizigruther reaktiven CD4-T-Zellen nach
Kurzzeitstimulation mit Tuberkulin (PPD) durchgeftirObgleich PPD nichitl. tuberculosis
spezifisch ist (DANIEL, JANICKI, 1978; HARBOE, 198TISSOT et al., 2005), wurde es
dennoch in beiden Versuchsansatzen zunachst veetyemah das Reaktivitatsprofil beider
Verfahren direkt vergleichen zu konnen. Eine Katieh zwischen der immunologisch
vermittelten Antwort in vivo (Induration) und intwd (reaktive CD4-T-Zellen) war nahe
liegend, da beiden Verfahren die gleichen immunstdgen Mechanismen zu Grunde liegen
(ANDERSEN et al., 2000). Dem zufolge ergab sichdmi Analyse von 712 Patienten eine
hochsignifikante Korrelation zwischen den Frequaenzesaktiver Zellen und den
ausgemessenen Indurationen (4.1.1, Abb. 4). DurethROC Analyse wurde ein Grenzwert
von 0,115% PPD-reaktiver CD4-T-Zellen ermittelt,r deiner Induration von 15 mm
entspricht (4.1.2, Abb. 5 und Tab. 9). Interessavdise wiesen die 519 Immungesunden eine
bessere Korrelation (r=0,5749) im Vergleich zu d&®3 Immunkompromittierten auf
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(r=0,5318). Es ist bekannt, dass der Hauttest tselbei Immungesunden zu falsch negativen
Ergebnissen fuhren kann (HAAS, BRODHUN, 2006) undssd dieser Anteil bei
Immunkompromittierten deutlich hoher liegt. Einerigge Sensitivitat des Hauttestes findet
sich bei Patienten mit verschiedenen Ursachen demundefizienz wie terminale
Niereninsuffizienz (SMIRNOFF et al., 1998; WOELT@&Eal., 1998; SESTER et al., 2004),
HIV-Infektion (COBELENS et al., 2006; SWAMINATHAN te al., 2008), nach
Transplantation (SESTER et al., 2006) oder bei mboh-entziindlichen Erkrankungen
(PONCE DE LEON et al., 2008; TRIVERIO et al., 200@ementsprechend fand sich bei der
gualitativen Auswertung der Ergebnisse bei den Imkompromittierten ein héherer Anteil
an diskordanten Ergebnissen, der sich im Wesestlicduf eine hohere Empfindlichkeit der
Durchflusszytometrie zurtckfihren lasst (4.1.1, .T&p Wahrend bei den Immungesunden
unter den durchflusszytometrisch positiv Getested@rl% (185/298) eine nachweisbare
Induration im Hauttest aufwiesen, lag der Anteili lolen Immunkompromittierten bei
lediglich 38,6% (39/101). Demgegenuber wiesen Baruhter den Immungesunden und nur
3 Patienten unter den Immunkompromittierten einesitven Hauttest ohne Nachweis PPD-
reaktiver Zellen auf, so dass ein hoherer negatiypeédiktiver Wert fiur die
Durchflusszytometrie angenommen werden kann. Dadfalien bietet sich somit als
Ausschlussverfahren fur einen relevanten immunetdggn Kontakt an. Die hohere
Empfindlichkeit der Durchflusszytometrie bei moderammunsuppression (SESTER et al.,
2004; SESTER et al., 2006) lasst sich vermutlichdiel besseren Stimulationsbedingungen
in vitro mit hoherem Anteil spezifischer T-Zellemtar Verwendung von kostimulatorischen
Antikérpern (WALDROP et al., 1998) zurtckfuhren. iBPatienten mit Hochdosis-
Immunsuppression kann jedoch auch die durchflussyetrische DetektioM. tuberculosis-
spezifischer CD4-T-Zellen beeintrachtigt sein (SERTet al., 2009). Der Einfluss der Hohe
der Immundefizienz auf die Reaktivitat in vitro @ivon uns derzeit in einer europaischen

Multicenterstudie untersucht.

Da die durchflusszytometrische Detektion PPD-reaktiZellen lediglich das sensitivere
Pendant zum Hauttest darstellt, das Ergebnis jedafirund der mangelnden Spezifitat des
Tuberkulins (COMSTOCK, 1975; LALVANI et al., 200WWANG et al., 2002; FARHAT et
al., 2006) nicht zur Einleitung weiterer therapscitier Malinahmen benutzt werden sollte, ist
die alleinige Verwendung von Tuberkulin eher voredtetischem Interesse. Dennoch
unterstreichen diese Ergebnisse die besonderet8gatsder Durchflusszytometrie, von der

anzunehmen ist, dass sie auch fur andere Antigéne g
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5.2 Die durchflusszytometrische Charakterisierung der FZellantwort gegen die M.

tuberculosisspezifischen Antigene ESAT-6 und CFP-10

5.2.1 Erhohte Spezifitat durch Kombination des TuberkuBnmit den M. tuberculosis

spezifischen Antigenen in der in-vitro-Stimulation

Bei immunologischen Tests in der Tuberkulose-Diagjkowird zunehmend Tuberkulin
durch dieM. tuberculosis spezifischen Antigene ESAT-6 und CFP-10 erganet edsetzt. Da
PPD nicht erregerspezifisch detektiert und vomalie Gebieten mit hoher BCG-Impfrate zu
falsch positiven Ergebnissen fuhren kann (TISSOal.e2005), wurde versucht, zielgenauer
eine zellulare Immunitat durch spezifischere Amig@achzuweisen. Die Spezifitat der Uber
die ,Region of difference 1" (RD1) kodierten Antigg ESAT-6 und CFP-10 beruht auf einer
Deletion der diese Proteine kodierenden Gensequreden BCG-Impfstammen sowie den
meisten anderen Mykobakterien (ANDERSEN et al. 030Bierdurch ergab sich erstmals die
Moglichkeit, Personen mit stattgehabtem Kontakt gotthen mit reiner BCG Impfantwort
zu unterscheiden. In unserer durchflusszytometeischnalyse bei 593 immunkompetenten
Individuen zeigte etwa die Halfte aller Probandem& Reaktivitat. Unter den verbleibenden
ca. 50% wies wiederum etwa die Halfte eine allanReaktivitat gegen PPD (mutmaliliche
BCG Impfantwort), die andere Halfte gegen mindesteines der spezifischen Antigene auf
(Patienten mit stattgehabter, aktiver oder latehttktion; 4.2.1, Abb. 6). Unabhangig von
der Methode des Reaktivitditsnachweises konntere diesaktivitatsprofile auch in anderen
Studien durch verschiedene Interferon-Gamma-reldasays (IGRA) nachgewiesen werden
(HUGHES et al., 2005; SESTER et al., 2006; COSMhlet 2007; DOMINGUEZ et al.,
2008; DIEL et al., 2010; SIMSEK et al., 2010). Zuostenersparnis bzw. aus
Praktikabilitatsgrinden ware auch ein gemeinsamieisaEz der spezifischen Antigene
madglich, da die Summe der Einzelfrequenzen derueer eines gemeinsamen Ansatzes mit
einem Korrelationskoeffizient r=0,96 entsprichtX4, Abb. 7). Dies ist bei dem kommerziell
erhaltlichen QuantiFERON Assay realisiert, bei deeptide dreier spezifischer Antigene in

einem Stimulationsansatz kombiniert werden.

Beim Vergleich der Frequenzen der CDA4-T-Zellen &lerten die Frequenzen der
spezifischen Antigene sowohl untereinander als authdenen des weniger spezifischen
Tuberkulins signifikant (4.2.2, Abb. 8). Dies veutleht den Zusammenhang zwischen der
durch ESAT-6 und der durch CFP-10 vermittelten Imaniwort und deren Anteil an der

PPD-induzierten Reaktivitat. Auf Basis der o0.g. &ftgilung in verschiedene
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Reaktivitatsmuster stellten wir uns die Frage, miiiiduen mit reiner BCG-Impfantwort eine
geringere Frequenz PPD-reaktiver T-Zellen aufweisésn Probanden mit stattgehabtem
Kontakt mit M. tuberculosis. Dies war in der Tat der Fall (4.2.4, Abb. 11),ndedie

Frequenzen PPD-reaktiver CD4-T-Zellen in der Grumse ESAT-6/CFP-10-negativen
Probanden war signifikant niedriger als in allemlenren Gruppen. Innerhalb des Kollektivs
mit ESAT-6/CFP-10-spezifischer Immunitat war dieduwenz PPD-reaktiver CD4-T-Zellen
am hdchsten, wenn eine Reaktivitéat gegen sowohlTE&Als auch CFP-10 vorlag. Diese
Ergebnisse verdeutlichen, dass eine stattgehalféition mit M. tuberculosis zu einer

ausgepragteren Stimulation und AufrechterhaltungereiPPD-spezifischen Immunantwort
fuhrt als dies bei reiner BCG-Impfantwort der Fadt. Dartberhinaus korrelieren diese
Beobachtungen auch mit der empirisch ermittelteen@e der Hauttest-Induation, bei welcher

lediglich Indurationen >15mm bei Immunkompetenzkdilsisch relevant angesehen werden.

5.2.2 Nachweis der latenten Tuberkulose (LTBI) mittels Banflusszytometrie bei

Immungesunden und Patienten mit Immundefizienz

Durch Stimulation mit allen drei Antigenen wurde®17 Individuen auf eine zellulare
Immunitat gegerM. tuberculosis analysiert und anhand ihrer Reaktivitat gegen RBDie
ESAT-6/CFP-10 stratifiziert. Die Frequenzen PPD ktiear T-Zellen lagen bei den
immunkompromittierten Individuen im Gegensatz zun demmungesunden durchschnittlich
niedriger, fir die anderen Antigene ergab sich eiBgobachtung zwischen den beiden
Unterkollektiven jedoch nicht. Dies kbénnte durcheesh6here Immunogenitat der spezifischen
Antigene ESAT-6 und CFP-10 bedingt sein, was eidehe Zytokinproduktion pro
Einzelzelle bedingen kénnte. Es ware daher denkizess eine ESAT-6/CFP-10 Reaktivitat
bei Immunsuppression weniger schnell unter die Nadgrenze féllt als dies bei Stimulation
mit PPD der Fall ist. Bei den Immunkompromittiertesar der Anteil an PPD-negativen
Individuen zwar hoher, unter den verbleibenden 43®-positiven Individuen fanden sich
jedoch mehr als die Halfte der Individuen mit zlter Immunitdt gegen ESAT-6 und/oder
CFP-10 (4.2.3, Abb. 9), wobei der Anteil der doppesitiven hoher war als bei den
Immunkompetenten. In die Kategorie der mutmalli€GBGeimpften bzw. Probanden mit
Kontakt zu anderen Mykobakterien fielen 28% der bmgesunden und 20% der

Immunkompromittierten.

Es stellt sich die Frage, ob die Verwendung deseflublins in vitro nicht entbehrlich ware.
In anderen IGRA wie dem QuantiFERON Test oder deSPOTIB wird auf das Tuberkulin

bereits verzichtet und fuhrt dadurch zu einer Kostgparnis. Dadurch ist der Nachweis bzw.
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die Abgrenzung einer BCG-Immunisierung oder einemlnantwort gegen nicht tuberkultse

Mykobakterien jedoch nicht mehr maoglich.

In unserer durchflusszytometrischen Analyse wurgle@renzwert analog zum PPD auch fur
die M. tuberculosis spezifischen Antigene mit 0,05% festgelegt. Esewadoch zu erwéagen,

ob diese Grenze &ahnlich wie in einigen durchflussmgtrischen Assays deutlich niedriger
angesetzt werden koénnte (TESFA et al., 2004; HUGHEES., 2005), was jedoch das Risiko
einer falsch positiven Reaktion mit sich brachter. Minimierung dieses Risikos kann jedoch
zusatzlich auf die visuelle Beurteilung des dunesdzytometrischen Dotplots zuriickgegriffen
werden, bei der eine klar abgrenzbare Punktwolk& tniedriger Frequenz als spezifisch

gewertet werden kann.

Eine Auswertung der durchflusszytometrischen Dasdainangig vom Expositionsrisiko
erbrachte weitere interessante Details (4.2.3, AB). Unter den 748 Individuen, bei denen
das Expositionsrisiko abschatzbar war, wurden drgiergruppen gebildet: je eine Gruppe
mit geringem und erhohtem Expositionsrisiko und eeiruppe von Patienten mit
nachgewiesener oder anamnestisch erinnerter TubseguMit zunehmender Exposition
nahm wie erwartet auch der Anteil an PPD-positivetividuen zu. Wahrend unter den PPD-
positiven Individuen in der Gruppe mit geringer Bgpion 53,09% keine Reaktivitat auf die
spezifischen Antigene aufwiesen und somit dem Kalleder mutmaflich BCG-Geimpften
zugeordnet wurden, lag der Anteil ESAT-6/CFP-10atiegr Befunde bei dem Kollektiv mit
Tuberkulose bei lediglich 27,78% (15/54). Ein Vetleiner spezifischen Reaktivitat bei
erfolgreich behandelter Infektion scheint tatsdathiit zunehmendem zeitlichen Abstand zur
Therapie aufzutreten (EWER et al., 2006). Unerwantar in der Gruppe mit erhdhtem
Expositionsrisiko der hohe Anteil der PPD-positiMadividuen ohne Reaktivitat auf dM.
tuberculosis spezifischen Antigene (73,21%). Dies ist insoferstaunlich, da wir dhnlich wie
bei Probanden mit stattgehabter Tuberkulose annahtiass bei zunehmender Exposition der
Anteil der Reaktivitat gegen ESAT-6 und/oder CFPsfidlk steigen musste. Dieses Kollektiv
umfasste einen grol3en Anteil an Personal (86,02%)dauerhaftem oder wiederholtem
Patienten- bzw. Probenkontakt. Darunter fielen Kemschwestern und Arzte sowie
Mitarbeiter aus dem mikrobiologischen Institut. Hlénnte der hohe Anteil an alleiniger
Reaktivitatt gegen PPD am ehesten als Booster-Reaktiner bestehenden zellularen
Immunitdt gegenM. bovis BCG oder atypische Mykobakterien durch wiederhwlte
mykobakteriellen Kontakt zu deuten sein. Ohne derartig wiederholte Exposition wére der

Anteil der sowohl durchflusszytometrisch als auchttets Hauttest nachgewiesenen
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Impfantworten und deren Frequenz bzw. Induratiomtlod geringer zu erwarten. In
ahnlicher Weise zeigte BCG-geimpftes Pflegeperson&orea mit haufiger Exposition zu
Tuberkulosepatienten eine 100%ige FReaktivitdit auf PPD, wobei nur 52% eine
Reaktivitat auf die spezifischen Antigene mittelsa@tiFERON Test aufwiesen (EUM et al.,
2008). Daneben ist bekannt, dass auch schon daies@&nlegen von Tuberkulin Hauttests,
wie es im medizinischen Sektor héufig geschiehteiner Boosterung der reaktiven Antwort
in vivo (HOROWITZ et al., 1995; SAGHEB et al., 200BEIXEIRA et al., 2008; DEL RIO
CAMACHO et al., 2009) fuihren kann. Ob eine derartighmunantwort auch mit einem
direkten Schutz gegenubkt. tuberculosis assoziiert ist, missen prospektive Studien zeigen.
Wie eine derartige in vitro nachgewiesene Boosaitren gedeutet werden kann, muss
aufgrund der divergenten Datenlage noch offengetasserden (IGARI et al.,, 2007;
SAUZULLO et al., 2011).

Die Durchflusszytometrie stellt unter Verwendungnv®PD, ESAT-6 und CFP-10 ein
wertvolles diagnostisches Instrument zum Nachweigrezellularen Immunitat gegeM.

tuberculosis dar. Dabei lassen sich durch das Verfahren wichEgeenntnisse Uber die
mittels Hauttest unterschatzte Pravalenz bei seaipponierten und/oder immundefizienten

Individuen gewinnen.

5.3 Die Wertigkeit der Durchflusszytometrie im Vergleich mit anderen Interferon-

Gamma-Release-Assays (IGRA) und eineftd-Thymidin-basiertem Proliferationsassay

Um die diagnostische Wertigkeit der durchflusszyetischen Detektion auch in Hinblick
auf die anderen Interferon-Gamma-Release-AssayRA)&u evaluieren, verglichen wir die
FACS-Analyse zum Nachweis von latenten Tuberkulosel CMV-Infektionen (SESTER et
al., 2000; SESTER et al., 2001; SESTER et al., 2008 zwei kommerziellen ELISPOT-
Assays (4.2.5, Abb. 12 - 14). Fur den Vergleich keith wir den T-SPOTB (Oxford
Immunotec, Oxford) und den ELISPOT ELSP 5000 yKNID GmbH, Stral3berg). Es zeigte
sich fur beide Systeme eine hochsignifikante Katreh von r=0,8812 (p<0,0001) mit der
Durchflusszytometrie bezogen auf die jeweils emetén Frequenzen reaktiver CD4-T-
Zellen. Alleine durch dieses Ergebnis schienen siiehbeiden ELISPOT-Assays nicht zu
unterscheiden, zumal ihre Ergebnisse untereinaeldenfalls hochsignifikant mit r=0,9241
korrelierten. Bei der qualitativen Analyse der Bekontrolle mit SEB ergab sich in allen
Messungen eine 100%ige Konkordanz. Fur die restficAntigene ergab sich fur den
Vergleich der Durchflusszytometrie mit T-SPOB.im Gegensatz zu ELSP 5000 NFKin
hoherer Kappa-Koeffizient mik=0,78 versusk=0,62 (4.2.5, Tab. 11). Bei genauerer
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Betrachtung fanden sich fur ELSP 5000 1FNI8,7% diskordante Ergebnisse mit der
Durchflusszytometrie, wobei jeweils sechs positMessungen von dem anderen System
nicht erkannt wurden. Bei dem T-SPOB. hingegen konnte unter 64 ausgewerteten
Messungen kein positives Ergebnis ermittelt werdemlches nicht auch durch die
Durchflusszytometrie erkannt worden waére. Umgekehidnden sich in der
Durchflusszytometrie knapp 11% positive Ergebnisgelche durch den T-SPQOIB nicht
erkannt worden waren. Eine ahnlich hohe Rate aterrDurchflusszytometrie positiven und
im ELISPOT negativen diskordanten Ergebnissen fackl auch bei ELSP 5000 IfNDies
weist auf eine héhere Empfindlichkeit der Durchéfzxgometrie hin. Zudem zeigte sich die
Auszahlung der Spots bei dem ELISPOT ESLP 5000 ylaNfgrund mangelnder
Diskriminierung der einzelnen Spots voneinander dodch Farbrestablagerungen in den
Vertiefungen beeintrachtigt. Eine visuelle Nachkol¢ war nétig, um nicht aufgrund der
scheinbaren Verschmelzung der Spots ein falschtinegd&rgebnis durch das Reader-System

zu riskieren.

Die FACS-Analyse zeigte sich hinsichtlich der gtaiven und quantitativen Ergbsnisse beim
Nachweis einer zellularen Immunitat gegen Tuberkellound anderer Erreger den
kommerziellen ELISPOT-Systemen mindestens gleichgveiZudem ist sie durch eine

erhebliche Zeitersparnis und erhohte PraktikabilitéVersuchsaufbau gekennzeichnet (keine
Isolation von PBMC notwendig) und bietet die Mogkeit der weiteren Phanotypisierung

der reaktiven Zellen.

Als Alternative zum Nachweis von Oberflachenrezegstound Zytokinen auf reaktiven
Zellen kann die Reaktivitit gegen ein spezifiscAasigen mittels*H-Thymidin-basierter
Zellproliferation nachgewiesen werden. Insbesond®e Stimulation mit ESAT-6 zeigte
jedoch ein erheblicher Anteil von Probanden trotzrctflusszytometrischer Detektion
reaktiver T-Zellen keine nennenswerte Zellprolifena, so dass diese Methodik nicht zur
Diagnose einer latenten Tuberkulose-Infektion gestiggcheint. Umgekehrt legt eine Studie
bei 68 Patienten mit rheumatischen Erkrankungenenalass eine CFP-10 spezifische
Zellproliferation auch bei einigen Individuen, weéc mittels ELISPOT negativ auf das
Antigen getestet worden waren, vorkommen kann (SBMLet al., 2007). Ahnlich
inhomogen ist die Studienlage bei anderen Arbeits#i, denen®H-Thymidin-gestiitzte
Proliferationsassays zur Anwendung kamen (ONWUBALN987; SUTHERLAND et al.,
2006; SELLAM et al., 2007; HERNANDEZ et al., 2008) dass in praktischer Hinsicht die

IFNy basierten Verfahren den Proliferationsassays dudieh kirzere Stimulationszeit
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Uberlegen zu sein scheinen.

Im Folgenden sollen einige Uberlegungen zu deniigbdren Interferon-Gamma-Release-
Assays und ihrem Nutzen zur Diagnostik der latenterd manifesten Tuberkulose-
Infektionen angestellt werden: Bei den ELISPOT-Asssalie ELISA-basierten Tests und der
durchflusszytometrische Detektion (JANOSSY et 2008) wird der Anteil reaktiver Zellen
durch IFNy-Expression bestimmt. In der Tuberkulose-Diagnofitiken kommerzielle und
hausinterne (MANTEGANI et al., 2006) ELISPOT Systerweltweit breite klinische
Anwendung. Bei standardméaRiger Verwendung von ESAINRd CFP-10 zeigt sich der T-
SPOTTB im Vergleich zu dem Tuberkulin-Hauttest spezifescind sensitiver (LALVANI,
PAREEK, 2009; DIEL et al., 2010; ONI et al., 20BIMSEK et al., 2010). Daneben hat sich
der QuantiFERON Test (Cellestis International, Aalgn) mit QuantiFERON-TB Gold
(QFT-G) und QuantiFERON-TB Gold in-Tube (QFT-GITQrdh Messung des von reaktiven
Zellen exprimierten IFN mittels ELISA aus dem Uberstand etabliert. Eineitave
Charakterisierung der Subpopulationen unter dektives Zellen und der (gleichmaliigen)
Verteilung der Zytokinexpression unter ihnen werdadurch jedoch nicht gewonnen. Zur
Stimulation kommen die Uberlappenden Peptide ESAIh® CFP-10 zum Einsatz, in dem
QFT-GIT in einem gemeinsamen Einsatz zuséatzlichigent TB7.7 (Rv2654), welches
ebenfalls nicht inM. bovis BCG und den meisten anderen Mykobakterien vorkommt
(BROCK et al., 2004). Nach Studienlage scheintSasitivitdt des QuantiFERON Tests im
Vergleich zum Hauttest mindestens genau so hoch.VIANI, PAREEK, 2009) oder hdher
zu sein (KIM et al., 2009a; DIEL et al., 2010; SYBBHHIAMED KABEER et al., 2010). Im
direkten Vergleich des T-SPOIB mit den konkurrierenden QuantiFERON Tests zeig si
in verschiedenen Studien fur den ELISPOT eine 38®2bP6 hohere Sensitivitat (FERRARA
et al., 2006; LEE et al., 2006; ADETIFA et al., ZQ&KANG et al., 2007; DOMINGUEZ et
al.,, 2008), wobei es Hinweise gibt, welche auf eie®vas bessere Spezifitat der
QuantiFERON Tests schlieRen lasst (LEE et al., 2@IBTIJEN et al., 2007; LALVANI,
PAREEK, 2009; DIEL et al., 2010). So bestimmtenl@teal. 2010 in einer Metaanalyse von
25 eingeschlossenen Studien die gepoolte Senditas Hauttests mit 70%, des QFT-GIT
mit 81% und des T-SPOTB mit 88%, wobei die Spezifitat des QFT-GIT mit 99her lag
als bei dem T-SPOTB mit 86% (DIEL et al., 2010). Man kénnte spekulierelass die
hohere Spezifitat durch den zusatzlichen Einsatz Aetigens TB7.7 begrindet sei. Im
Bereich der extrapulmonalen Tuberkulose-Infektioneint der QFT-G nur erniedrigte Raten
an positiven Ergebnissen detektieren zu konnen (G@Nal., 2009). Problematisch ist das
Auftreten einer im Vergleich zum T-SPAB signifikant erhdohten Rate an nicht
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interpretierbaren  Ergebnissen (,indeterminate) d&€3FT-G bei Vorliegen einer
medikamentésen Immunsuppression (FERRARA et a062BLEINERT et al., 2010) oder
bei Testungen im Kindesalter (BERGAMINI et al., 200Bei Kindern und Jugendlichen
konnen negative Hauttests nicht sicher eine ze#ultnmunitat ausschlie3en. Zudem sind
Infektionen wie zervikale Lymphadenitis durch nithberkuldse Mykobakterien gehauft.
Trotz durftiger Studienlage scheinen QuantiFEROMN URSPOTIB zur Diagnostik der
latenten und aktiven Tuberkulose im Kindesalteahgezogen werden zu kénnen (DETJEN
et al., 2007; BERGAMINI et al., 2009; CHOU et &009; HANSTED et al., 2009). Bei
einem Vergleich beider Systeme durch Detjen ebeail.Kindern und Jugendlichen in einem
Niedrig-Inzidenzgebiet in Deutschland ergab sich Kigide eine Sensitivitdit von 93%,
aulBerdem konnten dadurch andere nicht-tuberkultgleolmakterielle Infektionen besser
abgegrenzt werden als durch Intrakutantestung (BET&t al., 2007). Auch bei Ko-
Infektionen mit HIV, welche mit einem erhdhten Rifir eine Tuberkulose-Infektionen
einhergehen (MTEI et al., 2005), scheint der T-SHBTohne relevante Unterschiede zur
HIV-negativen Gruppe LTBI diagnostizieren zu konn@ATTAMANCHI et al., 2010;
MUTSVANGWA et al., 2010). Inwieweit jedoch auch eiaktive Tuberkulose erfolgreich in
HIV-positiven Patienten detektiert werden kann, msich derzeitiger Studienlage noch
umstritten (JIANG et al., 2009; CATTAMANCHI et aR010; ONI et al., 2010). So scheint
dies mit der die IGRA limitierenden CD4-Zellzahl sammenzuhéngen, welche je nach
Stadium der HIV-Infektion erheblich reduziert seikann. Hier konnte die
durchflusszytometrische Analyse durch das gezige#teen auf die verbleibende CD4-T-Zellen
gunstigere Ergebnisse liefern (JANOSSY et al., 2008

In der durchflusszytometrischen Detektion reaktiZetlen kénnen je nach Versuchsaufbau
nach Vollblutstimulation oder Stimulation sepamert PBMC im Anschluss durch
Mehrfachfarbung nicht nur IFNals Aktivierungsmarker sondern auch andere Zywkider
Oberflachenrezeptoren herangezogen werden. Inemseersuchsaufbau wurden unter den
CDA4-T-Zellen diejenigen als reaktiv definiert, weéc zusatzlich zum IFN auch den
Oberflachenrezeptor CD69 als frihen Aktivierungdmaaaufwiesen (MASON et al., 2001).
So konnten auch Avgustin et al. 2005 die CD69-Esgios auf CD4-T-Zellen nach PPD-
Stimulation in  BCG-geimpften oder M. tuberculosis-infizierten  Individuen
durchflusszytometrisch nachweisen (AVGUSTIN et aD05). Auch die Verwendung von
TNFa als Aktivierungsfaktor kanM. tuberculosis spezifische CD4-T-Zellen nachweisen und
korreliert mit der Detektion von IFN(SESTER et al., 2004). Cosmi et al. konnten 200& e
signifikante Korrelation von r=0,58 (p<0,001) deurchflusszytometrisch detektierten auf
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PPD reaktiven CD69-TNFEF doppeltpositiven Zellen mit denen im Hauttest éetien
Indurationen nachweisen, die Verwendung vonyifisferte ahnliche Ergebnisse. Eine BCG-
Immunisierung wurde hierbei durch zusatzliche Verseng von ESAT-6 augesschlossen
(COSMI et al., 2007). Janossy et al. 2008 zeigteaimem systematischen Review, dass die
meisten Flow-Protokolle gut zum Nachweis eineruté@ten Immunitat geeignet sind, sofern
dafir der Anteil der IFN exprimierenden CD4 positiven Lymphozyten herangemowird
(JANOSSY et al., 2008).

Zusammenfassend stellen die IGRA sinnvolle diagscst Instrumente zum Nachweis einer
zellularen Immunitat gege. tuberculosis dar, obgleich sich durch Detektion von K-Ner

se eine latente Infektion nicht zuverlassig voreeiaktiven Erkrankung miyl. tuberculosis
abgrenzen lasst (SESTER et al., 2011a). Die Systeersen eine gegeniber dem Hauttest
erhohte Sensitivitdt und Spezifitdt auf und sindder Lage, eine BCG-Immunisierung von
einer echten Infektion mM. tuberculosis zu unterscheiden. Wahrend der T-SPIBIin den
meisten Studien sensitiver und geringfugig wenggezifisch als die QuantiFERON Tests
bewertet wurde, muss die Validitat der durchflussmetrischen Analyse noch durch weitere
vergleichende Studien evaluiert werden, obgleichhoehsignifikanter Korrelation unseres
Assays mit zwei ELISPOT-Assays ahnlich gute Ergetmbei rascherer Durchfiihrbarkeit zu

erwarten sind.

Bei der Anwendung aller IGRA muss kritisch hintagt werden, inwieweit Patienten mit
positivem Testergebnis einer praventiven Therapgefilhrt werden sollten. Der klinische
Kontext muss dabei bertcksichtigt werden, denndgétzlich sollte ein Screening nur dann
erfolgen, wenn anhand der Anamnese und der mutoh&BliExposition ein erhdhtes Risiko
einer latenten Infektion vorliegt und so auch tpertgische MalRnahmen spezifischer an das
individuelle Risiko angepasst werden. So wird im deitlinien der USA zum Gebrauch der
IGRA ein je nach Alter, Impfstatus und Expositiordividueller stufenweiser Einsatz von
IGRA und/oder Hauttest bzw. deren Kombination erhfgfo (ERKENS et al., 2010;
MAZUREK et al., 2010). Kein Diagnostikum sollte einem nicht hinterfragtem Screening
eingesetzt werden, da dadurch auch die Rate achfaissitiven Ergebnissen zwangslaufig
steigen wird (MAZUREK et al., 2010; MANCUSO et &011).
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5.4  Durchflusszytometrische Diagnostik der latenten Tubrkulose bei Patienten mit

rheumatischen Erkrankungen vor Therapie mit TNF-Antagonisten

Zur Evaluierung der durchflusszytometrischen Analyschlossen wir neben den
Hamodialyse- und NierentransplantationspatientdeS{ER et al., 2004; SESTER et al.,
2006) ein Kollektiv von 97 Patienten mit rheumatisec Erkrankungen und damit
einhergehender iatrogener Immundefizienz durchikasteroide oder DMARD ein. Bei den
Patienten sollte die Indikation zur Therapie mitFFAntagonisten gepruft und eine latente
Tuberkulose-Infektion aufgrund der Gefahr der Rieakung ausgeschlossen werden.
Welche Patienten mit latenter Infektion unter Tperamit TNF-Antagonisten eine aktive
Tuberkulose entwickeln, ist in prospektiven Studimech nicht hinreichend untersucht. Eine
Abnahme von CD8-Effektor-Gedachtniszellen (BRUNSakt 2009), aufgrund derer die
antimikrobielle Abwehr gegen die intrazellularerkBaien geschwacht wird, wird vermutet.

Wir analysierten in dieser prospektiven Studie eelesdene Screening-Ansatze auf ihre
Eignung zur Diagnosestellung einer latenten Tuldedas Der zu dem Zeitpunkt empfohlene
Standard mit Anamneseerhebung, korperlicher Untbrswg, Hauttest nach Mendel-
Mantoux und Roéntgen Thorax (FURST et al., 2006) deurergadnzt durch die
durchflusszytometrische Detektidd. tuberculosis spezifischer CD4-T-Zellen. Auch hier
stellt der klinisch gut etablierte Hauttest aufgfuseiner mangelnden Sensitivitdt schon bei
Immungesunden (HAAS, BRODHUN, 2006) und der mandginAbgrenzung einer latenten
Infektion von einer BCG-Impfung keinen Goldstandadldr. Es zeigte sich, dass die
Haufigkeit der Exposition miM. tuberculosis auch in einem Niedrigpravalenzgebiet im
Verlauf eines Lebens hoher einzuschatzen ist,aishddie Ergebnisse des Hauttestes bei den
Immunsupprimierten zu vermuten ist (SESTER et20Q4; SESTER et al., 2006; PONCE
DE LEON et al., 2008; TRIVERIO et al., 2009). Smkten durch den Hauttest 13 Patienten
identifiziert werden, durch PPD-reaktive CD4-T-2elljedoch 39 Personen (4.3.1, Tab. 13).
Dieser Vergleich macht erneut die hohere Sensitider Durchflusszytometrie sichtbar und
legt nahe, dass die Immundefizienz kein relevahlieslernis fir den Nachweis einer PPD
spezifischen Immunantwort in vitro darzustellen enh Beim Vergleich der
Indurationsergebnisse und der Frequenzen PPD-veak€D4-T-Zellen zeigte sich bei
Patienten mit rheumatischen Erkrankungen erwargsmél} eine schwéachere Korrelation
(r=0,48) als bei Immungesunden (r=0,57) (4.1.1, Ahb

Bei der Verwendung von PPD sowie drtuberculosis spezifischen Antigene ESAT-6 und

CFP-10 mussten aufgrund der Koppelung von hoéheeasifivitdt und hoherer Spezifitat
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latent infizierte Individuen besser erkannt und eamer BCG-Immunisierung unterschieden
werden kdnnen. Fast alle Individuen (92%) mit pesih Hauttest-Ergebnis zeigten auch eine
Reaktivitat auf PPD, umgekehrt reagierte nur knapp Drittel (31%) der PPD-positiven
Patienten auch mit einer messbaren Induration imttelst, was die geringe Empfindlichkeit
des Hauttestes widerspiegelt (4.3.2, Tab. 14). ¥@rPatienten mit PPD-Reaktivitat wiesen
14 auch reaktive Zellen gegen ESAT-6 bzw. CFP-I0Riese 14 Individuen gehdérten somit
zu dem Kollektiv der latent infizierten, bei derstteehen 25 Patienten kénnte man eine BCG-
Immunisierung als wahrscheinlichste Ursache annahrbéese 25,8% (25/97) erscheinen
dabei eine realistischere Impfrate als die nur ldudie Anamnese und medizinischen
Unterlagen ermittelten 5,2% darzustellen. Da nwo6 13 Patienten mit positivem Hauttest
eine Reaktion gegen ESAT-6 oder CFP-10 zeigtereistimehr als die Halfte aller Hauttest-
Reaktivitdten durch eine BCG-Impfung oder eine Ktiten mit nicht-tuberkulésen
Mykobakterien bedingt zu sein. Von den funf Pagentmit erinnerter oder aktiver
Tuberkulose zeigten vier eine Reaktivitat gegen E&Azw. CFP-10, wahrend lediglich drei
auch durch den Hauttest erkannt wurden. Der Eindatzspezifischeren Antigene ESAT-6
und CFP-10 lieferte auch zusatzlich andere pogiitesteten Individuen als die durch den
Hauttest detektierten Personen. Wenngleich sichnkernielle IGRA auf diese Antigene
beschréanken, wird die erhdhte Sensitivitdt des dlussytometrischen Verfahrens durch

vergleichende Verwendung von PPD in vitro und inuttsst deutlich.

Auch in dieser Arbeit zeigte die Durchflusszytoneeteine gute Korrelation zu den
Ergebnissen des kommerziellen ELISPOT Verfahrenslem erwiesen sich die in vitro-
Verfahren in der klinischen Testung bei Patienteit omterschiedlicher Ursache der
Immundefizienz als praktikabler als der Hautte®#S$ER et al., 2004; SESTER et al., 2006;
MUTSVANGWA et al., 2010). Trotz &hnlicher Ergebr@ssbei Anwendung des
QuantiFERON Tests und der ELISPOT Verfahren (CASASl., 2009; MARTIN et al.,
2010), scheint es hierbei unter immunsuppressivérerdpie haufiger zu nicht
interpretierbaren Ergebnissen zu kommen, als dias dieser Arbeit mit der
Durchflusszytometrie der Fall war (FERRARA et 2006; KLEINERT et al., 2010). Nicht-
interpretierbare Ergebnisse waren dabei im Wesheth auf eine eingeschrénkte Reaktivitat
in der Positivkontrolle zurtickzufiihren. Beide konmaiellen Testsysteme wurden erfolgreich
zum Screening auf eine latente Tuberkulose beii&@eh rheumatischer Erkankungen in
einzelnen Studien eingesetzt (COBANOGLU et al.,ZEOCCHINO et al., 2008; BEHAR
et al., 2009).
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Wir evaluierten verschiedene Screening-Algorithmam Identifikation latent infizierter
Individuen, um eine fur die klinische Umsetzungdsee Praktikabilitdt zu erreichen (4.3.2,
Abb. 16). Dabei wurden in allen Diagnosepfaden Alimmnese und der Rontgen-Thorax
zusatzlich zu dem etablierten Hauttest (Pfad Ay alde Durchflusszytometrie mit PPD (Pfad
B) oder ESAT-6/CFP-10 (Pfad C) verwendet. Dabeisvidéad B unter Beriicksichtigung der
PPD-Reaktivitat in vitro mit 35 identifizierten Iividuen aufgrund der hoheren Sensitivitat
die héchste Anzahl positiv getesteter Patienten Aufgrund der geringen Spezifitat konnte
dies jedoch eine Uberbehandlung bedingen. Durct RfgHauttest) bzw. Pfad C (ESAT-
6/CFP-10) wurden mit 17 bzw. 21 zwar &hnlich vieldividuen identifiziert, jedoch nur 12
Patienten wurden durch beide Algorithmen erfassi.desen Patienten ist von einer latenten
Infektion auszugehen. Es stellt sich nun die Frage, die Ergebnisse der verbleibenden
Individuen zu werten sind und bei welchen diesetieRten tatsdchlich MalRnahmen zur
medikamentdsen Prophylaxe ergriffen werden soll@e. neun nur durch ESAT-6/CFP-10
(Pfad C) erkannten Individuen zahlen vermutlichréaés zur Gruppe der latent infizierten
Individuen. Bei diesen Personen erwies sich derttesiuoffensichtlich als nicht ausreichend
empfindlich. Demgegentuber zéhlen die nur durch Hewttest (Pfad A) erkannten funf
Individuen vermutlich zu der Gruppe der BCG-Geimapft Hier missen zukinftig weitere
prospektive Studien durchgefiihrt werden, um dendiktigen Wert der IGRA zur
Entwicklung einer Tuberkulose bei Patienten mit urhatischen Erkrankungen

vorherzusagen.

Im Rahmen unserer Untersuchung wurde fir die Eetdahg zur Durchfihrung einer INH-
Prophylaxe, welche nur bei den Personen mit gewites@Behandlung mit TN&Blockern
notig war, das auf dem Hauttest basierende konsezvé&Standardverfahren (Pfad A)
herangezogen (FURST et al., 2006). Bei einem vam riéatienten mit INH-Prophylaxe
entwickelte sich unter der Medikation eine toxis¢hepatitis. Jedoch ebenso gravierend ist
das Risiko, mutmalflich nicht infizierte Patientdme vorherige INH-Prophylaxe mit TNF
Blockern zu behandeln und damit die Entwicklungeeiaktiven Tuberkulose in Kauf zu
nehmen. Von den 60% mit TNFBlockern behandelten Patienten hétten unter Vedweg
der Reaktivitat gegen ESAT-6/ CFP-10 (Pfad C) seait$NH pramediziert werden mussen.

Es stellt sich nun die Frage, wie das Screenindp tetenter Tuberkulose bei Patienten mit
rheumatischen Erkrankungen aussehen koénnte (SOLQCatIGI., 2010). Internationale
Leitlinien von 2003 bis 2010 geben Empfehlungersiaimntlich der Diagnostik der LTBI, aber
auch der praventiven INH-Therapie und des zeithcAbstandes vor Beginn einer Therapie
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mit TNFo-Inhibitoren. Inhaltlich wurde allseits neben eigenauen Anamnese-Erhebung die
Durchfiihrung einer Rontgenuntersuchung des Thonapf@hlen und die damit verbundene
Strahlenbelastung in Kauf genommen. Gemal den HEhopigen der Richtlinien aus Irland
2008 (KAVANAGH et al., 2008), Grolbritannien 200BTS, 2005), Portugal 2005
(FONSECA et al, 2006), USA 2004 (CDC, 2004), Fraith 2003 (MARIETTE,
SALMON, 2003) und Spanien 2008 (CARMONA et al., 8D8ollte das Screening zusatzlich
durch einen Tuberkulin Hauttest erganzt werden, envdlier je nach Immunitatsstatus und
Impfstatus unterschiedliche Grenzwerte der Indonzin fir ein positives Ergebnis
festgesetzt wurden. Nach den Richtlinien der Sch\w&8D7 (BEGLINGER et al., 2007) und
Deutschland 2009 (BEGLINGER et al., 2007; DIEL ket 2009) sollte der Intrakutantest nur
nach negativer Impfanamnese durchgefuhrt und anfidie ein IGRA als Diagnostikum
eingesetzt werden. Letzteres dirfte bei Verflughademal der Leitlinien von Portugal und
Irland auch zusatzlich durchgefuhrt werden (FONSE&Aal., 2006; KAVANAGH et al.,
2008). Bei signifikanter Exposition oder unbehatateluberkulose in der Vorgeschichte ist
dann je nach Leitlinie eine INH-Prophylaxe von & & Monaten ggf. ersatzweise oder
erganzend mit Rifampicin zu verabreichen. Bei it Hauttest-Befunden bzw. positiven
IGRA (e nach Leitlinie) oder Tuberkulose-verdageth RoOntgenbefunden mit
einhergehender Risikokonstellation sollte ebenfallse praventive Therapie durchgefuhrt
werden. Dabei bleibt unklar, ob die Rontgenuntdrang einen wirklichen Nutzen zur
Diagnosestellung der latenten Infektion oder -eindsigéherungsmalRnahme darstellt
(MARTIN et al., 2010). Eine schrittweise Anndherudegr Leitlinien ware winschenswert
und wurde bereits in dem TBNET Konsensus Stater@8h0 realisiert (SOLOVIC et al.,
2010).

Neben der geringen Sensitivitdt und Spezifitat Hesittestes bei immunkompromittierten
Personen ist die Injektion insbesondere bei durdhtikosteroide verursachten dermalen
Atrophien kontraindiziert. Bei einem unserer Pdgenentwickelte sich trotz fehlender
Anamnese und normalen Rontgenbefundes eine zemehlendlungsbedirftige Nekrose im
Bereich der Induration. Der Hauttest birgt alsoraResiken, wahrend die Durchfihrung eines
IGRA im Gegensatz dazu nur eine einzelne Blutemtreabind auch keinen erneuten Termin
(zum Ausmessen der Induration) erfordert. Dariimends ist die Praktikabilitat der IGRA
insbesondere im ambulanten Bereich besser (SEST&R 2006). Dabei wird angenommen,
dass eine hier gemessene spezifische Reaktivisdindirektes MalR fur die im Korper
erhaltene Erregerlast gilt (MILLINGTON et al., 200Aber kann bei einer immunologischen
Reaktion — obgleich sie erregerspezifisch sein snagch von der Persistenz teilungsfahiger
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Bakterien im Korper ausgegangen werden? Eine amddt Immunantwort ware sicher je
nach Abstand des Kontaktes it tuberculosis auch noch Jahre nach Kontakt méglich, ohne
dass die Gefahr einer Reaktivierung bestiinde (YOU&Gal.,, 2009). Damit wére die
Spezifitat von IGRA — wie auch des Hauttestes — Alathweis einer echten latenten
Infektion doch niedriger. Um dies beurteilen zu kén, ware es hilfreich, in breit angelegten
Studien im Verlauf die Anzahl der Patienten systi&snha zu detektieren, welche tatsachlich
eine aktive Tuberkulose entwickeln. Hier wére elt@rrelation mit dem Hauttest- bzw.
IGRA-Reaktivitatsmuster und mit dem Typ des veralmten TNFe-Inhibitors interessant.
Auch die Art der rheumatologischen Erkrankung kénhei einer latenten Infektion mit
einem unterschiedlich hohen Reaktivierungsrisikahergehen und sollte in kinftigen

Studien untersucht werden.

5.5  Abgrenzung einer aktiven Tuberkulose von einer stajehabten Infektion

In der Kklinischen Diagnostik von Tuberkulose-Infeken muss rasch unterschieden werden,
in welchem Stadium sich die Erkrankung befindet, ado eine immunologisch frische
Erkrankung oder eine altere Infektion vorliegt. B®e wird kinftig der Fokus darauf liegen,
die Reaktivierung einer latenten Tuberkulose-Iritekffrihzeitig detektieren zu kdnnen. Da
insbesondere bei der aktiven Erkrankung der milapsiche Nachweis saurefester Stabchen
oft problematisch ist oder ein Erregernachweis eash wochenlanger Kultur oder auch gar
nicht gelingt, stellt die aktive Tuberkulose die dien bei unklaren Befunden vor

diagnostische und therapeutische Schwierigkeiten.

Eine aktuelle Metaanalyse verdeutlicht, dassyHbsierte Verfahren nicht in der Lage sind,
eine aktive Tuberkulose mit ausreichender Sengitivind Spezifitdt zu diagnostizieren
(SESTER et al., 2011a). Im letzten Teil dieser Arbdersuchten wir daher, aktive von langer
zurtckliegenden Tuberkulose-Erkrankungen anhanktifumeller Eigenschaften spezifischer
T-Zellen zu unterscheiden. Eine klare Abgrenzungnké bei unklaren Befunden wie
rontgenologischen Rundherden, unklarer B-Symptdmatier Auftreten von Hamoptoen
einen grof3en Fortschritt fir diagnostische undagpeuntische MalRnahmen darstellen. Haufig
sind solche Befunde schwer interpretierbar: Wenn Keimnachweis gelingt und eine aktive
Tuberkulose als Erstinfektion oder Reaktivierungr mau vermuten ist, missen auch

Malignome und Systemerkrankungen differentialdiagisch abgegrenzt werden.

Bei Anwendung des IFNbasierten durchflusszytometrischen Assays zeigte slass fast
alle Patienten mit aktiver Tuberkulose und 82,1% Fiatienten mit erfolgreich behandelter
Tuberkulose PPD reaktive CD4-T-Zellen aufwiesed.@.Tab. 15). Reaktivitat gegen die
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tuberculosis spezifischen Antigene ESAT-6 und/oder CFP-10 eeidediglich 66,7% versus
57,1% der Patienten. Dies verdeutlicht, dass diesiSetat fur die Detektion einer aktiven
Tuberkulose zwar besser ist als fur die einer adehen Infektion, dass jedoch nicht alle
Personen erkannt werden. Die beste Sensitivitéi =z erwartender geringerer Spezifitat -
ergab sich bei Verwendung des PPD. Durch die Koatlmn mit ESAT-6 und CFP-10 sollte
sich die Spezifitit zwar erhdhen lassen, es istoded bekannt, dass schwere
Krankheitsverlaufe der Tuberkulose nicht selten emiter verminderten allgemeinen H~N
Produktion (DLUGOVITZKY et al., 1997; SODHI et alLl997; HASAN et al., 2009b) oder
Abnahme der spezifischen Reaktivitdt einhergeheASKN et al., 2009a). So konnten
beispielsweise Chen et al. 2009 diesen SachveahaBeispiel der tuberkulésen Meningitis
durch einen hausinternen ELISPOT und den QuantimEREst verdeutlichen (CHEN et al.,
2009). Vermutlich ful3t diese Reaktivitatsabnahmieaner unspezifischen Suppression des
zellularen Immunsystems bei schwerer ErkrankundrR@QH et al., 1999). Eine verminderte
Reaktivitat auf ESAT-6 mittels IFNELISPOT wurde auch bei den Patienten mit schwerer
Lungentuberkulose und positiver Kultur im GegengatPatienten mit negativer Kultur oder
einer auf Lymphknoten begrenzten Erkrankung nachegem (PATHAN et al.,, 2001).
Zudem wirkt sich eine veranderte Kompartimentierloggspielsweise durch Zellmigration
vom Blut in die Lunge auf eine Detektion von iN&us (JAFARI et al., 2009; JAFARI et al.,
2011).

Bei pharmakotherapeutisch behandelten Patientesewigerschiedene Studien eine intra-
und posttherapeutische Abnahme der mittelsyliNIGRA detektierten T-Zell-Reaktivitat
nach. Dies gilt sowohl fur die Reaktivitat gegenAHS5 und CFP-10 (AIKEN et al., 2006;
GOLETTI et al., 2008; ZHANG et al., 2010) als aunhetwas schwacherem Umfang gegen
PPD (AIKEN et al., 2006). Ewer et al. verzeichne906 einen Abfall der ELISPOT-
detektierten IFN-Antworten um bis zu 68% in einem Jahr unter Thierlei mittels Hauttest
positiv getesteten Studenten; teilweise liel3 siath&keine RD1-spezifische Reaktivitat mehr
nachweisen (EWER et al., 2006). Bei der Behandkmg latenten Infektionen wurde nach
einem kurzen Anstieg ebenfalls ein Abfall der sfigaiien Reaktivitat unter Medikation von
Isoniazid beobachtet (WILKINSON et al.,, 2006). Sorme3e sich spekulieren, dass die
Reaktivitat fur alle drei Antigene bei unseren kfeich behandelten Probanden auch
aufgrund der durchschnittlich 35 Jahre zuricklielgen Infektion gesunken sei. Teilweise
sank die Reaktivitat insbesondere gegen ESAT-6 b@KP-10 sogar unter unsere
Nachweisgrenze, so dass keine Wir tuberculosis spezifische zellulare Immunitat mehr

nachgewiesen werden konnte. Die Hypothese einetirkoarlichen Abnahme in der
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spezifischen Immunitat bei erfolgreich behandeRatienten wird durch unsere Beobachtung
gestutzt (4.4.1, Abb. 17), dass deren FrequenzddrB&ktiver CD4-T-Zellen signifikant
tiefer lagen (Median 0,33%) als bei denjenigen aktiver Tuberkulose (Median 0,71%).
Eine sichere individuelle Zuordnung zu einer dedé&e Gruppen gelang jedoch aufgrund der
erheblichen Uberschneidungen nicht. Somit erlatibt Ahalyse von IFN alleine keine

ausreichende Unterscheidung zwischen Patienteaktiver und nicht-aktiver Tuberkulose.

So mussten andere Kriterien erarbeitet werden, rahtderer eine aktive Tuberkulose
spezifischer identifiziert werden kann. Tesfa e8l04 und Sargentini et al. 2009 bestimmten
neben IFN auch andere Zytokine wie Interleukin-2 (IL-2) alen reaktiverM. tuberculosis
spezifischen CD4-T-Zellen (TESFA et al., 2004; SARGEINI et al., 2009); Millington et
al. zeigten 2007, dass je nach Erkrankungsstadiaber uden reaktiven CD4-T-Zellen
verschiedene Subpopulationen zu finden sind (MILGMON et al., 2007). Fir chronisch
virale Infektionen wurde bereits zuvor eine Kortela der im Korper messbaren Erregerlast
mit dem Zytokinprofil Antigen-reaktiver T-Zellen behrieben (PANTALEO, HARARI,
2006; SESTER et al., 2008). Zur Charakterisierueg dytokinprofils M. tuberculosis
spezifischer T-Zellen fuhrten wir eine durchfludsagyetrische Charakterisierung des
Expressionsmusters der beiden Zytokine yiRNd IL-2 nach spezifischer Stimulation mit
PPD durch. Bei der qualitativen Untersuchung detoldpexpression der reaktiven Zellen
konnten verschiedene Populationen charakterisierden: Zellen mit alleiniger Expression
von IFNy (Effektor-Zellen) kamen Uberwiegend in Patienteih aktiver Erkrankung vor, die
Zellen mit Expression von sowohl IFNals auch IL-2 (zentrale Ged&achtniszellen)
Uberwiegend in Patienten mit behandelter TuberleulBsirch ROC-Analyse wurde ermittelt,
dass ein Anteil <56% der doppelt positiven Zellateu allen reaktiven CD4-T-Zellen fir das
Vorliegen einer aktiven Tuberkulose spricht. Hieérlzgy die Spezifitat bei 100% und die
Sensitivitat bei 70%. Die verhaltnismalig geringen$tivitat ist dadurch begrindet, dass
unter den Patienten mit aktiver Tuberkulose auétile mit einem Anteil >56% der doppelt
positiven Zellen zu finden waren, welche sich nicddiologisch oder mikrobiologisch von
den anderen Patienten unterschieden. Interessamerfand sich jedoch bei vier Patienten
eine extrapulmonale Manifestation (je einmal H&leura, Knochen und Lymphknoten) und
bei zweien eine mit hoher Erregerlast einhergeheruaterale Sputum-positive
Lungentuberkulose. Die hohe Spezifitat zeigt jedatdss bei einem Anteil <56% an HN
IL-2 doppelt positiven ein immunologisch aktivessGleehen auf3erst wahrscheinlich ist. Die
Charakterisierung des Zytokinprofils liefert folghi wertvolle diagnostische Hinweise zur

Unterscheidung einer aktiven von einer nicht-aktivefektion. Zur genaueren Evaluation
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bedarf es hierbei jedoch noch einiger Langssclhmditsn, welche die Verschiebung des
Zytokinprofils unter Behandlung (oder auch Reaktiving) untersuchen und feststellen, wann

und in welchem Ausmal’ es zu der Zytokinverschielkamgmt.

Die einzelnen Stadien einer Tuberkulose sind ridrtimmunologisch abgrenzbar. Vielmehr
ist der Prozess der Gesundung oder ggf. auch dektiRierung als ein immunologisches
Kontinuum zu verstehen, wobei unklar ist, wo sichiml die latente Tuberkulose-Infektion
anordnen lasst. Es scheint so, als ob man mit démsdh definierten Begriff der
Erregerabwesenheit sowohl diese Individuen erfaistden Erreger erfolgreich eliminiert
haben, als auch solche, die klinisch stumm wentemfiziert sind (BARRY et al., 2009;
YOUNG et al., 2009).

In unseren Untersuchungen zeigten latent infizieebanden ein ahnliches Zytokinprofil
wie Patienten mit erfolgreich behandelter Tuber&eloso dass polyfunktionale [fMN_-2
doppelt-positive Zellen ein Charakteristikum nicktiver Stadien zu sein scheint (Daten
nicht gezeigt bzw. (SESTER et al.,, 2011b), In &tdr Weise konnte in einem ELISA-
basierten Verfahren anhand der #Sekretion alleine nicht sicher auf eine aktive
Erkrankung oder latente Infektion geschlossen werdedoch war bei latent infizierten
Individuen der Anteil an exprimiertem IL-2 unterrdesaktiven Zellen sowohl nach PPD-
Stimulation und durchflussyztometrischer Messusgaaich naciM. tuberculosis spezifischer
Stimulation im QFT-GIT und Detektion mittels ELISgignifikant hoher (BISELLI et al.,
2009; SARGENTINI et al., 2009). Folglich stellt R-einen wertvollen Marker zur
Abgrenzung der latenten Infektion dar. Alternatinken mittels Mulitplex Assays durch
Messen l|6slicher Chemokine und Zytokine aus Ubedsti schrittweise Biosignaturen
entwickelt werden, um Patienten mit Lungentuberke)gleuraler Tuberkulose und sonstigen
Pleuraergissen gegeneinander abzugrenzen (DJOBANAYA et al.,, 2009). Eine
Assoziation polyfunktionaler T-Zellen mit erfolgchier Erregerkontrolle konnte kurzlich
durch simultane durchflusszytometrische Unterschdeg Zytokine TNk, 1l-2 und IFNy
gezeigt werden. In dieser Studie zeigten Patiemi¢aktiver Tuberkulose eine Akkumulation
von Zellen mit alleiniger Expression von TWFHARARI et al., 2011). Diese Ergebnisse
verdeutlichen, dass durch die simultane Messungreneth Zytokine eine immunbasierte
Unterscheidung zwischen aktiver und nicht-aktiveb@rkulose moglich ist.

Eine andere Mdglichkeit bei Verdacht auf eine aktiVuberkulose-Infektion bei haufig
fehlendem Keimnachweis besteht daffifh, tuberculosis reaktive Zellen aus verschiedenen

Kdrperflissigkeiten zu detektieren. Dabei nimmt naandass die Erregerlast in dem von der
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Tuberkulose befallenem Organ oder Kompartiment hébae musste als im peripheren Blut.
So zeigten Patienten mit Kultur-positiver tuberlagdbPleuritis reaktive Zellen auf ESAT-6 in
durchschnittlich 15fach erhéhter Konzentration ieupafliissigkeit im Vergleich zum Blut.
Demgegeniber waren bei Patienten mit nicht-tubédan Pleuritiden keine reaktiven Zellen
in der Pleuraflussigkeit nachzuweisen (WILKINSON at, 2005). In &ahnlicher Weise
reicherten sichM. tuberculosis-spezifische T-Zellen auch in erhéhtem Male in der
bronchoalveolaren Lavage (BAL) an, was die Diagneser intrapulmonalen Tuberkulose
untermauern konnte (JAFARI et al., 2006; JAFARI at 2009). Die Diagnose einer
tuberkuldsen Meningitis und die Abgrenzung zu aedebakteriellen Meningitiden sind
haufig durch fehlenden Keimnachweis oder mangeDN&-Amplifikation erschwert. Der
Nachweis vonM. tuberculosis reaktiven Zellen im Liquor kann auch hier die Diagtik
bereichern, obgleich aufgrund der im Nervenwasseistngeringer vorliegenden Zellzahlen
die Reaktivitat im ELISPOT zwar deutlich, aber ehexdriger ausfallen durfte (KIM et al.,
2008; THOMAS et al., 2008). Sofern die Erkrankung einer vermehrten abdominellen
Flissigkeitsbildung verbunden ist, kdnnen aus desnit@s reaktive Zellen bestimmt werden
(WILKINSON et al., 2005; KIM et al.,, 2009b), auchemn hier verschiedene Organe
(Peritoneum, Nieren, abdominelle Lymphknoten, LelBankreas u.a.) von der Tuberkulose
befallen sein konnen. Bei diesen Studien wurdenifiaser ELISPOT-Assays zum Nachweis
der Reaktivitdt benutzt. Uns selbst gelang es altlenfbei einer kleinen Fallzahl von
Patienten reaktive Zellen aus einer BAL oder eirfdguraerguss durchflusszytometrisch zu
detektieren (Daten nicht gezeigt), so dass auclbdrehflusszytometrie zur Analyse dieser

Kompartimente herangezogen werden kénnte.

Im Vergleich zur Untersuchung von Nicht-Blut Komgarenten stellt die Bestimmung des
Zytokinprofils ausM. tuberculosis-spezifischen T-Zellen aus dem Vollblut eine logish
einfachere Methode dar, bei der ein invasiveremyiin(Bronchoskopie, Liquor-, Pleura-
oder Peritonealpunktion) nicht notwendig ist. Zudesnn die Zellzahl in der Flussigkeit fur
eine Stimulation zu niedrig sein. Die Analyse aushiNBlut Kompartimenten sollte stets mit
dem Nachweis einer zellularen Immunitat im perigherBlut gekoppelt werden, da
quantitative Unterschiede in den beiden Kompartterenam besten mit einem aktiven
Geschehen korrelieren durften.

5.6 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit gelang es, eine rasch durchzufideeKurzzeitstimulation von im Blut

befindlichen Lymphozyten zu realisieren und den elintler auf spezifische Antigene
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reaktiven CD4-T-Zellen durchflusszytometrisch zutetéeren. Dabei konnte durch die
Verwendung von Tuberkulin als Antigen eine im Veigh zum etablierten Hauttest nach
Mendel-Mantoux erhfhte Sensitivitat und Praktikiédilerreicht werden. Der Einsatz ddr
tuberculosis spezifischen Antigene ESAT-6 und CFP-10 erdffneteler immunologischen
Diagnostik von tuberkuldsen Infektionen ungeahnéeien Moglichkeiten zur verbesserten
Diagnostik der latenten Infektion. So konnten daduBCG-Immunisierung und die meisten
anderen mykobakteriellen Infektionen ausgeschlossenden, was eine Erhdéhung der
Spezifitat mit sich brachte. Neben den kommeraelifigbaren ELISPOT- und ELISA-
basierten Systemen stellt die Durchflusszytomegire vollwertiges Testverfahren dar und
beinhaltet die Mdglichkeit, reaktive Zellen quaativ und qualitativ zu charakterisieren. Die
meisten Formen der moderaten Immundefizienz stdlierdie Durchflusszytometrie kein
relevantes Problem dar, um eine zellulare Immun@ét dem Boden einer latenten,
abgelaufenen oder aktiven Infektion detektieren konnen. AulRerdem zeigt die
Durchflusszytometrie als eines der ersten Verfahde® Moglichkeit auf, rasch und
unkompliziert eine aktive Tuberkulose von einemhhiaktiven Geschehen zu unterscheiden.
Wenngleich die in vitro Verfahren eine Bereicherudgs diagnostischen Spektrums
darstellen, bergen sie auch gleichzeitig die Gefaher unkritischen Anwendung. Somit
missen die Anwendung der Durchflusszytometrie uad3@urteilung der Ergebnisse immer

den klinisch-diagnostischen Kontext bertcksichtigen

Es ist zu erwarten, dass sich die Diagnostik vohefkulose-Infektionen erheblich wandeln
und der Hauttest nach Mendel-Mantoux allmahlichctudie in vitro Verfahren abgelOst
werden wird. Neben der eingeschrankten Sensitivitét Spezifitdt weist der Hauttest einige
Nachteile wie Schwierigkeiten bei der Injektion, wendung bei dermalen Atrophien oder
Uberschiel3ende immunologische Reaktionen mit Nektmklung auf. Auch bei vorheriger
BCG-Immunisierung kann ein positives Ergebnis nislther als pathologisch eingestuft
werden. Das Ausmessen der maximalen transversateluration erfordert ebenfalls
Erfahrung des Untersuchers und wird nicht seltefyrand mangelnder Kenntnisse nicht
korrekt durchgefiihrt. Zudem muss diese Beurteilach 48 bis 72 Stunden erfolgen, was im
ambulanten Bereich logistische Schwierigkeiten ibemekann, da Patienten ein zweites Mal
einbestellt werden mussen. Die neuen in-vitro-ssésne stellen eine einfachere Alternative
dar. Weitere Studien sind jedoch notwendig, um gesitiven pradiktiven Wert einzelner
IGRA im Vergleich zum Hauttest im Setting von Umgegsuntersuchungen zu ermitteln.
Desweiteren muss untersucht werden, welche IGRAe gylinstigste Kosten-Nutzen-
Korrelation aufweisen.
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Im Vergleich zu den ELISPOT oder ELISA-basierten R& kann mittels
Durchflusszytometrie eine Fulle von Aktivierungskenn durch Mehrfachfarbung
nachgewiesen werden: Die durchflusszytometrischim®gpisierung reaktiver Zellen bietet
hier vielversprechende Mdglichkeiten, um verschiede Stadien der Latenz und
Krankheitsaktivitat besser zu charakterisiererdiGsem Zusammenhang werden auch neuere
Antigene evaluiert. Bei zunehmender Inzidenz deibéeFkulose-Félle weltweit (WHO,
2010a), insbesondere der multiresistenten Stamna@n kdie rasche immunologische
Diagnostik einen wertvollen Beitrag zur schnelldentifikation von Risikopatienten leisten,
um diese ohne unndtigen Zeitverlust einer adaqu&ephylaxe oder antituberkulésen

Therapie zuzufuhren.
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