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Zusammenfassung

Auch im 21. Jahrhundert stellt die Tuberkulose eine ernsthafte Bedrohung der
Gesundheit der Weltbevolkerung dar. Obwohl die Problematik der Tuberkulose in den
Entwicklungslandern weitaus grof3er ist als in Westeuropa, bringt die zunehmende
Globalisierung die Gefahrdung durch die Tuberkulose auch vor unsere Tiren.

Zwar existieren neue, hochwertige Testverfahren zur Diagnostik der Tuberkulose, diese
beruhen auf Messungen der T-Zell-Antwort auf die Exposition mit Antigenuntereinheiten
des Tuberkuloseerregers wie z.B. ESAT-6 oder CFP-10. Weiterhin besteht jedoch die
Problematik der unzureichenden Differenzierung zwischen latenter und akuter
Tuberkulose im Klinischen Alltag. Mit den in dieser Arbeit vorgestellten Methoden soll
anhand spezifischer T-Zell-Charakterisierungen diese Problematik entscheidend

verbessert werden.

CD4-T-Zellen von Patienten und Kontrollprobanden wurden zum einen mit Tuberkulose
Antigen (ESAT-6) und zum anderen mit PPD (Purified Protein Derivate), einem fir den
Mendel-Mantoux-Hauttest gereinigtem Proteingemisch, stimuliert und anschlieBend
nach Vorhandensein spezifischer Oberflachenmarker fur naive bzw. Gedachtnis-T-
Zellen mittels Durchflusszytometrie charakterisiert. Die Immunantwort der T-Zellen auf

die Tuberkulose Antigene wurde durch Nachweis von Interferon-Gamma Uberprift.

Der kostimulatorische Marker CD27 zeigte sich hier als entscheidend. CD27 wird im
Rahmen der Reifung von T-Zellen nach Antigenexposition herabreguliert, wenn die T-

Zelle in das Stadium der Gedachtnis-T-Zelle tibergeht.

Es konnte gezeigt werden, dass gesunde, BCG geimpfte Probanden signifikant mehr

CD27 positive CD4 T-Helferzellen aufweisen als Patienten mit akuter Tuberkulose.

Des Weiteren konnten Patienten mit latenter Tuberkulose ebenfalls anhand von CD27
von akut infizierten Tuberkulosepatienten unterschieden werden. Sie zeigten eine
vermehrte Anzahl CD27 positiver CD4 T-Helferzellen im peripheren Blut. Die Anzahl

CD27 positiver CD4 T-Helferzellen bei den latent infizierten Patienten lag unterhalb der



Zellzahl der gesunden, BCG geimpften Probanden.

Mit Hilfe des kostimulatorischen T-Zell Markers CD27 ist es somit mdglich, eine akute
Tuberkuloseinfektion nachzuweisen. Es gelang zudem erstmals, eine Differenzierung
zwischen latent und akut infizierten Tuberkulosepatienten anhand von T-Zell-
Oberflachenmarkern des peripheren Blutes zu erreichen. Diese neue Methode der
Tuberkulosediagnostik ist einfach anwendbar und stellt somit eine Alternative zu
anderen klinischen Testverfahren dar.

Erganzend wurden typische Chemokinmuster einer akuten pulmonalen
Tuberkuloseinfektion ermittelt. Patienten mit einer akuten pulmonalen Tuberkulose
zeigten nach der Stimulation mit PPD und ESAT-6 einen signifikant hGheren Anteil des

Chemokins IP-10 in den Uberstanden als die gesunden Kontrollen.

Auch MIP-1a zeigte bei Patienten mit einer akuten pulmonalen Tuberkulose nach der
Stimulation mit PPD einen hoheren Anteil in den Uberstanden als die gesunden
Kontrollen (nicht signifikant). Nach der Stimulation mit ESAT-6 konnten die Patienten

mittels MIP-1a jedoch nicht von den Kontrollen differenziert werden.

Die sichere Unterscheidung zwischen latent infizierten und akut an Tuberkulose
Erkrankten ist fur die Behandlung der Patienten und die Pravention von entscheidender
Bedeutung und kann die Bekampfung der Tuberkulose einen weiteren Schritt

voranbringen.
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1 Einleitung

1.1 Die Geschichte der Tuberkulose

Die Tuberkulose (TB) ist eine der altesten bekannten Infektionserkrankungen der
Menschheit (1). Es existieren Hinweise auf Tuberkuloseerkrankungen bei 3000 Jahre
alten humanen Skelettliberresten aus der Eiszeit (2) als auch bei dgyptischen Mumien
aus der Zeit 2050 - 500 v. Chr. (3). Hippokrates beschrieb die Krankheit (ca. 460 - 375
v. Chr.) mit dem Begriff Phthisis (Schwindsucht), da die Erkrankung mit allgemeinem

korperlichem Verfall einhergeht.

1832 gab der deutsche Arzt Lukas Schonlein (1793 - 1864) (4) der Krankheit den
heutigen Namen Tuberkulose, da in den Lungen der Verstorbenen charakteristische
Lasionen, so genannte Tuberkel, zu finden waren. Erst im Jahre 1882 wurde durch den
deutschen Bakteriologen Robert Koch Mycobacterium tuberculosis (Mtb), der Erreger
der TB entdeckt (5).

1.2 Erreger und Epidemiologie

Die TB ist eine meldepflichtige Infektionserkrankung, die weltweit vorkommt. Der
Erreger ist ein saurefestes, aerobes, unbewegliches, nicht sporenbildendes,
stabchenférmiges Bakterium aus der Familie Mycobacteriaceae. Mykobakterien sind
etwa 0,4 um breit und 3 - 4 um lang (Abbildung 1). Sie besitzen keine Exotoxine oder

Virulenzfaktoren (6).
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4

Abbildung 1: EM-Aufnahme des Bakteriums (7)

Nahezu alle Tuberkuloseinfektionen werden durch das Mtb ausgeldst. Aufgrund von
genetischen und biochemischen Gemeinsamkeiten werden die Erreger der klassischen

TB in einem Komplex zusammengefasst.

Der Mthb-Komplex umfasst dass M. africanum, M. bovis, M. canetti, M. microti und M.
pinnipedii. Lediglich in 1 % der Falle ist das Mycobacterium bovis der Verursacher der
Infektion. Die Ubertragung der Bakterien erfolgt in ca. 90 % der Falle durch Tropfchen
beim Ausstol} tuberkulosehaltiger Aerosole beim Husten, Niesen oder Sprechen eines
Patienten mit offener Lungentuberkulose (LTB). Der haufigste Ort der Erstmanifestation

einer TB ist die Lunge. Es kann jedoch nahezu jedes Organ von der TB betroffen sein.

Etwa ein Drittel der Weltbevdlkerung hatte im Laufe des Lebens Kontakt zum Erreger
der TB und ist somit als infiziert zu betrachten. Jedes Jahr erkranken weltweit ca. 9
Millionen Menschen an der TB und ca. 2 Millionen sterben an den Folgen der
Erkrankung.

Nach Erstkontakt mit dem Tuberkulosebakterium tritt in 30 — 40 % der Falle sofort eine
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akute Tuberkuloseinfektion auf. Insgesamt erkranken lediglich ca. 5 - 10 % der mit Mtb
infizierten Menschen im Laufe ihres Lebens an der TB. Nach einer Exposition mit dem
Erreger wird wahrscheinlich bei den meisten Betroffenen durch immunologische
Abwehrreaktionen die Ausbreitung der Mykobakterien lebenslang verhindert, ohne dass
dadurch die Mykobakterien vollstandig abgetttet werden (8).

Pradisponierende Faktoren fur eine akute Infektion oder Reaktivierung sind
immunsupprimierende Erkrankungen wie z.B. eine Infektion mit HIV, ein Diabetes
mellitus, ein chronisches Nierenversagen oder starke immunsuppressive Therapien im

Rahmen von Organtransplantationen oder onkologischen Therapien (9;10).

Besonders problematisch ist die Situation in den Entwicklungslandern und den Staaten
Osteuropas (Abbildung 2). Die meisten Tuberkulosefélle treten derzeit in Stdostasien
und Afrika auf. In Afrika besteht zusatzlich das Problem, dass die Zunahme der

Tuberkuloseerkrankungen eng mit der AIDS Pandemie einhergeht.

Aufgrund der heutigen globalen Vernetzung der Lander lassen sich die Probleme der
TB nicht auf bestimmte Lander und Regionen der Welt beschranken, sondern sind ein

weltumspannendes soziobkonomisches und soziodkologisches Problem.

In Deutschland wurden im Jahr 2009 insgesamt 4.444 (Vorjahr: 4.512) Tuberkulosefalle
registriert, was einer Inzidenz von 5,4 pro 100.000 Einwohner entspricht (Vorjahr: 5,5).

Somit setzte sich auch im Jahre 2009 der ricklaufige Trend fort (11).

14
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Das weltweite Risiko der TB. Die meisten TB Félle traten im Siden des
afrikanischen Kontinents (sudlich des Aquators) sowie in Teilen Asiens und
Russlands auf. Die zweithaufigsten Falle traten in Afrika nordlich des Aquators
sowie in Russland und China auf. Die htéchsten Tuberkuloseraten innerhalb

der européischen Union traten in Rumanien auf (12).

1.3 Ablauf und Stadien

Die Primarinfektion bleibt fir den Betroffenen meist unbemerkt. Nach dem Eindringen

des Erregers in den Organismus, meistens tber die Lunge, kommt es im Rahmen eines

initialen  Entziindungsprozesses in der Lunge mit Lymphknotenreaktion zur

Primartuberkulose. Diese heilt in ca. 90 % der Falle aus.
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Die zundchst in  Makrophagen (Alveolarmakrophagen) eingeschlossenen
Tuberkelbakterien héren auf sich zu teilen. Allerdings kdnnen einige Bakterien in
sogenannten Granulomen (entziindungsbedingte, narbenartige Verdickungen, bedingt
durch Ansammlung von Epitheloid-, Mononuklearen- oder Riesenzellen) Gberleben, und

zu einem spateren Zeitpunkt eine Postprimartuberkulose auslosen.

In wenigen Fallen heilt die Primarinfektion nicht ab und kann durch bronchokanalikulare
Ausbreitung zu einer progredienten TB mit Ausbildung einer azinés-noddsen und
verkasenden Bronchopneumonie und zur Entstehung einer tuberkulésen Pleuritis
fuhren. Heilt die Infektion nicht spontan aus, kann es durch Einbruch der
Tuberkelbakterien in die Blutbahn oder tber den Ductus thoracicus in die Lymphbahnen
zu einer Streuung kommen. In Abh&ngigkeit vom Immunstatus des Individuums kann

man dann drei Stadien der Tuberkuloseerkrankung unterscheiden.

Das Stadium der blanden h&matogenen Streuung ist gekennzeichnet durch
Absiedelung von Tuberkelbakterien in verschiedene parenchymatdse Organe (Gehirn,
Niere, Knochen, Gelenke). Auch hier ist eine Reaktivierung nach vielen Jahren mdglich.
In der Lunge sind die Absiedelungsorte der Tuberkelbakterien meist die Lungenspitzen
mit Ausbildung sogenannter Simon-Spitzenherde, die oft unter Bildung einer
subpleuralen Narbe ausheilen.

Das Stadium der Miliartuberkulose tritt meist bei abwehrgeschwachten Individuen auf
und ist durch das Auftreten von 1 - 2 mm grol3en Granulomen gekennzeichnet, die in

nahezu allen Organen auftreten kdnnen.

Die Tuberkulosesepsis (Landouzy-Sepsis) entsteht ebenfalls vor allem bei Patienten mit
geschadigtem Immunsystem und ist durch das Auftreten von nekrotisierenden
Entziindungen in zahlreichen Organen gekennzeichnet. Sie hat haufig einen letalen
Ausgang.

16



1.4  Klinik und Diagnostik

Die Klinik der TB kann sehr vielgestaltig sein. Fieber, Nachtschweil3 und
Gewichtsverlust sind typische Symptome einer akuten Tuberkuloseinfektion. Diese
Symptome koénnen aber auch bei vielen anderen Erkrankungen wie z.B.
rheumatologischen oder neoplastischen Erkrankungen vorliegen. Pulmonale Symptome
wie Husten, Hamoptysen oder Dyspnoe kénnen bei der akuten TB fehlen, so dass die

Primarinfektion mit dem Erreger der TB des Ofteren unerkannt bleibt.

1895 entdeckte der deutsche Physiker Wilhelm Konrad Roéntgen (13) das
Rontgenverfahren, so dass die Mdoglichkeit zur Diagnostik der LTB bestand.
Auch heute noch wird beim Verdacht einer Tuberkuloseinfektion eine
Rontgenaufnahme des Thorax in zwei Ebenen angefertigt. Der typische Rontgenbefund
einer Tuberkuloseerkrankung zeigt dickwandige, hohlraumartige Veranderungen, die in
erster Linie die Lungenoberfelder betreffen (apikale und posteriore Segmente).
Andere Erkrankungen wie zum Beispiel Nocardiosen, Aktinomykosen, Sarkoidose,
Wegener'sche Granulomatose oder auch maligne Erkrankungen konnen &hnliche

réntgenologische Veranderungen hervorrufen (14).

Ein weiteres Verfahren zum Nachweis der TB ist die mikroskopische Untersuchung von
Sputum und Magensaft auf saurefeste Stdbchen (Ziehl-Neelsen Farbung), die jedoch
nur eine offene TB ausschlieBen kann (15). Nukledre Amplifikationsverfahren hingegen,
wie z.B. die PCR aus biologischem Material, kbnnen zusammen mit dem klinischen und

radiologischen Befund eine ,wahrscheinliche“ Tuberkuloseerkrankung anzeigen.

Eine Bestatigung der Erkrankung kann nur der kulturelle Erregernachweis erbringen,
der weiterhin als Goldstandard in der Diagnostik der TB gilt. Ein kultureller
Erregernachweis bendtigt  aufgrund der langen Generationszeit  der
Tuberkulosebakterien von 16 - 20 Stunden eine Anzuchtzeit von 3 - 4 Wochen. Fir ein
sicheres Ergebnis missen die Kulturen bis zu 8 Wochen inkubiert werden. In dieser Zeit
kann eine Therapie zwar begonnen werden, ist aber bei negativer Diagnose eine

unnotige Belastung flr den Patienten. Umso wichtiger werden in der klinischen
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Diagnostik immunologische Testverfahren, welche im Weiteren néher aufgefihrt

werden.

Die Diagnose einer latenten TB-Infektion (LTBI) mit dem Mycobacterium tuberculosis
beruht auf einer allergischen Reaktion vom verzogerten Typ (Typ-IV-Allergie). Es
werden von sensibilisierten T-Lymphozyten nach Stunden oder Tagen Lymphokine
freigesetzt, die wiederum weitere Leukozyten zum Ort des Geschehens locken und in
diesem Bereich eine Gewebsreaktion auslosen.

Die Typ-IV-Allergie ist eine zellulare Reaktion. Diese Reaktion wird durch das
verwendete PPD (seit 2005: PPD RT 23 SSI) im Rahmen des Tuberkulinhauttest (THT)
ausgelost, und zeigt einen Kontakt mit dem Mtb an (16). Die Injektion einer geringen
Menge von Tuberkulin (purified protein derivate oder PPD) fuhrt bei Menschen, die
Kontakt zum Bakterium gehabt haben oder mit BCG geimpft worden sind, innerhalb von
24 bis 72 Stunden zu einer T-Zell-abhangigen lokalen Entziindungsreaktion. Diese
Reaktion wird durch inflammatorische CD4-T-Zellen (TH1) vermittelt, die im Bereich der
Injektionsstelle ins Gewebe eindringen. Sie erkennen gebundene Peptide die durch

MHC-1l Komplexe prasentiert werden und setzen inflammatorische Zytokine frei.

Zur Diagnostik der LTBI stand bis vor kurzem lediglich der THT zur Verfigung. Der THT
Test wurde durch den deutschen Felix Mendel und dem Franzosen Charles Mantoux
Anfang des 20. Jahrhunderts in Deutschland und Frankreich eingefiihrt und wird

deshalb auch Mendel-Mantoux-Test genannt.

Der Test hat jedoch Nachteile. Zum einen die niedrige Spezifitdt von nur 35 % und die
Sensitivitat von nur knapp 65 %. Zum anderen ist die Interpretation des positiven
Hauttests wegen der Kreuzreaktionen mit einer friher durchgefuhrten
Tuberkuloseimpfung (BCG-Impfung) oder Kontakt mit Umweltmykobakterien (nicht
tuberkulése Mykobakterien) schwierig. Zudem kann nicht zuverlassig zwischen einer
latenten und einer akuten TB-Infektion unterschieden werden. Der Test sagt lediglich
aus, dass die Testperson Kontakt mit dem Erreger hatte. Seit einiger Zeit gibt es neue
immunologische Testverfahren, die durch Messung spezifischer T-Zellreaktionen auf

Mtb-Komplex-Antigene eine Diagnose ermdglichen.
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1.4.1 Interferon-Gamma Release Assays

Neue Testverfahren zur spezifischeren Diagnostik quantifizieren die Interferon-y-
Freisetzung von mononuklearen Zellen aus dem Blut nach Kontakt mit Mtb spezifischen

Antigenen aus der ,Region of Difference - 1“ (RD - 1) des mykobakteriellen Genoms.

Diese Tests sind als enzyme-linked-immunosorbent Assay (ELISA) QuantiFERON-TB
Gold Test und enzyme-linked-immunospot (ELISpot) T Spot TB-Test im Handel und

werden bereits in vielen Kliniken und Laboren eingesetzt.

Der QuantiFERON-Test basiert auf dem quantitativen Nachweis von IFN-y. TB
spezifische Antigene des Mtb-Komplex (ESAT-6, CFP-10 und TB 7.7) werden mit dem
Blut des Patienten Uber Nacht inkubiert. T-Zellen mit spezifischer Aktivitat gegen diese
Antigene setzen nach Stimulation IFN-y frei, welches anschlielRend mit einem ELISA

Reader im Uberstand gemessen wird.

Beim ELISpot-Test kdnnen direkt sensibilisierte T-Zellen tber ihre Zytokin Freisetzung
nachgewiesen werden. Im Gegensatz zum QuantiFERON-Test werden periphere
monozytare Blutzellen (PBMC) aus dem Vollblut isoliert und in Platten inkubiert. In den
Mikrotiterplatten des Tests befinden sich die TB spezifischen Antigene ESAT-6 und
CFP-10. Werden nun die isolierten und gereinigten PBMCs der Testperson hinzugefiigt,
kommt es, stimuliert durch die auf den Testplatten befindlichen Antigene, zur
Freisetzung von Zytokinen, die sich an spezifische Antikbrper anlagern. Nach einer
Inkubation tber Nacht in CO2 Atmosphéare und Waschung des ersten Ansatzes, wird
dann mit einem zweiten, Farbstoff gekoppeltem Antikorper gefarbt. Dabei dockt dieser
zweite Antikbrper an einem anderen Epitop des Zytokins an und kann durch die
Farbmarkierung detektiert werden. Vorteile der genannten Verfahren sind, dass die
Tests unabhangig vom Impfstatus der Testperson sind. Die Ergebnisse liegen binnen

24 Stunden vor, ein weiterer Arztbesuch fir den Patienten entfallt.

Die Sensitivitdt und Spezifitat dieser Tests ist weit héher als die des herkdmmlichen
THT, aber ein entscheidender Nachteil bleibt: auch sie kdnnen nicht zwischen einer

akuten und einer latenten Tuberkuloseinfektion unterscheiden.
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Zu erwéahnen ist auch, dass alle heute existierenden immunologischen TB-Tests vor
allem auf die Hohe (Quantitat) der T-Zell Antwort abzielen. Dem diagnostischen
Potential der Qualitat der T-Zellantwort hingegen wurde bisher wenig Beachtung
geschenkt. Dies beinhaltet die Expression von Oberflachenmarkern, die Funktionalitat
der mykobakteriellen Antigene und auch die Definition der spezifischen T-Zell-Antwort

im Rahmen der ausgelésten Immunreaktion.

1.5 Das angeborene und adaptive Immunsystem

Jeder Kontakt des Organismus mit einem Antigen bewirkt eine Reaktion des
Immunsystems. Die daraus resultierende Immunreaktion lasst sich aufteilen in die

angeborene und die erworbene Immunreaktion.

Die angeborene Immunitat ist sofort verfigbar und schitzt den Wirt vor Erregern die
sowohl extrazellular als auch intrazellular vorliegen. Dabei werden Mikroorganismen
phagozytiert und prozessiert, Effektormechanismen (inflammatorische Zytokine z. B.
TNF) induziert und die Anlockung und Aktivierung von Entziindungszellen durch z.B.
Chemokinsekretion bewirkt. Die erworbene Immunitdt Ubernimmt mit zeitlicher
Verzdégerung mit spezialisierten Zellen (Tabelle 1) die weitere Abwehr gegen

Krankheitserreger.
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Angeborenes (“unspezifisches”)

Adaptives (“spezifisches”)

Immunsystem Immunsystem
Funktion Entziindung / Abwehr Antigenerkennung
Zellen Myeloide Zellen Lymphozyten
Neutrophile Granulozyten B-Zellen
Eosinophile Granulozyten T-Zellen (CD4 / CD8)
Basophile Granulozyten
Monozyten / Makrophagen
NK-Zellen
Humoral Komplement Immunglobuline
Lektine Zytokine
Zytokine
Defensine

Tabelle 1: Vergleich von angeborenem und adaptivem Immunsystem

Beim erstmaligen Kontakt eines Antigens mit dem Organismus, wird dieses Antigen
Uber verschiedene Rezeptoren von den antigenprasentierenden Zellen (APZ) des

Immunsystems aufgenommen. Dies wird als Internalisierung bezeichnet. Falls das

Antigen bereits in der APZ ist, ist der Schritt der Internalisierung nicht notwendig.

Nach dieser Internalisierung werden die Antigene intrazellular durch Proteolyse
fragmentiert. In den normalen Kdrperzellen werden die synthetisierten, kérpereigenen

Proteine durch ein Proteasom fragmentiert

und anschlieRend durch einen

Transportkomplex (TAP1/TAP2) ins endoplasmatische Reticulum transportiert.
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Peptide, die aus Kdrperzellen stammen, werden im endoplasmatischen Reticulum an
MHC-I-Proteine gebunden und in Vesikeln zur Plasmamembran transportiert und dort
prasentiert (17). Korperfremde Antigene werden in den APZ nach der
rezeptorvermittelten Endocytose durch Lysosomen zu Peptiden fragmentiert. Nach der
Fusionierung mit Vesikeln, die aus dem Golgi-Apparat stammen und MHC-II-Proteine
enthalten, erfolgt die Bindung an MHC-II-Proteine und der Transport an die

Zelloberflache.

MHC-I- bzw. MHC-II-Proteine unterscheiden sich dabei sowohl in der Funktion als auch
im Aufbau. MHC-I-Proteine befinden sich auf allen kernhaltigen Zellen und prasentieren
wie oben beschrieben intrazellular synthetisierte Proteine. Damit ist das Immunsystem
in der Lage die eigenen Koérperzellen zu erkennen. Sind diese Kdrperzellen durch Viren
oder Bakterien befallen, die den Proteinbiosynthesapparat der Korperzellen in den
eigenen Dienst stellen, werden kdrperfremde Peptide prasentiert und das Immunsystem

erkennt diese als fremd und kann reagieren.

MHC-I1I-Proteine werden nur auf B-Lymphozyten, Makrophagen und den Langerhans-
Zellen des Immunsystems exprimiert. Alle diese Zellen werden APZ genannt. Sie
prasentieren Antigene, die wie oben beschrieben von extrazellular aufgenommen

worden sind.

Bei der Immunreaktion der TB kommt es zu einem Zusammenspiel zwischen
angeborener und erworbener Immunitat. Die Alveolarzellen der Lunge (unspezifisches
Immunsystem) agieren als APZ und nehmen das Bakterium auf, um es dann
anschlieBend nach Prozessierungsvorgangen im Rahmen der spezifischen
Immunantwort den T-Zellen zu prasentieren. Die T-Zellerkennung ist hochkomplex und

bis zum heutigen Tag noch nicht bis in alle Einzelheiten geklart.
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1.5.1 Antigenerkennung durch T-Zellen

T- bzw. B-Lymphozyten sind die zellularen Komponenten des erworbenen
Immunsystems. Sie konnen durch Antigenerkennung und Présentation zwischen
potentiell pathogenen und nicht pathogenen Organismen unterscheiden und eine

entsprechende Immunreaktion einleiten.

Die Zahl der Lymphozyten, die sich im peripheren Blut nachweisen lasst ist gering (ca.
1 %). Der weitaus grofRte Teil (ca. 99 %) der ca. 10'? Lymphozyten im gesamten Korper

befinden sich im Thymus, im Knochenmark und in den Lymphknoten.

B-Lymphozyten haben einen Anteil von ca. 10 % an den zirkulierenden Lymphozyten.
Nachdem diese Zellen eine Differenzierung durchgemacht haben, werden sie beim
Kontakt mit einem Antigen aktiviert und wandeln sich zu Plasmazellen oder
Gedachtniszellen um. Diese kénnen dann spezifische, gegen das Antigen gerichtete

Immunglobuline oder Antikorper bilden und diese an das Blut abgeben.

T-Lymphozyten haben einen Anteil von ca. 70 % an den im Blut zirkulierenden
Lymphozyten. Der T-Zellrezeptor, der auf der Plasmamembran dieser Zellen zu finden
ist, kann Antigene binden die mit Hilfe der MHC-Komplexe prasentiert werden. Eine
optimale Bindungsfahigkeit erreicht der Rezeptor nur zusammen mit einem Korezeptor.
Dieser Korezeptor kommt in zwei unterschiedlichen Formen vor und charakterisiert
jeweils die T-Lymphozyten-Subtypen und deren Funktion. Ca. 20 % der T-Lymphozyten
kénnen jedoch keiner der Subtypen zugeordnet werden.

T-Lymphozyten, die den Korezeptor CD8 tragen, sind zytotoxische T-Lymphozyten. lhr
T-Zellrezeptor reagiert mit MHC-I-Proteinen. T-Lymphozyten, die den Korezeptor CD4
tragen, sind T-Helferzellen (TH1, TH2). Ihr T-Zellrezeptor reagiert mit MHC-II-Proteinen.
TH1-Zellen produzieren vor allem IFN-y und TNF-B. TH2-Zellen produzieren vor allem
IL-4, IL-5 und IL-13. Die TH1-Zellen sind besonders fir die Bekampfung intrazellularer
Pathogene verantwortlich. Die TH2-Zellen sind wichtig fur die Abwehr von
extrazellularen Bakterien. Dabei helfen die von TH2-Zellen produzierten Zytokine den
B-Lymphozyten bei der Differenzierung.
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Neuere Daten und Untersuchungen stellen diese Aufteilung der T-Zellen in Frage und
bringen eine neue T-Zell-Population ins Spiel, die der CD4 positiven Effektorzellen
TH17 (18). Die Entwicklung dieser Population wird durch TH1 und TH2 typische
Zytokine (IFN-Gamma und IL-4) supprimiert. Zytokine wie TGF-Beta und IL-6 hingegen
fuhren zur Entstehung dieser T-Zell Subpopulationen (19;20).

Als regulatorische T-Zellen (Tr-Zellen) werden die TH3-Helferzellen und weitere
regulatorische T-Zellen wie Trl-Zellen, bezeichnet. TH3-Zellen sind typisch durch ihre
TGF-Beta Produktion, wohingegen die regulatorischen T-Zellen vor allem das
antiinflammatorische Zytokin Interleukin-10 produzieren. Die regulatorischen T-Zellen
lassen sich anhand der Zytokinmuster und Oberflaichenmarker noch in weitere
Untergruppen unterteilen (21) und bilden so ein komplexes System im Rahmen von

Entziindungsreaktionen.

Untersuchungen haben gezeigt, dass bei der Immunabwehr gegen das Mth B-Zellen

keine Rolle spielen, T-Zellen hingegen sehr wichtig sind.

1.5.2 Immunantwort gegen Mycobacterium tuberculosis

Bei der TB versucht das unspezifische Immunsystem zunachst, Mtb nach Aufnahme
durch Alveolarmakrophagen (AM) oder dendritischen Zellen (DZ) zu eliminieren. Hierzu
wird der Erreger von den genannten Zellen nach Rezeptorvermittlung phagozytiert. Die
AM besitzen in ihren Granula zytotoxische Effektormolekile, wie z.B. saure
Phosphatasen, Kathepsine, Lysozyme, R-Glucuronidasen, R-Galaktosidasen,
Arylsulfatasen, saure Ribonukleasen und Phospholipasen (22;23), mit deren Hilfe sie
reaktive Sauerstoff- und Stickstoffradikale produzieren, welche direkte antimikrobielle
Aktivitat besitzen (24-26).

Die Zellen selber sind im Rahmen der Immunreaktion nicht fahig, das Bakterium

vollstandig zu eliminieren. Auch weitere Makrophagen und DZ, die durch verschiedene
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Chemokine an den Ort der Infektion gelockt werden, kbénnen dies nicht bewirken. Der
Komplex aus Makrophagen und Mykobakterien wird Granulom genannt (Abbildung 3).
In ihnen ruht der Erreger, ohne dass er zerstért wurde. Eine Reaktivierung zu einem
spateren Zeitpunkt ist moglich.

Abbildung 3: Granulom in einem Lymphknoten. Deutlich erkennbar ist die Einschmelzung
im Zentralbereich des Granuloms. Diese besteht aus Makrophagen und
Mykobakterien. Die Mykobakterien sind nicht vollstdndig zerstort sondern
ruhen und kdnnen reaktiviert werden (27).

Zusatzlich zur angeborenen Immunitat setzt das erworbene Immunsystem ein, welches
bei der TB eine wesentliche Rolle spielt. Die APZ nehmen den Erreger auf,

prozessieren ihn und prasentieren ihn anschlieRend tber den MHC-I Rezeptor.

Der Kontakt zwischen dem Mtb und den APZ wird Uber verschiedene
Oberflachenrezeptoren vermittelt.

Heute weild man, dass mindestens drei so genannte Toll-like-Rezeptoren (TLR) an der
Interaktion des Bakteriums mit den APZ beteiligt sind (28) und somit einen wichtigen

Teil der unspezifischen Abwehr darstellen. TLR9 z.B. interagiert mit CpG (Cytosin-
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Guanin-Dinukleotiden) der mykobakteriellen DNA (29;30). TLR2 und - 4 erkennen
verschieden Zellwandbestandteile, z.B. Lipoarabinomanan (LAM) und weitere
Lipoproteine (31;32) (Abbildung 4).

Peptidoglycan (G+)
Lipoprotein
Lipoarabinomannan
(Mycobacteria)

LPS (Leptospira)

LPS (Porphyromonas) LPS (G-)
GPI (Trypanosoma cruzi) Lipoteichoic acids (G+) Unmethylated
Zymosan (Yeast) RSV F protein dsRNA  Flagellin CpG DNA

g ) 4 g

TLR6 TLR2 TLR1 CDhi14 m LR4 TLR3 TLR5 TLRO
Y )

Abbildung 4: Toll-like-Rezeptoren (TLR) und lhre Liganden. Modifiziert nach (33). Toll-like

Rezeptoren spielen bei Immunreaktionen des angeborenen Immunsystems

eine wichtige Rolle. Als PRRs (Pattern Recognition Receptors) erkennen sie
PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns). Der Rezeptor TLR4
erkennt z.B. Lipopolysaccharide (LPS) nur, wenn CD14 und MD-2 ebenfalls
am Rezeptor angedockt haben. TLR2 erkennt eine Vielzahl an Strukturen im
Zusammenspiel mit anderen TLRs. TLR3 ist bei der Erkennung von
Doppelstand RNA beteiligt. TLR5 ist fir die Erkennung von bakteriellem
Flagellin zustandig. TLR9 erkennt bakterielle DNA.

Neben diesen Rezeptoren gibt es weitere Rezeptoren, die bestimmte Wirtsmolekule wie
Surfactant und Komplement (IgG), die zuvor auf der Oberflache der Mykobakterien
gebunden waren, erkennen. Fiur den weiteren Verlauf der Infektion (intrazellulare

Aktivierung) ist es wichtig, welchen Rezeptor das Bakterium fur die Aufnahme in die
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APZ benutzt. Wird der Erreger Uber Fc-rezeptorvermittelte Phagozytose (IgG opsonierte
Erreger) aufgenommen, kommt es zu einer Aktivierung antimikrobieller Abwehrsysteme
der Makrophagen (34). Wird der Erreger hingegen tiber den Komplementrezeptor 3 (CR
3) aufgenommen, kommt es zu keiner solchen Aktivierung. Dieser zweite Weg ist eine
wichtige Strategie des Bakteriums, um sich in die Wirtszelle zu schleichen, ohne
eliminiert zu werden (35). Das Bakterium besitzt zudem membranstandiges Cholesterol.
Dieses erleichtert zum einen das Andocken des Bakteriums an den Makrophagen, zum
anderen ermoglicht es den Einbau eines tryptophanaspartathaltigen Coatproteins
(TACO), das wiederum die Phagolysosomenreifung verhindert (36).

Wie bereits erwahnt, beruht die Strategie des Mtb darauf, der Vernichtung durch das
Immunsystem zu entgehen. Zum einen stoppt es die Phagosomenreifung in einer
frihen Phase, zum anderen verhindert es die Bildung der Phagolysosomen. Indem das
Immunsystem die Erreger in die APZ aufnimmt und mykobakterielle Antigene den T-
Zellen prasentiert versucht es, das adaptive Immunsystem zu aktivieren (37;38). Im
weiteren Verlauf kommt es zur Sekretion von Zytokinen (IL-12 und IL-18), die eine T-
Helfer-Zellantwort (TH1) auslésen und mit kostimulatorischen Molekilen wie CD40 und

B7 die spezifische Immunantwort anstof3en.

Neben diesen Mdglichkeiten des Bakteriums, sich vor seiner Vernichtung zu schitzen,
|6st der Erreger auch Signale in den APZ aus, um die Sekretion des inhibitorischen IL-
10 durch die APZ zu bewirken. Die Ausschittung dieses Interleukins erfolgt nach
Interaktion des mykobakteriellen LAM mit dem Rezeptor DC-SIGN (DC-spezifisches
ICAM3-greifendes Non Integrin, CD 209) (39-41).

Die Rolle der CD4 T-Zellen in der Kontrolle der TB wurde durch die HIV Pandemie
demonstriert. Wahrend nur 10 % der latent mit TB Infizierten, aber klinisch gesunden
Individuen wahrend ihres Lebens eine aktive TB entwickeln, steigt dieses Risiko auf 10
% pro Jahr bei HIV infizierten Menschen (42). Diese Beobachtung zeigt, dass CD4 T-
Helfer Zellen (TH1-Zellen), welche bei HIV Infizierten zunehmend weniger werden, eine
zentrale Rolle in der Kontrolle der TB spielen. Wéahrend der Aktivierung kénnen diese
CD4 T-Zellen IFN-y freisetzen, das dann Monozyten befahigt, intrazellulare

Mykobakterien zu zerstéren. Die anschlieRende Produktion von TNF-a durch die
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Monozyten ist essentiell, um Mykobakterien in den Granulomen zu halten (37).
Verschiedene andere Immunzellen, die auch CD8 T-Zellen beinhalten, scheinen bei der

Kontrolle der TB mitzuwirken (8), werden in dieser Arbeit jedoch nicht betrachtet.

1.5.3 Die Rolle der Rezeptoren und Chemokine bei der TB

Jede Zelle hat auf ihrer Oberflache spezifische Rezeptoren, die Aufschluss lUber den
Aktivierungsgrad, die Funktion und die Herkunft der Zelle geben kdénnen. Mit Hilfe
dieser Rezeptoren ist es moglich, spezielle Strategien des Immunsystems bei der
Abwehr von Krankheiten zu untersuchen und zu verstehen (Abbildung 5).
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IL-1, IL-6, TNF-a
IFN-y  Chemokine

angeborenen Antwort intermedidre Antwort erworbene Antwort
>
— Hemmung —> Stimulation Zeit
Abbildung 5: Beteiligung der verschiedenen Immunzellen bei der Tuberkuloseabwehr und

ihr zeitlicher Verlauf. Modifiziert nach (43)

CD27 ist ein Rezeptor, der auf der T-Zelloberflache von Gedéachtniszellen exprimiert
wird und als Kostimulationsrezeptor dient. Dieser Rezeptor wird herabreguliert, wenn
sich T-Zellen von naiven, nicht mit Antigen in Kontakt gewesenen Zellen zum Memory
Stadium entwickeln. CD27 bindet an CD70 und spielt eine zentrale Rolle bei der
Regulation der B-Zellaktivierung und Immunglobulinsynthese (44). CD27
(transmembranes Glykoprotein) wird von T-Zellen, Thymozyten, B- und NK-Zellen
exprimiert (45-49). Es gehort der Superfamilie der TNF-R/NGF-R an (50) und sein
Ligand CD70 wird unter anderem auf aktivierten CD4 positiven T-Zellen im RO
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positiven Kompartiment exprimiert (51). Die Isoform CD45RA wird auf naiven T-Zellen
und CD45RO auf Memory T-Zellen exprimiert. Bei einer T-Zellrezeptor (TCR)
Stimulation wird CD27 hochreguliert und nach langerer Stimulation wieder runter
reguliert. Bereits in friheren Verdffentlichungen wurde gezeigt, dass die CD27-CD70
Interaktion ein wichtiges Signal fur die Zytokinproduktion und Induktion von

aktivierenden Antigenen ist (52).

Das CD57 (HNK-1 (human natural killer-1), LEU-7) ist ein Oberflachenmarker, der auf
zytotoxischen T-Zellen, natirlichen Killerzellen, Untergruppen von T-Zellen und B-
Zellen gefunden wird und die Isoform des neutralen Zelladhasionsmolekiils (NCAM)

darstellt.

Der TCR ist ein a:B-Heterodimer und erkennt Peptide, die an MHC gekoppelt
prasentiert werden. Der Rezeptor kann allerdings die Information Uber die Bindung nicht
an die Zelle weiterleiten. Um dies zu ermdglichen, sind im funktionstichtigen
Rezeptorkomplex die a:B-Heterodimere mit einem Komplex aus vier anderen
Signalketten (zwei ¢-, einer &-, einer y-Kette) assoziiert, die man insgesamt als CD3
bezeichnet. Dieser Komplex ist fir die Expression der antigenbindenden Ketten sowie
fur die Signaltransduktion in die Zelle notwendig. Zusatzlich liegt eine (-Kette als

Homodimer im Zytoplasma vor, die die Information ins Zellinnere tGbertragt (53).

Wie bereits erwahnt, ist die Aufgabe der angeborenen Immunitat, Monozyten und Zellen
der erworbenen Immunitat (T-Zellen) an den Ort der Infektion zu locken. Dies
bewerkstelligt das Immunsystem durch die Sekretion von Chemokinen. Chemokine sind
kleine Chemoattraktor-Proteine, die durch Bindung an einen siebenfach transmembran-
gelagerten, heterotrimeren und G-Protein gekoppelten Rezeptor die Signaltransduktion
auslosen (54). Je nach Spezifitdt werden die Rezeptoren in vier Klassen eingeteilt (CR,
CCR, CXCR und CX3CR).

CCR4 (Chemokin-Rezeptor 4, CD194) und CCR5 (Chemokin-Rezeptor 5, CD195) sind
Rezeptoren aus der Familie der Chemokinrezeptoren. CCR4 kann durch die CC-
Chemokine CCL 2 (MCP-1), CCL 4 (MIP-1B), CCL 5 (RANTES), CCL 17 (TARC) und
CCL 22 aktiviert werden. CCR5 kann durch CCL 3 (MIP-1a), CCL 4 (MIP-1B8), CCL 5

(RANTES) und CCL 8 (MCP-2) aktiviert werden (55;56). Beide Rezeptoren spielen bei
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der Immunreaktion gegen die TB eine wichtige Rolle. Durch Bindung von Chemokinen
an den Rezeptor wird dieser aktiviert und I6st eine Wanderung der Zellen aus, die den
Rezeptor exprimieren. Dabei bewegen sich die Zellen in Richtung der hdchsten
Chemokinkonzentration (Chemotaxis). Das Mtb bewirkt eine schnelle Expression einer
Vielzahl von Chemokinen. Diese konnen bereits 2 Stunden nach der Infektion mit dem

Bakterium bestimmt werden (57).

Die Unterteilung der Chemokine erfolgt tUber die Anzahl und Anordnung ihrer
Cysteinreste. C-Chemokine haben ihr Cystein in y-Position, CC-Chemokine in [3-
Position. Zu den CC-Chemokinen gehdren unter anderem MCP-1, MIP-1a, MIP-1 und
RANTES. Diese Chemokine werden von Makrophagen, die auf virulente Mykobakterien
reagieren, exprimiert (55;58). CXC Chemokine haben das Cystein in a-Position (IL-8,
IP-10). CXCL10, ein Chemokin der CXC Chemokine, wird auch Interferon-y
induzierbares Protein 10 genannt (IP-10). Es wird exprimiert von Lymphozyten und
Monozyten und ist involviert in die Wanderung der TH1-Zellen zu inflammatorischen

Regionen durch die Interaktion mit dem Chemokinrezeptor CXCR3 (59;60).

Das Chemokin CCL3 (MiP-1a) wird von Makrophagen exprimiert, wenn diese mit
bakteriellen Endotoxinen in Kontakt kommen. Als inflammatorisches Protein spielt es
bei der Abwehr der TB eine wichtige Rolle (61). In friiheren Vero6ffentlichungen konnte
gezeigt werden, dass in der Bronchoalveolaren Lavage (BAL) von
Tuberkulosepatienten erhdhte Konzentrationen von MCP-1, IL-8 und RANTES
vorliegen (62). Bei DNA-Analysen konnte nach Infektion von Makrophagen mit Mtb eine
Hochregulation der mRNS fiar MCP-1, MIP-1a, MIP-13, IL-8 und RANTES
nachgewiesen werden (63). Die genauen Mechanismen, die bei der Abwehr der TB

eine Rolle spielen, konnten noch nicht detailliert geklart werden.
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1.6 Ziele der Arbeit

In unserer Arbeit haben wir uns auf die Problematik der eindeutigen Diagnostik und
Differenzierung der Tuberkuloseinfektion konzentriert und versucht, moderne

Alternativen der Diagnostik zu finden.

Ein Schwerpunkt der Arbeit war die eindeutige Identifizierung von Individuen mit latenter
Mtb Infektion und erkrankten Patienten.

Tuberkulin, welches im Rahmen des TB-Hauttestes eingesetzt wird, enthalt mehr als
200 unterschiedliche mykobakterielle Antigene. Zudem enthalt es auch Antigene des fur
die BCG Impfung verwendeten M. bovis. Die induzierte T-Zellantwort ist somit

unspezifisch hinsichtlich der diagnostischen Aussagekratft.

AulRerdem existieren immunologische Tests, wie der Elispot-TB und QuantiFERON-TB
Gold Test, die latent infizierte Personen unabh&ngig vom Impfstatus zuverlassig
erkennen konnen. Diese sogenannten Interferon-Gamma Release Assays (IGRAS)
zeigen T-Zellantworten auf Mtb spezifische ESAT-6 und CFP-10 Proteine. Dies ist
zurzeit der Goldstandard, um eine LTBI zu entdecken. Diese Tests sind jedoch fiur die
Diagnose der akuten TB ungeeignet (64;65). Sie konnen jedoch zwischen TB infizierten

und BCG geimpften Personen unterscheiden.

Zurzeit gibt es keinen schnellen und zuverlassigen immunologischen Test, der

zwischen der akuten und der latenten TB unterscheiden kann.

Im Rahmen dieser Arbeit soll geklart werden, ob mittels Oberflachenantikbrpern auf den
T-Zellen ein Muster ermittelt werden kann, um Patienten die akut mit dem Erreger
infiziert sind, und einer Behandlung zugefuhrt werden mussen, zu erkennen. Hierzu
werden CD4 T-Zellen aus peripherem Blut von Patienten und Probanden auf
Vorhandensein von bestimmten Oberflachenmarkern untersucht, die im Rahmen einer
Immunantwort, verursacht durch Mykobakterien, exprimiert werden. Fiur die Stimulation
benutzten wir PPD und das TB spezifische ESAT-6. Fiur die Unterscheidung der
verschiedenen immunologischen Zellen verwendeten wir eine Auswahl an klassischen
Oberflachenmarkern fur naive/Memory T-Zell Differenzierung und untersuchten die IFN-
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y-Produktion, um die T-Zellen zu identifizieren.

Erganzend sollen typische Chemokinmuster einer akuten pulmonalen TB-Infektion
ermittelt werden. Die Zytokinproduktion wird in den entnommenen Uberstanden der

stimulierten Ansatze mittels XMAP multiplex Technologie (Luminex) gemessen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Probanden

Es wurden Blutproben von 27 Probanden fir die Initialstudie sowie von 31 Probanden
fur die verblindete Zweitstudie untersucht. Die Patienten befanden sich in stationarer
Behandlung in der Lungenklinik Lostau gGmbH, Lindenstr. 2, 39291 Lostau. Die
Blutentnahmen erfolgten im Zeitraum von Januar 2005 bis Oktober 2006.

Kontrollblutproben wurden von freiwilligen gesunden Probanden entnommen.

Das Blut der Patienten wurde in Citratrohrchen abgenommen. Die Weiterverarbeitung

erfolgte innerhalb von 4 Stunden.

Die Patienten / Probanden die in die erste Studie eingeschlossen waren, wurden fur die
Auswertung der Ergebnisse in 4 Gruppen eingeteilt. Patienten mit Abstrich und/oder
Kultur positiver LTB, latent TB infizierte (nicht BCG geimpft), stark exponierte
Probanden (BCG geimpft) und gesunde nicht exponierte Probanden (BCG geimpft).
Details zu den Personengruppen der Initialstudie sind der Tabelle 4 (Abschnitt 3.3) zu

entnehmen.

Die Diagnose einer LTBI wurde definiert durch eine positive Antwort auf den THT ohne
Vorliegen einer BCG Impfung. Die Definition einer hohen Exposition ist gegeben durch
engen regelmaRigen Kontakt zu TB-Patienten. Dabei handelt es sich um
Krankenhauspersonal mit regelméRigem direktem Kontakt zu TB-Patienten, z.B. im
Rahmen der Durchfihrung von BALs bei TB-Patienten, oder Angehdorige, die Uber
langere Zeit im gleichen Haushalt mit TB-Patienten gelebt haben. Alle in unsere
Untersuchung eingeschlossenen Personen (TB-Patienten, Kontrollen, gesunde
Spender) wurden in der Kindheit BCG geimpft. Lediglich die als latent infiziert
eingestuften Probanden (positive Antwort auf Tuberkulin) waren nicht BCG geimpft.
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Nach Abschluss der ersten Studie fuhrten wir eine verblindete prospektive Studie durch,
um die Ergebnisse der ersten Studie zu bestéatigen. Bei dieser Studie wurden die
Diagnosen der Probanden durch einen verantwortlichen Arzt der Klinik kodiert und
waren dem Labor bis zum Versuchsende nicht bekannt. Nach Abschluss dieser zweiten
Studie wurden die Ergebnisse unserer Untersuchung in schrifticher Form dem

Studienbeauftragten mitgeteilt und anschlieRend von ihm entschlisselt.

Details zu den Personengruppen der Blindstudie sind der Tabelle 5 (Abschnitt 3.4) zu

entnehmen.

Die Abstrich- und Kulturtests wurden im Labor der Lungenklinik Lostau standardisiert
durchgefthrt. Die Lungenbiopsien im Rahmen der Bronchoskopie wurden im Institut fur
Pathologie der Lungenklinik Lostau begutachtet. Die vorliegenden Rontgenaufnahmen
wurden von einem Facharzt fir Pneumologie und einem Facharzt fur Radiologie der

Lungenklinik Lostau befundet.

Alle teilnehmenden Personen wurden Uber die Studien informiert und gaben ihr
schriftliches Einverstandnis. Ein positives Ethikvotum der Ethikkommission der Charité

— Universitatsmedizin Berlin lag vor.

2.1.2 Verwendete Verbrauchsmaterialien

10 ml Citrat-Monovetten (Glas) Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

0.5, 1.5, 2.0 ml Eppendorfgefalie Eppendorf, Hamburg, Deutschland

2070 Falcon - Rohrchen (50 ml, Polypropylen) Becton Dickinson, Franklin Lakes,
USA

Pipettenspitzen zu 10, 100 und 100 pl Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

sterile Pipettenspitzen (5 und 10 ml) Becton Dickinson, Franklin Lakes,
USA
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2052 Falcon - Rohrchen (5 ml, Polypropylen)

14 ml ,Cellstar” - Polypropylen-Réhrchen

14 ml Polyethylen - R6hrchen mit Decke

Sterile Transferpipetten (3,5 ml)

Becton Dickinson, Franklin Lakes,
USA

Greiner, Frickenhausen,

Deutschland

Greiner, Frickenhausen,

Deutschland

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

2.1.3 Chemikalien, Pufferlésungen, Medien, Lésungen

Bovines Serum Albumin (BSA)
Brefeldin A (BFA)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethyldiamin tetra - Essigséure (EDTA)
Fetales Kalberserum (FCS)
L-Glutamin

Natrium Azid (NaN3)
Paraformaldehyd (PFA)

Aqua dest.

BD FACS Lysing Solution

BD FACS Permeabilizing Solution 2
Ficoll-Paque

Na - Heparin (Liquemin®)
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Serva, Heidelberg, Deutschland
Sigma, Minchen, Deutschland
Pierce, Rockford, USA

Sigma, Steinheim, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Braun, Melsungen, Deutschland
BD, San Jose, USA

BD, San Jose, USA

Pharmacia, Uppsala, Schweden

Roche, Eppstein, Deutschland



Penicillin/Streptomycin Biochrom, Berlin, Deutschland

Humane Immmunglobulin - Lésung (Octagam®) Octapharma, Langenfeld,
Deutschland

Sterile phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS)  Dulbeccos, Gibco, Grof3britannien

Unsterile phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS) Hausapotheke der Charité

1640 RPMI-Medium Biochrom, Berlin, Deutschland

Zellkulturmedium:

1640 RPMI-Medium + 10 % (v/v) FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 I.E.
Penicillin/Streptomycin

EDTA-L6sung:

PBS + 2 mM EDTA

PFA-Fixationsldosung:

PBS + 1 % (w/v) PFA

Wasch-Puffer:

PBS + 0.5 % (w/v) BSA, 0.1 % (w/v) NaN3
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2.1.4 Antikorper

Antikorper | Konjugation Spezies | Hersteller

anti-CD3 Pacific Blue (PB) Maus BD Pharmingen, Heidelberg

anti-CD4 AmCyan Maus BD Pharmingen, Heidelberg

anti-CD4 PE-Texas-RED (ECD) Maus Beckman-Coulter (Krefeld,
Germany)

anti-CD8 PE-Cyan?7 Maus Caltag (Hamburg, Germany)

CCR4 Phycoerythyrin (PE) Maus BD Pharmingen, Heidelberg

CCR5 (CD | Fluorescein-Iso-Thio-Cyanate | Maus | BD Pharmingen, Heidelberg

195) (FITC)

anti-IL2 FITC Maus BD Pharmingen, Heidelberg

anti-IL2 PE Maus BD Pharmingen, Heidelberg

anti-CD27 FITC Maus BD Pharmingen, Heidelberg

anti-CD28 FITC Maus BD Pharmingen, Heidelberg

anti-CD57 PE Maus Beckman-Coulter (Krefeld,
Germany)

anti-CD62L | pg Maus BD Pharmingen, Heidelberg

anti-CD3 Peridine-Chlorophyll (PerCP) | Maus BD Pharmingen, Heidelberg

anti-IFN-y Allophyocyanine (APC) Maus BD Pharmingen, Heidelberg

Tabelle 2: Verwendete Antikdrper zur Oberflachenfarbung und intrazellularen Farbung
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2.1.5 Peptide und Antigene

Antigen Hersteller

Purified Protein Peptid (PPD) Statens Serum Institut, Kopenhagen

Early secretory antigenic target 6 | Hergestellt im Institut fur Theoretische
(ESAT-6) Biologie, Berlin

Tabelle 3: Verwendete Peptide
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2.1.6 Verwendete Gerate

Fur die Messungen wurde ein Durchflusszytometer FACS-LRS 1l (BD Biosciences

Pharmingen, Heidelberg) benutzt (Abbildung 6).

Abbildung 6: BD LSR Il flow cytometer der Firma BD. Quelle: BD

Absaugpumpe Laboport Neuberger, Freiburg, Deutschland
Brutschrank EG 110 R Jouan, Saint Nazaire, Frankreich
Lichtmikroskop Olympus, Tokio, Japan

Neubauer Zahlkammer Brand, Wertheim, Deutschland
Pipettierhilfe Pipettus standard Hirschmann, Eberstadt, Deutschland
Wasserbad (beheizt) Grant, Cambridge, Grol3britannien
Zentrifuge, Centrifuge 5810 Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Kihlzentrifuge CR422 Jouan, Saint Nazaire, Frankreich
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2.1.7 Verwendete Software

FACSDiva Software BD Biosciences Pharmingen,
Heidelberg

Office 2003 Microsoft, USA

SPSS 11.5 SPSS Inc., Chicago, USA

2.1.8 Anmerkung zur Datenerhebung und Auswertung

Die Datenerhebung und die Auswertung erfolgten in enger Kooperation mit Herrn
Mathias Streitz. Der Grof3teil, der in der Initialstudie erhobenen Ergebnisse erfolgte
durch meine Person mit Unterstitzung durch Herrn Streitz. Die Daten der Blindstudie
wurden zum Grof3teil durch Herrn Streitz mit meiner Unterstitzung erhoben und

ausgewertet.
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2.2 Methoden

2.2.1 Isolation von peripheren monozytaren Blutzellen

Die Isolation der peripheren monozytaren Blutzellen (PBMC) erfolgte aus peripherem
vendsem Citrat-Vollblut. Bei der Herstellung und Isolierung der PBMC aus Vollblut
wurde die Dichtegradienten-Zentrifugation mittels Ficoll-Paque (Dichte: 1.078 g / ml bei
20 °C) benutzt.

Zunachst wurden hierfir 14 ml ,Cellstar‘-Polypropylen-Réhrchen mit 3 ml Ficoll
beschickt. Dann erfolgte die vorsichtige Uberschichtung mit 10 - 15 ml Vollblut verdiinnt
mit PBS im Verhéltnis 1:1. AnschlielBend wurden die Rohrchen bei 1000 g bzw. 2400
rpm fur 20 min ohne Bremse zentrifugiert. Die zwischen Plasma und Ficoll befindliche
Zellschicht (PBMC) wurde unter sterilen Bedingungen entnommen und dreimal mit
sterilem PBS gewaschen (3 Waschschritte, 210 g / 10 min.). Die Zellen wurden
anschlieBend in einem 50 ml Polypropylenrohrchen mit Zellkulturmedium auf eine
Zellkonzentration von 2.0 x 10° Zellen/ml eingestellt.

2.2.2 Stimulation antigenspezifischer T-Zellen unter Verwendung von PBMC

Die Stimulation der aus dem Vollblut isolierten PBMCs erfolgte mit PPD und ESAT-6.
PPD wurde vom Statens Serum Institut, Kopenhagen hergestellt. Das verwendete
ESAT-6 Peptid Set wurde durch unseren Kollaborationspartner R. Volkmer im Institut
fur Theoretische Biologie hergestellt (21 Peptide, 15 Aminosauren Lange, 11
Uberlappungen zwischen Peptiden, beinhaltet das Swiss-Prot. Q57165 Sequenz). Die
Peptide wurden in DMSO aufgeltdst. Die Endkonzentration fur jedes der 21 ESAT-6
Proteine lag bei 1 ug / ml. Die Endkonzentration fur PPD lag bei 10 pug / ml.
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Fur die Stimulation wurden 10 ul PPD und 4 pl ESAT-6 pro 2.0 x 10° Zellen/ml
verwendet. Die Ansatze wurden jeweils auf eine Gesamtmenge von 500 pl mit
Kulturmedium aufgefiillt. Pro Ansatz wurde eine Negativkontrolle mitgefiihrt (2.0 x 10°
Zellen/ml + 2 ul DMSO). Die Proben wurden mit 5 Grad Neigung von der Horizontalen
bei 37 °C und 5 % CO,-Atmosphére im Brutschrank fir 2 Stunden inkubiert. Nach 2

Stunden wurde jedem Rohrchen 2 ul Brefeldin A zugegeben.

Anschliel3end erfolgte die weitere Inkubation Gber 14 Stunden mit 5 Grad Schraglage
von der Horizontalen bei 37 °C und 5 % CO,-Atmosphére im Brutschrank. Somit lag
eine Gesamtinkubationszeit von 16 Stunden vor. Danach wurde die Inkubation durch
Zugabe von 3 ml PBS (4 °C) gestoppt.

Die Ansatze wurden fur 8 min. bei 430 g / 1500 rpm und 4 °C zentrifugiert und
anschlieBend die Uberstande verworfen. Die Zellen wurden resuspendiert und unter
Zugabe von 2 mM EDTA-L6sung erneut bei 37 °C im Wasserbad fir 10 min inkubiert,
um durch die Entziehung von Ca®* die Fahigkeit der Zellen zur Adh&sion an die
Roéhrchenwand zu verringern. AnschlieBend erfolgte die Resuspension unter Zugabe

von Waschpuffer fur die Zytokinfarbung.

2.2.3 Oberflachenmarker- und Intrazellulare Zytokinfarbung

Zur ldentifizierung der fur die IFN-y-Produktion verantwortlichen Zellpopulation in der
PBMC Population erfolgte eine Oberflachenantikdrperfarbung spezifisch fur CD4+ T-
Zellen bestehend aus 10 ul anti-CD3-PerCP, 10 ul anti-CD4-PE und 0.5 pl anti-CD8-
APC. Nach Zugabe der Antikdrper erfolgte die Inkubation fir 30 min auf Eis unter
Lichtabschluss.

Anschliel3end wurde nach Zugabe von 3 ml Waschpuffer fir 8 min. bei 430 g / 1500
rom und 4 °C zentrifugiert, und die Pellets wurden nach vorsichtigem Dekantieren
wieder resuspendiert. Vor der nun folgenden intrazellularen Farbung wurden die Zellen
permeabilisiert. Es erfolgte die Zugabe von 1 ml Permeabilisierungslosung (Verdinnung
1:10 - 1 ml Perm 2 + 9 ml destilliertes Wasser) mit anschlie3ender Inkubation (10 min
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unter Lichtabschluss und Raumtemperatur). Nach erneuter Zugabe von 3 ml
Waschpuffer wurde fir 8 min. bei 430 g / 1500 rpm und 4 °C zentrifugiert, und die
Pellets wurden nach vorsichtigem Dekantieren wieder in Suspension gebracht.

Nach Permeablisierung der Zellen erfolgte die intrazellulare Farbung mit 10 ul anti-IFN-
y-FITC fir 30 min auf Eis unter Lichtabschluss.

Vor der anschlieBenden Fixierung der Zellen wurden diese erneut gewaschen. Zur
Fixierung wurde 1ml PFA in jedes Rohrchen gegeben und 5 min auf Eis inkubiert. Nach
einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen durch 5-minttige Zugabe von 1 % PFA-
Losung refixiert, nochmals gewaschen und anschlieBend durchflusszytometrisch

gemessen.

2.2.4 Zytokinmessung in den Uberstanden

Zur Bestimmung der Zytokinproduktion in den Uberstanden der stimulierten PBMCs
wurden die Rohrchen nach der zweistiindigen Inkubation nicht mit Brefeldin A versetzt,
sondern lediglich 500 ul 10 % FCS zugegeben. Anschliel3end wurden diese Rohrchen
fur 14 weitere Stunden inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Uberstande fir 8 min.
bei 430 g / 1500 rpm und 4 °C zentrifugiert, anschlieBend mit einer sterilen Pipette
entnommen und in ein ebenfalls steriles 2052 Falcon-Rohrchen Gberfuhrt. Bis zur
Messung wurden die Réhrchen bei minus 80 °C gelagert. Die Messungen wurden von
Frau Dr. Rodica Lenkei (Capio Diagnostik AB, St Gérans Hospital, Stockholm, Sweden)
mit einem bead-array (Lincoplex) by Linco Research (Stockholm, Sweden) und einem

Luminex-xMAP System durchgefuhrt.
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2.2.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie erméglicht die Differenzierung von in Suspension befindlichen
Zellen nach deren morphologischen Eigenschaften wie Zellgréf3e und Granularitat.
Diese Eigenschaften verursachen beim Passieren eines monochromatischen,
kohéarenten und gebiindelten Laserstrahls eine unterschiedliche Streuung des Lichtes.
Die Unterscheidung der verschiedenen Antigene innerhalb und aufRerhalb einer Zelle
gelingt durch Bindung von antigenpezifischen, mit Fluorochrom markierten Antikdrpern.
Trifft der Laserstrahl auf eine Zelle mit einem fluoreszensmarkierten Antikorper, emittiert
die Zelle - angeregt durch das Laserlicht - Licht eines bestimmten
Wellenlangenspektrums.

Damit die zu untersuchenden Zellen nicht zeitgleich den Laserstrahl (Argonlaser 488
nm) durchwandern, mussen die Zellen zuné&chst in eine Reihe gebracht werden. Dies
geschieht mit Hilfe der hydrodynamischen Fokussierung. Die Zellen werden in eine
laminare Stromung gebracht, treten einzeln in die Messkammer ein und treffen auf den
monochromatischen Laserstrahl. Dabei verursacht die Grol3e der Zellen eine
unterschiedliche Lichtstreuung nach vorne (FSC = forward scatter) und die Granularitat

eine unterschiedliche Lichtstreuung zur Seite (SSC = sideward scatter).

Durch geeignete Detektionseinheiten (Fotomultiplyer) werden die gestreuten und
emittierten Lichtsignale in elektrische Impulse umgewandelt, verstarkt und durch
Prozessoren aufbereitet. Jedes registrierte Ereignis entspricht einer Zelle. Diese
Ereignisse  kénnen mit Hilfe von  Computerprogrammen in  Dot-Plots
(Punktwolkendarstellung) visualisiert werden. Durch Definition von polygonalen
Regionen in den Dot-Plots kbénnen gezielt Zellpopulationen ausgewahlt werden. Durch
logische VerknlUpfung definierter Regionen ,Gates” kénnen die Zellpopulationen weiter
differenziert und durch Dot-Plots farbkodiert dargestellt werden.

Alle Messungen wurden am Durchflusszytometer FACS-LRS 1l (BD Biosciences
Pharmingen, Heidelberg) durchgefuhrt. Es wurden 250000 gefarbte Zellen pro Tube

aufgezeichnet. Vor jeder Messung wurde das Durchflusszytometer mittels definierter
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Farbstofflosungen kalibriert (Kompensation) um die spektrale Uberlappung zu
minimieren.

Fur die Analyse der gemessenen Datensatze wurde die FACSDiva Software der Firma
BD eingesetzt. Der prozentuale Anteil der IFN-y positiven CD4 T-Zellen wurde durch
eine standardisierte Auswertung ermittelt.

Fur die weitere Analyse wurden die IFN-y/CD3/CD4 positiven Zellen bestimmt und in
Prozent der gesamten CD4 T-Zellen dargestellt. Von dieser Prozentzahl wurden die
Prozentsatze der IFN-y positiven T-Zellen bei den unstimulierten Proben abgezogen.
Anschlieend wurden die CD4/IFN-y positiven Zellen in Bezug auf weitere

Oberflachenmarker analysiert.

2.2.6 Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung der Datensétze benutzten wir die Software SPSS 11.5
(SPSS Inc., Chicago, USA). Unterschiede zwischen gepaarten Stichproben wurden
durch den Wilcoxon-Test analysiert. Um Anschlusswerte zu definieren, wurden
Receiver Operating Characteristics, (ROC)-Analysen, benutzt. Unterschiede zwischen

unpaaren Anséatzen wurden durch den Mann-Whitney U-Test ermittelt.

2.2.7 Datenanalyse

Das Ziel dieser Experimente war die ldentifizierung und Quantifizierung von positiven

und negativen Ereignissen bezogen auf die gesamten Ereignisse.

Zunachst wurden die Lymphozyten in einem Diagramm, bei dem die ZellgroRe (FSC)
gegen die Granularitat (SSC) dargestellt wird, erfasst (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Dot Plot der aufgezeichneten Ereignisse einer Messung. In Abhangigkeit der
ZellgroRe und Granularitat lassen sich so die verschiedenen Zellen in der
Probe identifizieren.

Im néchsten Schritt wurden die Lymphozyten in einem CD3 gegen CD4 Diagramm
analysiert und ein Gate (R2) um die CD3/CD4 positiven Lymphozyten gesetzt
(Abbildung 8). Anschlielend wurden die CD4 T-Lymphozyten in weiteren Gates

untersucht.
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Abbildung 8: Darstellung der Zellen aus der Region R1 der Abbildung 7. Region R2 zeigt
die CD3 und CD4 positiven Lymphozyten.
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3 Ergebnisse

3.1 Zusammenfassung

Wir untersuchten die Expression von CD27 auf reaktiven CD4 T-Zellen, welche nach
der Stimulation mit Tuberkuloseantigenen Interferon-Gamma produzieren. CD27 spielt
als Rezeptor eine entscheidende Rolle bei der T-Zelldifferenzierung indem es
kostimulatorische Signale fir naive T-Zellen gibt. AuRerdem ist CD27 ein
Kostimulationsrezeptor, der vor allem auf naiven, noch nicht mit Antigen in Kontakt
gewesenen, CD4 T-Zellen exprimiert wird. Die verminderte Expression von CD27 kann
den Ubergang einer naiven CD4 T-Zelle zu einer CD4 Memory T-Zelle anzeigen (66).

Es konnte gezeigt werden, dass humane CD4 T-Zellen, die mit dem Mtb-Antigen in
Kontakt gewesen sind, den Kostimulationsrezeptor CD27 deutlich vermindert
aufweisen. Patienten mit positiver Mtb-Kultur zeigten einen signifikant héheren Anteil an
CD27 negativen PPD spezifischen CD4 T-Zellen im Vergleich mit latent infizierten

Patienten. Die Ergebnisse konnten in einer verblindeten Zweitstudie bestatigt werden.

CD27 konnte somit erstmals als Surrogatmarker zur Unterscheidung zwischen latent

und akut infizierten Patienten beschrieben werden.

Ergadnzend wurden typische Chemokinmuster einer akuten pulmonalen TB-Infektion
ermittelt. Eine Vorauswahl verschiedener Chemokine zeigte, dass IP-10 und MIP-1la
eine Unterscheidung zwischen akuter pulmonaler TB und gesunden Kontrollen
ermoglichen. Patienten mit einer akuten pulmonalen TB zeigten nach der Stimulation
mit PPD und ESAT-6 einen signifikant h6heren Anteil des Chemokins IP-10 in den
Uberstanden im Vergleich zu den gesunden Kontrollen. Auch MIP-1a zeigte bei
Patienten mit einer akuten pulmonalen TB nach der Stimulation mit PPD einen hdheren
Anteil in den Uberstanden im Vergleich zu den gesunden Kontrollen (nicht signifikant).
Nach der Stimulation mit ESAT-6 konnten die Patienten mittels MIP-1a jedoch nicht von

den Kontrollen differenziert werden.
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3.2  Phéanotypisierung PPD spezifischer CD4 T-Zellen

Zur Differenzierung der T-Zellen wurden Oberflachenmarker benutzt, die fur die
jeweiligen Stadien der T-Zelldifferenzierung typisch sind. Das Charakteristikum der T-
Zellen ist der TCR mit dem der Oberflachenmarker CD3 assoziiert ist. CD4 wird auch
auf Monozyten exprimiert. Allerdings mit geringerer Dichte als auf CD4 positiven T-
Zellen.

CD28 wird von 60-80 % der CD3 positiven T-Zellen exprimiert. 95 % der CD4 T-Zellen
tragen dieses Antigen, wahrend nur 50 % der CD8 T-Zellen CD28 positiv sind. CD28
spielt eine wichtige Rolle in der Adh&sion zwischen T- und B-Zellen uber seinen
Liganden CD80 und CD86.

Die Koexpression von CD4 und CD45 RA Antigenen ermdglicht die ldentifizierung der
naiven Subpopulation von CD4 T-Lymphozyten. Ruhende T-Zellen exprimieren den
Homing-Rezeptor CD62L (L-Selektin), der die Zirkulation der T-Zellen durch die

Lymphknoten vermittelt.

3.3 Expression des Oberflachenmarkers CD27 auf Tuberkulin spezifischen
CD4 T-Zellen

In der Abbildung 9 wird die Expression von klassischen Markern der T-
Zelldifferenzierung (67;68) auf PPD reaktiven CD4 T-Zellen bei einem Patienten mit
Abstrich und/oder Kultur positiver LTB (akute TB) gezeigt.
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Abbildung 9: Die Abbildung zeigt die Expression von Interferon-Gamma der CD4 positiven

T-Zellen eines Tuberkulosepatienten nach Stimulation mit PPD.

Die Expression des Kostimulationsrezeptors CD27 ist in Abbildung 10 dargestellt (grin

hervorgehobene Events).
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Abbildung 10:  Die Abbildung zeigt nur die CD4 positiven T-Zellen. Tuberkulin reaktive,
Interferon-Gamma produzierende CD4 T-Zellen sind griin hervorgehoben. Die
horizontale unterbrochene Linie zeigt die Grenze die fir die CD27 Positivitat
gesetzt wurde.

Wie weiter oben beschrieben, ist CD27 ein Rezeptor, der auf der T-Zelloberflache
exprimiert wird und als Kostimulationsrezeptor dient. Dieser Rezeptor wird
herabreguliert, wenn sich T-Zellen von naiven, nicht mit Antigen in Kontakt gewesenen

T-Zellen zum endlichen Memory Stadium entwickeln.

Der Phanotyp der Tuberkulin reaktiven CD4 T-Zellen (TH1-Zellen) war ahnlich wie in
der Kontrollgruppe (BCG geimpft) mit der Ausnahme, dass der Prozentsatz der CD27
negativen, Tuberkulin reaktiven CD4 T-Zellen bei den Patienten mit aktiver TB deutlich
hoher war. Tabelle 4 zeigt eine Auflistung der in die Initialstudie eingeschlossenen
Patienten mit den gemessenen reaktiven CD4 T-Zellzahlen und IFN-y Level nach
Stimulation mit PPD und ESAT-6.
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Stimulation mit PPD
(20 pg/ml)

Stimulation
mit ESAT-6 (20
ug Peptid pro

ml)
Zuordnung | Code Alter | Geschlecht | CD4 T- IFN-y |CD4 |IFN-y
(Jahre) Zellen (%) | (V) T- (V)
Zellen
(%)
Patienten mit offener LTB (n = 6)
1 G. 60 m 0,7060 - - -
1 P38 75 W 0,4935 2,39 0,3356 | 0,00
1 P40 23 W 0,3556 557 |0,2259 | 0,07
1 P51 79 w 0,9007 7,50 0,0296 | 0,006
1 P52 51 m 0,3318 9,57 0,4087 | 2,04
1 P59 79 W 1.8718 4,78 |4,9134 | 1,62
latent infiziert (n = 5)
8 K. 35 w - 0,76 - -
8 L2 33 m 1,3316 0,17 0,1403 -
8 L4 40 w 0,1567 0,71 0,0660 -
8 K15 69 m 2,5146 - 0,0851 -
8 K16 57 w 0,3504 - 0,0224 -
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hochgradig exponiert (n = 10)

7 K1 48 w 0,1545 - 0,2904 -
7 K2 35 m 0,7412 - 0,1102 -
7 K3 35 W 0,0959 - 0,0199 -
7 KS 48 m 0,0981 - 0,0977 -
7 K7 32 w 0,1032 - 0,1362 -
7 K9 59 m 0,1983 - 0,0811 -
7 K12 31 w 0,6601 0,11 |0,0848 | 0,00
7 K13 39 W 0,4150 1,28 0,000 | 0,00
7 K14 44 w 0,3359 0,05 |0,1556 | 0,009
7 K18 57 W 0,28480 3,27 (10,3998 | 0,22
nicht exponiert (n = 6)
6 U. 41 w 0,1150 1,69 - -
6 C. 37 w 0,2517 - - -
6 Ga. 34 w 0,3686 6,80 - -
6 Ch. 58 W - - - -
6 Chr. 25 W } ] i j
6 F 25 w - ] ] ;

Tabelle 4: In die Initialstudie eingeschlossene Patienten
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In der folgenden Abbildung 11 werden die Ergebnisse der initialen Studie gezeigt. Auf
der X-Achse sind die eingeschlossenen Probanden in Gruppen dargestellt. N gibt die
Anzahl der Probanden in der jeweiligen Gruppe an. Auf der Y-Achse ist die Prozentzahl

der CD27 negativen PPD reaktiven CD4 T-Zellen dargestellt.
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Abbildung 11:

Graphische Darstellung (Box-Plots) der Ergebnisse der initialen Studie: Von
links nach rechts: Abstrich und/oder Kultur positive LTB (n=6), Gesunde nicht
exponierte BCG geimpfte (n=6), stark exponierte BCG geimpfte (n=10), latent
mit TB infizierte (n=5). Die Y-Achse zeigt die Prozentzahl der CD27 negativen
PPD spezifischen CD4 positiven T-Zellen an.
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Patienten mit Abstrich und/oder Kultur positiver LTB kdnnen zuverlassig (p=0,017) von
latent infizierten Patienten unterschieden werden. Besonders deutlich ist die
Unterscheidung zwischen Patienten mit Abstrich und/oder Kultur positiver LTB und
gesunden nicht exponierten Personen (BCG geimpfte) (p=0,002). Interessant ist die
Erkenntnis, dass stark exponierte Probanden mit einer hohen Signifikanz (p=0,003) von

den Patienten mit Abstrich und/oder Kultur positiver LTB unterschieden werden kénnen.

Um eine bessere statistische Zuverlassigkeit der Ergebnisse zu erhalten, zeigen die in
Abbildung 11 dargestellten Boxplots nur die Prozentzahlen auf, die auf den CD4 T-
Zellen basieren, die mehr als 50 IFN-y Events aufweisen (Median 479 Zellen). Die
Receiver-Operating-Characteristics (ROC)-Analyse identifizierte einen Schwellenwert
von 49 % (Prozentzahl der CD27 negativen / IFN-y-positiven Tuberkulin reaktiven CD4
T-Zellen). Dieser Schwellenwert ermobglicht die beste Unterscheidung zwischen
Patienten und Kontrollen (Sensitivitat = 100 %, Spezifitdt = 85,7 %, positiver pradiktiver
Wert = 100 %, negativer pradiktiver Wert = 94 %).

Die Prozentzahl der CD27 exprimierenden TB spezifischen CD4 T-Zellen scheint
umgekehrt proportional der steigenden TB-Exposition zu sein. Dabei sind die
Prozentzahlen der CD27 positiven T-Zellen sehr hoch in nicht exponierten Individuen,
mittelgradig bei latent mit TB infizierten und niedrig in Abstrich und/oder Kultur positiven
TB-Patienten. Erwahnenswert ist, dass es keine Korrelation zwischen der Reaktivitat
auf Tuberkulin (in Prozent der reaktiven Zellen oder IFN-y Levels in den Uberstanden)

und der Verteilung der CD27-negativen Zellen gab.

3.4 Expression des Oberflachenmarkers CD27 auf Tuberkulin spezifischen
CDA4 T-Zellen — verblindete Zweitstudie

Um die Mdoglichkeit der Diagnose der akuten TB basierend auf der Expression des
Korezeptors CD27 auf TB spezifischen CD4 T-Helferzellen zu bestatigen, fuhrten wir

eine zweite, prospektive und verblindete Studie durch.
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Um den Einfluss der klinischen Diagnose auf die Probenanalyse zu vermindern (z.B. die
abgrenzende Trennung zwischen CD27 positiven und CD27 negativen Zellen) und
damit die Objektivitat zu erhdhen, wurden in dieser zweiten Studie die
Probenmaterialen im Krankenhaus, aus dem wir die Blutproben fir die Analysen
erhielten, durch eine Nummer codiert. Klinische Informationen wurden dem Labor nicht
mitgeteilt bis die Ergebnisse in schriftlicher Form vorlagen und der Klinik Gbermittelt
wurden. AnschlieBend erfolgte die Decodierung der Proben durch einen

Verantwortlichen der Klinik.

In diese verblindete Studie wurden Patienten mit pulmonaler TB eingeschlossen, die
sich innerhalb von 2 Monaten nach Beginn einer TB Therapie (n = 22, frische TB) oder
in der Zeit der Nachsorge innerhalb eines Jahres (+/- 1 Monat) nach Beginn der

Therapie (n = 9, Nachsorge) befanden.

Diese wurden unterteilt in:

- Gruppe I Abstrich und/oder Kultur positive LTB (n = 12)

- Gruppe Il Abstrich und Kultur negative LTB (n = 10)

- Gruppe I LTB die ein Jahr behandelt wurde (n = 9)

- Gruppe IV: Patienten mit anderen Lungen- oder kardiovaskularen

Beschwerden (n = 20)

Falls der THT, der bei den meisten der Kontrollpatienten durchgefihrt wurde, ein
positives Testergebnis (mehr als 5 mm Hautinduration) ergab, war dies ein
Ausschlusskriterium (n = 3). Tabelle 5 zeigt die Auflistung der in die Blindstudie
eingeschlossenen Patienten mit den entsprechend gemessenen reaktiven CD4 T-
Zellzahlen und IFN-y Level nach Stimulation mit PPD und ESAT-6.
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Stimulation mit
PPD (10 pg/ml)

Stimulation mit
ESAT-6 (20 pg
Peptid pro ml)

Zuordnung®| Code | Alter |Geschlecht |TST |CD4 |IFN-y |CD4T- [IFN-y
(Jahre) (mm) | T- (IU)° Zellen | (IU)°
Zellen (%)°
(%)°
Patienten mit Abstrich und/oder Kultur positiver LTB (n = 12)
1 Bl 45 m 6 0,1430| 4,90 |0,0158| 0,15
1 B3 81 W 10 |0,2962| 1,33 |0,0000 -
1 B11 32 m - 0,1833 | 3,77 | 0,0066 0,00
1 B12 50 W 10 [0,1298 | 4,00 |0,0029| 0,00
1 B33 31 W - 0,0143| 0,69 |0,0010 0,00
1 B48 66 m - 0,0740 | 1,42 |0,0005 0,00
1 B49 14 m <5 (0,1031| 10,59 |0,0007| 0,00
1 B52 71 m <5 |0,1374| 1,10 |0,0143 0,21
1 B61 28 m - 0,1411| 9,03 |0,0494 1,46
1 B75 75 W 35 |[0,3035| 10,23 - 1,00
1 B76 95 m - 1,2005| 4,08 |0,0121| 0,01
1 B77 28 W 5 0,8713 | 44,79 |0,0439 1,83
Patienten mit Abstrich und Kultur negativer LTB (n = 10)
3 B21 35 W 20 |0,1405| 1,99 |0,0023 0,00
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B29 69 m <5 (0,0012| 0,00 |0,0013 0,00
B40 50 m 10 |0,3424| 12,89 |0,0003| 0,00
B42 41 m 28 |0,1359| 5,86 |0,0005| 0,00
B46 71 m 30 |0,5766 | 13,37 | 0,0360 0,69
B47 66 m <5 |0,0200| 0,04 |0,0043| 0,00
B59 64 m <5 (0,0926 | 0,43 |0,0012 0,00
B65 74 m - 0,0034 | 0,00 |0,0049 0,00
B70 70 w <5 [0,0026| 0,03 |0,0016| 0,00
B73 15 m 10 |0,0145| 0,00 |0,0046| 0,00
Patienten mit LTB ein Jahr nach Beginn der Therapie (n = 9)

B7 21 m 12 10,1996 | 6,59 |0,0209 0,41
B22 50 W - 0,3246 | 16,66 | 0,0023 0,12
B27 58 m 16 |0,2539| 7,79 |0,0018| 0,00
B43 76 W 12 |0,7997| 3,23 |0,0049 0,01
B51 36 m - 0,0221 - 0,0222 -

B56 61 W <5 |0,0417| 0,24 |0,0178| 0,15
B57 60 m <5 |0,0788| 2,18 |0,0006| 0,00
B58 37 W 25 10,0308 | 2,41 |0,0252 0,26
B60 49 m 5 |0,0764| 2,59 |0,0009| 0,00

Kontrollpatienten (n = 17)
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B8 44 <5 |0,0151| 0,00 |0.0039| 0,00
B10 58 <5 |0,0471| 0,00 |0,0161| 0,00
B15 71 <5 10,0252 0,01 |0,0001 -

B16 55 - 0,0022 | 0,02 - 0,00
B17 40 <5 |0,1161| 1,00 |0,0030| 0,00
B18 65 - 0,0613| 0,25 |0,0121 -

B23 70 <5 |0,2552| 255 |0,0060| 0,00
B24 42 <5 |0,0273| 0,02 |0,0046| 0,00
B25 76 <5 |0,0255| 0,00 |0,0012| 0,00
B26 69 - 0,0086| 0,00 |O0O,0000| 7,12
B28 64 <5 |0,0078| 0,23 |0,0007| 0,00
B35 48 <5 |0,0058| 0,27 |0,0013| 0,00
B36 58 - 0,0088 | 0,16 |0,0063| 0,00
B39 47 <5 |0,3653| 6,06 |0,0040| 0,72
B41 43 <5 |0,0019| 0,18 |0,0005| 0,00
B44 73 - 0,1972| 0,50 |0,0243| 0,13
B55 54 <5 | 0,035 0,01 |0,0017| 0,00
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Tabelle 5: Eingeschlossene Patienten in der Blindstudie: 2 Zur Diagnose filhrende
Untersuchung: 1 = positive Kultur und/oder positiver mikroskopischer Nachweis, 2 =
Nachweis von Mykobakterien in der Biopsie, 3 = Unter Therapie, 4 = positiver
Lungenrodntgenbefund, TST > 15 mm, positive Antwort auf ESAT-6. b Ergebnisse,
die mehr als einen positiven Event pro 10000 Zellen aufweisen wurden als positiv
gewertet und sind Fett hervorgehoben. ¢ Einige dieser Ergebnisse Uberschreiten die
Grenze von 0,35 IU, welche fir den QuantiFERON Gold Test (Cellestis) als

Grenzwert fur ein positives Testergebnis definiert ist.

Die verblindete Studie bestétigte die Ergebnisse der ersten Studie (Abbildung 12).
Patienten mit Abstrich und/oder Kultur positiven LTB konnten leicht von den Kontrollen
(BCG geimpft) unterschieden werden (p=0,000), aber auch von den Patienten die eine
Abstrich und Kultur negative TB (Gruppe Il) hatten (p=0,000). Bei Verwendung einer
Grenze von 48 % (definiert durch die ROC-Analyse) oberhalb derer die Falle mit
Abstrich und/oder Kultur positiven LTB diagnostiziert werden kénnen, liegt die
Sensitivitat und die Speazifitat bei 100 % (p=0,000 in beiden Fallen, Chiquadrat Test).
Auch der positive und negative pradiktive Wert sind bei 100 %. Bei Verwendung der
durch die erste Studie ermittelten Grenze von 49 %, ware nur ein falsch negativer
Befund pro Vergleichsgruppe entstanden. Zwischen den Gruppen I, 1l und IV war ein

Vergleich nicht mdglich. Die Tabelle 6 zeigt eine Aufstellung der Ergebnisse.

62



100

% CD27-neg. PPD-spezifischer CD4 T-Zellen

Abbildung 12:

Graphische Darstellung (Box-Plots) der Ergebnisse der Blindstudie:
Von links nach rechts: Abstrich und /oder Kultur positive LTB (n=12), Abstrich
und/oder Kultur negative LTB (n=10) Patienten, die mehr als ein Jahr aufgrund
einer LTB behandelt worden sind (n=9), BCG geimpfte Kontrollen (n=17). Die
Y-Achse zeigt die Prozentzahl an CD27 negativen PPD spezifischen CD4
positiven T-Zellen.
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Gruppe | CD27 negative, PPD reaktive CD4 T-Zellen | Gesamt
<48 % > 48 %
I 0 11 11
Il 6 0 6
1 3 3 6
vV 8 0 8
Gesamt 17 14 31

Tabelle 6: Kreuztabelle der Ergebnisse der Blindstudie. Alle Probanden der Gruppe | (Abstrich
und/oder Kultur positive LTB (n = 11)) haben mehr als 48 % CD27 negative, PPD
reaktive CD4 T-Zellen. In Gruppe Il (Abstrich und Kultur negative LTB (n = 6))
haben alle Probanden weniger als 48 % CD27 negative, PPD reaktive CD4 T-
Zellen. In Gruppe Il (LTB die ein Jahr behandelt wurde (n = 6)) haben 3 mehr und 3
weniger als 48 % CD27 negative, PPD reaktive CD4 T-Zellen. In Gruppe IV
(Kontrollen (n = 8)) haben alle Probanden weniger als 48 % CD27 negative, PPD
reaktive CD4 T-Zellen.

Abbildung 13 zeigt die Korrelation zwischen den Prozentzahlen der CD27 negativen
IFN-y produzierenden CD4 T-Zellen im Vergleich nach PPD und ESAT-6 Stimulation.
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Abbildung 13:  Korrelation der ESAT-6 und PPD spezifischen CD4 T-Zellen. Die verminderte
CD27 Expression auf PPD und ESAT-6 spezifischen CD4 T-Zellen zeigt eine
gute Korrelation.
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Im Rahmen der Untersuchungen bemerkten wir, dass der prozentuale Anteil der PPD
spezifischen T-Helferzellen, die den Oberflachen Rezeptor CD27 nicht exprimieren (ein
Zustand der mit fortgeschrittener T-Zell Differenzierung assoziiert ist) deutlich zwischen
den Individuen (Patienten und gesunde Kontrollen) variiert. Die Werte reichen von
weniger als 5 % bis zu mehr als 95 %.

3.5 Veranderungen der Expression von Oberflachenmarkern treten bei
behandelten Patienten sehr langsam auf

In Gruppe 1ll haben 3 von 4 Patienten mit initialem Abstrich und/oder Kultur positiver
LTB etwa 50 Prozent CD27 negativer Tuberkulin reaktiver CD4 T-Zellen. Auch nach
einem Jahr der Therapie ist die CD27 Expression nicht wieder auf dem normalen
Niveau, obwohl das Intervall zwischen dem Abnahmedatum der analysierten Blutproben
und dem der letzten positiven Sputumprobe (Kultur und/oder Mikroskopie) bei jedem
Patienten mit der Prozentzahl der CD27 negativen Tuberkulin reaktiven CD4 T-Zellen
korreliert (0,562, p=0,029) (Abbildung 14).

Um diese Erkenntnisse zu bekréftigen, wurden zusatzliche Proben von Patienten aus
der Lungenklinik Lostau mit Abstrich und/oder Kultur positiven LTB angefordert und auf
dieselbe Art und Weise wie in der Blindstudie analysiert. Es wurden 7 Proben von den
Zeitpunkten zwischen 9 Wochen und einem Jahr nach der ersten Probe entnommen.
Die Analyse der 7 Proben zeigte, wie zu erwarten war, dass die CD27 Expression auf
PPD reaktiven CD4 T-Zellen sehr stabil in der Zeit der gemessenen

Behandlungsintervalle bis zu einem Jahr war.
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ZeitlicherVerlauf der CD27 Expression (Querschnitt)
100

O

20 4

0 gemessen
— linear

% CD27-neg. PPD-spezifischer CD4 T-Zellen

0
-600 -400 -200 0 200 400

Intervall zwischen dem Datum der Entnahme der analysierten Blutproben
und Datum der Entnahmeder letzten positiven Sputumprobe (Tage)

Abbildung 14: Die CD27 Expression auf PPD reaktiven CD4 T-Zellen nimmt sehr langsam
ab. Die CD27 Expression auf PPD reaktiven CD4 T-Zellen wurde gegen die
Lange des Intervalls zwischen dem Datum der Entnahme der analysierten
Blutproben und dem Datum der Entnahme der letzten positiven Sputumprobe
(alle Daten stammen aus der Blindstudie) aufgetragen. Die negativen Werte
zeigen, dass das Sputum bereits Abstrich und Kultur negativ war als die PPD
reaktiven CD4 T-Zellen analysiert wurden. Die positiven Werte zeigen, dass
die Sputumproben anhaltend positiv sind und dies im Untersuchungszeitraum
bleiben.
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3.6 Die Zytokine IP-10 und MIP-1la kénnen Patienten mit einer Abstrich

und/oder Kultur positiven LTB von gesunden Kontrollen unterscheiden

Das Chemokin IP-10 kann nach Stimulation mit PPD Patienten mit akuter pulmonaler
TB signifikant von gesunden Kontrollen unterscheiden (p=0,001) (siehe Abbildung 15).
Werden die Proben mit ESAT-6 stimuliert (siehe Abbildung 16) ist ebenfalls eine
signifikante Differenzierung der Patienten von den Kontrollen méglich (p=0,015).

Auch das Chemokin MIP-1a kann nach Stimulation mit PPD die Patienten mit einer
akuten pulmonalen TB von den Kontrollen unterscheiden (p=0,063), jedoch nicht
signifikant (siehe Abbildung 15). Nach der Stimulation mit ESAT-6 hingegen ermdglicht
der Expressionsgrad des Chemokins MIP-1a keine Differenzierung von Patienten und

gesunden Kontrollen.
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Abbildung 15:  IP-10 und MIP-1a Level in den Uberstanden nach der Stimulation mit
PPD.
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Stimulation mit ESAT-6
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Abbildung 16: IP-10 und MIP-1a Level in den Uberstanden bei der Stimulation mit

ESAT-6.
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4 Diskussion

Mit Hilfe der Kurzzeit in vivo Peptidstimulation konnten wir zeigen, dass akut an TB
erkrankte Patienten mit einer hohen Sensitivitat und Spezifitdt von latent infizierten
Patienten unterschieden werden kénnen. Der Vorteil der Peptidstimulation liegt in der
leichten Durchfuhrbarkeit und dem Vorliegen der Ergebnisse nach einer relativ kurzen
Zeit.

Durch Messung von Chemokinen in den Uberstanden konnten bestimmte Muster
ermittelt werden, die eine Unterscheidung von Patienten mit akuter pulmonaler TB und

gesunden Kontrollen ermdéglichen.

Im folgenden Abschnitt werden zunachst die Ergebnisse der methodischen Arbeiten
diskutiert. Anschliel3end werden einzelne Aspekte der komplexen T-Zell-Antwort gegen
Mtb eingehender beleuchtet sowie deren klinische Implikationen diskutiert.

4.1 Diskussion der Methodik zur Isolation, Stimulation und Identifikation der
T-Zellen

4.1.1 Praparation und Isolierung von PBMC

Als 1998 Suni und Mitarbeiter die Verwendung von Vollblut zur Stimulation von Zellen
beschrieben, ging man von einer deutlichen Vereinfachung und Beschleunigung der
Peptidstimulation aus (69). Man konnte auf die aufwendige und zeitintensive Isolierung
von PBMC verzichten, zumal Suni et al. zeigen konnten, dass die T-Zell-Antwort-
Frequenzen bei der Stimulation von Vollblut leicht hdoher ausfielen als bei der

Stimulation von isolierten PBMCs.

Dies erklarten Suni et al. mit dem physiologischeren Milieu von Vollblut im Gegensatz
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zum PBMC. Die Verwendung von Vollblut ist allerdings mit einigen Problemen
verbunden. Die Préaparation und Isolation von PBMCs zur Durchfiihrung von
Zellstimulationen ist bei weitem schwieriger und zeitaufwendiger als die Verwendung
von Vollblut. Aul3erdem gibt es auch aus immunologischer Sicht Nachteile. Bei der
Immunreaktion werden Antigene nicht im Vollblut den T-Zellen prasentiert sondern in
sekundaren lymphatischen Organen und peripheren Geweben. Bestandteile, die sich
neben den T-Zellen im peripheren Blut befinden (Proteasen und andere Proteine)
konnen die Antigenaufnahme und Prasentation storen und somit die Messungen
verfalschen. Durch die Verwendung von PBMCs kdnnen diese Storfaktoren weitgehend

unterbunden werden.

Zudem ist die Standardisierung von Zellzahlen im Vollblut weitaus schwieriger zu
realisieren als in PBMCs. In Anbetracht dieser Vorteile der PBMCs haben wir uns fir

die Verwendung dieser entschieden.

4.1.2 Antigenstimulation

Die Antigen-spezifische T-Zell Stimulation mit anschlieRender intrazellularer Farbung,
die von uns im Rahmen der Versuche verwendet wurde, ist erstmalig im Jahre 1995
von Picker und Mitarbeitern vorgestellt worden. Mit dieser Methode war es erstmals
madglich, Antigen-spezifische T-Zellen nach einer ex vivo Kurzzeitstimulation (6 - 8 h)
durch gleichzeitige Farbung von Oberflachenmarkern und intrazellularen Zytokinen mit
Hilfe der Methode der Durchflusszytometrie zu charakterisieren und zu quantifizieren
(70). Durch die Farbung des Effektorzytokins IFN-y konnte eine Reaktion auf bestimmte

Antigene nachgewiesen werden.

Bei unseren Versuchen haben wir die Stimulation der aus dem peripheren Vollblut
isolierten Zellen (PBMC) mit PPD und ESAT-6 durchgefihrt.

Kritisch zu sehen ist hierbei, dass eine Stimulation mit PPD unspezifisch fur eine TB-
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Infektion ist. Die Immunreaktion, die bei der Stimulation mit PPD hervorgerufen wird,
kann nicht unterscheiden zwischen einer Infektion mit dem Mtb, einer BCG Impfung
oder der Exposition gegenuber anderen Mykobakterien (Mycobacterium bovis). Aus
diesem Grund haben wir zur Stimulation zusatzlich das weitaus spezifischere ESAT-6
eingesetzt. ESAT-6 zeigt keine Immunreaktion bei einer BCG Impfung oder der

Exposition gegentber anderen Mykobakterien (71).

Neben diesen Vorteilen hat ESAT-6 allerdings einen entscheidenden Nachteil. Die
Immunreaktion die durch ESAT-6 hervorgerufen wird, ist flr die Diagnose einer aktiven
TB-Infektion nicht geeignet. Dieser Nachteil wurde bereits in vorhergehenden
wissenschatftlichen Veroffentlichungen tber Patienten mit akuter TB und Kontrollen z.B.
in Brasilien und Gambia beschrieben (65;72).

Es ist bekannt, dass ESAT-6 Antworten bei der latenten TB hoher sind als bei der
aktiven TB oder den Kontrollen. Dazu ist zu erwadhnen, dass die ESAT-6 Reaktivitaten
normalerweise in epidemiologischen Studien gemessen werden, um latente TB-

Infektionen zu entdecken, und nicht, um die akute TB zu diagnostizieren (73;74).

4.1.3 lIdentifizierung der T-Zell Subpopulation

Wahrend die antigenabhéngige T-Zelldifferenzierung in den vergangenen Jahren den
Schwerpunkt der Tuberkuloseforschung darstellte (67;68;75), schenkte man den
verschiedenen Mustern der T-Zelldifferenzierung (Oberflachenmarker wie z. B. CD27),

die bei einer Infektion mit dem Mtb auftreten, wenig Beachtung.

Bei der TB scheint die Anndherung an die verschiedenen Muster der T-
Zelldifferenzierung sehr interessant zu sein. Besonders in einer BCG geimpften
Population, in der eine Immunantwort auf Tuberkulin keine sichere Diagnose einer

Infektion mit dem Bakterium darstellt.

CD4 T-Zellen nehmen eine zentrale Rolle in der initialen Abwehr einer TB-Infektion ein,
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wohingegen CD8 T-Zellen anscheinend eher in der Kontrolle der Erkrankung von
Bedeutung sind (8). Aus diesem Grund haben wir uns in unseren Versuchen
ausschlie3lich mit CD4 T-Zellen und deren Differenzierungsmuster im Rahmen einer
TB-Infektion beschaftigt. Zur ldentifizierung der T-Zell Subpopulation verwendeten wir
IFN-y. Andere Gruppen wahlten fur die Identifikation der antigenspezifischen CD4 T-
Zellen CD154 (CD44L) als Aktivierungsmarker (76;77). Sie begrinden die Verwendung
von CD154 mit der Unabhangigkeit der Ergebnisse von der Zytokinproduktion der T-
Zellen im Vergleich zur IFN-y Methode. Gleichwohl konnten beide Methoden identische
Ergebnisse erbringen. Somit scheinen beide Methoden trotz der Kiritikpunkte

vergleichbar und durchaus anwendbar in der klinischen Praxis zu sein.

Naive T-Zellen gelangen mit Hilfe des secondary lymphoid tissue chemokine (SLC) ins
Lymphgewebe. Dieses wird von GefafRendothelien, Stromazellen und APZ im
lymphatischen Gewebe exprimiert und bindet an die CCR-Chemokinrezeptoren auf
naiven T-Zellen. CCR7 ist ein Rezeptor, der eine Aussage Uber die Homingfahigkeit
(Wanderungsfahigkeit) von CD4-T Zellen gibt. Auf nahezu allen Tuberkulin-reaktiven
CD4 T-Zellen konnten wir eine geringe CCR7 und hohe CD28 Expression erkennen.
Das Fehlen der Homingmarker CCR7 und CD62L aber das gleichzeitige Vorhandensein
des Kostimulatorischen Molekiils CD28 weist darauf hin, dass es sich bei den von uns
gemessenen CD4 T-Zellen um naive, noch nicht homingfahige, jedoch bereits aktivierte
(CD28+) T-Zellen handelt.

Der direkte Kontakt von T-Lymphozyten aus der BAL mit freien Mykobakterien kénnte
eine wichtige Rolle bei der Triggerung und Unterhaltung der T-Zelldifferenzierung sein
(78). Dies kbnnte durch AM, die Uber Toll-Like-Rezeptoren oder verwandte Signalwege
gesteuert werden, erfolgen (32;79;80). Aus den vorliegenden Patientendaten kann
zudem vermutet werden, dass die Prozentzahl der CD27 exprimierenden, PPD
reaktiven CD4 T-Zellen abhéngig von der Dauer der Exposition des bronchoalveolaren
lymphatischen System mit dem Antigen ist.

Es muss durch weitere Versuche geklart werden, ob der Anteil der CD27 negativen
CD4 T-Zellen durch das Abwandern dieser Zellen an den Ort der Infektion, meist die
Lungen, bedingt ist.
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4.2  T-Zell-Spezifizierung mittels Oberflachenmarkern zur Differenzierung von

Tuberkulosepatienten

In unseren Studien zeigte sich, dass die T-Zellen, die in einer Kurzzeit ex vivo
Stimulation mit PPD oder ESAT-6 stimuliert worden sind, mit der Produktion von IFN-y,
TNF-a oder IL-2 reagieren. Zudem ergaben sich starke Uberlappungen in der
Zytokinproduktion und die T-Zellen waren mehrheitlich CD4 positiv. Aus diesem Grund

haben wir uns auf diese T-Zellen sowie die IFN-y Produktion konzentriert.

In einer wissenschaftlichen Arbeit aus dem Jahre 2004 wurde in einem Mausmodell
gezeigt, dass aus der Lunge isolierte CD27 negative T-Lymphozyten nach der
Stimulation mit PPD mehr INF-y produzieren als CD27 positive T-Lymphozyten (66). Da
diese T-Zellen aus der Lunge isoliert worden sind, sind diese Ergebnisse nicht direkt auf
unsere Arbeit (Messung im peripheren Blut) Ubertragbar, aber sie zeigen, dass der
Rezeptor CD27 eine wichtige Rolle bei der Immunreaktion gegen das Mtb spielt.

Diese Erkenntnisse konnten wir bei unseren Versuchen bestéatigen. Somit scheinen die
in dem Mausmodell beobachteten Immunrektionen auf den Menschen Ubertragbar zu
sein. Bei Abstrich und oder/oder Kultur positiver TB haben mehr als die Halfte der PPD
reaktiven, IFN-y produzierenden CD4 T-Zellen den Oberflachenmarker CD27 verloren.
Diese Ergebnisse zeigen, dass die CD27 Expression auf ex vivo fir kurze Zeit
stimulierten PPD spezifischen CD4 T-Zellen ein geeigneter Biomarker fur die aktive

pulmonale TB ist (81).

J. Jiang et al. konnten 2010 diese Ergebnisse bestatigen (76). Sie untersuchten
insgesamt 42 Patienten mit einer LTB (Kultur positiv) ebenfalls auf Vorhandensein des
Oberflachenmarkers CD27. Dabei zeigten sie, dass CD4 positive T-Zellen bei Patienten
mit Kultur positiver LTB signifikant weniger CD27 exprimieren als die T-Zellen PPD
positiver Kontrollpatienten. Die anschlieBende Regressionsanalyse der CD27
exprimierenden CD4 positiven T-Zellen zeigte, dass eine geringe Prozentzahl von
CD27 positiven T-Zellen mit einer persistierenden aktiven TB signifikant korreliert.

Diese Daten untermauern unsere Hypothese, dass die CD27 Expression auf CD4
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positiven T-Zellen als immunologischer Marker fir die persistierende aktive TB
verwendet werden kann. Die Tatsache, dass wir keinen héheren Anteil an CD27
negativen PPD reaktiven CD4 T-Zellen bei Abstrich und Kultur negativer TB als bei den
Kontrollpatienten beobachtet haben, ist sehr interessant.

Eine Abstrich negative TB konnte sich aus einer TB entwickeln, die mal latent oder aktiv
gewesen ist, so dass die Konversion der mehrheitlichen CD27 negativen Ph&notypen
erst mit der Zeit erworben wurde, bevor die aktive, Abstrich und Kultur negative TB
diagnostiziert wird. Dies geschieht in der Regel als Erstdiagnose bei Réntgen-Thorax
Aufnahmen im Rahmen andere Erkrankungen. Somit liegt die Erkrankung oft seit

mehreren Jahren unentdeckt vor oder ist inaktiv.

Alle Patienten in dieser Gruppe (aktive, Abstrich und Kultur negative TB) hatten
typische Befunde in den Thorax Aufnahmen, und 8 der 10 Patienten hatten positive
Biopsieergebnisse. Bei zwei Patienten basierte die Diagnose auf einer Antwort auf die
eingeleitete Therapie (Regredienz der L&sionen). Bei den anderen Patienten wurde die
Krankheitsaktivitat nicht untersucht. Der Phanotyp der PPD reaktiven T-Helferzellen war

in der Kontrollgruppe und in der mit TB infizierten Gruppe gleich.

In unseren Versuchen nutzten wir die Tatsache aus, dass die BCG Impfung ein
einzelner Stimulus ist und die T-Zelldifferenzierung nur limitiert anstof3t. Nur eine
wiederholte Exposition zum Mtb bewirkt eine weitere Differenzierung. Gerade diese, bei
wiederholtem Kontakt zunehmende Differenzierung der T-Zellen, fuhrt uns letztendlich
zur Diagnose der TB.

Die Immunreaktion, die bei der BCG Impfung angestof3en wird, stellt dabei den ersten
Schritt dar. Erst der wiederholte Kontakt zum Bakterium, aufbauend auf die Impfung,
erbringt spezielle Muster, die ausgenutzt werden konnen um (latent) Infizierte zu
entdecken. Da die BCG Impfung in den vielen Landern nicht mehr angewendet wird, tritt

der immunmodellierende Effekt der BCG Impfung mehr und mehr in den Hintergrund.

Das Ausmald der T-Zell Differenzierung ist abhangig von den Umstanden, die zur
Infektion fihren, der Lange und der Haufigkeit des Kontaktes, und auch der Effizienz

der T-Zellantwort.
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Es ist zu vermuten, dass diese Faktoren voneinander abhangig sind. Bei den 6 BCG
geimpften, nicht exponierten Kontrollen, die in der Abbildung 11 in Abschnitt 3.3 gezeigt
werden, Ubersteigt der Prozentsatz der CD27 negativen PPD reaktiven CD4 T-Zellen
nicht die Marke von 35 Prozent. Dies kbnnte der Grad der Differenzierung sein, der

allein durch die Antwort auf die BCG Impfung erreicht wird.

Die Abbildung 11 erweckt den Anschein, dass es bei Personen mit wiederholtem
Kontakt zum Mtb zu einer hoéheren Differenzierung der T-Zellen kommt. Hoch
exponierte Personen zeigen ahnliche Level an CD27 negativen PPD reaktiven CD4 T-
Zellen wie sie bei latent Infizierten und der akuten Sputum und/oder Kultur positiven TB

gefunden werden.

Es ist nicht bekannt, ob der einmalige Kontakt mit dem Mtb Komplex die lebenslange
Aufrechterhaltung eines bestimmten Anteils an PPD reaktiven CD4 T-Zellen bewirkt.
Unsere Daten lassen aber die Vermutung zu, dass es feine Unterschiede, abhéngig
vom Grad der Exposition zum Erreger gibt. Ein h&ufiger Kontakt bewirkt eine stéarkere

Differenzierung der T-Zellen.

Es konnte sein, dass ein kurzer Kontakt zum Mtb-Komplex fur die Aufrechterhaltung
eines Minimums an T-Zellantwort verantwortlich ist, wohingegen ein haufiger Kontakt

(z.B. Krankenhauspersonal) die weitere Differenzierung der T - Zellen unterstitzt.

4.3 Chemokinbestimmung zur Differenzierung zwischen akuter pulmonaler

TB und gesunden Kontrollen

Mittels IP-10 und MIP-1a ist eine Unterscheidung zwischen akuter pulmonaler TB und
gesunden Kontrollen moéglich. Bereits frihere Veroffentlichung konnten zeigen, dass die
aktive TB mit erhdhter IP-10 Expression einhergeht und somit ein geeigneter Biomarker
fur die TB-Infektion darstellt (82-84).

Ruhwald et al. konnten eine signifikante Differenzierung von akuter pulmonaler TB und
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gesunden Kontrollen nachweisen (85). Die Versuche wurden allerdings im Plasma von
Vollblut und nicht, wie in unseren Versuchen, mit PBMCs durchgefiihrt. Die Tatsache
dass Vollblut verwendet wurde macht diese Methodik natirlich fir die Anwendung im
klinischen Alltag deutlich einfacher im Vergleich zur etwas aufwendigeren Isolation der
PBMCs, hat jedoch auch methodische Nachteile wie bereits in Abschnitt 4.1.1 diskutiert.

Wir untersuchten zudem, ob eine Unterscheidung zwischen latenter und akuter TB
maoglich ist. Eine Unterscheidung war weder mittels IP-10 noch mittels MIP-1a moglich
(Ergebnisse hier nicht aufgefuhrt). Dies wurde auch durch andere Arbeitsgruppen
bestétigt (84). Die IP-10 Spiegel von aktiven und latent infizierten Patienten waren hier
erhoht, eine Unterscheidung nach Stimulation mit ESAT-6 war allerdings nicht mdglich.
Somit stellt sich die Frage der klinischen Relevanz im Vergleich zu den Interferon-y
basierenden etablierten Testsystemen. Allerdings scheinen bei Immunkompromittierten
(z.B. HIV-Patienten) die auf Interferon-y basierenden Tests unzuverlassig zu sein, da
die Interferon-y Produktion wohl mit der Anzahl der CD4 T-Zellen korreliert (86). Hier ist
eventuell ein Vorteil von IP-10 im Vergleich zu den géangigen Interferon-y basierenden
Tests zu sehen. Eine Multicenter Studie konnte diese ersten Ergebnisse untermauern
(87).

Die Chemokinuntersuchungen der Gruppe um Ruhwald et al. (85) lassen vermuten,
dass das Chemokin MIP-1a nach Stimulation mit ESAT-6 als nicht relevant fur die
weiteren Untersuchungen erachtet wurde. In einer Vorauswahl von 25 Chemokinen
wurde MIP-1a lediglich erwahnt. Auch unsere Untersuchungen von MIP-1a nach
Stimulation mit ESAT-6 konnten keine signifikanten Ergebnisse zeigen.
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4.4 Relevanz von CD27 fur die klinische Anwendung

Die Expression von CD27 auf mit Antigen stimulierten CD4 T-Zellen kénnte fur die
Uberwachung von Patienten, die latent mit dem Mtb infiziert sind, hilfreich sein. Im
Gegensatz zu den akut mit TB infizierten Patienten ist bei den latent infizierten
Patienten und Kontrollpersonen der Phanotyp der Tuberkulin-reaktiven CD4 T-Zellen
informativer als die quantitative Messung der T-Zell Reaktivitat oder die Spezifitat auf

bestimmte Zielproteine.

Mit unseren Erkenntnissen kénnte es in der Zukunft moglich sein, eine neue, schnelle
und verlassliche immunologische Nachweismethode, basierend auf der Verteilung der
CD27 Expression auf spezifischen CD4 T-Zellen im peripheren Blut zu etablieren.
Damit kann eine Abstrich und/oder Kultur positive LTB diagnostiziert werden und von

den latent mit TB infizierten Patienten differenziert werden.

Vor allem die Tatsache, dass ein moglicher Test in einer mit BCG geimpften Population
anwendbar ist, stellt einen grof3en Vorteil dar. Der Test wére sehr einfach und wirde in
der taglichen Routine vor allem dann eine groRe Hilfe sein, wenn z.B. Sputumproben
schwer zu bekommen oder der Sputumabstrich negativ ist, obwohl eine akute Infektion

vorliegt.

Desweiteren  kdonnte ein  solcher Test auch dabei helfen, unnétige
Krankenhausaufenthalte und aufwendige lIsolation von Patienten mit dem Verdacht
einer TB zu vermeiden, und somit einen wichtigen Beitrag zur Entlastung der

offentlichen Gesundheitskassen leisten.

Weitere Studien und Versuche sind notwendig, um diese ersten Ergebnisse zu

bestatigen.
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45 Ausblick

Seit der Entdeckung des Erregers der TB beschaftigen sich Wissenschaftler mit der
Erforschung des Infektionswegs, den Ablaufen bei der Immunreaktion und den
Moglichkeiten der Pravention durch Diagnostik und Therapie. Auch nach fast 130
Jahren der intensiven Forschung ist es bis heute nicht gelungen, die immunologischen

Ablaufe in allen Einzelheiten zu verstehen.

Gerade in Zeiten der Globalisierung stellt die TB eine leider wieder wachsende
Bedrohung fir das Gesundheitssystem dar. Durch die zunehmende Migration kommt es
zum einen zur Verbreitung des Erregers, zum anderen erschweren neu auftretende

Antibiotikaresistenzen die Therapie.

Aufgrund oben genannter Problematik wird es immer wichtiger, die TB friih zu erkennen
um sie effektiv behandeln zu kénnen. Wir konnten in unserer Arbeit erstmals CD27 als
Surrogatmarker zur Unterscheidung zwischen latent und akut infizierten Patienten
beschreiben. Sowohl die Identifizierung von bestimmten Oberflachenmarkern (CD27),
als auch die im Rahmen der Infektion freigesetzten Chemokine (IP-10), stellen bei der
Differenzierung von latent und akut infizierten Patienten wichtige Ansatzpunkte dar. Zur
Bestéatigung unserer Ergebnisse sind weitere Studien (multizentrische) mit mehr
Fallzahlen notwendig um diese Marker als relevant fiir den klinischen Alltag zu testen.

Zudem koénnten Untersuchungen sowohl an Lungengewebe als auch an BAL-
Flussigkeit erganzenden Aufschluss tber die immunologischen Vorgange der CD4 T-
Zellmigration liefern. Andere Arbeitsgruppen konnten bereits am Mausmodell zeigen,
dass vor allem die CD27 (low) CD4 T-Zellen wéahrend einer akuten TB-Infektion in der
Lunge, dem Ort der Entziindung, akkumulieren. Zudem weisen sie eine hohe Fahigkeit
zur Produktion von IFN-Gamma auf, was auf einen hohen Differenzierungsgrad und auf

eine effektive Infektionsabwehr hindeutet (88).

Aufbauend auf unsere Ergebnisse konnte es in Zukunft gelingen, ein neues
Testverfahren zu entwickeln, und so auf dem Weg zur Bekdmpfung der TB einen Schritt

voran zu kommen.
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