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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Einleitung

Die immunologischen Grundlagen fur rezidivierende Infektionen der Atemwege (RRTI)
bei Erwachsenen sind unzureichend erforscht. Eine Ursache kann selektiver
Immunglobulin A Mangel (sIgAD) sein. Er ist durch die Abwesenheit von IgA im Serum
definiert und gilt als der haufigste primare Immundefekt. Symptomatische Patienten
leiden vor allem unter RRTI, ein Teil der Patienten bleibt allerdings asymptomatisch. IgA
im Serum ist jedoch nur bedingt aussagekraftig, da sekretorisches IgA (slgA) von
lokalen Plasmazellen in der Schleimhaut sezerniert wird, wahrend systemisch

zirkulierendes IgA von Plasmazellen aus dem Knochenmark stammt.

Weitere Ursachen fir rezidivierende Infektionen der Atemwege koénnen erniedrigte
Serumspiegel von IgG, IgG-Subklassen oder Mannose-bindendem Lektin (MBL)

darstellen.

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen sekretorischem
IgA, rezidivierenden Infektionen der Atemwege sowie weiteren immunologischen
Laborparametern bei Patienten, die sich in der Ambulanz fir Immundefekte am Institut

fur Medizinische Immunologie der Charité Universitatsmedizin Berlin vorstellten.
Methodik

Mit Hilfe der Salivette wurden von 50 Patienten mit RRTI und 50 gesunden Probanden
Speichelproben gewonnen und slgA mit einem radialen Immundiffusionsverfahren
sowie Albumin mit einem ELISA bestimmt. In Serumproben der Patientengruppe
wurden IgA1 und IgA2 durch radiale Immundiffusion bestimmt. Es konnte bei 38
Patienten mit RRTI und 24 gesunden Probanden Albumin im Speichel nachgewiesen
und der slgA/Albumin-Quotient berechnet werden, um die IgA-Werte zu normieren. In
der Patientengruppe wurden zuséatzlich die Serumspiegel der Immunglobuline A, G, G1,
G2, G3, G4, M und von MBL erfasst und mit den slgA/Albuminn-Quotienten korreliert.
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Ergebnisse

In den Albumin-positiven Proben hatten 39% (15/38) der Patienten mit RRTI, aber nur
21% (5/24) der gesunden Kontrollen, eine nicht nachweisbare IgA-Sekretion. Die
slgA/Albumin-Quotienten waren in der Patientengruppe signifikant niedriger als in der
Kontrollgruppe (p=0,0188). Im Serum zeigten insgesamt 20 Patienten einen Mangel an
IgA- (n=8), 1gG- (n=7) und/oder der IgG-Subklassen (n=13). Erniedrigte Serumspiegel
von 1gG2 und 1gG4 korrelierten signifikant mit vermindertem Serum-IgA. Patienten ohne
Immunglobulinmangel im Serum zeigten zu 27% (5/18) keine IgA-Sekretion, Patienten
mit Immunglobulinmangel im Serum zu 50% (10/20). IgA2 im Serum Kkorrelierte starker
mit den sligA/Albumin-Quotienten als IgAl. Alle Patienten mit erniedrigtem IgA2 im
Serum zeigten eine fehlende IgA-Sekretion im Speichel. 21% (8/38) der Patienten
hatten einen MBL-Mangel, der nicht mit sigA im Speichel oder IgA im Serum korrelierte.

Schlussfolgerung

Sekretorisches IgA scheint mit erhohter Anféalligkeit fur RRTI einherzugehen. Bei
Patienten mit RRTI konnte deshalb die IgA-Sekretion die Diagnostik erganzen.
Die Sensitivitat der Albuminbestimmung muss verbessert werden, da
slgA/Albumin-Quotienten  besser zu  standardisieren sind als  absolute

slgA-Konzentrationen im Speichel.
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Introduction

The immunological causes of recurrent respiratory tract infections (RRTI) in adults are
poorly understood. One cause may be selective immunoglobulin A deficiency (slgAD).
This is defined by the absence of IgA in serum and is considered the most common
primary immunodeficiency. Symptomatic patients suffer mainly from RRTI but some
patients remain asymptomatic. Serum levels of IgA are of limited diagnostic value
because secretory IgA (slgA) derives from local plasma cells in the mucosa while

circulating IgA is produced by plasma cells in the bone marrow.

Other causes of RRTI may be deficiencies of 1gG, IgG subclasses or mannose-binding
lectin (MBL).

The aim of this study is the investigation of the connection between secretory IgA in
saliva, RRTI and other immunological laboratory parameters in patients who presented

to the Outpatient Clinic for Immunodeficiencies at the Institute for Medical Immunology.
Methods

We obtained saliva in 50 patients with RRTI and 50 healthy controls and measured sIgA
by radial immunodiffusion and albumin by ELISA. Additionally we measured IgA1 and
IgA2 in patients’ sera by radial immunodiffusion. We could calculate slgA/albumin ratios
in 38 patients suffering of RRTI, as well as 24 controls. In the patient group we
additionally obtained serum levels of the immunoglobulins A, G, G1, G2, G3, G4, M as
well as MBL.



Summary

Results

In the albumin positive samples 39% (15/38) of the patients with RRTI showed a
missing sIgA secretion, but only 21% (5/24) of the healthy controls. SigA/albumin ratios
were significantly lower in patients with RRTI than in controls (p=0.0188). Decreased
immunoglobulins in serum were IgA (n=8), IgG (n=7) and IgG-subclasses (n=13).

IgG2 and IgG4 correlated significantly with IgA in serum.

27% (5/18) of patients with normal immunoglobulins in serum showed no
sIgA secretion, but 50% (10/20) of patients with decreased immunoglobulins in serum.
IgA2 in serum correlated stronger with the sigA/albumin ratios than IgAl1. All patients
with decreased IgA2 in serum showed a missing sIgA secretion in saliva. 21% (8/38) of
the patients had MBL deficiency which neither correlated with sIgA in saliva or IgA in

serum.
Conclusion

Decreased secretory IgA seems to be associated with recurrent respiratory tract
infections. In Patients with RRTI the evaluation of sIgA secretion could therefore
enhance clinical diagnostics. Sensitivity of aloumin measurement needs to be improved
since slgA/albumin ratios are better to be standardised than absolute

slgA concentrations in saliva.
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1 Einleitung

1.1 Sekretorische Immunitéat

Die Schleimhaute des menschlichen Korpers bilden eine Flache von ca. 300m2 und
beherbergen in ihrer symbiontischen Flora bis zu 36.000 verschiedene
Bakterienspezies.' Sie bilden die erste Verteidigungslinie des Kérpers gegen fast alle
Pathogene. Ihre zweite Hauptaufgabe besteht im Gegensatz dazu in der Aufnahme und
Abgabe von korperfremden und korpereigenen Stoffen. Neben mechanischen Barrieren
wie den Epithelien, der Produktion von Schleim und dessen Abtransport durch
Zilienschlag und Peristaltik sowie anderen unspezifischen Abwehrmechanismen wie der
Glykokalix, der Magensaure, Lysozymen, Defensinen und dem Komplementsystem,
spielt die spezifische Immunantwort eine entscheidende Rolle in der sekretorischen
Immunitat. Deren Effizienz und Differenzierung ist elementar mit der Produktion von
Immunglobulin A verknupft. Anfalligkeit und Fehlfunktionen dieses Systems haben
schwerwiegende Folgen, da fast alle Krankheitserreger tUber die Schleimhaute in den
menschlichen Organismus gelangen. Infektionen der Schleimhdute sind auch heute
weltweit noch die haufigste Todesursache bei Kindern unter funf Jahren und in 60% der
Falle ist immer noch keine Impfung verfiigbar.? Forschung an sekretorischer Immunitat

ist fur die Medizin also weiterhin von grof3er Wichtigkeit.

1.2 Das MALT

Das anatomische Korrelat zum sekretorischen Immunsystem bildet das Mucosa-
associated lymphoid tissue (MALT). Man kann es funktionell in zwei unterschiedliche
Kompartimente unterteilen: Auf der einen Seite spricht man von einem
Induktionskompartiment aus Peyer-Plagues und einzelnen Lymphfollikeln sowie dem
spezialisierten Epithel der Schleimhaute, in denen nach Antigenkontakt eine
Immunantwort induziert wird. Das Effektorkompartiment auf der anderen Seite hingegen
besteht aus den Lymphozyten der Lamina propria und den Drisen des Nasopharynx

und anderer Effektororgane.?

Peyer-Plaques und Lymphfollikel des MALT zeigen, ahnlich wie Lymphknoten, eine
Architektur aus B-Zell-Follikeln, intermediaren T-Zell-Zonen und
Antigen-prasentierenden Zellen, wie dendritischen Zellen und Makrophagen, besitzen

2,3

allerdings keine afferenten Lymphbahnen. Pathogene gelangen physiologisch
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stattdessen Uber sogenannte Microfold-Zellen in die Mukosa, welche apikal Uber
Endozytose Antigene aufnehmen und basal an die Effektorzellen abgeben.* Auch
dendritische Zellen Ubernehmen diese Aufgabe, indem sie das Epithel mit ihren
Fortsétzen penetrieren, apikal Antigene aufnehmen und prozessiert basal

prasentieren.”

Anatomisch lasst sich das MALT in NALT (nasopharynx-associated lymphoid tissue),
BALT (bronchus-associated lymphoid tissue) und GALT (gut-associated lymphoid
tissue) unterteilen. Aktivierte B-Zellen migrieren durch efferente Lymphbahnen und das
periphere Blut in diese Schleimhautkompartimente.® Die sekretorische Immunantwort
bleibt selten auf ein solches begrenzt, sondern erfolgt an verschiedenen Stellen, je
nachdem  welche  Adhasionsmolekile  exprimiert  werden und  welche
Homing-Rezeptoren die B-Zellen eines Induktionskompartiments besitzen.” Durch
diesen Mechanismus wird gewébhrleistet, dass auch in Kompartimenten, welche noch
keinen direkten Antigen-Kontakt hatten, spezifische Antikdrper vorhanden sind. Eine
besonders potente sekretorische Immunisierung erfolgt nach Antigen-Kontakt in den
Peyer-Plaques des Gastrointestinaltrakts, nach welcher man auch spezifische
Effektorzellen und Antikorper in nicht-intestinalen Schleimhauten des Nasopharynx und

der Bronchien nachweisen kann.®

Jedoch hat diese weitlaufige Immunisierung auch ihre Grenzen. So ist fur die
Immunantwort der Speicheldriisen auch die lokale Induktion im NALT am potentesten.®
Zu seinem Induktionskompartiment gehoren insbesondere die Tonsillen und Adenoide
sowie der Waldeyer Ring.'® Nach direkter Antigen-Aufnahme, zum Beispiel durch
nasale Applikation, lassen sich spezifische B-Zell-Reaktionen lokal und systemisch
nachweisen, allerdings nicht in den Schleimhauten des Gastrointestinaltrakts.** Grund
dafur sind die verschiedenen Homing-Profile, die aktivierte B-Zellen aus NALT und
GALT aufweisen. Aktivierte B-Zellen aus dem NALT exprimieren weder a4p7-Integrin
noch Chemokin-Rezeptor CCR9, welche fur das Homing in die Schleimhéute des GIT
eine zentrale Rolle spielen.’” Stattdessen werden vor allem die Homing-Molekiile
CCR10 und a4B1 exprimiert, deren Liganden nur in den Speicheldrisen und den
Bronchien nachzuweisen sind.’®* NALT-spezifische B-Zellen exprimieren zudem die
systemischen Homing-Molekiile L-Selektin (CD26L) und CCR7.*° Das NALT induziert

deshalb auch eine systemische Immunisierung, ein Ansatz der bereits in der
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sublingualen Applikation bei Pollen-Desensibilisierung und Schluckimpfungen genutzt

wird. '

1.3 Immunglobulin A

IgA bildet im Serum mit Konzentrationen von 70 - 400 mg/dl (Labor Berlin) die
zweitgro3te Antikoérperfraktion nach IgG. Allerdings Ubersteigt die IgA-Produktion von
66 mg/kg am Tag die aller anderen Immunglobuline zusammen.*® Diese Konstellation
kommt dadurch zustande, dass ein Grof3teil des gebildeten IgA direkt Uber die

Schleimhaute sezerniert und mit den Sekreten des Kdrpers ausgeschieden wird.

Der Klassenwechsel zu IgA+ B-Zellen bendétigt in der Regel zwei Signale. Das erste
Signal wird durch Zytokine gegeben, welche die Transkription in den B-Zellen
aktivieren. Hier sind insbesondere TGF-f3, sowie die Interleukine 2, 4, 5, 6 und 10 von
groRRer Bedeutung.*® Ihre Wirkung wird von den dendritischen Zellen der Mukosa durch
die Freisetzung von Retinoiden verstarkt.'” Das zweite Signal erfolgt in der Regel durch
C40-CD40L-Interaktionen, kann jedoch auch T-Zell-unabhangig erfolgen. Die
Anwesenheit von B-cell activating factor (BAFF) und A proliferation inducing ligand
(APRIL) und deren Bindung an die B-Zell-Rezeptoren Transmembrane activator and
CAML interactor (TACI), BAFF-Rezeptor und B-cell maturation antigen (BCMA) kann
die Rolle von CD40-CD40L-Interaktionen beim IgA-Klassenwechsel ersetzen.'® BAFF
und APRIL werden von dendritischen Zellen und Makrophagen, aber auch von
Epithelzellen der Schleimhaute nach Toll-like receptor (TLR)-Aktivierung sezerniert.*

Ein IgA Molekul besteht aus zwei leichten und zwei schweren Ketten, welche jeweils
aus einer V-Doméane und einer (im Falle der leichten Ketten) oder drei (im Falle der
schwere Ketten) C-Domanen bestehen und hat ein molekulares Gewicht von 160kDa.
Die schweren Ketten sind entweder a1-Ketten oder a2-Ketten und werden auf
Chromosom 14 codiert.?’ Sie differenzieren die beiden IgA-Subklassen IgA1 und IgA2.
Am C-Terminus der a-Ketten besitzen diese ein 18 Aminosduren (AS) langes
Schwanzstuick sowie zwischen den Doménen CH1 und CH2 eine Hinge-Region, die bei
a1-Ketten aus 26 AS und in a2-Ketten aus 13 AS besteht. Durch die langere Hinge-
Region ist IgAl anfalliger fir proteolytische Enzyme, die von vielen humanpathogenen
Organismen gebildet werden, aber auch flexibler als IgA2 und somit effektiver in der
Antigen-Bindung.”* Neben diesen strukturellen Unterschieden gibt es auch funktionale
Unterschiede zwischen den IgA-Subklassen. So stammen IgA-Antikorper flr

12
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Protein-Antigene meistens IgA1, Antikorper fur Lipopolysaccharide haufiger aus der
IgA2-Subklasse.?” Beide IgA-Subklassen haben gemeinsam, dass sie sehr glykanreich

sind. Glykane machen ca. 7% (IgA1) bzw. 9% (IgA2) der Molekiilmasse aus.?

Systemisch zirkulierendes IgA besteht zu ungefahr 84% aus der IgA1-Subklasse.?* Dies
spiegelt das Verhaltnis von IgA1+ und IgA2+ Plasmazellen (PC) im Knochenmark wider

und legt nahe, dass systemisch zirkulierendes IgA ausschlieBlich dort produziert wird.?®

Sowohl IgAl als auch IgA2-Molekile sind fahig Polymere zu bilden. Dazu existiert in
polymeren IgA-Molekilen die J Chain, eine Polypeptid-Kette von 15-16kDa, Uber
welche die IgA-Monomere an ihrem C-Terminus Uber Disulfidbricken verbunden
werden.”® Die Polymerisation erfolgt bereits in der B-Zelle am endoplasmatischen
Retikulum. Hier scheint die Transkription der J Kette entscheidend dafiir zu sein, ob
eine Zelle monomeres oder polymeres IgA produziert. In Plasmazellen im Knochenmark
kann man dementsprechend keine J Kette nachweisen, Plasmazellen in Schleimh&uten
sind fast immer J Ketten positiv.>’ Serum-IgA liegt deshalb zu 80-99% in seiner

monomeren Form vor, wahrend sekretorisches IgA meist dimer vorliegt.?*

Uber die Aufgaben von IgA im Serum ist nur wenig bekannt. Wahrscheinlich erfillt es
dort vor allem regulatorische Aufgaben. So kann es zum Beispiel an Monozyten die
Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen wie TNF-a und IL-6 unterbinden und die
IgG- bzw. IgM-vermittelte Inflammation sowohl Gber die Blockade von Epitopen als auch

seine modulatorische Wirkung auf Phagozyten modulieren.?®

1.4 Sekretorisches Immunglobulin A

Sekretorisches IgA kann in allen Sekreten des menschlichen Kérpers als dominantes
Immunglobulin nachgewiesen werden.?® Seine Verteilung unterscheidet sich jedoch in
verschiedenen Sekreten und korreliert mit der Verteilung von IgA+ PC. In den
Tranendrisen und der Mukosa des Darms ist die Dichte an IgA+ PC und damit auch die
IgA-Sekretion ungefahr sieben Mal héher als in den Speicheldriisen.®® Unter den
Speicheldriisen zeigen die Gll. submandibulares und sublinguales eine etwa doppelt so
hohe Dichte an IgA+ Plasmazellen wie die Gll. parotideae, tragen aber auch weniger

zur Gesamtspeichelsekretion bei. 3132

Ungefahr 86% aller Immunglobuline im Speichel sind IgA. Die restlichen
Immunglobuline sind IgM mit 6%, 1gG mit 5% und IgD mit 3%.% Im Gegensatz zu

13
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anderen Immunglobulinen werden IgA und IgM zu 95% Uber einen selektiven Rezeptor
sezerniert. 1gG, welches in Korpersekreten nachgewiesen werden kann, gelangt
hingegen nur GUber Transsudation und deshalb in geringen Mengen auf die luminale
Seite des Epithels.*

Bereits 1961 wurden im Labor molekulare Unterschiede zwischen Immunglobulin A in
seiner sekretorischen und seiner Serumform entdeckt.** Ein ca. 80kDa schweres Epitop
unterscheidet sekretorisches von systemischem IgA und wird secretory component
genannt.®® Diese secretory component stammt aus der Sekretion des IgA durch
spezialisierte Epithelzellen des Drisengewebes, welche auf ihrer basolateralen
Zellmembran einen polymeren Immunglobulin-Rezeptor (plgR) von 100kDa besitzen,
welcher aus funf extrazellularen Domanen, einer transmembranésen Doméne und
einem zytoplasmatischen Schwanz besteht.***” Die erste Domane des plgR bindet
nicht-kovalent an die J Chain sowie spezifische Doméanen des IgA. Das so gebundene
IgA-Polymer wird inklusive plgR endozytiert, in einem Endosom durch die Zelle
transportiert und auf der luminalen Seite wieder exozytiert. Dieser Vorgang heifl3t
Transzytose.®*® Dabei verbleiben die extrazellularen Doménen des plgR am
IgA-Polymer und bilden die secretory component. Sie ist zusatzlich Gber Disulfidbriicken
gebunden und bietet aufgrund ihrer kohlenhydratreichen Struktur Schutz vor bakterieller

Proteolyse. Der pIgR gehort genetisch ebenfalls zur Immunglobulin-Superfamilie.®®

Da der pIgR nur an die J Kette binden kann, werden auf diesem Weg nur IgA Dimere
sezerniert, weshalb im Speichel nachweisbares sIgA grundséatzlich dimer ist. Messbare
Spuren an monomerem IgA im Speichel resultieren zum gréf3ten Teil aus dessen
Transsudation.®® Die IgA-Subklassen-Verteilung unterscheidet sich zwischen den
verschiedenen Schleimh&uten, jedoch ist IgA2 im Speichel im Gegensatz zum Serum

die dominante IgA-Subklasse.*%*

Der standige Kontakt der Schleimh&aute mit zahlreichen pathogenen und apathogenen
Antigenen hat die Entwicklung von spezialisierten Toleranzmechanismen unumganglich
gemacht.*® Dabei kann man grundsatzlich zwei verschiedene Mechanismen
unterscheiden: Immuntoleranz und Immunexklusion. Immuntoleranz, oft auch als orale
Toleranz bezeichnet, hangt hauptsachlich von regulatorischen T-Zellen ab, welche nach
Antigen-Prasentation durch dendritische Zellen proliferieren.** Ahnliche Mechanismen

greifen sowohl bei der Nahrungsmitteltoleranz als auch bei der Toleranzbildung
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gegeniiber der mutualistischen Schleimhautflora.** Die Immunexklusion hingegen lauft
auf humoraler Ebene ab und ist ein Hauptwirkmechanismus von Immunglobulin A. Im
Rahmen dieses Vorgangs bindet slgA an pathogene Epitope und neutralisiert diese
ohne eine Immunreaktion hervorzurufen, da slgA grundsatzlich anti-inflammatorisch
wirkt.?2 Es kann das Komplement-System nicht iiber den klassischen Weg und nur
eingeschrankt Gber den alternativen Weg aktivieren. Allerdings konnte gezeigt werden,
dass IgA in seiner polymeren Form Uber MBL zu einer Aktivierung des
Komplementsystems fiihren kann.”® Viele Phagozyten exprimieren zwar einen
Fca-Rezeptor (CD89) fur IgA, zeigen aber nur geringe Affinitat zu IgA/Antigen-
Komplexen. Erst nachdem der Fca-Rezeptor in Phagozyten hochreguliert und diese
aktiviert wurden, besitzt IgA opsonierende und inflammatorische Wirkung. Dies
geschieht durch die Ausschittung von TNF-a und IL-8 durch Epithelzellen, zum Beispiel

nach Kontakt mit aggressiven Pathogenen tiber TLR.?

Dimeres slgA besitzt vier antigen-bindende Epitope (Fab) und kann dadurch besonders
gut Antigene binden und agglutinieren. Diese Antigen-Antikérper-Komplexe schirmen
die Pathogene durch den hohen Anteil an Glykanen der a-Ketten und der SC effektiv ab
und erleichtern deren Abtransport im Schleim Uber Zilienschlag und Peristaltik. Diese
Wirkung wird insbesondere dadurch verstarkt, dass slgA zudem gezielt Muzine
bindet.** SIgA belegt Mikroben mit einem negativ geladenen hydrophilen Mantel,
welcher ihre Adhasion an den Schleimhduten unterbindet. Die Agglutination betrifft
sowohl kommensale als auch pathogene Mikroben und verhindert deren Penetration
des Schleimhautepithels. So zeigen gestillte Kinder eine geringere Infektionsrate an
systemischen und respiratorischen Infektionen, da mit der Muttermilch aufgenommenes
slgA pathogene Epitope schon luminal blockiert.*> SIgA kann aber auch an kritische
Epitope von zum Beispiel Viren oder Toxinen binden und dadurch ihre pathogene
Aktivitat direkt blockieren.?* Zudem besitzt slgA die Fahigkeit, wahrend seiner
Transzytose mit Hilfe des plgR intrazellulare Viren zu neutralisieren, was in vivo fur
viele Viren nachgewiesen werden konnte.*® Bei alldem weist IgA eine hohe

Kreuzreaktivitat auf.*’
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1.5 Selektiver Immunglobulin A Mangel

SIgAD (sekretorische IgA Defizienz - ICD10 D80.2) ist definiert durch ein Serum-IgA
von unter 0,7 mg/dl (0,07g/L), bei gleichzeitig normalen 1gG- und IgM-Werten.*® Die
Diagnose kann erst ab einem Alter von vier Jahren diagnostiziert werden, da die
IgA-Spiegel im Serum zuvor groRen Schwankungen unterliegen.?® Seine Pravalenz
betragt unter Européern durchschnittlich 1:600, schwankt aber zwischen verschiedenen

ethnischen Gruppen stark. *°°! SIgAD ist der haufigste primare Immundefekt.?

Patienten mit selektivem IgA-Mangel leiden vor allem an rezidivierenden Infektionen. In
einer neueren Studie waren dabei Infekte der oberen und unteren Atemwege (RRTI) am
haufigsten.® Eine Studie von Jorgensen et al. mit 32 slgAD-Patienten und 63
gematchten Kontrollen zeigte eine 3,5-fach hohere Infektionsanfalligkeit Uber die letzten
funf Jahre bei slgAD-Patienten. Dies betraf sowohl Infekte der oberen Atemwege, wie
Laryngitis und Pharyngitis, als auch Infekte der unteren Atemwege, wie Bronchitiden
und Pneumonien.”® Auch die Inzidenz von radiologisch bestatigten Pneumonien Uber
die letzten zwei Jahre war in der sIgAD-Gruppe signifikant hoher. Zystitiden und
gastrointestinale Infektionen spielten eher eine untergeordnete Rolle. Zum selben

Ergebnis kamen auch Follow-Up-Studien von Aghammohammadi et al. und Koskinen et
a|.54,55

Storungen der Immuntoleranz stellen die zweithaufigste Komplikation bei sIgAD dar.
Insbesondere Patienten mit systemischem Lupus erythematodes, Morbus Basedow,
glutensensitiver Enteropathie und juveniler idiopathischer Arthritis sind signifikant
haufiger IgA-defizient als die Normalbevolkerung.®® In der Studie von Jorgensen et al.
reagierten Patienten mit sIgAD zudem mehr als doppelt so haufig auf mindestens ein
Antigen in einen Pricktest als die Kontrollgruppe.®® Es ist nicht geklart, ob der slgAD
tatsachlich ursachlich dafir ist>* Es wird vermutet, dass slgAD und
Autoimmunerkrankungen eher eine gemeinsame genetische Ursache haben, als sich

gegenseitig zu bedingen.>®

Patienten mit sIgAD kodnnen auf3erdem anti-IgA-Antikdrper entwickeln und dann
anaphylaktisch auf Bluttransfusionen reagieren. Dieses Risiko besteht auch bei
Plasma- und Immunglobulintransfusionen, da diese trotz Aufbereitung IgA enthalten
kénnen.>® Anti-lgA-Antikérper kénnen auch bei der Common variable immunodeficiency
(CVID) auftreten.”®
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Die Ursache des sIgAD ist auf Stammzellebene zu suchen, da er bei einer
Knochenmarktransplantation ~ ibertragen  werden kann.®®  Auffalligkeiten  der
al- und a2-Gene auf Chromosom 14 sind bei slgAD-Patienten in der Regel nicht zu
beobachten und treten nur in Fallen auf, in denen gleichzeitig andere
Immunglobulinklassen wie 1g2 und Ig4 betroffen sind.®* Bei Patienten mit slgAD kénnen
IgA-exprimierende B-Zellen nachgewiesen werden. Diese sind allerdings von einem
unreifen Typ, der gleichzeitig noch IgD und IgM exprimiert und den vollstdndigen
Klassenwechsel zu IgA+ PCs nicht vollziehen kann.®*®® Studien belegten in vitro
zahlreiche Auffalligkeiten im Zytokinmuster dieser B-Zellen, so zum Beispiel bei IL-4,
IL-6, IL-7, IL-10 und TGF-B, eine entscheidende Rolle scheint aber IL-21
zuzukommen.?® So konnte gezeigt werden, dass IL-21 im Serum von Patienten mit

sIgAD ex vivo zu einem Klassenwechsel der IgA+ PCs fiihren kann.®*

Die genetische Ursache fiir sigAD konnte noch nicht eindeutig identifiziert werden. Bei
betroffenen Patienten konnte ein gehauftes Auftreten des
HLA  A1-B8-DR3-DQ2-Haplotyps (MHC 8.1) beobachtet  werden.®
Der HLA B7-DR15-DQ6-Haplotyp hingegen korreliert negativ mit dem Auftreten der
Krankheit. Weitere Gene, die nicht MHC-assoziiert sind, wie zum Beispiel IFIH1 und
CLEC16A, sind nach neuen Erkenntnissen ebenfalls mit sigAD assoziiert.®® SIgAD und
CVID weisen familiare Haufungen und Ahnlichkeiten in pradisponierenden Allelen auf.
Da beide Stoérungen ineinander Ubergehen konnen, wird vermutet, dass in ihrer
Pathogenese Gemeinsamkeiten bestehen oder sie sogar zum selben Krankheitsbild

gehoren.

Die Mehrheit der Patienten mit sIgAD bleibt jedoch symptomfrei, weshalb sIgAD in der
Regel als milder Immundefekt angesehen wird. Die genaue Prozentzahl schwankt
zwischen den verschiedenen Quellen stark. Bis heute gab es keine reprasentative
Untersuchung zu diesem Thema, auch wenn neuere Studien vermuten lassen, dass die
Symptomatik des sIgAD lange unterschatzt wurde.?®**%* Fir diese Diskrepanz
zwischen immunologischem und klinischem Phanotyp gibt es mehrere
Erklarungsversuche, allerdings bleibt die genaue Ursache weiterhin unbekannt.
Patienten bei denen neben der IgA-Produktion auch die Produktion einer weiteren
Immunglobulinklasse eingeschrankt ist, weisen insgesamt haufiger Symptome auf.®’
Eine Rolle spielt auch, dass bei Patienten mit IgA-Mangel IgM zu Teil dessen Aufgaben

tibernimmt und von Patienten mit sigAD auch vermehrt sezerniert wird.*® Wie IgA kann
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es mit Hilfe der J-Kette polymerisieren und durch den pIgR sezerniert werden. Es ist
allerdings schlechter vor bakterieller Proteolyse geschitzt, da die SC keine
Disulfidbriicken mit ihm ausbilden kann.®® Polymeres IgM liegt zudem vorwiegend in
Form von Pentameren vor, welche aufgrund ihrer Gréf3e schlechter durch die stromale
Matrix der Schleimhaute diffundieren kdnnen und dadurch schlechteren Zugang zu
basolateralen pIgR der Epithelien haben.” Eine Studie unter IgA-defizienten Probanden
konnte allerdings keinen Zusammenhang zwischen IgM-Konzentrationen im Speichel
und deren Infektanfalligkeit feststellen.”* Ein weiterer Grund fiir die Symptomlosigkeit
bei einigen Patienten mit sIgAD ist, dass auch Menschen ohne nachweisbares IgA im
Serum zuweilen trotzdem lokale IgA+ PC und geniigend slgA besitzen.”? In diesem Fall
liegt die Ursache fur die Abwesenheit systemischen IgA mdglicherweise in einem

gestérten Homing der B-Zellen ins Knochenmark.

Galt selektiver IgA-Mangel lange noch als leichter Immundefekt, so zeigen neuere
Studien signifikante Defizite der Betroffenen in den Bereichen Mortalitat und
Morbiditat.”® Eine groRe Studie zur health-related quality of life (HRQL) von Jorgensen
et al. zeigte groRe Beeintrachtigungen von Patienten mit selektivem IgA-Mangel.” Die
Verbesserung von Diagnostik und Behandlung des IgA-Mangels ist also von

Bedeutung.
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1.6 SIgA-Messungen im Speichel

Die Bestimmung von sIgA im Speichel ist schwierig und mit vielen methodischen
Problemen beziglich unterschiedlicher Handhabung von Sammlung, Verarbeitung und
Lagerung behaftet. Zudem unterscheiden sich die erhobenen Konzentrationen je nach
verwendeter Messmethode, zum Beispiel ELISA, Immundiffusion und Nephelometrie.”
Bis heute konnte sich kein Standard etablieren.®®* Hinzu kommt, dass neben der
unterschiedlichen Verdiinnung des Speichels je nach aktueller Sekretionsleistung der
Speicheldrisen, der absolute slgA-Spiegel im Speichel offenbar auch durch zahlreiche
weitere Faktoren beeinflusst wird. So wurden zum Beispiel in verschiedenen Studien
signifikante Unterschiede beziglich Alter, koérperlicher und geistiger Verfassung,
Aktivitat, Ernahrung sowie Alkohol- und Niktotinabusus festgestellt.”*®? Absolute

slgA-Konzentrationen scheinen daher von geringer klinischer Aussagekraft zu sein.

Bei der Messung des sekretorischen IgA im Speichel sind zwei verschiedene Verfahren
zu unterscheiden, was die Vergleichbarkeit von Studien stark einschrankt. Es I&asst sich
sowohl die Sekretionsrate von sIgA als auch die absolute slgA-Konzentration im
Speichel messen. Die Messung der absoluten Konzentration stellt das einfachere
Verfahren dar, da nur ein Wert bestimmt werden muss. Um die Sekretionsrate an sIlgA
zu bestimmen, muss zusatzlich zur Speichelentnahme, in welcher die
slgA-Konzentration gemessen wird, eine weitere Speichelsammlung erfolgen, bei
welcher der gesamte produzierte Speichel tber einen gewissen Zeitraum abgenommen
werden muss. Durch Division von Menge und Zeit erhalt man so den Speichelfluss.
Dieser ist mit der gemessenen slgA-Konzentration zu multiplizieren um die

slgA-Sekretionsrate zu erhalten.”

Neben der Messung im Gesamt-Speichel, gibt es auch die Madoglichkeit die
slgA-Konzentration des Parotis-Sekrets direkt zu messen oder auch die
slgA-Sekretionsrate der Parotis zu messen. Dieses Verfahren liefert aufgrund der
unterschiedlichen Verteilung an IgA+ PC durchschnittlich héhere slgA-Spiegel als die
Messung im Gesamt-Speichel und ist insgesamt aufwendiger in der Durchfithrung.®® Je
nachdem welche Methode zur Speichelsammlung gewdahlt wird, verandert sich die
durchschnittiche Verdinnung des Speichels und damit die gemessenen

Konzentrationen.?*
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Da die Messung der Sekretionsraten der Speicheldriisen ebenfalls sehr aufwendig ist,
wird meistens die einfacher zu bestimmende absolute Konzentration gemessen. Diese
kann mit der Albumin-Konzentration des Speichels in Bezug gesetzt werden, um
eventuelle Verfalschungen, zum Beispiel durch Verdinnungen oder individuell
unterschiedliche Speichelkonsistenzen, zu verhindern. Albumin wird nicht aktiv
sezerniert, sondern gelangt durch Transsudation aus den Kapillaren in den Speichel.®®
Albumin-Konzentrationen im Speichel hdngen im Gegensatz zu slgA-Konzentrationen
allerdings nur wenig von Faktoren wie Geschlecht und Alter ab.8®” Albumin bleibt
trotzdem der am einfachsten zu bestimmende Parameter um Schwankungen der
Speichelsekretion und -konsistenz auszugleichen und die gemessenen absoluten

slgA-Konzentrationen vergleichbar zu machen.®

1.7 MBL und MBL-Mangel

Mannose-bindendes Lektin ist ein Akute-Phase-Protein, das strukturelle Ahnlichkeit mit
dem Komplementfaktor C1 aufweist. Es bindet an bakterielle Monosaccharide wie
Mannose und Fucose, kann so polymerisieren und Uber Serinproteasen wie MASP-2
und MASP-1 den klassischen Weg des Komplementsystems aktivieren. Dieser Umweg
wird auch Lektin-Weg genannt.® Mutationen im MBL-2 Gen werden autosomal
kodominant vererbt und fuhren zum MBL-Mangel, heterozygote Trager (A/O) der
Mutation haben noch ungefahr 10% des normalen MBL-Spiegels, homozygote Trager
(0/0) unter 1%.%° Unter Kaukasiern tragen ca. 60% den A/A-Wildtyp, 30% den
A/0-Genotyp und 10% 0/0-Genotyp.®

MBL spielt insbesondere in den ersten sechs Lebensmonaten, bevor sich eine adaptive
Immunantwort etablieren kann, eine entscheidende Rolle in der unspezifischen
Immunabwehr. Auch bei anderweitig beeintréchtigtem Immunsystem, zum Beispiel im
Rahmen einer HIV-Infektion oder einer Chemotherapie, stell der MBL-Mangel eine
wichtige Komorbiditat dar.®* Allerdings zeigen Studien, dass ein Mangel an MBL auch
bei Patienten ohne Komorbiditdt Ursache fir héufigere und fulminantere Infektionen

sein kann.%?

SIgA kann, indem es MBL bindet, ebenfalls den Lektin-Weg des Komplementsystems
aktivieren.*® In Studien konnte bisher allerdings kein Synergismus von slgAD und

MBL-Mangel festgestellt werden.®’
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1.8 Infektanfalligkeit

Einen akzeptierten Konsens, ab wann eine Infektanfélligkeit der Atemwege als
pathologisch anzusehen ist, gibt es nicht. Die sichersten Daten zur physiologischen
Haufigkeit von Infektionserkrankungen der Atemwege stammen aus einer prospektiven
Kohortenstudie von Monto et al. aus den USA, die Uber 5363 Personenjahre die
Infektanfalligkeit fur Atemwegsinfektionen dokumentierte. Im Alter von 0 bis 4 Jahren
betrug die Infektionshaufigkeit durchschnittlich 4,9 pro Jahr, im Alter von 5 bis 19
Jahren 2,8 pro Jahr, im Alter von 20 bis 39 Jahren 2,2 pro Jahr und im Alter tber 40
Jahre 1,6 pro Jahr.”

2008 wurden von der ESID (European Society for Immunodeficiencies) sechs
Warnzeichen fiir einen primaren Immundefekt bei Erwachsenen vorgestellt.®* Eines
dieser Warnzeichen sind rezidivierende Infektionen, allerdings macht die ESID keine
Angaben darlber, ab wann solche als pathologisch anzusehen sind. Selbiges gilt fur die
drei Warnzeichen der amerikanischen Immune Deficiency Foundation (IDF) von 2009.%
Die genannten Listen basieren auf Expertenmeinungen und sind nicht wissenschatftlich

Uberpruft oder bestatigt.

Wichtig fur den Verdacht auf einen Immundefekt sind laut der AWMF Leitlinie
,Diagnostik von primaren Immundefekten® vor allem die sog. ELVIS-Kriterien (Erreger,
Lokalisation, Verlauf, Intensitat und Summe).*® Unter Summe wird dabei die Frequenz
der Infekte verstanden, jedoch konnte bislang kein evidenzbasierter Standard etabliert
werden, welche Frequenz als pathologisch anzusehen ist. Laut dieser Leitlinie gelten
bei Kleinkindern mehr als acht Minor-Infektionen, also unkomplizierte Infektionen der
Atemwege, pro Jahr als auffallig und abklarungsbedurftig. In genannter Studie von
Monto et al. war die durchschnittliche Infektionshaufigkeit bei Erwachsenen weniger als
halb so hoch als im Kleinkindalter. Es wurden deshalb mehr als 4 anamnestische
Infektionen der Atemwege pro Jahr als Grenze zwischen physiologischer und

pathologischer Infektanfalligkeit der Atemwege gewahlt.

21



Einleitung

1.9 Ziele und Fragesetzung

Ziel dieser Arbeit ist die experimentelle Untersuchung der sekretorischen Immunitat bei
Patienten mit rezidivierenden Infekten der Atemwege, die sich in der Ambulanz fur

Immundefekte am Institut fir Medizinische Immunologie vorstellten.
Folgende Fragestellungen wurden untersucht:

1. Weisen Patienten mit rezidivierenden Infekten der Atemwege im Vergleich zu

einer gesunden Kontrollgruppe eine verminderte Immunglobulin A-Sekretion im
Speichel auf?

2. Wie korrelieren die Immunglobuline im Serum von Patienten mit rezidivierenden

Infekten der Atemwege mit sekretorischem Immunglobulin A?
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2 Methodik

2.1 Ethik und Datenschutz

Die Studie wurde durch die Ethik-Kommission der Charité bewilligt (Ethikvotum
EA1/269/11 vom 01.08.2012) und steht in Einklang mit der Helsinki Erklarung von 1964
und ihren Erganzungen. Alle Probanden gaben vollstandig informiert und aufgeklart ihr
Einverstandnis zur Studienteilnahme. Die Speicherung und Verarbeitung von
personenbezogenen Daten wurde unter Einhaltung der Datenschutzbestimmungen des
Landes Berlin in der aktuellen Fassung und des 8212 des deutschen Strafgesetzbuches
(StGB) durchgefihrt. Personenbezogene Daten wurden, eine Einwilligung
vorausgesetzt, zentral und anonymisiert in einer sicheren Umgebung in der Charité

gespeichert.

2.2 Rekrutierung
2.2.1 Patientenkohorte

Eingeschlossen wurden 50 Patienten mit einem Mindestalter von 18 Jahren, welche
sich von September 2011 bis Januar 2012 in der Immundefekt-Ambulanz des Instituts
fur Medizinische Immunologie der Charité Universitdtsmedizin Berlin erstmalig zur
Abklarung rezidivierender Infekte der Atemwege vorstellten und zur Teilnahme an der
Studie bereit erklarten sowie aktuell anamnestisch unter keinem Infekt litten.
Voraussetzung zum Einschluss in die Studie war eine Frequenz von mindestens 5
anamnestischen Infektionen der Atemwege pro Jahr. Kein Studienteilnehmer erhielt
eine Immunglobulin-Substitution. Weitere Ein- und Ausschlusskriterien bestanden nicht.

2.2.2 Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe wurde aus Laborangestellten des Berlin-Brandenburger Centrums
fur Regenerative Therapien und Medizinstudierenden der Charité Universitatsmedizin
Berlin rekrutiert. Sie umschloss 50 gesunde Probanden, welche aktuell anamnestisch

unter keinem Infekt litten. Weitere Ein- und Ausschlusskriterien bestanden nicht.
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2.3 Erganzung von anamnestischen Daten

Die Arztbriefe der Patienten sind elektronisch auf einem Laufwerk der Ambulanz in
standardisierter Form gespeichert oder befinden sich im SAP Front End System der
Charité. Zur Extraktion von anamnestischen Daten und Laborwerten wurde eine

datenbankgestutzte Stichwortsuche benutzt und danach manuell Gberprift und erganzt.
Folgende anamnestische Daten wurden zur Analyse herangezogen:

e Art und Frequenz von Atemwegsinfektionen
o Alter

e Geschlecht
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2.4 Labortechnische Untersuchungen
2.4.1 Speichelsammlung und Blutentnahme

Die Speichelentnahme erfolgte stets vormittags und zusammen mit der routinemafigen
Blutentnahme nach dem &rztlichen Gespréch. Dadurch wurde gewahrleistet, dass sIgA-
und  Albuminkonzentrationen im  Speichel nicht durch  Nahrungs- oder
Flissigkeitsaufnahme sowie durch Nikotin beeinflusst wurden. Die Speichelsammlung
erfolgte gemal der Gebrauchsanweisung des Herstellers durch einminitiges Kauen auf
einem rollenformigen Speichelkollektor aus Watte, welcher danach in ein
zentrifugierbares Plastikrohrchen (Salivette, 51.1534.001, Sarstedt, Nurnbrecht,
Deutschland) gegeben wund fest verschlossen wurde. Zur Stimulation des
Speichelflusses war dieser Speichelkollektor mit Zitronenséure versetzt. Es wurde so
pro Spender ca. 1 ml Speichel gewonnen. Bei der ebenfalls vormittaglichen Sammlung
der Speichelproben der Kontrollgruppe wurde ebenso darauf geachtet, dass in den
letzten 60 Minuten keine Nahrungs- oder Flussigkeitsaufnahme erfolgt war sowie nicht

geraucht wurde.

Die Blutentnahme erfolgte in der Patientengruppe im Rahmen der routinemafigen
Blutentnahme mit einem zusatzlichen 3,5 ml Serum-Rohrchen (Vacutainer SST 2
Advance, 367957, Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA). In der Kontrollgruppe wurde

kein Blut entnommen.

Serum und Speichelproben wurden stets innerhalb von 6 Stunden zentrifugiert
(Serumréhrchen bei 2000 G fir 10 Minuten, Speichelréhrchen bei 1000 G fur 2
Minuten), zu je 20 ul pipettiert und bei -20 °C tiefgefroren.
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2.4.2 Messungen von sekretorischem IgA und IgA-Subklassen

SIgA, IgA1 und IgA2 wurden mit Hilfe radialer Immundiffusion bestimmt. Zur Messung
wurden Platten mit monospezifischen Antikérpern fur das ganze slgA-Molekil (Human
Secretory IgA RID Bindarid Kit, RN148.3, The Binding Site, Birmingham, UK) bzw. IgAl
und IgA2 (Human IgA Subclass NL Bindarid RID KitRKO15, The Binding Site,
Birmingham, UK) benutzt. Die slgA-Platten wurden mit 20 ul aufgetautem Speichel
versehen, die IgAl- und IgA2-Platten mit jeweils 20 ul aufgetautem Serum. Sowohl
Speichel als auch Serum lagerten nicht langer als zwei Monate bei -20 °C. Die
Durchmesser der Prazipitationsringe wurden manuell nach 96 Stunden mit einem Lineal
mit einer Genauigkeit von 0,1 mm ausgemessen. Die Konzentrationen wurden durch

Vergleich mit den Referenztabellen des Herstellers graphisch evaluiert.

2.4.3 Messungen von Albumin

Die Albumin-Bestimmung im Speichel erfolgte durch einem ELISA (AssayMax Human
Albumin ELISA Kit, EA3201-1, Assaypro, Saint Charles, USA). Zuerst wurde mit purem
Albumin vom Hersteller eine Standardkurve erstellt. Zur Untersuchung wurde der
Speichel 1:20 verdinnt und zu je 50 pl auf den ELISA aufgetragen. Die weitere
Untersuchungsprozedur wurde gemald der Anleitung durchgefiihrt. Anschliel3end
wurden mit einem Microplate Reader die Absorption bei einer Wellenlange von 450 nm
gemessen. Die Albumin-Konzentrationen wurden anschlieBend mit Hilfe der erstellten
Standardkurve aus den Absorptionswerten errechnet und mit der Verdinnung

multipliziert.

2.4.4 Referenzlaborwerte

Als Kontrolle wurden, wenn nicht anders angegeben, die Referenzparameter des
Labors Berlin - Charité Vivantes GmbH herangezogen. Diese Parameter werden
regelmafig von gesunden Kontrollprobanden aus dem Berliner Raum und Umgebung
nach standardisiertem Verfahren ermittelt. Alle Referenzgruppen liegen, sofern nicht

anders angegeben, im 95%igen Konfidenzintervall.

26



Methodik

2.5 Erganzung von Laborwerten

Insgesamt konnten fiir 38 Probanden der Patientengruppe und 24 Kontrollen
slgA/Albumin-Quotienten berechnet werden. Um einen moglichen Zusammenhang
zwischen sIigA/Albumin-Quotienten und systemischen Immunglobulinen zu untersuchen
wurden bei diesen Patienten soweit vorhanden folgende, routinemaflig vom Labor
Berlin - Charité Vivantes GmbH erhobene, Laborwerte aus den elektronischen

Patientenakten extrahiert und ebenfalls zur Analyse herangezogen:

e Immunglobulin G
e Immunglobulin G1
e Immunglobulin G2
e Immunglobulin G3
e Immunglobulin G4
e Immunglobulin A
e Immunglobulin M
e MBL

27



Methodik

2.6 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurde mit Prism 6 (GraphPad Software Inc., California,
USA) zunéchst eine deskriptive Analyse aller Laborparameter durchgefiihrt. Alle
Angaben zur deskriptiven Statistik der Ergebnisse werden, wenn nicht anders vermerkt,
mit Mittelwert (mean) * Standardabweichung (SD) und die entsprechenden
Referenzbereiche mit einem Konfidenzintervall (Vertrauensintervall) von 95%

angegeben.

Zur Testung auf Normalverteilung von Gruppenanalysen wurde das Kolmogorov-
Smirnov Testverfahren benutzt. Bei nicht normalverteilten Stichproben wurden die
Gruppenunterschiede zweiseitigem Mann-Whitney U Test auf Signifikanz getestet.
Beim Vergleich der sIigA/Albumin-Quotienten wurde ein Hypothesen-gestltzter,
einseitiger Mann-Whithey U Test zur Prufung auf Signifikanz verwendet. Zur
Berechnung der Signifikanz bei mehr als zwei Gruppen wurde eine Varianzanalyse
(Kruskal-Wallis-Test) durchgefiihrt. Fir eine statistische Signifikanz wurde immer ein
p-Wert von unter 0,05 angenommen. Die Ergebnisse von Gruppenanalysen werden
stets als Streudiagramme mit Median, unterem und oberen Quartil (25% bis 75% der

Messwerte) dargestellt.

Zur Uberprifung von Korrelationen wurden parameterfreie Korrelationsanalysen nach
Spearman durchgefuhrt. Darlber hinaus wurde in manchen Fallen eine univariate
Korrelationsanalyse (simple regression) durchgefihrt. Diese wurde dann als Graph im

orthogonalen Koordinatensystem dargestellt.

Fur Kontingenzanalysen wurde ein einseitiger Chi-Quadrat-Test benutzt.
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2.7 Klinische Daten

Tabelle 1 zeigt die Alters- und Geschlechterverteilung aller urspringlich rekrutierten

Studienteilnehmer.

Tabelle 1: Gruppenspezifische Alters- und Geschlechterverteilung aller Probanden

Parameter RRTI KG
Anzahl 50 50
Alter 41 +13 29+7
Geschlecht 317 233 314 236
URTI 44 -
LRTI 15 -
Sinusitis 6 -

RRTI: Patienten mit rezidivierenden Infektionen der Atemwege, KG: Kontrollgruppe, URTI: upper respiratory tract
infections, LRTI: lower respiratory tract infections.

Insgesamt konnte bei 38 der 50 Patienten und 24 der 50 Kontrollen Albumin

nachgewiesen werden und somit slgA/Albumin-Quotienten erstellt werden (siehe

Tabelle 2).

Tabelle 2: Gruppenspezifische Alters- und Geschlechterverteilung aller

Albuminnachweis

Probanden mit positivem

Parameter RRTI KG
Anzahl 38 24
Alter 41 +£10 31+8
Geschlecht 314 224 39 215
URTI 34 -
LRTI 13 -
Sinusitis 4 -

RRTI: Patienten mit rezidivierenden Infektionen der Atemwege, KG: Kontrollgruppe, URTI: upper respiratory tract
infections, LRTI: lower respiratory tract infections.

Der Altersunterschied zwischen Patienten mit RRTI und der Kontrollgruppe war
signifikant (p=0,0008). Dies musste bei der Auswertung der Studie bertcksichtigt
werden. Die Geschlechterverteilung war in beiden Gruppen ausgeglichen. Im Rahmen
der weiteren Auswertung wurde die Patientengruppe in Patienten mit und ohne

serologisch erniedrigte Immunglobulinspiegel unterteilt (siehe Tabelle 3).

29




Methodik

Tabelle 3: Gruppenspezifische Alters- und Geschlechterverteilung aller Patienten mit RRTI mit positivem
Albuminnachweis

Parameter RRTI mit Ilg-Mangel RRTI ohne Ig-Mangel
Anzahl 20 18

Alter 44 + 13 39+11
Geschlecht 48 212 46 212

URTI 16 18

LRTI 5 8

Sinusitis 4 0

RRTI: Patienten mit rezidivierenden Infektionen der Atemwege, KG: Kontrollgruppe, Ig-Mangel: erniedrigte Spiegel
von IgG, lgG-Subklassen, IgM oder IgA im Serum, URTI: upper respiratory tract infections, LRTI: lower respiratory
tract infections.

Rezidivierende Infektionen der oberen Atemwege (URTI), wie Pharyngitis und
Laryngitis, stellten den haufigsten Konsultationsgrund dar, Infektionen der unteren
Atemwege (LRTI), wie Bronchitis und Pneumonie, waren seltener Grund zur
Vorstellung. Alle Patienten, welche sich aufgrund einer chronischen Sinusitis vorstellten,

litten unter einen Immunglobulinmangel im Serum.
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3 Ergebnisse

3.1 Sekretorisches IgA

3.1.1 Ergebnisse der sigA- und Albouminmessungen
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Abbildung 1: slgA (A) und Albumin (B) im Speichel von Patienten mit RRTI und der Kontrollgruppe

Streudiagramm mit Median, unterem und oberem Quartil. RRTI: Patienten mit rezidivierenden Infektionen der
Atemwege, KG: Kontrollgruppe, p: Mann-Whitney U, zweiseitig, sIgA: sekretorisches Immunglobulin A.

Insgesamt wurden bei 50 Patienten und 50 gesunden Kontrollen slgA und Albumin im
Speichel bestimmt. Abbildung 1A zeigt die Ergebnisse der slgA-Messungen. Aufgrund
vieler negativer Ergebnisse lag der Median in der Kontrollgruppe bei 0, in der
Patientengruppe bei 38,95. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Gruppen (p=0,6214).

Abbildung 1B zeigt die Ergebnisse der Albuminmessungen. Aufgrund vieler negativer
Ergebnisse, vor allem in der Kontrollgruppe, lag in dieser der Median bei 0 und in der

Patientengruppe bei 0,28.
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Abbildung 2 zeigt die Korrelation von sIgA und Albumin in Patienten- und
Kontrollgruppe.
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Abbildung 2: Korrelation von slgA und Albumin im Speichel von Patienten mit RRTI (A) und der
Kontrollgruppe (B)

Jeder Punkt stellt eine Probe der Patienten- (A, n=50) oder Kontrollgruppe (B, n=50) dar. r: Korrelationskoeffizient
nach Spearman, p: zweiseitig, Graph: lineare Regression, sIgA: sekretorisches Immunglobulin A.

Sekretorisches IgA und Albumin korrelierten in beiden Gruppen. Punkte auf der y-Achse
reprasentieren Proben, in denen kein Albumin nachgewiesen werden konnte. Zur
Erstellung des slgA/Albumin-Quotienten werden slgA- und Albuminkonzentration
dividiert. Fur diese Proben konnte deshalb aus mathematischen Grinden kein
slgA/Albumin-Quotient berechnet werden. Dies betraf 12 Proben der Patientengruppe
und 26 Proben der Kontrollgruppe, also insgesamt 38 Proben. In nur acht dieser Proben
ohne Albumin-Nachweis konnte sIgA nachgewiesen werden, in drei Proben der
Patienten- und finf Proben der Kontrollgruppe. Somit verringerten sich die Fallzahlen
fur die slgA/Albumin-Quotienten auf 38 (RRTI) und 24 (KG).
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Abbildung 3 vergleicht slgA- und Albuminkonzentrationen dieser Albumin-positiven
Proben, fur welche sIigA/Albumin-Quotienten berechnet werden konnten. Auch hier
zeigte sich kein signifikanter Unterschied der absoluten slgA-Konzentrationen von

Patienten und Kontrollen (Median 54,50 vs. 73,50, p=0,0917).
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Abbildung 3: slgA (A) und Albumin (B) in Albumin-positiven Proben von Patienten- und Kontrollgruppe

Streudiagramm mit Median, unterem und oberem Quartil. RRTI: Patienten mit rezidivierenden Infektionen der
Atemwege, KG: Kontrollgruppe, p: Mann-Whitney U, zweiseitig, sIgA: sekretorisches Immunglobulin A.
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3.1.2 SlgA/Albumin-Quotienten

Bei Patienten mit RRTI wurden niedrigere slgA/Albumin-Quotienten als in der

Kontrollgruppe erwartet und deshalb ein einseitiger p-Test durchgefuhrt.

Abbildung 4A stellt die slgA/Albumin-Quotienten der Patienten- und der Kontrollgruppe
vergleichend dar. Die Werte der Patientengruppe (n=38) waren etwa halb so hoch und

signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe (Median 26,49 vs. 58,37, p=0,0188).

In Abbildung 4B wird die Patientengruppe weiter in Patienten mit (n=20) und ohne
Immunglobulinmangel (n=18) aufgeteilt und erneut mit der Kontrollgruppe verglichen.
Die Quotienten der Patienten mit Immunglobulinmangel waren signifikant niedriger als
die der Kontrollgruppe (Median 12,97 vs. 58,37, p=0,0364) und durchschnittlich nur
noch ein Viertel so hoch wie in der Kontroligruppe. Patienten ohne
Immunglobulinmangel im  Serum  hatten ebenfalls signifikant  niedrigere
slgA/Albumin-Quotienten als die Kontrollgruppe (28,22 vs. 58,37, p=0,0450).
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Abbildung 4: slgA/Albumin-Quotienten von Patienten mit RRTI (A), sowie Patienten mit RRTI mit und ohne
Immunglobulinmangel im Serum (B) und der Kontrollgruppe

Streudiagramm mit Median, unterem und oberem Quartil. RRTI: Patienten mit rezidivierenden Infektionen der
Atemwege, Ig: Immunglobulin, sIgA: sekretorisches Immunglobulin A, Ig-Mangel: erniedrigte Spiegel von IgG, IgG-
Subklassen, IgM oder IgA im Serum, KG: Kontrollgruppe, p: Mann-Whitney U, einseitig.
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3.1.3 Abwesenheit von sekretorischem IgA bei Patienten mit RRTI

Bei Betrachtung der sligA/Albumin-Quotienten fiel die groRe Anzahl an negativen
slgA-Messungen in der Patientengruppe und die daraus resultierende grof3e Anzahl von
slgA/Albumin-Quotienten von 0 auf. Dies betraf 15 von 38 (39%) der Patienten mit
RRTI, jedoch nur 5 von 24 (21%) Probanden der Kontrollgruppe (siehe Tabelle 4). Die
Mehrzahl der Patienten ohne nachweisbares sIgA gehorte der Patientengruppe mit
Immunglobulinmangelin im  Serum an (n=10/20). Bei Patienten ohne
Immunglobulinmangel im Serum war zu einem ahnlich hohen Anteil wie in der

Vergleichsgruppe kein sIgA nachweisbar (n=5/18).

Ein durchgefuhrter Chi-Quadrat-Test mit einseitigem p-Test konnte einen Trend, aber
keinen signifikanten Zusammenhang zeigen (p=0,0631).

Tabelle 4: Kontingenztabelle zur Beziehung von RRTI und slgA-Nachweis

rez. Infekte keine rez. Infekte Total
(RRTI) (KG)
slgA/Albumin =0 15 5 20
slgA/Albumin >0 23 19 42
Total 38 24 62

Vierfeldertafel mit Gegenilberstellung aller Proben in denen Albumin nachgewiesen konnte und in denen sIgA nicht
nachweisbar (Zeile 1) oder nachweisbar war (Zeile 2), bei Patienten mit RRTI (Spalte 1) und der Kontrollgruppe
(Spalte 2). RRTI: Patienten mit rezidivierenden Infektionen der Atemwege, KG: Kontrollgruppe, slgA: sekretorisches
Immunglobulin A, rez.: rezidivierend.
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3.1.4 Abhéangigkeit der gemessenen Werte vom Alter
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Abbildung 5: sIgA (A), Albumin (B) und slgA/Albumin-Quotienten (C) in Abhangigkeit vom Alter
Streudiagramm mit Median, unterem und oberem Quartil. Vergleichende Gegeniiberstellung der absoluten sigA- (A)
und Albuminkonzentrationen (B), sowie der sigA/Albumin-Quotienten (C) in den Altersgruppen 18-29, 30-39, 40-49

und 50-72 Jahre. Alle Patienten mit RRTI und die Kontrollgruppe wurden vollstédndig auf die Altersgruppen aufgeteilt.
slgA: sekretorisches Immunglobulin A, p: one-way ANOVA.

Um einen mdglichen Zusammenhang zwischen Alter und den gemessenen sigA- und
Albuminkonzentrationen im Speichel zu untersuchen, wurden die Ergebnisse aller
Patienten und der Kontrollgruppe zusammen betrachtet und in vier Altersgruppen
unterteilt (siehe Abbildung 5). SIgA und Albumin waren in den héheren Altersklassen
durchschnittlich hoher, bei Albumin war dieser Unterschied signifikant. Insbesondere die
Altersgruppe  zwischen 50 und 72 zeigte durchschnittlich héhere
Albuminkonzentrationen im Speichel. Bei den slgA/Albumin-Quotienten zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den Altersgruppen. Aul3erdem zeigte sich keine
Korrelation zwischen Alter und den sigA/Albumin-Quotienten (r=-0,1579, p= 0,2203).
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3.1.5 Abhéangigkeit der gemessenen Werte vom Geschlecht
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Abbildung 6: sIgA (A), Albumin (B) und slgA/Albumin-Quotienten (C) in Abhangigkeit vom Geschlecht
Streudiagramm mit Median, unterem und oberem Quartil. Vergleichende Gegenuberstellung der absoluten sigA- (A)
und Albuminkonzentrationen (B), sowie der slgA/Albumin-Quotienten (C) zwischen mannlichen und weiblichen

Probanden. Alle Patienten mit RRTI und die Kontrollgruppe wurden vollstandig auf die geschlechterspezifischen
Gruppen aufgeteilt. m: ménnlich, w: weiblich, slgA: sekretorisches Immunglobulin A, p: Mann-Whitney U, zweiseitig.

Zur Untersuchung eines moglichen Zusammenhangs zwischen Geschlecht, slgA- und
Albuminkonzentrationen im Speichel wurden die Ergebnisse aller Patienten und der
Kontrollgruppe erneut zusammen betrachtet (siehe Abbildung 6). SIigA- und
Albuminkonzentrationen waren im Speichel méannlicher Probanden durchschnittlich
hoher, bei Albumin war dieser Unterschied signifikant. Die slgA/Albumin-Quotienten

zeigten keinen Unterschied zwischen mannlichen und weiblichen Probanden.
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3.2 Immunglobulin A
3.2.1 Ergebnisse der IgA-Messungen

Tabelle 5 zeigt die Ergebnisse der IgA-Subklassenmessungen im Serum der Patienten

mit RRTI. Die IgA2-Subklasse war bei 16 % der Patienten erniedrigt oder nicht

nachweisbar, IgAl1 bei 32%. 21% der Patienten zeigten einen erniedrigten
Gesamt-IgA-Spiegel.

Tabelle 5: Immunglobuline A, A1 und A2

Parameter n MW + SD Einheit Referenz erniedrigt %
IgA 37 (165,84 +£112,78 | mg/dl 70-400 8 21%
IgAl 38 | 142,87 £106,72 | mg/d| 60 - 294 12 32%
IgA2 38 | 25,73 £ 19,52 mg/d| 6-61 6 16%

n: Anzahl, MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, IgA: Immunglobulin A.

Zur weiteren Untersuchung des Zusammenhangs zwischen sekretorischem und
serologischem IgA wurden solche Proben verglichen, in denen IgA oder eine
IgA-Subklasse erniedrigt war. Dies betraf 19 der 38 Proben der Patienten mit RRTI, bei
denen slgA/Albumin-Quotienten erstellt werden konnten. Die Ergebnisse dieser
Messungen sind in Tabelle 6 aufgelistet. Alle 8 Patienten mit IgA-Mangel wiesen auch
einen IgAl-Mangel auf, 5 von 8 auch einen IgA2-Mangel, 6 von 8 auch einen
slgA/Albumin-Quotienten von 0. Alle Patienten mit erniedrigtem IgA2 zeigten

slgA/Albumin-Quotienten von 0.
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Tabelle 6: Patienten mit RRTI und erniedrigten (s)lgA-Werten

Ergebnisse

IgA (mg/dl) IgA1 (mg/dl) IgA2 (mg/dl) slgA/Albumin
4* O* 0* O*

4* O* 0* O*

4* 0* 0* o*

5* 0* 0* 0*
10* 0* 0* 0*
55* 54,1* 18,65 37
62* 54,1* 8,4 0*
64* 54,1* 12,6 784
78 54,1* 12 o*
83 108,8 13,9 0*
83 54,1* 0* 0*
85 54,1* 23,5 1362
89 92,2 10,95 0*
97 117,8 12,1 0*
123 135 22,9 0*
195 163,2 16,8 0*
224 153,6 22,1 0*
262 o* 41,6 25
263 290,6 25,2 0*

Patienten mit RRTI und erniedrigtem IgA, IgA1 oder IgA2, sowie Patienten mit sigA/Albumin = 0. *:erniedrigt, (S)IgA:
(sekretorisches) Immunglobulin A.
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Abbildung 7: Korrelation von sekretorischem und serologischem IgA
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Korrelation von slgA/Albumin mit IgA (A, n=37), IgA1 (B, n=38) und IgA2 (C, n=38), sowie von IgA1l mit IgA2 (D,
n=38), IgA (E, n=37) und von IgA2 mit IgA (F, n=37). r: Korrelationskoeffizient nach Spearman, p: zweiseitig, Graph:
lineare Regression, (s)IgA: (sekretorisches) Immunglobulin A.

Die errechneten slgA/Albumin-Quotienten korrelierten sowohl mit dem Gesamt-IgA als

auch den IgA-Subklassen, wobei sie mit IgA2 am starksten korrelierten (siehe

Abbildung 7A-C). IgA, IgA1 und IgA2 im Serum zeigten durchweg eine starke

Korrelation (siehe Abbildung 7D-F).
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3.3 Immunglobuline G und M

IgG wurde bei 19% der Patienten erniedrigt gemessen, unter den IgG-Subklassen
waren 1gG3 mit 16% und IgG4 mit 24% am haufigsten erniedrigt. Insgesamt zeigten
34%, das heil3t 13 von 38 der Patienten mit RRTI, eine oder mehrere erniedrigte

IgG-Subklassen. IgM wurde in 14% der Falle erniedrigt gemessen.

Tabelle 7: Immunglobuline G, G1, G2, G3, G4, M

Parameter n MW £ SD Einheit Referenz erniedrigt %
IgG 37 918,03 +303,44 | mg/dl 700-1600 7 19%
lgG1l 37 529,97 £183,49 | mg/dl 280-800 3 8%
lgG2 37 | 344,54 +£151,34 | mg/dl 115-570 2 5%
lgG3 37 62,14 £ 40,09 mg/dl 24-125 6 16%
IgG4 37 | 37,04 £37,01 mg/dl 5,2-125 9 24%
IgM 37 112,08 £ 73,95 mg/dl 40-230 5 14%

n: Anzahl, MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, 1gG: Immunglobulin G, IgM: Immunglobulin M.

Die slgA/Albumin-Quotienten korrelierten nicht mit 1gG, IgG-Subklassen oder IgM.
IgA im Serum Kkorrelierte mit IgG2 und IgG4, nicht jedoch mit IgG1 und I1gG3
(siehe Abbildung 8) oder IgG und IgM.
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Abbildung 8: Korrelation von IgA mit IgG2 und 1gG4 (A), sowie mit IgG1 und IgG3 (B)

Jeder Punkt stellt eine Probe der Patientengruppe dar. r: Korrelationskoeffizient nach Spearman, p: zweiseitig,
Graph: lineare Regression, IgA: Immunglobulin A, IgG: Immunglobulin G.
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3.4 MBL

21% der Patienten litten unter einem absoluten MBL-Mangel (siehe Tabelle 8).
MBL korrelierte weder mit den slgA/Albumin-Quotienten, noch mit einem Immunglobulin

im Serum.

Tabelle 8: MBL

Parameter | n MW + SD Einheit Referenz | erniedrigt %

MBL 38 |1562,83 + 1346,45 | ng/ml >100 8 21%

n: Anzahl, MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, MBL: Mannose-bindendes Lektin.
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4 Diskussion

4.1 SlgA/Albumin-Quotienten versus absolute slgA-Konzentrationen

Die Variabilitat der slgA-Konzentrationen im Speichel ist sowohl intraindividuell (in
verschiedenen Proben einer Person) als auch interindividuell (in Proben von
verschiedenen Personen) sehr hoch. Dwyer et al. ermittelten einen
Variationskoeffizienten von 48% fur die intraindividuelle Variabilitdt und empfehlen
daher die Verwendung von slgA/Albumin-Quotienten.®” Dies beruht auf der Tatsache,
dass die slgA- und Albumin-Spiegel im Speichel im Tagesverlauf &hnlich steigen und
fallen, wie auch Rantonen et al. und Richter et al. unabhangig voneinander zeigen

konnten.%®%°

Prichntband et al. konnten nachweisen, dass zirkadiane Schwankungen die
durchschnittlichen slgA-Konzentrationen im Speichel starker beeinflussen als Faktoren
wie Stress und korperliche Betatigung.’® AuRerdem fiel in der Studie von Dwyer et al.
auf, dass sich postprandial gemessene slgA/Albumin-Quotienten stark von denen des
restlichen Tagesverlaufs unterscheiden.”” zZur Verminderung der intraindividuellen
Variabilitat erfolgte die Probenentnahme in unserer Studie deshalb stets vormittags und
nach mindestens 60-minutiger Nahrungs-, Flissigkeits- und Nikotinkarenz.

Die interindividuelle Variabilitat lasst sich durch die Verwendung von
slgA/Albumin-Quotienten ebenfalls senken. Ergebnisse dazu liefern Francis et al. in
einer Studie Uber slgA und Albumin im Speichel von Sportlern und verschieden aktiven
Kontrollgruppen. Die slgA-Konzentrationen fielen in den verschiedenen Gruppen mit
dem Aktivitatslevel signifikant ab. Gleichzeitig fielen analog dazu aber auch die

erhobenen Albumin-Spiegel.”®

Da die Konsistenz des Speichels sich durch chemische
und hormonelle Reize andert, sind vergleichbare Ergebnisse also am besten durch

Quotientenbildung zweier Speichelproteine zu erhalten.

Die Vergleichbarkeit unserer slgA-Messungen mit anderen Studien ist aufgrund der
Abnahmemethode erschwert, da zur Sammlung des Speichels die Salivette verwendet
wurde. Es handelt sich bei der Salivette um einen Watteschwamm, welcher fir eine
Minute gekaut werden muss und mit Zitronenséaure versetzt ist, um den Speichelfluss zu
verstarken. Somit kann schneller die benétigte Abnahmemenge erreicht werden,

allerdings mdoglicherweise auf Kosten einer héheren Verdinnung der Speichelprobe.
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Diese Art der Speichelentnahme erhielt in einer Studie von Strazdins et al. von den
Studienteilnehmern in den Punkten ,Pleasentness® und ,Willingness® durchschnittlich
nur 3,06 bzw. 3,50 von 5 Punkten.'®* Topkas et al. stellten in einer Studie fest, dass
Speichel, der mit der Salivette gewonnen wurde, signifikant niedrigere Proteinspiegel
enthielt als bei Sammlung ohne Zitronenséure. Zudem diskutieren sie in ihrer Studie
eine mogliche Absorption von Proteinen durch den Baumwollschwamm und dadurch im
Vergleich zu anderen Verfahren niedrigere gemessene Proteinspiegel.2* Auch Aufricht
et al. berichten Uber signifikante Unterschiede je nach Methode der Speichelentnahme.
Die von uns verwendete Salivette lieferte in ihrer Studie nur halb so hohe slgA-Werte im
Speichel wie bei Absaugung oder Sammlung durch Spucken.'®® Kugler et al.
bestdtigten in ihrer Studie einen gegenlaufigen Zusammenhang zwischen
Speichelsekretion  aufgrund der  Zitronensaure und den  gemessenen
slgA-Konzentrationen.'®® Die Zentrifugierung des Speichels, wie sie sowohl bei der
Benutzung der Salivette, als auch des RID-Verfahrens vorgesehen ist, kann durch
Verklumpung von slgA-Molekilen ebenfalls zu niedrigeren erhobenen slgA-Werten

fuhren.®’

Eine weitere Einschrankung der Vergleichbarkeit ergibt sich aus den unterschiedlichen
Verfahren, die zur Messung von sIgA verwendet werden. Am haufigsten werden die von
uns angewandte radiale Immundiffussion oder ELISA benutzt, deren Ergebnisse in
einer Studie von Miletic et al. allerdings signifikant korrelierten (r=0,875).”° Gefrieren
und Auftauen haben laut einer Studie von Booth et al. keinen Einfluss auf die sIgA-
Konzentration. Zudem evaluierten sie die Stabilitat der
slgA-Konzentrationen bei verschiedenen Temperaturen. Sie waren bei Raumtemperatur
nur ca. sechs Stunden stabil. Allerdings bleiben sie es bei 4°C bis zu 48 Stunden und
bei -80°C mehr als ein Jahr.” Grund fiir die geringe Stabilitat der slgA-Konzentrationen
bei Raumtemperatur ist die Anwesenheit von bakteriellen Proteasen im Speichel,

4

welche die slgA-Molekile zerstoren.!®® Um dies zu verhindern, wurden alle

Speichelproben innerhalb von 6 Stunden nach Entnahme tiefgefroren.
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Die von uns gemessenen slgA-Konzentrationen sind aus den genannten Grinden
durchschnittlich sowohl in der Patienten- als auch in der Kontrollgruppe etwas niedriger
als in anderen Studien, die ebenfalls RID oder das nach Miletic et al. vergleichbare
ELISA-Verfahren zur Bestimmung im Speichel benutzen. Die Mittelwerte anderer
Studien liegen zwischen 104 mg/l und 221,5 mg/l und zeigen damit eine hohe
Streubreite.3%%871.7887.105 by \wir unter der Verwendung von sigA/Albumin-Quotienten,
im Gegensatz zu den absoluten sIigA-Werten, bereits in unserer relativ kleinen
Patientenkohorte signifikante Unterscheide der sIgA-Sekretion nachweisen konnten,
scheinen diese besser zur Untersuchung der sekretorischen Immunitat geeignet als
absolute slgA-Konzentrationen.

Unsere Studie ist die erste, welche den Zusammenhang zwischen
slgA/Albumin-Quotienten und Infektanfalligkeit bei Erwachsenen untersucht. Frihere
Studien beschréankten sich in diesem Zusammenhang auf die Erhebung absoluter
slgA-Konzentrationen. Diese unterliegen jedoch, wie bereits diskutiert, grof3en
Schwankungen. In einer Metastudie aus dem Jahr 1989 fassten Jemmott et al. mehrere
Studien zusammen, die den Zusammenhang zwischen absoluten sIgA-Konzentrationen
und Infektanfalligkeit untersuchten. lhre Meta-Analyse Uber acht Studien aus den
1980er Jahren bestétigte erstmals den Zusammenhang zwischen Infektionen der
Atemwege und erniedrigten sIgA-Spiegeln. Zuvor hatte die Mehrzahl der untersuchten
Studien jedoch keine signifikanten Ergebnisse gezeigt.!° Die von uns erhobenen
absoluten slgA-Werten zeigten ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen

Patienten- und Kontrollgruppe (siehe Abbildungen 1 und 3).

Ein methodisches Problem unserer Studie kdnnten Proben darstellen, in denen kein
Albumin nachgewiesen werden und somit kein sIgA/Albumin-Quotient errechnet werden
konnte. In der Kontrollgruppe betraf dieses Phdnomen 52% (26/50) der Proben, in der
Gruppe der Patienten mit RRTI nur 24% (12/50). Da in auch nur 8 dieser insgesamt 38
Proben sIgA nachgewiesen werden konnte und weil Albumin und slgA in beiden
Gruppen korrelierten, ist davon auszugehen, dass es sich dabei um sehr stark
verdinnte Proben mit global erniedrigten Proteinspiegeln handelte. Eine Ursache dafur
konnte unzureichendes Kauen oder eine zu kurze Verweildauer des
Baumwollschwamms der Salivette im Mund der Versuchsperson darstellen. In diesem
Fall besteht der gewonnene Speichel vor allem aus sehr verdiinntem Sekret, welches

auf den Reiz durch die Zitronensaure hauptsachlich aus der Parotis sezerniert wird.*®’
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So lassen sich niedrigere oder gar keine sigA- und Albuminkonzentrationen messen.
Erst durch dauerhaftes Kauen und bei langerer Verweildauer des Schwamms kdnnen
sich durch Sekretion und Transudation slgA und Albumin in ausreichender Menge
anreichern. Alle Probanden wurden uber die richtige Anwendung der Salivette
aufgeklart aber wahrend der Entnahme nicht Gberwacht. In der Kontrollgruppe kdnnte
die Salivette auf Grund der diskutierten Unannehmlichkeiten seltener ausreichend
gekaut und kirzer angewendet worden sein als in der zur Teilnahme motivierten
Patientengruppe. Grundsétzlich wirde sich diese Problematik durch die Verwendung
einer fur den Probanden angenehmeren Speichelsammlungsmethode oder ein striktes
Entnahmeprotokoll sowie sensitivere Nachweismethoden fur slgA und Albumin l6sen
lassen. Die gemessenen Albumin-Konzentrationen im Speichel lagen in anderen
Studien mit vergleichbaren Messverfahren im Durchschnitt bei ca. 120 mg/l.8"'% Die
von uns gemessenen Albumin-Werte sind, aus denselben diskutierten Griinden wie die
erhobenen slgA-Werte, im Durchschnitt geringer. Da wir mit Quotienten arbeiten, spielt
die Hohe der absoluten Konzentrationen nur eine untergeordnete Rolle, weil sich die

slgA- und Albuminkonzentrationen so gegenseitig relativieren.
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4.2 Erniedrigte slgA/Albumin-Quotienten bei Patienten mit RRTI

Die slgA/Albumin-Quotienten der Patienten mit rezidivierenden Infektionen der
Atemwege waren signifikant niedriger als die der Kontrollgruppe (siehe Abbildung 4A).
Viele dieser Patienten litten jedoch unter einem Immunglobulinmangel im Serum,
insbesondere auch selektivem IgA-Mangel. Bei diesen Patienten ist der diagnostische
Nutzen einer zusatzlichen Speicheluntersuchung fraglich, da die festgestellten
Immunglobulinméangel die infektiosse Symptomatik in vielen Fallen sicherlich erklaren
konnen. Somit ware die Untersuchung der sekretorischen Immunitat besonders bei
solchen Patienten sinnvoll, welche keine Auffalligkeiten der Immunglobuline im Serum

aufweisen.

In der getrennten Analyse der Patientengruppen mit und ohne Immunglobulinméngel im
Serum waren die slgA/Albumin-Quotienten in beiden Gruppen signifikant niedriger als in
der Kontrollgruppe (siehe Abbildung 4B). Somit scheint eine eingeschrankte
slgA-Sekretion, unabhdngig von der systemischen Immunglobulinproduktion, ein
Risikofaktor fur RRTI zu sein und auch Patienten mit normalen Immunglobulinspiegeln
im Serum, insbesondere normalen IgA-Spiegeln, kdnnen eine erniedrigte

slgA-Sekretion aufweisen.

Oftmals konnte in Proben der Patientengruppe, in welchen Albumin nachweisbar war,
kein sIgA nachgewiesen werden. In diesen Proben ergaben sich daher mathematisch
slgA-Albumin-Quotienten von 0. Wertet man den Nachweis von Albumin als
Positivkontrolle, kann man bei diesen Probanden von einer pathologisch erniedrigten
oder fehlenden sIgA-Sekretion ausgehen, da Albumin normalerweise in geringeren
Konzentrationen im Speichel nachweisbar ist als slgA und auch in unserer Studie
niedrigere durchschnittliche Konzentrationen zeigte.!® Die Zahl dieser Albumin-
positiven und slgA-negativen Proben war in der Gruppe der Patienten mit RRTI fast

doppelt so hoch wie in der Kontrollgruppe (siehe Tabelle 4).

Verschiedene Faktoren konnten die Aussagekraft unserer Ergebnisse einschrénken.
Die anamnestischen Daten wurden nicht standardisiert mittels Fragebogen erhoben,
sondern waren abhangig vom arztlichen Personal und wurden retrospektiv aus den
Arztbriefen extrahiert. Ein wichtiger Kritikpunkt in der retrospektiven Analyse ist die
Unvollstandigkeit und schlechte Vergleichbarkeit der erhobenen anamnestischen und
klinischen Daten. Allerdings wurde die Uberwiegende Mehrzahl der Konsultationen vom
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selben Arzt durchgefuhrt und somit eine Koharenz gewahrt. Bei einem Patienten
wurden nicht alle Laborwerte angefordert, entsprechend verringert sich die Fallzahl bei

diesen Laborwerten um eins.

4.3 Kein Einfluss von Alter und Geschlecht auf sigA/Albumin-Quotienten

Alter und Geschlecht stellen weitere potentiell wichtige Faktoren der interindividuellen
Variabilitat stellen dar. Insbesondere musste aufgrund der signifikant jlngeren
Kontrollgruppe in unserer Studie eine eventuelle Altersabhangigkeit der

slgA/Albumin-Quotienten bertcksichtigt werden.

Bisherige Studien lieferten uneindeutige Ergebnisse zum Einfluss des Alters auf
slgA- und Albuminkonzentrationen im Speichel. Miletic et al. konnten in einer Studie
feststellen, dass die IgA-Sekretionsrate mit dem Alter sank.” Im Gegensatz dazu
konnten Wagner et al. bis zu einem Alter von 55 Jahren keinen Unterschied der
absoluten slgA- und Albuminkonzentrationen im Speichel feststellen.'® Auch in unserer
Studie zeigte sich kein altersabhangiger Unterschied der slgA-Konzentrationen,
allerdings zeigten die durchschnittlichen Albuminkonzentrationen den Trend, mit dem
Alter anzusteigen (siehe Abbildung 5B).

Fur slgA-Konzentrationen im Speichel konnte bisher in keiner Studie ein
Zusammenhang mit dem Geschlecht nachgewiesen werden.®®'% Auch in unserer
Studie zeigte sich kein signifikanter Unterschied der slgA-Konzentrationen zwischen
mannlichen und weiblichen Probanden, allerdings zeigten mannliche Probanden
durchschnittlich héhere Albuminkonzentrationen im Speichel als weibliche (siehe
Abbildung 6B).

Sekretorisches IgA zeigte beziglich Alter und Geschlecht der Probanden eine ahnliche
mediane Verteilung wie Albumin (siehe Abbildungen 5A und 6A). So zeigten mannliche
Probanden héhere slgA- und Albuminkonzentrationen als weibliche (siehe Abbildungen
6A+B) und die durchschnittlichen slgA- und Albuminkonzentrationen stiegen mit dem
Alter der Probanden an (siehe Abbildung 5A+B). SIgA und Albuminkonzentrationen
scheinen im Speichel also proportional vertreten zu sein. Wie erwartet konnten deren
Schwankungen durch Quotientenbildung ausgeglichen werden und die sIgA/Albumin-
Quotienten zeigten keine Abhangigkeit von Alter (siehe Abbildung 5C) und Geschlecht
(siehe Abbildung 6C).
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4.4 Korrelation von slgA mit IgA und IgA-Subklassen

Insgesamt war IgA1 mit 31% (12/38) die am haufigsten erniedrigte Immunglobulin-
Subklasse, IgA2 und das Gesamt-IgA waren bei 16% (6/38) bzw. 21% (8/37) der
Patienten mit RRTI erniedrigt (siehe Tabelle 5). Wie erwartet zeigten IgA, IgA1 und IgA2

im Serum eine hohe Korrelation.

Die Erhebung von IgA und IgA-Subklassen im Serum zur Abschatzung der
IgA-Sekretion liegt nahe. Allerdings konnten wir zeigen, dass IgA und seine Subklassen
im Serum nur mafRig mit den slgA/Albumin-Quotienten korrelierten. IgA2 zeigte dabei
die hochste Korrelation. Ein isolierter IgA2-Mangel konnte bei keinem Patienten
festgestellt werden, allerdings wiesen alle Patienten mit serologisch erniedrigtem IgA2
auch eine fehlende Sekretion von slgA im Speichel auf. Es ist bekannt, dass IgA2 im
Speichel die dominante Subklasse darstellt, ein IgA2-Mangel kann also mit Stérungen
der sekretorischen Immunitat einhergehen.?® Im Gegensatz dazu war bei 25% (2/8) der
Patienten mit IgA-Mangel und 36% (4/11) der Patienten mit IgA1-Mangel sIgA im
Speichel nachweisbar. Zahlreiche Patienten zeigten wiederum trotz unauffalligen
IgA-Werten im Serum eine fehlende slgA-Sekretion im Speichel. Das zeigt, dass IgA
und seine Subklassen im Serum nur begrenzt Riuckschlisse auf die lokale Produktion
von sIgA zulassen. Oftmals scheinen sich systemische Mangel an IgA im Rahmen
eines absoluten IgA-Mangels auch in der lokalen IgA-Sekretion niederzuschlagen,
andererseits kann von normalen IgA-Werten im Serum aber nicht auf eine normale

Sekretionsleistung geschlossen werden.

Da zudem die grof3e Mehrheit der Patienten, welche serologisch die Kriterien fur die
Diagnose eines selektiven IgA-Mangels erfiillen, symptomfrei ist, scheint sekretorisches
IgA im Speichel besser mit Stérungen der sekretorischen Immunitat zu korrelieren als
IgA im Serum, welches klassischerweise zur Diagnostik des sIgAD herangezogen wird:
Nur bei 21% (8/37) der Patienten mit RRTI war der IgA-Spiegel im Serum erniedrigt und
nur 11% (4/37) der Patienten erflllten die Diagnosekriterien eines sIgAD. Im Speichel

allerdings zeigten 39% (15/38) der Patienten mit RRTI eine fehlende slgA-Sekretion.
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4.5 Korrelation von slgA mit IgG und IgG-Subklassen

19% der Patienten mir RRTI wiesen erniedrigte Gesamt-lgG-Spiegel auf, zudem
zeigten zahlreiche Patienten erniedrigte IgG-Subklassen (siehe Tabelle 7). Aul3erdem
zeigte sich in der Patientengruppe eine signifikante Korrelation zwischen IgA-, 1gG2-
und 1gG4-Werten im Serum (siehe Abbildung 8A). Ursache fur diese Korrelation
konnten die zahlreichen bekannten genetischen Ursachen fir einen kombinierten

Mangel der IgA-, IgG2- und IgG4-Subklassen sein. "

Kim et al. konnten nachweisen, dass IgG2 und IgG4 im Speichel gesunder Probanden
im Vergleich zum Serum tberdurchschnittlich reprasentiert sind.'** Viele Studien
konnten zudem Dbereits einen Zusammenhang zwischen IgA-Mangel, IgG-
Subklassenmangel und Infektanfalligkeit feststellen.®”** Oxelius et al. zeigten, dass
Patienten mit erniedrigtem IgA und erniedrigten 1gG-Subklassen unter haufigeren und
schwereren Infektionen litten als Patienten mit einem isolierten IgA-Mangel.*** In einer
Studie von Beard et al. konnten bei symptomatischen Patienten mit sigAD ebenfalls
[gG4 und 1gG2 als am haufigsten zusatzlich erniedrigte Immunglobulinsubklassen
neben IgA identifiziert werden.*'® Auch in unserer Studie litten 4 von 8 der Patienten mit
erniedrigtem IgA im Serum unter einem kombinierten IgA-lgG4-Mangel und 2 von 8
unter einem kombinierten IgA-lg2-lg4-Mangel. Eine aktuelle Veroffentlichung von
Parker et al. empfiehlt bei Patienten mit erniedrigten IgA-Werten ausdriicklich die
Bestimmung der 1gG-Subklassen zur Abschatzung des Risikos fir RRTI.*" Auf Grund

unserer Ergebnisse kénnen wir uns dieser Empfehlung anschliel3en.

4.6 MBL-Mangel und RRTI

In unserer Studie wiesen 21% (8/38) der Patienten mit RRTI einen absoluten
MBL-Mangel auf. Erniedrigte MBL-Werte konnten bei einem bestehenden
Immunglobulinmangel die Anfélligkeit gegentber Infektionen der Atemwege negativ
beeinflussen.’®*?° Dieser Zusammenhang konnte bisher jedoch nicht nachgewiesen
werden.®’ In unserer Studie zeigten jedoch 75% (6/8) der Patienten mit RRTI und
absolutem MBL-Mangel zusatzlich einen Immunglobulinmangel mindestens einer
Subklasse. Nur zwei Patienten mit RRTI litten also ausschlie3lich unter einem
MBL-Mangel. MBL korrelierte nicht mit den slgA/Albumin-Quotienten oder

Immunglobulinen im Serum.
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4.7 Zusammenfassung und Ausblick

In unserer prospektiven Pilotstudie konnten wir zeigen, dass Patienten mit
rezidivierenden Infekten der Atemwege im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe
eine  verminderte IgA-Sekretion im  Speichel aufweisen. Die absoluten
slgA-Konzentrationen im Speichel unterschieden sich zwischen den beiden Gruppen
nicht signifikant, da diese starken intra- und interindividuellen Schwankungen
unterliegen, welche durch die Bildung von slgA/Albumin-Quotienten ausgeglichen
werden konnen. So waren die slgA/Albumin-Quotienten der Patientengruppe signifikant
niedriger als die der Kontrollgruppe und wurden nicht durch Alter oder Geschlecht
beeinflusst. Proben der Patientengruppe, in welchen Albumin nachgewiesen werden

konnte, waren doppelt so haufig sigA-negativ wie Proben der Kontrollgruppe.

Die slgA/Albumin-Quotienten korrelierten in der Patientengruppe signifikant mit IgA und
den IgA-Subklassen im Serum, am starksten mit IgA2. Zudem wiesen alle Patienten mit
serologisch erniedrigtem IgA2 auch eine fehlende Sekretion von slgA im Speichel auf.
Dies spiegelt die Bedeutung der IgA2-Subklasse in sekretorischem IgA wieder, wo sie,
im Gegensatz zu systemischem IgA, die dominante Subklasse darstellt.?° IgA und seine
Subklassen im Serum zeigten untereinander eine starkere Korrelation als mit den
erhobenen sIgA/Albumin-Quotienten, da systemisches und sekretorisches IgA von
unterschiedlichen B-Zell-Populationen gebildet werden.” Diese Beobachtung zeigt die
begrenzte klinische Aussagekraft systemischer IgA-Werte in Bezug auf rezidivierende

Infektionen der Atemwege.

IgG2 und 1gG4 sind im Speichel durchschnittlich tiberreprasentiert™®. In unserer Studie
korrelierten sie signifikant mit IgA im Serum. Bereits vorherige Studien zeigten diesen
Zusammenhang zwischen IgA, 192, Ig4 und Infektanfalligkeit.®”***® Somit scheinen
diese Subklassen ebenfalls eine Rolle in der Pathogenese von rezidivierenden
Infektionen der Atemwege zu spielen. Insbesondere bei Patienten mit beeintrachtigter
IgA-Produktion beeinflussen 1gG2 und IgG4 Frequenz und Schwere der Infektionen und

sollten immer miterhoben werden. >’
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Auch Patienten mit normalen Immunglobulinen im Serum zeigten im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant niedrigere slgA/Albumin-Quotienten. Insbesondere diese
Patientengruppe, bei der serologisch keine Auffalligkeit der Immunglobulinproduktion
nachgewiesen werden kann, konnte von der Erhebung sekretorischer Immunmarker
diagnostisch profitieren. SigA/Albumin-Quotienten scheinen unseren Ergebnissen nach,
durch ihre geringere inter- und intraindividuelle Variabilitat, dazu besser geeignet zu
sein als absolute slgA-Konzentrationen im Speichel. Basierend auf unseren
Ergebnissen erscheint es diagnostisch sinnvoll, neben dem Gesamt-IgA im Serum auch
die IgA- und IgG-Subklassen zu bestimmen, da diese ebenfalls Rickschlusse auf die

sekretorische Immunitat zulassen.

Bevor der sigA/Albumin-Quotient Eingang in die Routinediagnostik finden kann, werden
gro3ere Studien bendtigt, um die vorliegenden Daten zu verifizieren und gegebenenfalls
den Einfluss weiterer individueller oder Umwelt-Faktoren auf die Produktion
sekretorischer Immunglobuline zu untersuchen. Um eine Vergleichbarkeit von Studien
zu gewadhrleisten und um Referenzwerte zu etablieren missen Speichelentnahme,
Messmethode und Entnahmezeitpunkt standarisiert werden. Ebenso missen
ausreichend sensitive Assays fur slgA und Albumin angewendet werden, um fir jede
Probe einen slgA/Albumin-Quotienten berechnen zu kénnen. Gelingt dies, kdnnte in
Zukunft die Diagnostik bei rezidivierenden Infektionen, erganzend zur aktuell im Fokus
stehenden systemisch-serologischen Diagnostik, um die Dimension der sekretorischen

Immunglobuline ergénzt werden.
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