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Zusammenfassung

Hintergrund: Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass die zellulare Bordetella
Pertussis-Impfung die IgE-Antwort gegen Impfantigene herunterreguliert. Unbekannt
ist, ob hinsichtlich der IgE-Antwort auf kovakzinierte Impfantigene azellulare
Pertussis-Impfstoffe anders als die ganzzellularen Impfstoffe agieren. Es ist
anzunehmen, dass die Zellwandbestandteile des zellularen Impfstoffs die IgE-
Antwort gegen Impfantigene beeinflussen. In der vorliegenden Arbeit wurde die
humorale Immunantwort gegen kovakzinierte Diphtherie- und Tetanus-Antigene bei

zellular und azellular geimpften Kindern untersucht.

Methoden: Aus einer prospektiven Pertussis-Impfstudie aus Schweden standen
Seren von 265 Kindern, die im Alter von 2, 4 und 6 Monaten mit einem der folgenden
4 Impfstoffe immunisiert wurden, zur Verfigung: Diphtherie (D)- und Tetanus-Toxoid
(TD)-Impfstoff (DT, N=68), ganzzellularer Pertussis-Impfstoff (DTPw, N=68), 2-
Komponenten (DTPa2, N=64)- oder 5-Komponenten-azellularer Pertussis-Impfstoff
(DTPa5, N=65). In diesen Seren wurden IgE, IgG4 und IgG gegen Diphtherie- und
Tetanus-Toxoid mit dem Radio-Allergo-Sorbent-Test (RAST) im Alter von 2, 7 und 12

Monaten bestimmt.

Ergebnisse: Einen Monat nach Grundimmunisierung (7. Lebensmonat) wurden D-
IgE in 50,0 (DT), 55,7% (DTPa2) und 60,3% (DTPa5) der Blutproben
nachgewiesen; in der DTPw geimpften Gruppe in nur 9,7% (P<0,001). Analog dazu
wurden D-1gG4 in 88,1% (DT), 82,3% (DTPa2) und 93,4% (DTPa5) der Blutproben
nachgewiesen; jedoch deutlich seltener in der DTPw geimpften Gruppe (42,2%,
P<0,001). Sechs Monate nach Grundimmunisierung (12. Lebensmonat) konnte D-
IgE in 75,8% (DT), 67,2% (DTPa2) und 79,0% (DTPa5), aber in nur 25,0% der DTPw
geimpften gefunden werden (P<0,001). Vergleichbare Trends fanden sich fir T-IgE
und T-lgG4. Im Gegensatz dazu waren die Unterschiede zwischen den

verschiedenen Impfgruppen in Bezug auf D-IgG und T-IgG weniger ausgepragt.

Schlussfolgerung: Die vorliegende Arbeit zeigt, dass der ganzzellulare Bordetella
Pertussis-Impfstoff, nicht aber der azellulare Impfstoff, die IgE-Antwort gegen
kovakzinierte Impfantigene bei Kindern herrunterreguliert, vermutlich ausgelost durch
Zellwandbestandteile von Bordetella pertussis. Ob und unter welchen Umstanden mit

dieser Strategie auch die IgE-Produktion gegen relevante Umweltallergene bei
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Kindern mit erhéhtem Risiko fur allergische Erkrankungen inhibiert werden kann,

muss im Rahmen weiterer Untersuchungen evaluiert werden.

Abstract

Background: It has previously been shown that the IgE response to vaccine
antigens is down-regulated by covaccination with cellular Bordetella pertussis
vaccine. The presence of bacterial cell wall components in the cellular vaccine is
likely to have an impact on the IgE response. In this study we compared humoral
immune responses to diphtheria toxoid (D) and tetanus toxoid (T) in relation to

covaccinated cellular or acellular Bordetella pertussis vaccine.

Methods: Sera of 265 children from a Swedish pertussis vaccine trial vaccinated with
D and T (DT, N=68), cellular (DTPw, N=68), a 2 or 5 component acellular Bordetella
pertussis vaccine (DTPa2, N=64; DTPa5, N=65) at 2, 4, and 6 months of age, were
analyzed for IgE, 1IgG4, and IgG to D and T at 2, 7, and 12 months of age (RAST).

Results: One month after vaccination (7 months of age), D-IgE was detected in
50.0% (DT), 55.7% (DTPa2) and 60.3% (DTPa5) of the serum samples, but
significantly less frequently in sera of DTPw vaccinated children (9.7%, P<0.001).
Similarly, D-1IgG4 was detected in 88.1% (DT), 82.3% (DTPa2) and 93.4% (DTPab5)
of the sera, but significantly less frequently in DTPw samples (42.2%, P<0.001). Six
months after vaccination (12 months of age), D-IgE was detected in 75.8% (DT),
67.2% (DTPa2) and 79.0% (DTPab5) of the samples, but only in 25.0% of DTPw
vaccinated (P<0.001). These findings were mirrored by those for T-IgE and T-1gG4.
In contrast, much weaker differences were found between vaccine groups with
regard to D-IgG and T-IgG.

Conclusion: In summary, cellular (but not acellular) Bordetella pertussis vaccine
down-regulates IgE to covaccinated antigens in infants, presumably by cell wall
components. The possibility to down-regulate IgE responses in children by safe

vaccination of bacterial compounds should be further investigated.
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1 Einleitung

1.1  Impfungen

1.1.1 Impfungen im Kindesalter

Impfungen sind die wichtigsten und kosteneffektivsten Préaventivmalnahmen der
modernen Medizin. Mit der breiten Nutzung von Vakzinen hat die Inzidenz der
impfpraventablen Infektionskrankheiten in den vergangenen Jahrzehnten weltweit
dramatisch abgenommen mit erheblicher Bedeutung fir Reduktion der Mortalitat und
Forderung des Bevolkerungswachstums.! Krankheiten wie Pocken, Poliomyelitis,
Gelbfieber, Tetanus, Diphtherie, Pertussis, Epiglottitis durch Hamophilus influenzae
Typ B, Mumps, Masern sowie Roteln sind mit Hilfe von Impfungen in Teilen der Welt
bereits weitestgehend unter Kontrolle gebracht worden. Weitere Krankheiten wie
Hepatitis A und B, Varizellen, Influenza sowie Folgekrankheiten durch
Pneumokokken- und Meningokokken-Infektionen werden durch Impfungen ebenfalls
zunehmend reduziert. Mit Ausnahme von BCG- und Pertussis-Impfung liegt die

Effektivitat der Gblichen Schutzimpfungen in der Regel tiber 90%.2

1.1.2 Immunologische Grundlagen

Die Abwehr von Infektionskrankheiten beruht zum einen auf der angeborenen und
zum anderen auf der erworbenen Immunitat.®> Die angeborene Immunitat wird
innerhalb von Minuten bis Stunden nach Infektionsbeginn aktiviert und gewahrleistet
die Erreger-unspezifische Abwehr in der Frihphase. Die erworbene Immunitat
bendtigt einige Tage, um eine Erreger-spezifische Abwehr aufzubauen. Dies erfolgt
mithilfe der Information Uber die Erreger, welche in Lymphozyten gespeichert ist. Bei
Reexposition tragt die erworbene Immunitat zu einer raschen und effektiven Abwehr
bei. Dieses Prinzip wird von Impfungen genutzt. Erworbene Immunitat beruht
wiederum auf zwei Untersystemen: der humoralen Immunitat, bei der Antikorper
gegen Antigene der Erreger gebildet werden, und der zellvermittelten Immunitat, bei

der Abwehrzellen Erreger lysieren.3
Im Rahmen der humoralen Immunantwort treten B-Lymphozyten mit Erreger-Antigen

in Kontakt. Die darauffolgende intrazellulare Verarbeitung von Antigen in

Plasmazellen resultiert in der Produktion von Antikérpern (IgG-Subklassen, IgM, IgE,
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IgA), welche unabhéangig von der sezernierenden Plasmazelle im Koérper zirkulieren

konnen.

Die Funktion der Immunglobuline besteht in der Eindammung der Infektion und der
Eliminierung der mit intrazellular lebenden Keimen infizierten Zellen, durch
Vermittlung antikorperabhéngiger Zytotoxizitat oder Komplement-vermittelter Zell-
Lyse. Bei extrazellular lebenden Keimen sind zusatzlich CD4* T-Helfer-1-Zellen

(TH1) erforderlich, welche die zellvermittelte Zytotoxizitat unterstitzen.?

Analog zu einer Infektion wird bei einer aktiven Impfung das Immunsystem (Impf-)
Antigenen ausgesetzt. Nach erfolgter Impfung bildet das korpereigene Immunsystem
antigenspezifische Antikérper und Abwehrzellen einschlie3lich B-Gedachtniszellen.
Diese persistieren im Blut und Knochenmark, vermehren sich bei erneuter
antigenspezifischer Exposition und l6sen durch die nachfolgend verstarkte
Produktion antigenspezifischer Antikérper einen erneuten raschen Schutz gegen das
jeweilige Antigen aus. Als Indikator fir den Schutz gegen die Infektion, gegen die
geimpft wurde, dient der antigenspezifische Antikdrper-Titer. Impfantigene kénnen
unterschiedlich effektiv Immunreaktionen hervorrufen. Die effektivste Immunantwort

wird durch lebende Antigene generiert.?

Fur inaktivierte Impfstoffe, Toxoide, rekombinante Subunit- und konjugierte
Polysaccharid-Impfstoffe sind fur eine effektive Immunantwort mindestens 2 Dosen
erforderlich.? RegelméaRige Booster-Impfungen zur Aufrechterhaltung schitzender
Impftiter sind fur Tetanus- und Diphtherie-Toxoid notwendig. Unkonjugierte
Polysaccharid-Impfstoffe rufen kein T-Zell-Gedachtnis hervor und Booster-Impfungen
zeigen hier keine effektive Verbesserung des Impfschutzes. Impfstoffe mit
attenuierten lebenden Viren rufen eine lebenslange Immunitat hervor. Die
offentlichen Impfempfehlungen sind entsprechend dieser Eigenschaften der

verschiedenen Vakzine ausgelegt.

1.2 Pertussis
1.2.1 Erreger und Virulenzfaktoren
Bordetella pertussis ist ein bekapseltes, aerobes, gramnegatives Stabchen.® Es

bindet spezifisch an Zilienzellen des Respirationstrakts. Mehrere Proteine an der
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AuBenmembran von Bordetella pertussis helfen bei der spezifischen Adhéasion an
Zilienzellen.® Filamentoses Hamagglutinin (FHA) ist eine stabchenformige Struktur,
die die Bindung gewabhrleistet. Fimbrien und Pertactin helfen zusatzlich bei der
Adhasion.®” BrkA (Bordetella resistance to killing Typ A) schitzt das Bakterium vor
Antikdrper-vermittelter Elimination durch Komplement. Adhasine behindern die

Blockierung des Bakteriums durch Antikorper.® (Abbildung 1)

Bordetella pertussis enthalt Toxine, von denen zwei fur die Abwehr von Effektorzellen
des Wirts von Bedeutung sind: Pertussis-Toxin (P, Endotoxin) ist an der Zellwand
von Bordetella pertussis lokalisiert, Adenylatcyclase-Toxin (Exotoxin) spielt in der
Frihphase der Infektion fur die Kolonisierung eine Rolle, indem es die
Phagozytenfunktion hemmt. Tracheales Zytotoxin hemmt die Zilienfunktion des
respiratorischen Epithels. Pertussis wird durch P verursacht, andere Virulenzfaktoren

dienen der toxischen Akkumulation von P.°

P induziert eine Lymphozytose (alte Bezeichnung: Lymphozytosis Promoting Factor,
LPF) und immunogene Effekte. Die gegen P gebildeten Antikdrper sind fur die
Immunitat gegentber Bordetella pertussis von Bedeutung. Chemisch oder genetisch
inaktiviertes P (Pertussis-Toxoid) wird in Impfstoffen verwendet. Im Gegensatz zu
Bordetella pertussis, das die Submukosa nicht penetriert, besitzt P die Fahigkeit, in

den Blutkreislauf zu gelangen.®?

Die Kontagiositat ist im Stadium catarrhale (s.u.) und den 2 Wochen nach
Hustenbeginn am hdchsten. Weder die Infektion noch die Impfung fuhrt zu einer
lebenslangen Immunitat.® Pertussis wird durch Erkrankte im Stadium catarrhale
(s.u.), durch direkten Kontakt oder Tropfcheninfektion Ubertragen. Bordetella
pertussis ist hoch kontagids mit einer Reproduktionszahl von 12-17.19 Infizierte
Kinder und Erwachsene mit nachlassender Impf- bzw. Infektionsimmunitat bilden das

Reservoir.11.12

1.2.2 Erkrankung
Klinisch ist die typische Erstinfektion bei Ungeimpften durch drei Krankheitsstadien
gekennzeichnet. Nach einer Inkubationsszeit von 7 (6-20) Tagen beginnt das

Stadium catarrhale fir eine Dauer von 1-2 Wochen.*® Die Symptome sind in diesem
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Stadium kaum von einem banalen Infekt der oberen Atemwege zu unterscheiden.
Das anschlieBende Stadium convulsivum mit den flr Pertussis typischen
intermittierenden Hustenanfallen kann bis zu 6 Wochen andauern. Die Hustenanfélle
kommen durch das erschwerte Abhusten von zéhem Schleim, das Keuchen infolge
der forcierten Einatmung durch die entzindlich verengte Glottis zustande. Im
Stadium decrementi kommt es uber einen Zeitraum von bis zu 10 Wochen zum
allmahlichen Abklingen der Hustenanfalle. Bei Jugendlichen oder Erwachsenen ist
das klinische Bild h&ufig weniger ausgepragt und kann sich z. B. als chronischer
Husten manifestieren.®71415 Mogliche Komplikationen sind vor allem bei Sauglingen
und Kleinkindern gefurchtet und umfassen Pneumonie, Dyspnoe, Apnoe und
zerebrale Krampfanfalle.'® Letale Verlaufe werden fast ausschlieBlich im jungen
Sauglingsalter beobachtet.'”:1® Abgeschwéachte Verlaufe konnen bei zuvor Geimpften

oder Infizierten gelegentlich vorkommen.®

1.2.3 Epidemiologie

Pertussis ist eine global vorkommende endemische Erkrankung mit erheblicher
Morbiditat und, global betrachtet, auch Mortalitat.?° Ein Anstieg der Pertussis-
Inzidenz, insbesondere bei alteren Kindern, Jugendlichen und Erwachsenen wurde
seit Ende der 1980er-Jahre in den USA und seit den 1990er-Jahren in Kanada sowie
verschiedenen europdischen L&ndern trotz hoher Durchimpfung bei Kindern
beobachtet.?!-24

In  Deutschland wurde eine bundesweite Meldepflicht far Pertussis nach
Infektionsschutzgesetz (IfSG) im Marz 2013 eingefiihrt.2> Davor war Pertussis in den
funf dstlichen Bundeslandern (OBL) durchgehend seit 1947 meldepflichtig; seit 2002
wurden die gemeldeten Falle auch nach einer vom Robert-Koch-Institut (RKI)
entwickelten einheitlichen Falldefinition an das RKI bermittelt.?® Basierend auf
diesen Daten werden bei jungeren Kindern weiterhin zyklische Anstiege von
Pertussis im Abstand von 4 bis 6 Jahren beobachtet.?” Seit Einfihrung der
Meldepflicht wurden dem RKI bundesweit zwischen 11 und 20 Erkrankungen pro
100.000 Einwohner jahrlich Gbermittelt. Sduglinge sind mit Inzidenzen von Gber 100
Erkrankungen/100.000 Einwohner in epidemischen Jahren am starksten betroffen

und werden haufig hospitalisiert.?®
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1.2.4 Diagnhose

Die Diagnose einer Bordetella pertussis-Infektion kann bei Kindern oft erst im
Stadium convulsivum anhand der typischen Hustenanféalle gestellt werden. In dieser
Phase der Erkrankung stehen im Nasopharynx jedoch nur noch wenige Keime fir die
Abstrichdiagnostik zur Verfiigung. Spezifische Antikérper gegen Bordetella pertussis-
Antigene sind bei Erstinfektion frihestens am Ubergang vom Stadium catarrhale in
das Stadium convulsivum nachweisbar. Fir die Frihdiagnose ist die Serologie im
Kindesalter daher ungeeignet. Es kénnen IgA- und IgG-Antikérper gegen PT und
gegen FHA bestimmt werden. PT ist spezifisch fir Bordetella pertussis, FHA kommt

auch bei anderen Bordetellen und Bakterien vor.’

1.2.5 Therapie

Durch eine friihzeitige antibiotische Therapie mit Makroliden (z. B. Erythromycin), vor
allem wahrend des Stadium catarrhale, kann der Krankheitsverlauf verkirzt
werden.?® Im spaten Stadium convulsivum haben Antibiotika meist keinen
entscheidenden Einfluss auf den Krankheitsverlauf, beenden jedoch die

Erregerausscheidung und damit die Infektiositat des Patienten.°

1.2.6 Pertussis-Schutzimpfung

Die wichtigste prophylaktische MaRnahme ist die aktive Immunisierung.3! Hierfir sind
prinzipiell zellulare und azellulare Impfstoffe geeignet. Weltweit werden auch aus
okonomischen Griinden ganzzellulare Impfstoffe noch eingesetzt, in Deutschland
stehen nur noch azellulare Impfstoffe zur Verfigung. Zellulare Impfstoffe werden aus
Zentrifugat von Kulturen mit Bordetella pertussis gewonnen. Die konzentrierten
Bakterien werden abgetdtet und ihr Toxin durch Erhitzen bzw. chemische
Behandlung inaktiviert. Azellulare Pertussisimpfstoffe bestehen entweder aus
Extrakten von Bordetella pertussis-Kulturen oder aus gereinigten, definierten Mengen
einzelner Bordetella pertussis-Antigene. Die wichtigsten sind P, FHA, Pertactin und
Fimbrien. PT ist in jedem Pertussis-Impfstoff enthalten. (Abbildung 1) Es bleibt bis
heute  unklar, welche Bordetella pertussis-Komponenten in  welcher
Zusammensetzung den optimalen Schutz vor Pertussis verleihen. Vermutlich erhéht
jede zusatzliche Komponente die Schutzrate azellularer Impfstoffe. Haufig wird der

Pertussis-Impfstoff mit anderen Impfstoffen kombiniert, wie mit Diphtherie- und
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Tetanus-Toxoid (DT). In vielen Kombinationsimpfstoffen ist DT an Aluminium als

Adjuvans adsorbiert. Thiomersal wird h&aufig als Konservierungsmittel beigegeben.

Adenylat-Zyklase-Toxin Dermonekrotisches Toxin

Fimbrien

Pertaktin \ [t ‘ ‘/" / / Filamentoses

(
Y% . -
—— Hamagglutinin
1)) 5=

Pertussis-Toxin

Serumresistenz- Tracheales
faktor BrkA Trachealer Zytotoxin
Kolonisierungsfaktor
nach Weiss A, ASM News 1997;63:22-8

Abbildung 1. Virulenzfaktoren von Bordetella pertussis. Toxine umfassen
sezerniertes Pertussis-Toxin und tracheales Zytotoxin (TCT),
oberflachengebundenes Adenylatzyklasetoxin und zytoplasmatisches
dermonekrotisches Toxin. Anheftungsfaktoren umfassen filamentdses Hamagglutinin
(FHA), Pertactin, Bordetella resistance to killing locus A (BrkA), trachealen
Kolonisierungsfaktor (TCA) und Fimbrien. (Nach Weiss?®)

Zur Grundimmunisierung werden in der Regel drei Dosen verabreicht. Zwei bis drei
Dosen werden als Booster-Immunisierung spater nachgegeben. Verstarkte
Lokalreaktionen nach Booster-Immunisierung sind in erster Linie auf das Diphtherie-
Toxoid zurtickzufuhren, aber auch durch die Pertussis-Toxine dosisabhéngig
moglich.1632  Bei dem zellularen Impfstoff wurden haufiger kurzzeitige
Nebenwirkungen beobachtet, allerdings ohne bleibende Schadigung, so dass die
Impfung als sicher gilt.3> Sehr selten ist die Impfung Ursache fiir Anaphylaxie,
Fieberkrampf und Episoden mit prolongiertem bzw. nicht zu beruhigendem Weinen.33

Behauptungen Uber weitere angebliche schwere Schaden durch DTP-Impfung, wie
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ein erhohtes Risiko fur den plétzlichen Sauglingstod oder die Ausbildung einer
Enzephalopathie, haben sich in kontrollierten Studien nicht bestatigt.®
Passagere neurologische Auffalligkeiten sind auch nach Impfung mit azellularem

Impfstoff beobachtet worden.3

Die Pertussis-Schutzimpfung bietet einen relativen Schutz vor Infektion mit Bordetella
pertussis. Fur den friiher in Deutschland verwendeten ganzzellularen Impfstoff (DPT-
Impfstoff Behring, Behringwerke, Marburg) wurde eine Effektivitat von >95%
errechnet.32:3%

Azellulare Vakzine erreichen nahezu die protektive Wirksamkeit des zellularen
Impfstoffs. Fir die in Deutschland gebrauchlichen azellularen Vakzine wurden
Effektivitatsraten von 73-93% errechnet.3>3 Sije sind jedoch deutlich weniger
reaktogen als die zellularen Impfstoffe3” und werden daher fir die Routine-
Immunisierung in Deutschland und vielen anderen industrialisierten Landern
eingesetzt. Moglicherweise ist die Dauer des Impfschutzes geringer bei azellularen
als bei zellularen Pertussis-Impfstoffen.38-4° Aufgrund ihres niedrigen Preises werden

jedoch in vielen Landern der Erde zellulare Impfstoffe verabreicht.

1.2.7 Immunantwort auf Pertussis-Toxin

Fur die protektive Immunitat gegen Bordetella pertussis spielen sowohl die zellulare
wie auch die humorale Immunantwort eine Rolle.*

Die serologische Immunitat wurde bereits vor mehr als 50 Jahren nachgewiesen.*?
Verschiedene Isotypen (IgG, IgM, IgE, IgA) und Idiotypen (gegen verschiedene
Antigene von B. pertussis) sind detektierbar. Die Infektion mit Bordetella pertussis
bewirkt die Bildung von IgA, IgG und IgM gegen spezifische Antigene des Erregers.*3
Die Impfung mit Bordetella pertussis hingegen induziert hauptsachlich die Bildung
von IgM und 1gG.44 Auffrischimpfungen bewirken die Bildung hoherer IgG-Titer als
Primarimpfungen.*® Im Vergleich unterschiedlicher Impfstoffe ist fir Fimbrien, nicht
aber fur P, eine direkte Korrelation von Antigenmenge und Impftitern nachgwiesen
worden.*® Eine Korrelation von praexpositionellen IgG-Titern und klinischem
Impfschutz ist fur Anti-P, Anti-Pertactin und Anti-Fimbriae, bei gleichzeitigem
Nachweis dieser Antikorper jedoch nicht fir FHA gefunden worden.*’*° Die beste

Korrelation mit dem Impfschutz zeigt Pertactin-IgG.4"48
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Mit Abstand zur Grundimmunisierung sinken spezifische IgG-Antikérper und sind 2-3
Jahre spater oft nicht mehr nachweisbar.5%%! Trotzdem besteht weiterhin fir eine
begrenzte Zeit Schutz vor erneuter Pertussis-Infektion.>? T-Zellantworten dagegen
sind langer als vier Jahre nach Pertussis-Impfung noch erhalten.>® Auch im
Tiermodell ist der durch Memory-B- und T-Zellen vermittelte Impfschutz nach
Abklingen der humoralen Immunantwort erhalten.>* Dies konnte den anhaltenden

Schutz durch die Pertussis-Schutzimpfung erklaren.

1.3 Allergie

1.3.1 Definition

Die Uberschiel3ende Antwort des erworbenen Immunsystems auf den Kontakt mit
einem normalerweise harmlosen Antigen (in diesem Fall als Allergen bezeichnet) ist
die Grundlage allergischer Erkrankungen. Fur diese Reaktionsweise pragte 1906 der
Wiener Padiater Clemens von Pirquet den Begriff "Allergie".>® Im allgemeinen
Sprachgebrauch wird der Ausdruck Allergie ausschliel3lich fur die Typ-I-Allergie oder
Soforttypallergie auf der Basis IgE-vermittelter immunologischer Reaktionen
verwendet. Im strengen Sinn, nach Coombs und Gell®¢, umfasst der Uberbegriff
"allergische Reaktion" alle Uberempfindlichkeitsreaktionen des Soforttyps und des

Spattyps.

Unter ,Atopie” versteht man allergische Erkrankungen, die auf der Grundlage einer
genetischen Disposition mit Nachweis allergenspezifischer IgE-Antikorper
einhergehen.%” Der Begriff ,atopischer Marsch“®® bezieht sich auf den natirlichen
Krankheitsverlauf atopischer Manifestationen, d. h. eine alterstypische Sequenz
allergischer Reaktionen und klinischer Symptome, die Uber Jahre oder Jahrzehnte
persistieren und nicht selten eine Tendenz zur Spontanremission mit dem Alter

erkennen lassen.>®

1.3.2 Allergische Erkrankungen

Allergische Erkrankungen gehéren heute zu den haufigsten chronischen
Erkrankungen des Kindes- und Jugendalters.®9-62 Typisch fir den atopischen
Formenkreis ist, dass Manifestationsformen in ihrem Auspragungsgrad variieren und
Zielorgane einander ablésen konnen. Die Bereitschaft zur Auspragung einer oder

mehrerer dieser Formen kann jedoch erhalten bleiben und weitervererbt werden. In

19



der typischen Reihenfolge ihres Auftretens gehoéren vier Manifestationsformen dazu:
Nahrungsmittelallergie, atopische Dermatitis, Asthma bronchiale und allergische

Rhinokonjunktivitis.®3

Nahrungsmittelallergien sind zumeist IgE-vermittelte Reaktionen und kénnen sich
sowohl an der Haut (Urtikaria, Ekzemschub, Quincke-Odem), am
Gastrointestinaltrakt (Erbrechen, Kolik, Diarrhoe), an den Atemwegen (Rhinitis,
Asthma, Larynxddem) und systemisch (Anaphylaxie) manifestieren. Im frihen
Kindesalter werden Reaktionen i. d. R. durch Hihnerei, Kuhmilch, Weizen, Soja,
Erdnuss oder Nuisse ausgelost. Reaktionen auf Allergene von Erdnissen,
Baumnissen oder Meeresfrichten konnen mitunter lebensbedrohlich sein und
persistieren zumeist lebenslang. Die pollenassoziierte Nahrungsmittelallergie ist
Ausdruck einer immunologischen Kreuzreaktivitat, die auf gemeinsamen Epitopen
von Pollen- und Nahrungsmittelallergenen, der sogenannten PR-10 Molekile, die
hitzelabil sind, beruht. Diese Form folgt meist einer etablierten Pollenallergie und wird
bei Kindern im Schulalter oder spater beobachtet. Weitere nicht IgE-vermittelte
allergische Reaktionen wie die eosinophile Gastroenteropathie sind mit der

Exposition gegenuber spezifischen Nahrungsmitteln verknupft.

Die atopische Dermatitis ist eine chronische bzw. chronisch-rezidivierende, meist
stark juckende Hauterkrankung, die sich haufig bereits im Sauglingsalter manifestiert.
Die zumindest in der Frihphase Th2-gewichtete Entzindung von Dermis und
Epidermis geht mit akuten Symptomen, wie Rétung, Odem, Papeln und starkem
Juckreiz, sowie chronischen Hautveranderungen wie Trockenheit, Schuppung,
Vergroberung des Hautreliefs (Lichenifikation) und Rhagaden, einher.54 Der
Krankheitsverlauf wird haufig kompliziert durch eine chronische bakterielle
Besiedlung, die mitunter zu schweren Superinfektionen fuhrt. Neben der Entziindung
liegt auch eine Barrierestdrung vor, die bei schwerem Verlauf nicht selten durch eine
Filaggrinmutation bedingt ist und mit erhfhtem transepidermalen Wasserverlust, aber
auch einer Durchlassigkeit fur Allergene assoziiert ist.5®

Die allergische Rhinokonjunktivitis geht mit einer Behinderung der Nasenatmung
durch entziindliche Schwellung der Nasenschleimhaut einher und auf3ert sich durch
Niesreiz, serdse Nasensekretion oder blockierte Nasenatmung und haufig auch mit

einer begleitenden Entziindung der Konjunktiven mit Rétung und Juckreiz. Ausloser
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sind inhalative Allergene mit perennialem Auftreten (z. B. Hausstaubmilbenallergen)
oder saisonalem Auftreten (z. B. Pollen). Die Manifestation erfolgt zumeist im

Schulalter.

Das Asthma bronchiale ist eine reversible Bronchialobstruktion, der eine chronische
Entzindung der Bronchialschleimhaut zugrunde liegt. Durch Kontraktion der
Bronchialmuskulatur, Schleimhautschwellung und vermehrte Sekretproduktion kann
es zu Husten, Giemen, Dyspnoe bis hin zur respiratorischen Globalinsuffizienz
kommen. Als Triggerfaktoren kommen virale Infektionen, kdrperliche oder psychische
Belastungen, inhalative und nutritive Allergene und Reizstoffe wie Ozon oder Tabak
in Betracht. Die Entziindungsreaktion bei Asthma bronchiale ist haufig eosinophil,
kann aber auch neutrophil sein. Auch spielt die T-zellulare Inflammation eine Rolle,
gerade beim chronisch-rezidivierenden Verlauf.®® Bei Kindern und Jugendlichen stellt
das allergische Asthma bronchiale eine der haufigsten chronischen Erkrankungen

dar und ist bei ca. 2/3 der Kinder allergisch.57¢8

1.3.3 Epidemiologie allergischer Erkrankungen

In den letzten Jahrzehnten ist weltweit eine signifikante Zunahme der Inzidenz und
Pravalenz allergischer Erkrankungen beobachtet worden.%® Zudem ist weiterhin ein
Anstieg der Inzidenz und Pravalenz der Nahrungsmittelallergie im friihen Kindesalter

zu verzeichnen.”

Insbesondere Faktoren des ,westlichen Lebensstils“ wie Luftschadstoffe, verstarkte
Allergenexposition infolge Innenraumisolierung und des Klimawandels mit
zunehmender Erderwdrmung und der dadurch verlangerten Pollensaison sowie die
verbesserten Hygienebedingungen und die damit einhergehende Abnahme von
Infektionskrankheiten werden als Einflussfaktoren diskutiert.”* Aber auch Faktoren
wie Exposition gegeniber mikrobiellen Stimuli und Ernéhrung scheinen einen grof3en
epigenetischen Einfluss auf das Immunsystem und die Immuntoleranz und -
regulation zu haben.”? Zahlreiche Untersuchungen in landlicher Bevolkerung zeigten,
dass Kinder, die auf traditionellen Bauernhdfen mit Kontakt zu Stallvieh
aufgewachsen sind, weniger Asthma und Allergien entwickeln.”®7 Dieser Effekt wird
bereits in utero vermittelt.”> In den letzten Jahren ist auch das Mikrobiom als Target

maoglicher Praventionsstrategien in den Fokus geruckt. Allergische Kinder und Kinder
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mit atopischer Dermatitis aber auch mit Asthma scheinen sich von nicht betroffenen
Kindern im Mikrobiom des Darmes zu unterscheiden: sie haben bereits frih im Leben
weniger Butyrat-bildende Bakterien im Stuhl”®’” und weniger Acinetobacter auf der
Haut.”® Faserreiche Kost, die im ersten Lebensjahr friih als Beikost eingeftihrt wird,
fordert Bakterien, die Butyrat und Propionat fermentieren und dadurch

immunmodulatorisch wirken.”®

1.3.4 Allergisch vermittelte Entziindung
Voraussetzung fur eine allergische Immunantwort ist eine spezifische
Sensibilisierung gegen ein Allergen. Relevante Allergengruppen sind z. B. Pollen,

Tierepithelien, Milben, Schimmelpilze, Nahrungsmittel und Medikamente.

Nach dem Uberwinden der Barriere von Haut oder Schleimhaut wird das Allergen
von antigenprasentierenden Zellen (APC) phagozytiert, intrazellular verdaut und
nach Transport in lokal drainierende Lymphknoten den T-Lymphozyten als
immunogene fragmentierte Peptide (Epitope) Uber Histokompatibilitdtsantigene der
Klasse Il (MHC-Klasse-Il) dargeboten. Der MHC-Peptid-Komplex wird mit Hilfe eines
passenden antigenspezifischen T-Zell-Rezeptors von CD4-positiven T-Lymphozyten
erkannt. Mit Hilfe eines Zweitsignals (der Interaktion von T-Zellstdndigem CD28-
Rezeptor und seinem Liganden auf der APC) kommt es zur T-Zellaktivierung mit

Proliferation des betreffenden T-Zellklons und zur Freisetzung von Zytokinen.

Anhand ihres Zytokin-Sekretionsmusters werden verschiedene von einer
gemeinsamen naiven Vorlaufer-Zelle abstammende T-Helfer-Zellpopulationen
differenziert.8 (Abbildung 2) T-Helfer-(Th-)1-Zellen produzieren die Zytokine IL-2,
Tumor-Nekrose-Faktor (TNF-)B und Interferon (INF-)y und sind fur die Abwehr
intrazellularer Erreger wie Viren oder Mykobakterien entscheidend. Th2-Zellen
produzieren die Zytokine IL-4, IL-5, und IL-13 und vermitteln die Abwehr gegen
Parasiten einerseits und allergische Reaktionen andererseits®’. Neben der

klassischen Einteilung der T-Helferzellen in Thl und Th2 wurde 2005 eine weitere

Untergruppe der CD4+ Zellen beschrieben’-. Dabei handelt es sich um Th17- Zellen,
welche pro-inflammatorische Zytokine der namensgebenden IL-17-Familie
produzieren. Das Zytokin IL-17A fordert Entzindungsprozesse im Gewebe, indem es

Granulozyten und Makrophagen anlockt und aktiviert. Thl7-Zellen produzieren
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allerdings weitere Zytokine, wie IL-17F, IL-6, IL-10 und IL-22.8% Eine besondere
Bedeutung kommt den CD4+CD25+ regulatorischen T-Zellen (Treg) zu. Diese
regulieren die Funktion von Thl- und Th2-Zellen Gber Vermittlung von ICOS-Ligand
und IL-10 herunter.848 Uber Zell-Zell-Kontakte und iber Zytokine wie IL-10 und
TGF-B begrenzen sie die Aktivitat anderer CD4+CD25+ T-Zellen® und unterdriicken
somit die allergisch-inflammatorische Reaktion. Bei Patienten mit allergischer
Erkrankung werden unter den T-Zellen deutlich weniger und funktionell
eingeschrankte Treg gefunden als bei Gesunden.t”8 Nach spezifischer
Immuntherapie gegen Allergene kann hingegen eine Zunahme IL-10-produzierender
Treg gefunden werden.®88 Dies fihrt zu der Annahme, dass die immunologische
Dysregulation atopischer Erkrankungen eher eine IL-10 abhéngige mangelnde
Bildung allergenspezifischer Treg-Zellen als eine mangelnde Bildung von Thl-Zellen
ist.°° Zu den Th-Zellpopulationen gehoren zudem die Th9-Zellen, welche zur
Entwicklung atopischer Erkrankungen, wie Nahrungsmittelallergien, atopischer
Dermatitis und Asthma bronchiale beitragen®, sowie IL-22 produzierende Th22-
Zellen, die sowohl einen proinflammatorischen als auch wundheilungsférdernden

Effekt austben.
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Abbildung 2. T-Lymphozyten in der allergisch vermittelten Entztindung. (Barnes®?)

IL-4 bewirkt die Proliferation von Th2-Zellen und aktivierten, Antikdrper
synthetisierenden B-Zellen®°4 und induziert die Auspragung von MHC Klasse II-

Epitopen auf B-Zellen.®> Voraussetzung fiir die IL-4-abhangige IgE-Synthese ist die
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Interaktion von MHC Klasse II- Epitopen auf B-Zellen mit dem T-Zell-
Rezeptorkomplex.® Die Differenzierung von Eosinophilen und die Verlangerung ihrer
Lebensdauer durch Inhibition der Apoptose wird durch IL-5 stimuliert.®”°8 [L-10
hemmt in Gegenwart von APC die Synthese von Thl-Zytokinen.®® IFN-y dagegen
hemmt die Th2- Expansion und die IL-4-induzierte Auspragung von MHC-Klasse II-

Epitopen auf B- Zellen.95:100

B-Zellen sind in der Lage, Uber ihre Oberflachenimmunglobuline Allergene zu binden,
die dann internalisiert und intrazellular prozessiert werden. Die daraus resultierenden
Epitope werden an MHC-Klasse Il Rezeptoren auf der Zelloberflache gebunden. Der
Kontakt dieses MHC-Klasse Il/Peptid-Komplexes der B-Zelle mit dem T-Zell-
Rezeptor einer ruhenden T-Zelle fuhrt zur klonalen Expansion und Differenzierung
der T-Zelle in Zyokine vom Th2-Typ. IL-4 bzw. IL-13 bewirken mit einem
kostimulatorischen Zweitsignal (Kontakt von CD40 auf der B-Zell-Oberflache und
CD40-Ligand auf der T-Zell-Oberflache) den Switch von der allergenspezifischen
IgM- auf die allergenspezifische IgE und IgG4-Produktion in den B-Zellen.®! Die
Produktion von allergenspezifischem IgE stellt den letzten Schritt der allergischen

Sensibilisierungskaskade dar.

IgE-Antikdrper binden an hochaffine IgE-Rezeptoren (FceRl) auf gewebsstandigen
Mastzellen, zirkulerenden basophilen Granulozyten und aktivierten
Langerhanszellen. Schwacher und kirzer binden auch IgG4-Antikdrper an diesen
Rezeptor. Die Kreuzvernetzung von zwei mastzellgebundenen IgE-Antikdrpern nach
spezifischer Allergenbindung triggert die Freisetzung von Entziindungsmediatoren
(u.a. Histamin, IL-4, IL-5) aus den Mastzellen. IL-5 wiederum wirkt chemotaktisch auf

Eosinophile und senkt die Degranulationsschwelle fur diese Zellen. (Abbildung 3)
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Abbildung 3. Pathophysiologie der allergischen Sensibilisierung. (Barnes®?!)

Man unterscheidet eine akute und chronische Phase der allergischen Entzindung. In
der akuten Phase wird durch die Allergenbindung an zwei zellsténdige IgE-Molekile
mit deren konsekutiver Kreuzvernetzung die Freisetzung von zyto- und
neurotoxischen Entztindungsmediatoren aus den Effektorzellen getriggert. Diese
Mediatoren fihren zu den typischen Symptomen der akuten Typ I-Allergie: an den
Atemwegen zur Schwellung und Hypersekretion der Schleimhaut, zum Spasmus der
Bronchialmuskulatur, zu Juckreiz und Ekzem an der Haut, zu Erbrechen und
Durchfall im Gastrointestinaltrakt. Die akute Phase der allergischen Entziindung ist
durch die reversible lokalisierte Schadigung des Zielgewebes charakterisiert.192103 |n
der chronischen Phase der allergischen Entziindung kommt es zu irreversiblem
Umbau von geschadigtem Gewebe. Untergegangene Zellen werden von
Mastzellproteasen abgebaut und durch Kollagen ersetzt, woraus ein

Elastizitatsverlust des Gewebes resultiert.

1.3.5 Ursachen der Allergieentstehung

Die familiare Haufung von atopischen Erkrankungen weist auf eine genetische
Komponente als Ursache hin. Da hierbei jedoch kein klassisches Vererbungsmuster
vorliegt,%* wird ein genetischer Polymorphismus angenommen.'® In Anbetracht des
signifikanten Anstiegs allergischer Erkrankungen in den letzten Dekaden, sind
Veranderungen im genetischen Pool als Hauptursache allerdings nicht plausibel.1%4
Vor diesem Hintergrund wird postuliert, dass veranderte Umweltbedingungen

ursachlich fur die Allergie- und Asthmaepidemie der letzten Jahrzehnte sind. Auf der
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Basis von Interaktionen mit der Umwelt bei bereits vorhandener genetischer
Pradisposition lasst sich eine gesteigerte Suszeptibilitat fur Atopie und allergische
Erkrankungen erklaren. Genetische Variationen, einst aus der Resistenzentwicklung
gegenuber parasitaren und bakteriellen Infektionen evolviert, kdnnten durch eine sich
rasch verandernde Umwelt fehlgeleitet worden sein.'®* Dies wird durch den Begriff
,Gen-Umweltinteraktion® beschrieben®® und kann unter anderem durch
epigenetische Veranderungen durch Desoxyribonukleinsaure (DNA)-Methylierungen

erfolgen.t0’

Epithelzellen interagieren mit dendritischen Zellen unter anderem udber Thymic
stromal lymphopoetin (TSLP), IL25 und IL33. 2012).9%108.109 Dje Produktion von
TSLP ist abhangig von Verletzungen und Entzindungen der epithelialen Barriere.
TSLP bewirkt eine Forderung der TH2-Antwort°819° durch dendritische Zellen.®! Das
Epithel kann auch direkt Gber Pattern Recognition Receptors®, wie CD14 oder TLR4,
stimuliert werden. Eine besondere Rolle in der Integritat der epithelialen Barriere der
Haut kommt dabei dem Protein Fillaggregin zu. Fillaggregin-Mutationen stehen in
engem Zusammenhang mit atopischem Ekzem, Asthma, Nahrungsmittelallergien
und Rhinitis.1%® Es besteht die Hypothese, dass durch Mutationen im Fillagregin
codierenden Genlocus ein Defizit in der epithelialen Barriere entsteht, welches
Allergenexposition durch die Haut zulasst und so Sensibilisierungsreaktionen und

nachfolgende allergische Inflammation beglinstigt.*° (Abbildung 3)

Basierend auf zunachst epidemiologischen Studien wurde die ,Hygiene-Hypothese®
formuliert, durch welche Umweltfaktoren wie Ernahrung und bakterielle Infektionen in
den Fokus der wissenschaftlichen Forschung rdckten und zu neuen Ansatzen
fuhrten, die von einem Verlust protektiver Faktoren in unserem Lebensstil ausgehen
und den Anstieg der Allergie- und Asthmapravalenz erklaren.!*' Auf dieser
Grundlage wurden im europaischen und nichteuropaischen Ausland Studien
durchgefiihrt, welche auch den Bauernhofeffekt untersuchten.? Im Rahmen dieser
Studien konnte gezeigt werden, dass vor allem der Kontakt mit dem Tierbestand des
Bauernhofes, Kontakt mit Tierfutter wie Heu, Stroh, Getreide und Silage, sowie der
regelmaRige Konsum von frischer Kuhmilch das Risiko fur Asthma und Allergien
reduziert. Diese Effekte sind unabhangig voneinander, weshalb die Autoren zu dem

Schluss kommen, dass Inhalation und Ingestion die 2zwei wichtigsten

26



Expositionsrouten sind. Auch sind diese Effekte unabhangig von anderen Lebensstil-
Faktoren, wie Stillen und FamiliengroRe und hatten den grof3ten Effekt, wenn die
Exposition in utero oder im ersten Lebensjahr auftrat.!!? Eine Metaanalyse ergab
eine 25% geringere Pravalenz von Asthma und Giemen unter Kindern, welche dem
Bauernhofmilieu ausgesetzt waren.''* Die PARSIFAL-Studie unterstrich die
protektive Wirkung einer mikrobiell vielfaltigen Umwelt.1** Eine Detailanalyse, der im
Rahmen der Studie gesammelten Matratzenstaubproben auf die Zusammensetzung
der dort gefundenen Bakterienflora, belegte diesen Effekt. Analysen von Stauben
aus Kinderbetten, die im Rahmen der GABRIEL(A)-Studie durchgefuhrt wurden,
belegen, dass nicht nur eine vielfaltige bakterielle Flora mit der Asthmaprotektion bei
den Indexkindern assoziiert ist, sondern auch Pilzsporen diesen Effekt zeigen.!® Die
mikrobielle Diversitat stand in beiden Studien in starker inverser Beziehung zum
Auftreten von Asthma. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die mutterliche
mikrobielle Exposition die TLR Expression der mdutterlichen Lunge und der des
Neugeborenen bestimmt.” Dies erklart moglicherweise den protektiven Effekt bei
Bauernhofkindern, die im Ubrigen auch ein viel diverseres Mikrobiom im Hausstaub

und im Stuhl haben.116

1.3.6 Einfluss der Pertussis-Impfung auf die Allergieentwicklung

Impfungen in der frihen Kindheit werden wéhrend der initialen Th2 dominierten
Phase verabreicht und sind potentielle Trigger fir eine generelle Pragung des
Immunsystems. Transiente IgE-Antworten sind Bestandteil einer regularen
Immunantwort gegen Diphtherie-, Tetanus- und Pertussis-Impfantigene.t’-121 Soweit
bekannt ist die IgE-Antwort auf Impfantigene ein immunologisches Ph&nomen, das
nicht mit allergischen Sofortreaktionen auf Impfstoffgabe assoziiert ist. Diese Antwort
ist jedoch bei Atopikern viel deutlicher ausgepragt.118119.122 p-|gE wird haufiger nach
Impfung mit azellularem Impfstoff als mit zellularem Impfstoff gebildet.1?> Die
Immunantwort gegen den azellularen Pertussis-Impfstoff ist eher Th2-assoziiert als

gegen den zellularen Impfstoff.123

In mehreren vorangegangenen Studien wurde der Einfluss von Pertussis oder
Pertussis-Impfung auf die Haufigkeit von Kklinischen Manifestationen der Allergie
untersucht. Die Datenlage ist heterogen. In der retrospektiven Studie wurde bei

britischen Kindern, die als Sauglinge mit ganzzellularem Impfstoff geimpft wurden,

27



eine funffach erhohte Pravalenz von Asthma beschrieben.?4 In einer retrospektiven,
anamnestischen Erhebung zeigte sich bei DTP-geimpften gegeniber T-geimpften
Kindern ein doppeltes Asthma Risiko.*?® In Neuseeland wurde unter 1265 Kindern bei
23 Ungeimpften bis zum 10. Lebensjahr kein Asthma und keine Allergien gefunden,
wohingegen 23.1% der DTP-geimpften Kinder Asthma-Episoden hatten und 30%
wegen anderer allergischer Erkrankungen einen Arzt konsultierten. In einer weiteren
restrospektiven Studie wurde DTP-Impfung als Risikofaktor fur die kumulative Rate
atopischer Erkrankungen identifiziert (OR 1.8, 95%CI 1.4-2.2).1%% Fiir respiratorische
Allergien war dort allerdings erst im Jugendalter ein erhdhtes Risiko erkennbar. In
anderen Studien konnte dieser Zusammenhang nicht bestatigt werden.?230 Eine
schwedische prospektive Studie zeigte bei Pertussis-erkrankten Kindern ein doppelt
so haufiges Risiko fir das Auftreten von Asthma.'?®> Dagegen zeigte sich in einer
neuseelandischen Querschnittsstudie kein Zusammenhang von Asthma und

Pertussis.11?

Vor mehr als 50 Jahren war bereits der adjuvante Effekt von Bordetella pertussis auf
die IgE-Produktion erkannt worden. Bei Ratten, die mit Bordetella pertussis infiziert
worden waren, konnte nach Anaphylaxie eine ausgepragtere Schéadigung durch
Mastzelldegranulation und erhohte  Histaminfreisetzung durch ,Mastzell-

sensibilisierende Antikorper” (IgE) beobachtet werden.?’

P wird seit langem als Adjuvans fur die IgE-Produktion gegen gleichzeitig
verabreichte Antigene in Tiermodellen angewandt.*?®131 Sowohl nach Pertussis-
Infektion'32133 als auch nach primarer Pertussis-Impfung®3*137 kénnen bei Kindern
IgE gegen P nachgewiesen werden. Es gibt Angaben daruber, dass nach Auffrisch-
Impfung bei Kindern, denen primar azellularer Impfstoff verabreicht wurde, IgE gegen
P nachgewiesen wurde, nicht aber bei Kindern, denen primar ganzzellularer Impfstoff
verabreicht wurde.'®> Nach Pertussis-Infektion ist ein erhohtes Gesamt-IgE
beschrieben worden.3139 Gegeniiber nicht erkrankten Kindern wurde bei Kindern
nach Pertussis-Infektion gering vermehrtes spezifisches IgE gegen andere Allergene

nachgewiesen,138:140,122

Immunologisch sind in diesem Zusammenhang auch Lipopolysaccharide (LPS)

interessant, welche die Grundstruktur bakterieller Zellwand bilden. In experimentellen
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Modellen wurde der Einfluss von LPS als Bestandteil bakterieller Zellwand auf die
Immunantwort bei Allergenexposition untersucht. LPS reguliert die IgE-Synthese,
allergische Entziindung und allergische Atemwegsreaktion herunter.*4! LPS scheint
auch einen inhibitorischen Effekt auf allergische Atemwegserkrankungen bei Kindern
zu haben.**? Der klinische Einsatz von LPS enthaltenden zerhackten Fakal-Keimen
wurde in der Allergiepravention bereits wissenschaftlich untersucht.#® LPS ist auch

Bestandteil der Zellwand von Bordetella pertussis. (Abbildung 1)

Pertussis-Infektion l6st eine Thl-Immunantwort aus. Lymphozyten von Patienten
nach Pertussis-Infektion wurden in vitro mit Pertussis-Antigenen stimuliert, woraufhin
die Lymphozyten mit einem Thl-Zytokinmuster reagierten (hohe IFN-y-Werte,
niedrige IL-5-Werte).144145146 |m murinen Modell ist eine frihe Thi-Antwort
Voraussetzung fur die Elimination von Bordetella pertussis,'#4’:14 im spateren Verlauf
jedoch zum Schutz des Gewebes balanciert durch Sekretion von Th2-typischen
Zytokinen.'#® In B-Zell-defizienten Mausen kommt es zu einer disseminierten
Infektion des Respirationstrakts.'4° T-Zell-defiziente Mause kdnnen die Infektion nicht
beherrschen und gehen zugrunde.'® Im Tiermodell scheinen Elemente beider Th-
Schenkel wesentlich fur die Bewaltigung einer Infektion mit Bordetella pertussis zu

sein.

Ganzzellulare und azellulare Impfstoffe I6sen unterschiedliche Immunantworten aus.
Lymphozyten von Patienten, denen ganzzellularer Impfstoff verabreicht wurde,
zeigen ahnlich wie Lymphozyten von Patienten, die eine Pertussis-Infektion erlitten
hatten, eine Thl-Immunantwort (hohe IFN-y- und IL-2-Werte, niedrige IL-4- und IL-5-
Werte).151122  Tierexperimentelle  Untersuchungen zeigen, dass PT und
Lipopolysaccharide von B. pertussis dafir verantwortlich sind und nicht
Komponenten aus azellularen Impfstoffen (FHA, detoxifiziertes PT und
Pertactin).1>2153 Lymphozyten von Patienten nach Impfung mit azellularer Vakzine
zeigen dagegen eine gemischte Th1/Th2-Immunantwort mit starker Sekretion von
IFN-y, IL-4 und IL-5.1%! Nach Auffrischimpfung mit azellularer Vakzine zeigt sich eine
Th2-polarisierte Immunantwort mit herunterregulierter Sekretion von IFN-y und

heraufregulierter Sekretion von IL-5.12352
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1.4  Fragestellungen

Es konnte zuvor bereits gezeigt werden, dass die zellulare Bordetella pertussis-
Impfung spezifische IgE und IgG4-Antikdrper (nicht jedoch spezifische protektive
IgG-Antikorper) gegen Diphtherie- und Tetanus-Impfantigene dosisabhangig

herunterreguliert.*?!

Unbekannt ist, ob hinsichtlich der IgE-Antwort auf kovakzinierte Impfantigene
azellulare Pertussis-Impfstoffe anders als die ganzzellularen Impfstoffe agieren.
Theoretisch konnte dies der Fall sein, weil in diesen Impfstoffen das LPS der
bakteriellen Zellwand von Bordetella pertussis fehlt und deshalb ein wesentlicher
Faktor fur die Herunterregulierung der IgE-Antwort auf kovakzinierte Antigene nicht
zur Verfugung steht. In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir deshalb bei zellular
und azellular geimpften Kindern als humanes in vivo-Modell fir Immunmodulation, ob
in Abhangigkeit vom Bordetella pertussis-Impfstoff, die humorale Immunantwort

gegen kovakzinierte Diphtherie- und Tetanus-Antigene beeinflusst wird.

Durch die Einbeziehung einer Kohorte aus einer prospektiven Pertussis-Impfstudie
aus Schweden'?® stand eine Population zur Verfligung, die aussagekraftige

Ergebnisse zu folgenden Fragestellungen erwarten lief3:

(1) Wie ist die Antikorperproduktion von IgE- und 1gG4-Antikdrpern gegen Diphtherie-
und Tetanustoxoid nach den verschiedenen Impfprotokollen?

(2) Welche Unterschiede bestehen zwischen Atopikern und Nicht-Atopikern
hinsichtlich der Bildung von Impfantikérpern?

(3) Welchen Einfluss hat eine Kovakzination mit Pertussis (azellular bzw.
ganzzellular) auf die Ausbildung von Impfantikbrpern und Antikérpern gegen

Allergene?
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2 Patienten und Methoden

2.1 Patienten

Patienten standen aus einer prospektiv seit 1992 verfolgten Interventionsstudie in
Schweden zur Verfugung. In dieser doppelblinden, randomisierten Studie wurde die
Wirkung von zwei azellularen und einer ganzzellularen Diphtherie-Tetanus-Pertussis-
Vakzine mit einer Diphtherie-Tetanus-Vakzine als Kontrolle verglichen. Dazu wurden
9.828 Kinder, die 1992 in Schweden geboren wurden, in 14 Zentren rekrutiert.*4 In
einem dieser Zentren (Linkoping) wurden 711 von 788 Kindern fir eine Studie zur
Untersuchung des Einflusses der Pertussis-Impfung auf die Atopie-Entwicklung
rekrutiert, von denen 669 Kinder drei Impfdosen erhielten und an
Folgeuntersuchungen bis zum Alter von 30 Lebensmonaten teilnahmen.'?? In einer
weiterfihrenden prospektiven Studie wurden 667 Kinder dieser Kohorte nach
weiterer Auffrischimpfung im Alter von 7 Jahren mit Haut-Prick-Test und Fragebogen
bezuglich der Entwicklung allergischer Erkrankungen nachuntersucht.® Fir die
vorliegende Studie wurden die Blutproben von 265 dieser Kinder mit und ohne
allergischer Sensibilisierung gegen Umweltallergene ausgesucht, um die humorale
Immunantwort auf zellulare und azellulare Pertussis-Impfstoffe zu analysieren. Alle
Kinder, die an dieser Studie teilnahmen, waren vollstdndig geimpft und hatten keine
Pertussis-Infektion erlitten. Als atopische Pradisposition in dieser Studienpopulation
galt, wenn mindestens ein Elternteil an Asthma bronchiale, atopischer Dermatitis

oder allergischer Rhinitis litt.

2.2 Impfungen

Die randomisierten Kinder erhielten jeweils einen von 4 Impfstoffen, deren

Zusammensetzung in Tabelle 1 aufgefuhrt ist. Alle Kinder erhielten Impfstoffe aus

identischen Ampullen mit individueller Randomisierungsnummer. Unmittelbar vor der

Datenauswertung wurde die Verblindung aufgehoben. Die Impfstoffe wurden jeweils

dreimal in gleichen Zeitintervallen intramuskular in den Musculus vastus lateralis

appliziert. Die erste Impfung erfolgte mit 2 Lebensmonaten, die zweite mit 4

Lebensmonaten und die dritte mit 6 Lebensmonaten. (Abbildung 4)
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Tabelle 1. Die verwendeten Impfpraparate fur Kinder gegen Diphtherie-Tetanus (DT)
und Diphtherie-Tetanus-Pertussis (DTP). AC-2, azellularer Pertussis-Impfstoff mit 2
Komponenten; AC-5, azellularer Pertussis-Impfstoff mit 5 Komponenten; WC,
ganzzellularer Pertussis-Impfstoff.

Typ Hersteller Zusammensetzung

DTP, AC-2 SmithKline Beecham, Rixensart, Inaktiviertes Pertussis-Toxin 25ug
Belgien Hamagglutinin 25ug
Diphtherie-Toxoid 25Lf
Tetanus-Toxoid 10 Lf
Aluminium 0.50mg

DTP, AC-5 Connaught Laboratories, Toronto, Inaktiviertes Pertussis-Toxin 10ug
Kanada Filamentdses Hamagglutinin 5ug
Fimbriae 2 + 3 5ug
Pertactin 3ug
Diphtherie-Toxoid 15Lf
Tetanus-Toxoid 5Lf
Aluminium 0.33mg

DTP, WC Connaught Laboratories, Inaktiviertes Pertussis-Toxin 5.71E
Swiftwater, PA, USA Diphtherie-Toxoid 6.65Lf
Tetanus-Toxoid 5Lf
Aluminium
DT Swedish National Bacteriological Diphtherie-Toxoid 15Lf
Laboratory, Stockholm, Sweden Tetanus-Toxoid 3.75Lf
Aluminium

2.3 Klinische Diagnosen

2.3.1 Erhebungszeitpunkte, Befragung und Untersuchung

Die Kinder wurden mit 2, 7 und 30 Lebensmonaten einer kérperlichen Untersuchung
unterzogen. Die Eltern erhielten Fragebtgen in Bezug auf Nikotin-Exposition,
Feuchtigkeit im Haus, Haustiere, Erndhrung und allergische Symptome ihres Kindes.
Zudem wurden die Eltern in 6-wdchigem Abstand zu méglichen Pertussis-Symptomen
befragt und um Rickmeldung gebeten, falls ihr Kind bereits 7 Tage oder langer hustet
(s.u. 2.3.2).
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1. Impfdosis
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Abbildung 4. Zeitpunkte der Impfungen und Untersuchungen. BE Blutentnahme,
SPT Skin-Prick-Test (Haut-Prick-Test).

2.3.2 Klinische Atopiemanifestationen

Die Diagnose einer atopischen Erkrankung wurde auf der Basis von Fragebdgen,
klinischer Untersuchung und Krankenakten gestellt. Bertcksichtigt wurden Asthma
bronchiale, atopische Dermatitis, allergische Rhinokonjunktivitis, Urtikaria und

Nahrungsmittelallergie.

Asthma bronchiale wurde definiert als mindestens 3 Episoden mit obstruktiver
Bronchitis vor dem 2. Geburtstag oder 1 Episode mit bronchialer Obstruktion ohne eine
andere ursachliche Erklarung nach dem 2. Geburtstag.?? Atopische Dermatitis wurde
definiert als anhaltendes oder rezidivierend juckendes Ekzem mit einer Dauer von 6
Monaten oder langer. Fir die Diagnosestellung einer allergischen Rhinokonjunktivitis
mussten beide der folgenden Fragen bejaht werden: ,Hatte Ihr Kind in den
vergangenen 12 Monaten Niesen, Rhinorrhoe oder eine verstopfte Nase ohne erkaltet
gewesen zu sein?“ und ,Waren in den vergangenen 12 Monaten diese aufgetretenen
Nasenbeschwerden begleitet von juckenden oder tranenden Augen?“ Urtikaria wurde
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als eine allergische Reaktion gewertet, wenn die Symptome nach Exposition gegentiber
einem Allergen auftraten und im Hautpricktest eine positive Reaktion gegen dasselbe
Allergen festgestellt wurde (s.u. 4.1). Die Diagnose einer Nahrungsmittelallergie wurde
bei mindestens einmaligem Auftreten von Durchfall, Erbrechen, Urtikaria oder Quincke-
Odem nach Verzehr eines bestimmten Nahrungsmittels, gegen das auch spezifische

IgE-Antikorper nachgewiesen werden konnten, gestellt.

2.3.3 Diagnostische Kriterien fur Pertussis

Die Diagnose Pertussis wurde gemafR der WHO-Definition gestellt.1>® Die Eltern wurden
in 6-wdchigem Abstand telefonisch kontaktiert und zu mdglichen Pertussis-Symptomen
bei ihrem Kind befragt. Bei Auftreten einer 7 Tage oder langer andauernden
Hustensymptomatik wurden serologische Analysen in Blutproben und mikrobiologische
Abstriche aus Nasopharyngealsekret auf Bordetella pertussis durchgefiihrt. Die
Diagnose Pertussis wurde gestellt, wenn anfallsartiger Husten fiir mindestens 21 Tage
und zusatzlich eines der folgenden Kriterien vorlag: kultureller Nachweis von Bordetella
pertussis, Anstieg von IgG- oder IgA-Antikérpern gegen PT um = 100 %, Anstieg von
IgG- oder IgA-Antikorpern gegen FHA um = 100 % (bei negativer Kultur oder PCR fir
Bordetella parapertussis) oder der dokumentierte Kontakt zu einem Mitglied desselben
Haushalts mit kulturell nachgewiesener Bordetella pertussis — Infektion und
Hustenbeginn innerhalb von 28 Tagen vor oder nach Hustenbeginn des

Studienpatienten.

2.4  Allergische Sensibilisierung gegen Umweltallergene

2.4.1 Haut-Prick-Test

Eine maogliche allergische Sensibilisierung wurde mit Hilfe von Haut-Prick-Tests
festgestellt. Diese wurden bei den Patienten der Kohorte jeweils doppelt auf den
Unterarmen volarseitig durchgefuhrt. Getestet wurden Milch (pasteurisierte fettarme
Kuhmilch), Ei (natives Eiweil3) und Katzenepithelien im Alter von 7 Lebensmonaten;
sowie Ei, Katzenepithelien, Hundeepithelien, Hausstaubmilben (Dermatophagoides
pteronyssimus, Dermatophagoides farinae), Birkenpollen und Lieschgraspollen im Alter
von 30 Lebensmonaten. Kuhmilch, Hihnereiweild und Soluprick SQ-Extrakte (10 HEP;
Allergologisk Laboratorium A/S, Hgrsholm, DK) fir die Ubrigen Allergene wurden
entsprechend den Empfehlungen der European Academy of Allergology and Clinical

Immunology angewendet.’*® Der Test wurde als positiv bewertet bei Auftreten von
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Hautquaddeln mit einem mittleren Durchmesser von mindestens 3 mm nach 15
Minuten. Als Positiv- und Negativkontrolle wurden Histamindihydrochlorid (10 mg/mL)
und Kochsalzlésung hinzugezogen. In den 3 Tagen vor Durchfihrung des Haut-Prick-
Tests durften keine Antihistaminika eingenommen worden sein. Die Definition von
Atopie war ein positiver Haut-Prick-Test fir mindestens ein Nahrungsmittelallergen

und/oder inhalatives Allergen mit 7 oder 30 Monaten.

2.5 Serologie

2.5.1 Proben

Die venosen Blutentnahmen (BE) zur Durchfihrung der Analysen erfolgten zunachst
vor der ersten Impfung im Alter von 2 Lebensmonaten, einen Monat nach der dritten
Impfung im Alter von 7 Lebensmonaten und mit 12 Lebensmonaten. Die Blutproben
wurden abzentrifugiert und das Serum bei - 20°C gelagert. Jedes Serumréhrchen wurde
mit der entsprechenden Randomisierungsnummer versehen. Das Auftauen der Proben
erfolgte unmittelbar vor Durchfuhrung der Analysen. Um eine homogene
Durchmischung zu erhalten, wurden die Proben geschiittelt. Fur die 1gG4-Bestimmung
wurde das Serum 1:40 verdunnt. Somit stand hierfur mehr Material zur Verfigung als
fur die IgE-Bestimmung, fur die unverdinntes Serum bendtigt wurde. Standen geringe
Blutmengen zur Verfugung, wurde der Diphtherie-Serologie Vorzug gegeben. IgE
gegen Pertussis-Toxin wurde bei einer Untergruppe von Kindern im Alter von 7 bzw. 12

Lebensmonaten bestimmt.

2.5.2 Analyse von spezifischen IgE- und IgG4-Antikérpern gegen Diphtherie- und
Tetanustoxoid
Diphtherie- und Tetanustoxoid wurden an Bromcyan-aktivierte Sepharose gekoppelt
(Sepharose 1mg Protein/g, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Schweden; 1 mg
gekoppeltes Impfantigen-Protein entsprechen 1500 Limit of Flocculation Units (Lf)
Tetanustoxoid und 1800 Lf Diphtherietoxoid). Die Sepharose wurde in einer
Konzentration von 2 mg/ml mit PBS gemischt, welche 10 mM EDTA, 0,2% Tween 20
und 0,05 mg/ml NaNs (IgE), PBS mit 0,5% Schafsserum (v/v), 4,5% Rinderserum (v/v),
0,2% Tween 20 (v/v), 0,3% BSA (w/v), und 10 mM EDTA (IgG4) beinhaltet. Der RAST
fur IgE und IgG4 wurde durchgefihrt, indem 50 ml Serum (IgE unverdiinnt; 1IgG4 1:40
verdinnt) mit 250ml Sepharose tber Nacht inkubiert wurde. AnschlielRend wurde die

Mischung finfmal mit PBS-Tween 0,1% gewaschen. Eine zweite Inkubation erfolgte mit
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500 ml Medium (0,5% Schafsserum (v/v); 4,5% Rinderserum (v/v); 0,2% Tween 20%
(v/v); 0,3% BSA (w/v); 10 mM EDTA in PBS (pH 7,4)) plus 50 ml polyklonale anti-IgE-
Antikdrper vom Schaf oder mit 500 ml Medium (0,3% BSA; 0,2% Tween 20: 10 mM
EDTA in PBS, pH 7,4) plus 50 ml monoklonale anti-lgG4-Antikérper (beides radioaktiv
markiert mit *2°[). AbschlieRend wurde viermal tber 12 Stunden mit PBS-Tween 0,1%
gewaschen. Der prozentuale Anteil von gebundenem 1%°I wurde mit einem
Gammazéahler gemessen. Die Ergebnisse wurden an einer standardisierten
Kabilbrierungskurve fur IgE in Rast Units (RU) (27, 9, 3, 1 und 0,3 RU; 1 RU = 1,54
IU/ml) abgelesen. 1IgG4 wurde in willkirlichen Einheiten (arbitrary RU, a-RU) anhand
einer 1gG-Standard-Kurve berechnet, welche sich aus einer Mischung von Proben von
zwei gegen Gras und Pollen sensibilisierten Patienten in einer Verdinnung von 1:45,
1:90, 1:180, 1:360, 1:720 und 1:1440 zusammensetzt. Der Grenzwert flr einen
positiven Test lag bei 0,35 kU/I (D-IgE, T-IgE) und 5 IU/ml (D-IgG4, T-IgG4).

2.5.3 Analyse von IgG gegen Diphtherie-Antitoxin

Als Antigen wurde gereinigtes Diphtherie-Toxin mit einer spezifischen Aktivitat von 2700
Lf/mg Protein Nitrogen eingesetzt. PVC ELISA-Platten wurden pro Zelle mit 0,1 ml einer
Losung aus Toxin, welches 1 Lf pro ml enth&lt, umhullt. Acht zweifach verdiinnte Seren
wurden eingesetzt, beginnend mit einer Verdinnung von 1:24 im Puffer. Als Referenz-
Antitoxin wurde eine standardisierte Anfertigung eines humanen Antitoxin-
Immunglobulins (IgG) verwendet (freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Dr. S.
Varallay, Swiss Serum und Vaccine Institute, Bern). Absorptionswerte zwischen 0,1 und
0,2 wurden eingesetzt, um die Kurven abzulesen. Das untere Limit der Assay-Prozedur
wurde bei 0,02 ELISA-Einheiten pro mililiter (EU/ml), aquivalent zu 0,02 IU/ml, gesetzt.
Entsprechend wurde gereinigtes Tetanus-Toxin mit einer spezifischen Aktivitdt von
1760 Lf/mg Nitrogen-Protein als Antigen fiur den Tetanus-Antitoxin-ELISA eingesetzt.
Das untere Limit der Assay-Prozedur wurde bei 0,025 EU/ml, dquivalent zu 0,025 [U/ml,

gesetzt.

2.5.4 Analyse von IgE gegen Pertussis-Toxin

IgE gegen Pertussis-Toxin wurde mithilfe des Magic Lite Systems (ALK, Hgrsholm,
Danemark) analysiert, einem immuno-chemiluminometrischen Assay. Dabei werden
paramagnetische Partikel als Festphase fiir die Kopplung eingesetzt. Gereinigtes

Pertussis-Toxin wurde mit dem Magic Lite SQ Allergy System Coupling Kit (ALK,
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Harsholm, Danemark) an die paramagnetischen Partikel gekoppelt, wie bereits an
anderer Stelle beschrieben.'?> Der Kopplungsgrad war hoch, da kein Protein vom
Puffer, der fir den Kopplungsprozess eingesetzt wurde, zurickgewonnen werden
konnte. Unspezifische Bindung fand nicht statt, da kein Signal detektiert wurde, als die
solide Pertussis-Toxin-Phase mit negativem Kontroll-Serum oder mit Verdinner
inkubiert wurde. Fur die IgE-Bestimmung nutzten wir das Hochsensitivitéats-Protokoll mit
einer Uber Nacht-Inkubation des Serums und der soliden Phase bei Raumtemperatur.

Die Nachweisgrenze lag bei 0,5 SU/ml.

2.6 Statistik

Fur die statistischen Analysen kam SPSS fir Windows 10,0 (SPSS Inc.) zum Einsatz.
Mittels Pearson’s Chi-Quadrat-Test wurden Assoziationen in zweidimensionalen
Haufigkeitstabellen analysiert (mit Yates” Korrektion bei Fallzahlen <20/Zelle). Der
Exakte Fisher-Test wurde in 2x2-Tafeln angewandt, wenn die erwartete Haufigkeit in
einer der Zellen unter funf war. Der Mann-Whitney U-Test wurde fur den Vergleich
kontinuierlicher Variablen eingesetzt. Fur Korrelationen wurde Spearman’s Rho
berechnet. Die Daten der IgE- und IgG4-Antikorper-Messungen sind linksverzerrt und
wurden daher logarithmiert, um partielle Korrelationen zu berechnen. Statistische

Signifikanz wurde bei einem zweiseitigen Alpha-Level von 0,05 angenommen.57:158

2.7 Ethik

Die Eltern aller an der Allergie-Studie teilnehmenden Kinder aus der Pertussis-Impfstoff-
Studie stimmten den zusatzlichen Probenentnahmen fiir die serologischen Analysen
und den Untersuchungen beziiglich der Allergie-Entwicklung zu. Die Studie wurde von
der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat, Universitat Linkdping, Schweden,

anerkannt.
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3 Ergebnisse

3.1 Studienpopulation

Von den 265 Kindern, die in die Studie eingeschlossen wurden, erhielten 68 Kinder
den ganzzellularen Pertussis-Impfstoff, 64 Kinder den 2-Komponenten-azellularen
Impfstoff, 65 Kinder den 5-Komponenten-azellularen Impfstoff und 68 Kinder in der
Kontrollgruppe erhielten den Diphtherie-Tetanus-Impfstoff. In Tabelle 2 sind die
demographischen Charakteristiken der Patienten in den untersuchten Gruppen mit
analysierten Seren zusammengefasst. Die Gruppen unterschieden sich nicht
statistisch signifikant hinsichtlich Geschlecht, atopischer Pradisposition, allergischer
Sensibilisierung gegen Nahrungsmittel oder inhalative Allergene, Vorhandensein von

felltragenden Haustieren, Rauchen in der Wohnung sowie Stilldauer.

Tabelle 2. Charakteristiken von 265 Kindern, die 3 Dosen von 1 der 3 Pertussis-
Impfstoffe oder Diphtherie-Tetanus-Impfstoff erhielten. DT, Diphtherie- und
Tetanustoxoid-Impfstoff  (Kontrolle); DTPw, ganzzellularer Pertussis-Impfstoff;
DTPa2, 2-Komponenten-azellularer Pertussis-Impfstoff; DTPa5, 5-Komponenten-
azellularer Pertussis-Impfstoff.

DT DTPw DTPa2 DTPa5

N=68 N=68 N=64 N=65
Geschlecht, mannlich [%] 50 49 42 51
Atopische Pradisposition [%]
Mutter 33.8 35.3 37.5 38.5
Vater 39,7 324 35.9 41.5
Allergische Sensibilisierung [%] 27.9 324 46.9 40.0
Rauchexposition [%] 7.5 5.9 10.9 7.7
Felltragende Haustiere [%] 26.5 17.6 25.0 16.9
Stilldauer >3 Monate [%0] 78.5 76.9 71.7 72.3

Diphtherie-Toxoid (D)-IgG wurde im Alter von 2, 7 und 12 Lebensmonaten bei 264,
265 und 256 Kindern bestimmt, D-IgE bei 235, 254 und 253 Kindern, D-IgG4 bei 235,
254, 253 Kindern. Tetanus-Toxoid (T)-lgG konnte im Alter von 2, 7 und 12
Lebensmonaten bei 264, 265 und 256 Kindern bestimmt werden, T-IgE bei 215, 227
und 223 Kindern, T-IgG4 bei 235, 254 und 253 Kindern. Pertussis-Toxin (P)-IgE

38



wurde in einer Untergruppe von 104 und 85 Kindern im Alter von 7 und 12 Monaten

analysiert.

3.2 IgE gegen Diphtherie-Toxoid

Vor der Impfung konnte kein IgE gegen Diphtherie-Toxoid nachgewiesen werden,
aber 1 und 6 Monate nach der Impfung waren 44,1% und 44,7% der Blutproben
positiv. 1 Monat nach erfolgter Impfung betrug die Konzentration von D-IgE in 31,5%
der Blutproben 0,7kU/l (RAST-Klasse 2) oder mehr und maximal 15,2kU/I (RAST-
Klasse 3). 6 Monate nach erfolgter Impfung betrug die Konzentration von D-IgE in
31,6% der Blutproben 0,7kU/l oder mehr und maximal 49,3kU/l (RAST-Klasse 4).

Einen Monat nach Impfung unterschied sich der Anteil von positiven Tests nicht
statistisch signifikant zwischen der Kontrollgruppe (50,0%) und 2-Komponenten-
azellular (55,7%) oder 5-Komponenten-azellular geimpften Kindern (60,3%), war
jedoch deutlich niedriger bei Kindern, die mit ganzzellularem Pertussis-Impfstoff
kovakziniert wurden (9,7%, P<0,001). Analog dazu war 6 Monate nach erfolgter
Impfung die Rate an positiven Testresultaten in der Kontrollgruppe (51,5%) und bei
den 2-Komponenten-azellular (59,0%) oder 5-Komponenten-azellular geimpften
Kindern (53,2%) &hnlich hoch, jedoch signifikant niedriger bei Kindern, die mit dem
ganzzellularen Pertussis-Impfstoff kovakziniert wurden (15,6%, P<0,001). Somit kann
eine Herunterregulierung der D-IgE-Titer in der Gruppe, welche mit dem

ganzzellularen Pertussis-Impfstoff geimpft wurde, verzeichnet werden. (Abbildung 5)
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Abbildung 5. IgE gegen Diphtherie-Toxoid im Alter von 2, 7, und 12 Monaten bei
Kindern, die mit Diphtherie-Tetanus (DT)-, ganzzellularem (DTPw), 2-Komponenten
(DTPa2)- oder 5-Komponenten-azellularem Pertussis-Impfstoff (DTPa5) geimpft
wurden. Die unterbrochene Linie markiert den Grenzwert flr ein positives
Testergebnis (0.35kU/L). Boxplots stellen Median, unteres und oberes Quartil dar,
Whiskers zeigen Minimum und Maximum an. Die Differenz der Titer der
Kontrollgruppe (DT) und azellular geimpften Kindern zeigte keine statistische
Signifikanz.

3.3 1gG4 gegen Diphtherie-Toxoid

D-lIgG4 wurde selten vor erfolgter Impfung nachgewiesen (13,6%, maximal 101l
U/ml), aber regelmafdig 1 Monat (76,4%, maximal 375 IU/ml) und 6 Monate (61,7%,
maximal 244 IU/ml) nach Impfung. Mit 2, 7 und 12 Lebensmonaten wurde keine
statistische Signifikanz zwischen der Kontrollgruppe (14,3%, 88,1% und 75,8%), dem
2-Komponenten- (13,0%, 82,3% und 67,2%) oder 5-Komponenten-azellularem
Impfstoff (14,5%, 93,4% und 79,0%) verzeichnet. Vor Impfung zeigte das Verhaltnis
von positiven Testresultaten zwischen der Kontrollgruppe und ganzzellularem
Pertussis-Impfstoff keinen statistisch signifikanten Unterschied. Dieses Verhéltnis
war 1 Monat (DTPw 42,2%, P<0.001) und 6 Monate (DTPw 25,0%, P<0.001) nach
Impfung beachtlich niedriger und zeigte somit eine Herunterregulierung von D-1gG4.
(Abbildung 6)
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Abbildung 6. 1gG4 gegen Diphtherie-Toxoid im Alter von 2, 7, und 12 Monaten bei
Kindern, die mit Diphtherie-Tetanus (DT)-, ganzzellularem (DTPw), 2-Komponenten
(DTPa2)- oder 5-Komponenten-azellularem Pertussis-Impfstoff (DTPa5) geimpft
wurden. Die unterbrochene Linie markiert den Grenzwert flr ein positives
Testergebnis (5 1U/ml). Boxplots stellen Median, unteres und oberes Quartil dar,
Whiskers zeigen Minimum und Maximum an.

3.4 1gG gegen Diphtherie-Toxoid

Die D-lgG-Serumtiter waren vor der ersten Impfung im 2. Lebensmonat niedrig
(Median 0.02 EU/mI). Einen Monat nach Impfung stiegen die Titer an und fielen in
den darauffolgenden Monaten ab (Median im 7. Lebensmonat 0,84 EU/mI; im 12.
Lebensmonat 0,19 EU/mI). Es konnten vor Impfung keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den Impfgruppen nachgewiesen werden (Median DT 0,01
EU/ml, DTPw 0,02 EU/mI, DTPa2 0,01 EU/mI, DTPa5 0,02 EU/ml). Einen Monat
nach Impfung wiesen die D-lgG-Serumtiter der Kinder, die mit einer Pertussis-
Vakzine geimpft wurden niedrigere Mediane auf als die Kontrollgruppe (DT 1,15
EU/ml, DTPw 0,54 EU/mI, P<0.001; DTPa2 0,69 EU/ml, P=0.002; DTPa5 0,95
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EU/mI, P=0.473). Der Abfall der IgG-Titer Uber die Zeit ist in allen Impfgruppen
nachweisbar. Die IgG-Titer fielen bis zum Alter von 12 Lebensmonaten ab (Median
DT 0,30 EU/mI, DTPw 0,12 EU/mI, P<0.001; DTPa2 0,15 EU/mI, P<0.001; DTPa5
0,23 EU/mI, P=0.046). (Abbildung 7)
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Abbildung 7. IgG gegen Diphtherie-Toxoid im Alter von 2, 7, und 12 Monaten bei
Kindern, die mit Diphtherie-Tetanus (DT)-, ganzzellularem (DTPw), 2-Komponenten
(DTPa2)- oder 5-Komponenten-azellularem Pertussis-Impfstoff (DTPa5) geimpft
wurden. Boxplots stellen Median, unteres und oberes Quartil dar, Whiskers zeigen
Minimum und Maximum an. * vs DT, P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001.

3.5 IgE gegen Tetanus-Toxoid

Vor der Impfung war IgE gegen Tetanus lediglich in einem Fall mit einem
grenzwertigen Titer (0,36k U/l) nachweisbar. Einen Monat nach Impfung waren
49,3% der Serumproben positiv (33,0% = 0,7 kU/I, Maximum 15,8 kU/I) und 6 Monate
nach Impfung waren 58,3% positiv (44,8% = 0,7 kU/I, Maximum 26,6 kU/L).

In der Gruppe der Kinder, die mit dem ganzzellularen Pertussis-Impfstoff immunisiert
worden waren, war gegenuber der Kontrollgruppe der Anteil an positiven
Testergebnissen fir T-IgE im Alter von 7 Lebensmonaten (13,0% vs 59,1%;
P<0,001) und 12 Lebensmonaten (27,3% vs 67,2%, P<0,001) signifikant niedriger.
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Die Testergebnisse der Kinder, die mit dem 2-Komponenten- und dem 5-
Komponenten-azellularen Impfstoff immunisiert wurden, unterschieden sich im
Vergleich mit der Kontrollgruppe nicht signifikant im Alter von 7 Lebensmonaten
(DTPa2 50,0%, DTPa5 74,5%) und 12 Lebensmonaten (DTPa2 66,0%, DTPa5
72,2%). Somit konnte eine Herunterregulation der T-IgE-Titer in der Gruppe der

ganzzellular geimpften Kinder gezeigt werden. (Abbildung 8)
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Abbildung 8. IgE gegen Tetanus-Toxoid im Alter von 2, 7, und 12 Monaten bei
Kindern, die mit Diphtherie-Tetanus (DT)-, ganzzellularem (DTPw), 2-Komponenten
(DTPa2)- oder 5-Komponenten-azellularem Pertussis-Impfstoff (DTPa5) geimpft
wurden. Die unterbrochene Linie markiert den Grenzwert flr ein positives
Testergebnis (0.35 kU/L). Boxplots stellen Median, unteres und oberes Quartil dar,
Whiskers zeigen Minimum und Maximum an.

3.6 1gG4 gegen Tetanus-Toxoid
IgG4 gegen Tetanus-Toxoid mit einem Titer von >5 IU/ml wurde bei 16.2% der
Kinder vor der ersten Impfung nachgewiesen, jedoch hauptsachlich in einem recht
niedrigen Bereich (Median der positiven Tests 8.5 IU/ml; Maximum 41.6 IU/ml). Einen
Monat nach Impfung waren 78.6% der Seren positiv (Maximum 143.3 [U/ml), 6
Monate nach Impfung waren es 75.1% (Maximum 324.4 [U/ml).
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Vor der ersten Impfung konnte kein statistisch signifikanter Unterschied hinsichtlich
des Nachweises von 1gG4 zwischen der Kontrollgruppe und den ganzzellular
geimpften Kindern (20.6% vs 11.1%, P=0.144) oder azellular geimpften Kindern (ac-
2 14.8%, P=0.749; ac-5 18.2%, P=0.407) verzeichnet werden. Nach Impfung war der
Anteil der positiven Testergebnisse fiur T-lgG4 bei ganzzellular geimpften Kindern
niedriger als in der Kontrollgruppe (7 Monate 51.6% vs 77.6%, P=0.003; 12 Monate
54.7% vs 77.3%, P=0.011), wohingegen azellular geimpfte Kinder haufiger T-lgG4
positive Seren aufwiesen als die Kontrollgruppe (ac-2 7 Monate 88.7%, P=0.150; 12
Monate 78.7%, P=1.000; ac-5 7 Monate 96.7%, P=0.001; 12 Monate 84.6%,
P=0.079). Auch hier kann eine Herunterregulation des T-lgG4-Titers bei Kindern, die
mit dem ganzzellularen Pertussis-Impfstoff immunisiert wurden, beobachtet werden.
(Abbildung 9)
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Abbildung 9. IgG4 gegen Tetanus-Toxoid im Alter von 2, 7, und 12 Monaten bei
Kindern, die mit Diphtherie-Tetanus (DT)-, ganzzellularem (DTPw), 2-Komponenten
(DTPa2)- oder 5-Komponenten-azellularem Pertussis-Impfstoff (DTPa5) immunisiert
wurden. Die unterbrochene Linie markiert den Grenzwert flr ein positives
Testergebnis (5 IU/mL). Boxplots stellen Median, unteres und oberes Quartil dar,
Whiskers zeigen Minimum und Maximum an. Es gab keinen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen Placebo oder azellular geimpften Kindern.

3.7 1gG gegen Tetanus-Toxoid

IgG gegen Tetanus (>0.02 IU/ml) war in 89% aller Seren nachweisbar, die vor der
ersten Impfung entnommen wurden. Einen Monat nach Impfung war T-IgG in allen
und 6 Monate nach Impfung in 99,2% der Seren nachweisbar (bei 2 mit dem 2-
Komponenten-azellularen Impfstoff immunisierten Kindern war kein T-IgG
nachweisbar). Der Median der Serumtiter fiel mit der Zeit nach Impfung ab (1 Monat
nach Impfung 3,65 IU/ml; 6 Monate nach Impfung 1,85 IU/ml). Die IgG-Titer
derjenigen Kinder, welche mit dem 2-Komponenten-azellularen Impfstoff immunisiert
wurden, lagen 1 Monat und 6 Monate nach erfolgter Impfung signifikant niedriger.
Zwischen den anderen Impfgruppen (DT, DTPw, DTPa5) konnte kein statistisch
signifikanter Unterschied der T-IgG-Titer nachgewiesen werden. (Abbildung 10)
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Abbildung 10. 1gG gegen Tetanus-Toxoid im Alter von 2, 7 und 12 Monaten bei
Kindern, die mit Diphtherie-Tetanus (DT)-, ganzzellularem (DTw), 2-Komponenten
(DTPa2)- oder 5-Komponenten-azellularem Pertussis-Impfstoff (DTPa5) immunisiert
wurden. Boxplots stellen Median, unteres und oberes Quartil dar, Whiskers zeigen
Minimum und Maximum an.

3.8 Humorale Impfantwort bei atopischen und nichtatopischen Kindern

IgE gegen Impfantigene wurde von nichtatopischen Kindern in geringerem Ausmalf
produziert als von atopischen Kindern. In der Gruppe der nichtatopischen
ganzzellular geimpften Kinder war die Suppression von IgE gegen Impfantigene am
hdchsten. Einen Monat nach erfolgter Impfung konnte D-IgE im Serum bei 37.7% der
nichtatopischen und bei 56.3% der atopischen Kinder nachgewiesen werden
(P=0.005). Sechs Monate nach erfolgter Impfung wurde D-IgE im Serum von 39.8%
der nichtatopischen und von 54.0% der atopischen Kinder gefunden (P=0.030). Die
niedrigere Pravalenz von D-IgE resultierte nicht aus der ungleichmaRigen Verteilung
der Atopiker zwischen den einzelnen Impfgruppen. Werden die Ergebnisse fur Atopie
stratifiziert, hatten die ganzzellular geimpften Kinder eine geringere
Wahrscheinlichkeit flr einen positiven D-IgE-Test verglichen mit azellular und DT-
geimpften Kindern, sowohl bei Atopikern als auch Nichtatopikern. Die Verringerung
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der Wahrscheinlichkeit war jedoch ausgepragter bei den Nichtatopikern. (Abbildung
11)
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Abbildung 11. Odds Ratio (OR) und 95% Konfidenzintervall (95%CI) fir den
Nachweis von IgE wund 1gG4 gegen Diphtherietoxoid (D-IgE, D-lgG4)
bei Kindern, die mit ganzzellularem Pertussis-Impfstoff geimpft wurden (Referenz:
atopische Kinder jeweils geimpft mit azellularem Pertussis-Impfstoff oder Diphtherie-
Tetanus-Impfstoff, unterbrochene Linie).

Ebenso konnte T-IgE haufiger in Seren atopischer Kinder nachgewiesen werden als
bei nichtatopischen Kindern. Ein Monat nach erfolgter Impfung wurde T-IgE bei
64.0% der atopischen Kinder, aber nur bei 42.1% der nichtatopischen Kinder
nachgewiesen (P=0.002). Sechs Monate nach erfolgter Impfung gelang der
Nachweis von T-IgE bei 72.6% der atopischen Kinder und bei 51.3% der
nichtatopischen Kinder (P=0.004). Stratifiziert fir Atopie war die Bildung von T-IgE
hauptsachlich in der nichtatopischen, ganzzellular geimpften Gruppe inhibiert.
(Abbildung 12)
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Abbildung 12. Odds Ratio (OR) und 95% Konfidenzintervall (95%CI) fir den
Nachweis von IgE und I1gG4 gegen Tetanustoxoid (T-IgE, T-1gG4)
bei Kindern, welche mit ganzzellularem Pertussis-Impfstoff geimpft wurden
(Referenz: atopische Kinder jeweils geimpft mit azellularem Pertussis-Impfstoff oder
Diphtherie-Tetanus-Impfstoff, unterbrochene Linie).

Es bestand statistisch kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe
und den azellular geimpften Kindern hinsichtlich der Pravalenz von D-IgE und T-IgE,
sowohl bei Atopikern als auch bei Nichtatopikern. Die Pravalenz positiver IgG4-Tests
spiegelt die Ergebnisse in Bezug auf IgE wider. Einen Monat nach Impfung konnte D-
IgG4 bei 72.9% der nichtatopischen Kinder und bei 83.0% der atopischen Kinder
nachgewiesen werden (P=0.101). Sechs Monate nach Impfung wurde D-lgG4 bei
57,8% der nichtatopischen Kinder und bei 69.0% der atopischen Kinder gefunden
(P=0.084). Stratifiziert fur Atopie war verglichen mit der Kontrollgruppe und azellular
geimpften Kindern bei ganzzellular geimpften Kindern das Risiko fUr einen positiven
D-lgG4-Test reduziert. (Abbildung 11) Analog dazu zeigt sich eine niedrigere
Pravalenz positiver T-lgG4-Tests in den Seren nichtatopischer Kinder im Vergleich

zu atopischen Kindern: Einen Monat nach Impfung wurde T-lgG4 bei 74.1%
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nichtatopischer Kinder und bei 86.4% atopischer Kinder nachgewiesen (P=0.036). Zu
diesem Zeitpunkt produzierten ganzzellular geimpfte atopische sowie nichtatopische
Kinder weniger haufig T-IgG4 als DT-geimpfte Kinder. Sechs Monate nach Impfung
war diese Differenz dagegen nur in der Gruppe nichtatopischer Kinder statistisch
signifikant nachweisbar. (Abbildung 12) Es wurde keine statistisch signifikante
Differenz in der Pravalenz von positiven D-IgG4- und T-IgG4-Tests zwischen der
Kontrollgruppe und der Gruppe azellular geimpfter Kinder gefunden; mit Ausnahme
von haufigerem Nachweis von T-IgG4 6 Monate nach Impfung. Hier konnte bei 73%
der Diphtherie-Tetanus geimpften Kinder und bei 92% der mit dem DTPa5-Impfstoff
geimpften Kinder T-IgG4 im Serum nachgewiesen werden (P=0.020).

Die Bildung von 1gG gegen Impfantigene ist bei Atopikern nicht vermindert. IgG wird
sowohl von Atopikern als auch von Nichtatopikern in allen Impfgruppen gebildet. Der
Nachweis von IgG gegen Diphtherietoxoid war im Median bei Atopikern und
Nichtatopikern vergleichbar. Vor den Impfungen betrug der Median der D-IgG-Titer in
der Gruppe der Nichtatopiker 0,02 EU/mI und in der Gruppe der Atopiker 0,01 EU/mI
(P=0.680). Einen Monat nach Impfung wurde bei Nichtatopikern im Median ein D-
IgG-Titer in Hohe von 0,71 EU/ml und in der Gruppe der Atopiker 0,96 EU/mI
(P=0.066) nachgewiesen. Sechs Monate nach Impfung fand sich bei Nichtatopikern
ein Serum-D-IgG von 0,19 EU/mI und bei Atopikern von 0.21 EU/mI (P=0.523). Die
initialen D-lgG-Werte sind bei Kindern, welche mit Pertussis-Antigen kovakziniert
wurden, niedriger als bei Kindern, welche mit Diphtherie-Tetanus geimpft wurden; mit
Ausnahme der Atopiker in der Gruppe der mit dem 5-Kompenenten-azellularen
Pertussis-Impfstoff geimpften Kinder. Diese Besonderheit verblasst mit der Zeit und
sowohl bei Atopikern als auch bei Nichtatopikern sieht man bei den ganzzellular

geimpften Kindern keine Gbermafige Abnahme von D-IgG. (Tabelle 3)

Die Median-T-lgG-Titer waren statistisch nicht signifikant unterschiedlich zwischen
Atopikern und Nichtatopikern. Der Median von T-IgG betrug vor den Impfungen bei
den Nichtatopikern 3.55 EU/ml und bei den Atopikern 3.91 EU/mI (P=0.256). 1 Monat
nach Impfung konnte bei den Nichtatopikern T-IgG (Median) in H6he von 1.86 EU/ml
und bei den Atopikern von 1.64 EU/mI nachgewiesen werden (P=0.798). 6 Monate
nach Impfung betrug T-IgG in der nichtatopischen Gruppe 0.77 EU/ml und in der
atopischen Gruppe 0.80 EU/mI (P=0.443). Vor der ersten Impfung zeigt sich eine
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gewisse Heterogenitéat von T-IgG bei den nichtatopischen Kindern, was im Laufe der
Zeit allerdings nicht mehr nachweisbar war. 6 Monate nach Impfung ist kein
statistisch signifikanter Unterschied in der T-lgG-Konzentration bei atopischen und
nichtatopischen Kindern in den unterschiedlichen Impfgruppen nachweisbar (Tabelle
3).
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DT

DTPw

DTPa2

DTPa5

Antibody Age Atopy N  Mean (95%Cl) N Mean (95%ClI) N Mean (95%ClI) N Mean (95%ClI)
[EU/mL] [EU/mL] [EU/mL] [EU/mL]

D-lgG  2months No 49 0.10(0.01-0.19) 45  0.08 (0.02-0.13) 34 0.04 (0.02-0.06) 37 0.09 (0.00-0.17)
Yes 17 0.06 (0.00-0.11) 22  0.14(-0.05-0.34) 29  0.06 (0.02-0.11) 23 0.06 (0.00-0.13)

7 months No 49 1.33(1.08-1.58) 46 0.79 (0.56-1.03)*** 34 0.89 (0.65-1.12)** 38 1.09 (0.71-1.47)*

Yes 19 1.07(0.87-1.27) 22 0.95 (0.63-1.28)** 30  0.96 (0.66-1.26)** 26 1.77 (1.26-2.29)

12months No 49 0.45(0.31-0.59) 46 0.19 (0.12-0.25)*** 34 0.18 (0.13-0.22)*** 39 0.27 (0.18-0.37)**

Yes 19 0.30(0.24-0.35) 22  0.18(0.10-0.27) 30 0.18(0.14-0.23) 26 0.36 (0.26-0.46)

T-lgG  2months No 49 0.86(0.55-1.16) 46  0.70 (0.54-0.85) 34  0.79 (0.53-1.05) 37 0.85 (0.49-1.20)
Yes 17 0.83(0.40-1.25) 22  0.73(0.28-1.18) 29  0.59(0.37-0.81) 23 0.34 (0.22-0.45)

7months  No 49 6.05(4.61-7.49) 46  4.99 (3.94-6.04) 34  3.23(2.45-4.08)** 38 3.92 (2.82-5.02)*

Yes 19 559 (3.63-7.56) 22  5.03(3.53-6.53) 30 3.35(2.67-4.04)* 26 7.28 (4.71-9.84)

12months No 49 2.92(2.11-3.74) 46  3.99 (2.23-5.75) 34 292 (1.21-4.62) 39 3.35 (2.12-4.59)

Yes 19 3.45(1.98-4.92) 22  3.22(1.72-4.73) 30  1.75 (0.90-2.60)** 26 4.94 (3.01-6.87)

Tabelle 3. Median und 95% Konfidenzintervall von Serum IgG gegen Diphtherietoxoid (D-IgG) und Tetanustoxoid (T-1gG) bei
Kindern, welche mit Diphtherie- und Tetanustoxoid-Impfstoff (DT), ganzzellularem Pertussis-Impfstoff (DTPw), 2-Komponenten
azellularem Pertussis-Impfstoff (DTPa2), oder 5-Komponenten azellularem Pertussis Impfstoff (DTPa5), stratifiziert nach
Atopiestatus. * vs DT, P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001.
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3.9 Korrelation von Immunglobulinklassen

Die Korrelation von IgE gegen verschiedene D- und T-Impfantigene ist hoéher als
innerhalb der IgG-Klassen. Einen Monat nach Impfung ist die Korrelation von D-IgE
und T-IgE hoch (Rs=0.758, P<0.001) und ist auch 6 Monate nach Impfung noch hoch
(Rs=0.757, P=0.001) (Abbildung 13). Die Korrelation von D-lgG4 und T-IgG4 1
Monat nach Impfung ist mit Rs=0.708 (P<0.001) hoch und 6 Monate nach Impfung
mit Rs=0.664 (P<0.001) noch moderat. Die Korrelation von D-IgG und T-IgG ist
sowohl 1 Monat (Rs=0.376, P<0.001), als auch 6 Monate nach Impfung (Rs=0.395,
P<0.001) nur moderat.

IgE gegen D- und T-Impfantigene korreliert schwacher mit P-IgE. Die Korrelation von
P-IgE mit D-IgE 1 Monat nach Impfung ist moderat (Rs=0.504, P<0.001). (Abbildung
13) P-IgE korreliert mit T-IgE 1 Monat nach Impfung ebenfalls moderat (Rs=0.544,
P<0.001). 6 Monate nach Impfung sehen wir eine schwéchere Korrelation von P-IgE
mit D-IgE (Rs=0.376, P=0.001) und mit T-IgE (Rs=0.408, P<0.001).

Die Korrelation von verschiedenen Immunglobulin-Klassen gegentber demselben
Impfantigen ist lediglich moderat. Wie in der Abbildung 14 wiedergegeben, zeigt
sich einen Monat nach Impfung eine moderate Korrelation von D-IgE und D-lgG4 mit
Rs=0.596 (P<0.001), die auch 6 Monate nach Impfung noch nachweisbar ist
(Rs=0.531, P<0.001). Einen Monat nach Impfung ist eine moderate Korrelation von
D-IgE und D-lgG nachweisbar (Rs=0.551, P<0.001). (Abbildung 14) Auch 6 Monate
nach Impfung ist eine moderate Korrelation von D-IgE und D-lgG nachweisbar
(Rs=0.349, P<0.001). Die Korrelation von D-IgG4 und D-IgG ist sowohl 1 Monat nach
Impfung (Rs=0.491, P<0.001), als auch 6 Monate nach Impfung (Rs=0.487,
P<0.001) moderat.

Die Korrelation von T-IgE mit T-IgG4 ist 1 Monat nach Impfung (Rs=0.504, P<0.001)
und 6 Monate nach Impfung (Rs= 0.460, P<0.001) ebenfalls moderat. Die Korrelation
von T-IgE mit T-1gG ist sowohl 1 Monat nach Impfung (Rs=0.237, P<0.001) als auch
6 Monate nach Impfung schwach (Rs=0.227, P<0.001). Eine ebenfalls schwache
Korrelation zeigt sich zwischen T-IgG4 und T-IgG jeweils 1 Monat (Rs=0.192,
P<0.002) und 6 Monate nach Impfung (Rs=0.027, P<0.001).

52



D-IgE [KUIL]

T-IgE [KU/L]
B
A
10 + R
A A
2 r ‘ AA A _ -
" —~
o -
31 a A A A A -
2 A —
AA _ 7
7\ A a
—
14 A LA 4
A —
—
5 — A A
4 _ — - ‘
3 - A
5 A A
- A
1 f A
-y A A
= ,05
2 044 A
= 034 A
L
=) 024 A
0 01 ] o . ————A ——— . ——
,04 1 3 5 2 4 10 30
,05 2 4 1 3 5 20 40
P-IgE [SU/mL]

Abbildung 13. Korrelation 1 Monat nach Impfung von Serum-IgE gegen
Diphtherietoxoid (D-IgE) und IgE gegen Tetanustoxoid (T-IgE; N=223, Rs=0.758,
P<0.001, Tafel A) und von IgE gegen Diphtherietoxoid und IgE gegen Pertussistoxin
(P-1gE; N=98, Rs=0.504, P<0.001, Tafel B).
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Abbildung 14. Korrelation von Serum-IgE und -lgG4 gegen Diphtherietoxoid
(N=254, Rs=0.708, P<0.001, Tafel A) und von IgE und IgG gegen Diphtherietoxoid
(N=253, Rs=0.511, P<0.001, Tafel B) 1 Monat nach Impfung.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde der Einfluss des azellularen Bordetella Pertussis-Impfstoffs im
Vergleich zum ganzzellularen Impfstoff oder Diphtherie-Tetanustoxoid-Impfstoff als
Kontrolle auf die humorale Immunantwort gegen kovakzinierte Diphtherie- und
Tetanus-Impfantigene untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Kovakzination
mit azellularem Bordetella Pertussis-Impfstoff, im Gegensatz zum ganzzellularen
Impfstoff, keine effektive Suppression der IgE- und lIgG4-Antikdrperbildung gegen
Diphtherie- und Tetanustoxoid bewirkt. Zudem wurde beobachtet, dass die
Serumkonzentrationen von IgE- und IgG4-AntikGrpern gegen Impfantigene bei
atopischen Kindern hoéher lag als bei nichtatopischen Kindern. Die Bildung von
schitzenden spezifischen I1gG-Antikdrpern dagegen war in allen Impfgruppen

nachweisbar.

Die Suppression der IgE-Produktion gegen kovakzinierte Impfantigene durch
ganzzellulare Pertussis-Impfung passt zu publizierter Forschung, bei der die zellulare
Immunantwort auf ganzzellularen  Pertussis-lImpfstoff — untersucht  wurde.
Mononukleadre Zellen des peripheren Blutes (PBMC, peripheral blood mononuclear
cells) von Empfangern einer ganzzellularen Vakzine antworten mit einem
praferenziellen Th1-Typ-Zytokinsekretionsmuster mit Bildung hoher IFN-y- und IL-2-
Konzentrationen und niedriger IL-4- und IL-5-Konzentrationen, wohingegen PBMC
von Empfangern des azellularen Impfstoffs ein gemischteres Th1/Th2-Zytokinprofil
mit Bildung von IFN-y, IL-4 und IL-5 zeigen.®1123 Eine Th2-Typ-Antwort mit Bildung
von hohen IL-5-Konzentrationen und niedrigen IFN-y-Konzentrationen ist

insbesondere nach Auffrischimpfung mit dem azellularen Impfstoff messbar.123:53

Die Antigen-spezifische IgE-Produktion ist Th2-Typ vermittelt.'2 Vor dem
Hintergrund der Untersuchungen zur zellularen Immunitat erscheint deshalb die in
dieser Arbeit gefundene Suppression von IgE gegen Diphtherie- und Tetanustoxoid
durch ganzzellulare Pertussis-Impfung als immunologisch plausibel und ist koharent
mit dosis-abhéngiger Diphtherie- und Tetanustoxoid IgE-Suppression durch
ganzzellulare Pertussis-Impfung in einer anderen Kohorte.*?! Da die Suppression der
IgE-Synthese gegen kovakzinierte Impfantigene durch Bordetella pertussis nunmehr
in zwei voneinander unabhangigen Kohorten gezeigt werden konnte, ist das
Phanomen als real einzuordnen. Ungeklart ist die Frage, wie lange die IgE-Antwort
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gegen Diphtherie- und Tetanus-Toxoid anhalt, da die letzte Blutentnahme 6 Monate
nach Abschluss der Immunisierung erfolgte und ein passagerer Nachweis von IgE

anzunehmen ist.

Azellularen Pertussis-Impfstoffen fehlt die Zellwand. Unter den Zellwandmolekilen
hat die Lipid-A-Fraktion der Lipopolysaccharide (LPS) zunehmende Aufmerksamkeit
gewonnen, da sie immunmodulatorische Eigenschaften besitzt.'>° Bei Freisetzung
fungiert sie mit einem pathogen-assoziierten molekularen Muster und induziert die
Sekretion von Th1l-Typ-Zytokinen, einschlieB3lich IL-12, durch Aktivierung von Toll-like
Rezeptor 4.1€0 |L-12 besitzt eine Schlusselfunktion bei der Regulierung der T-Zell-
Differenzierung und bewirkt die Differenzierung nativer T-Zellen zum Thl-
Phanotyp.%! Folglich wird die Bildung von IgE und 1gG4 inhibiert und es kommt zur
Ausbildung von B-Zellen, welche IgG-Antikdrper produzieren. Experimentelle Daten
zeigen, dass eine systemische LPS-Exposition unmittelbar vor Sensibilisierung mit
einem Allergen, sowohl die Th2-Typ-Immunantwort durch erhohte IL-12-
Produktion!4! als auch die IgE-Produktion inhibiert, sowie gleichzeitig die Bildung
spezifischer 1gG-Antikorper fordert.262 Beim Menschen ist die Exposition gegentber
LPS in utero®® und im frihen Kindesalter mit einer niedrigeren Pravalenz allergischer
Sensibilisierung und atopischer Erkrankung assoziiert.164142.15% Somit kommen am
ehesten LPS als Hauptursache fur die herunterregulierte IgE- und IgG4-Antwort in
Betracht.

Die Herunterregulation der Th2-assoziierten Antikorperbildung durch die
Kovakzination mit dem zellularen Pertussis-Impfstoff ist in der Gruppe der
Nichtatopiker ausgepragter. Allerdings besteht auch eine Tendenz zur Suppression
der IgE-Antwort durch Immunisierung mit dem zellularen Pertussis-Impfstoff bei
Kindern mit atopischer Préadisposition. Th2-gerichtete Zytokinsekretionsmuster als
Vorlaufer einer Atopie wurden bereits bei Neugeborenen und Feten identifiziert. 165166
Ein Wechsel des Th2-assoziierten Zytokinprofils der Memory CD4+ T-Zellen und der
Immunglobuline kann durch spezifische Immuntherapie sogar im Erwachsenenalter
induziert werden.67168 Dje Plastizitat von Immunreaktionen erscheint jedoch im
frihen Lebensalter, wahrend der Entwicklung des Antigen-spezifischen

Gedachtnisses, am besten zu sein.
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Der Zeitpunkt der Prasentation eines immunmodulierenden Agens im Verhéltnis zum
moglichen Allergen ist entscheidend. Bei DT-geimpften Kindern, die mit dem
ganzzellularen Pertussis-Impfstoff kovakziniert wurden, erfolgt eine dosis-abhangige
Herunterregulation der IgE-Antwort gegen D und T. In derselben Kohorte bewirkte
jedoch eine vorherige BCG-Impfung keine Suppression der IgE- und IgG4-Antwort.16°
Obwohl BCG ein Modell fur die Induktion einer pradominanten Th1-Typ
Immunantwort bei Mausen und Menschen ist,1’%t war der zeitliche Abstand
zwischen BCG-Impfung und DT-Impfung moglicherweise zu lang, um eine effektive
Suppression der Bildung Th2-assoziierter Immunglobuline gegen DT zu bilden. Diese
Hypothese stimmt mit den experimentellen Daten Uberein, welche die Vermutung
zuliel3en, dass bei bereits erfolgtem Wechsel des Isotyps zu Th2-assoziierten
Immunglobulinen, die Plasmazellen eine Resistenz gegeniber der Stimulation mit
Th1l-Typ Zytokinen aufweisen und LPS sogar die IgE-Sekretion von B-Zellen

steigern.16?

Aus den Beobachtungen der vorliegenden Studie kann man zwar als proof of
concept schlieBen, dass bestimmte bakterielle Proteine eine Immunantwort
gegenuber Impfantigenen und evtl. gegentber typischen Allergenen gegenlaufig zur
allergischen Immunantwort modulieren, daraus leiten sich aber bisher noch keine
Priméarpraventionskonzepte ab, letztendlich, weil es auch unklar ist, wie oft ein
solcher Stimulus erfolgen misste, um nachhaltigen Effekt zu erzielen. Allerdings gibt
es schon bakterielle Adjuvantien wie MPL®172, die in der spezifischen Immuntherapie
z.B. Graspollenallergien verwendet werden und eine Toleranzentwicklung gegenuber
Allergen bei schon manifester Allergie wahrscheinlich beférdern. lhre Uberlegenheit

gegentber anderen Immuntherapie-Extrakten ist aber umstritten.

Anzumerken ist, dass die Diagnosestellung einer Nahrungsmittelallergie in der
Kohorte auf anamnestischen Angaben in Kombination mit spezifischem IgE-
Antikdrpernachweis beruht. Eine Provokation zur Diagnosesicherung blieb aus,

welches als Schwache dieser Studie angesehen werden muss.
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5 Zusammenfassung

In  vorangegangenen Arbeiten wurde gefunden, dass haufig eine IgE-
Antikorperantwort mit der IgG-Antwort gegen Impfantigene auftritt und dass nach
gleichzeitiger Verabreichung von Impfantigenen mit zellularem Bordetella pertussis-
Impfstoff die spezifische IgE-Synthese gegen diese Impfantigene herunterreguliert

wird.

Die Fragestellungen dieser Studie waren, (1) wie die Antikdrperproduktion von IgE-
und IgG4-Antikorpern gegen Diphtherie- und Tetanustoxoid nach den verschiedenen
Impfprotokollen ist; (2) welche Unterschiede zwischen Atopikern und Nicht-Atopikern
hinsichtlich der Bildung von Impfantikorpern bestehen; (3) welchen Einfluss eine
Kovakzination mit Pertussis auf die Ausbildung von Impfantikdrpern und Antikdrpern

gegen Allergene hat.

Die humorale Immunantwort von Kindern aus einer randomisierten Pertussis-
Impfstudie mit zellularen und azellularen Pertussis-Impfstoffen wurde analysiert.
Atopische und nichtatopische Kinder wurden mit Diphtherie-Tetanus-Impfstoff,
ganzzellularem Pertussis-Impfstoff (mit Diphtherie-Tetanus), 2- oder 5-Komponenten-
Pertussis-Impfstoff (mit Diphtherie-Tetanus) im Alter von 2, 4 und 6 Lebensmonaten
immunisiert. Die Analyse von IgE, 1gG4 und IgG gegen Diphtherie- und Tetanus-
Toxoid sowie gegen Pertussistoxin erfolgte mittels RAST im Alter von 2 Monaten (vor
Grundimmunisierung), 7 und 12 Monaten (1 Monat bzw. 6 Monate nach Abschluss

der Grundimmunisierung). Folgende Befunde konnten erhoben werden:

(1) 1gE- und 1gG4-Antikorper gegen Diphtherie- und Tetanustoxoid wurde in allen
Impfgruppen gebildet.

(2) IgE gegen Diphtherie- und Tetanustoxoid ist ausgepragter bei atopischer
Pradisposition. Protektive 1gG-Antikbrper gegen Diphtherie- und Tetanustoxoid
wurden sowohl von Atopikern als auch von Nichtatopikern in vergleichbarer Menge

gebildet.
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(3) IgE gegen Diphtherie- und Tetanustoxoid ist bei Kindern, welche mit dem
ganzzellularen Pertussis-Impfstoff immunisiert wurden niedriger als bei Kindern, die
mit dem azellularen Impfstoff immunisiert wurden. Die Bildung von protektiven 1gG-

Antikérpern wurde nicht von einer Kovakzination mit Pertussis beeinflusst.

Die vorliegende Studie zeigt, dass der ganzzellulare Bordetella Pertussis-Impfstoff,
nicht aber der azellulare Impfstoff, die IgE-Antwort gegen kovakzinierte Impfantigene
bei Kindern herunterreguliert; vermutlich verursacht durch Zellwandbestandteile von
Bordetella pertussis. Die Mdglichkeit, bei Kindern IgE-Antworten gegen Allergene
durch die sichere Impfung von bakteriellen Komponenten herunter zu regulieren, ist
interessant im Hinblick auf Allergie-Pravention. Ob und unter welchen Umstanden mit
dieser Strategie auch die IgE-Produktion gegen relevante Umweltallergene bei
Kindern mit erhéhtem Risiko fur allergische Erkrankungen inhibiert werden kann,

muss im Rahmen weiterer Untersuchungen evaluiert werden.

Bis dahin kann davon ausgegangen werden, dass Impfungen als immunologisches
Phanomen insbesondere bei Atopikern haufig eine IgE-Antwort gegen Impfantigene
indizieren, allerdings ohne Behinderung der gegenlber Infektionen protektiven 1gG-

Antwort.
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