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Zusammenfassung

Die zervikale Lymphadenopathie (LAP) im Kindesalter stellt eine der haufigsten Symptome im
padiatrischen Klinikalltag dar. In den meisten Féllen handelt es sich um eine reaktive LAP durch
bakterielle oder virale Infektionen, aber auch onkologische und immunologische Ursachen sind
nicht selten. Aufgrund der unterschiedlichen therapeutischen Konsequenzen der Ursachen
besteht die Dringlichkeit einer ziigigen und korrekten Diagnosestellung. Speziell die
Differentialdiagnostik der mycobakteriellen LAP stellt aufgrund der unspezifischen Klinik und des
schwierigen kulturellen Nachweises der verschiedenen Erreger ein kritisches Problem dar. Die
Kreuzreaktivitit der diagnostisch verfiigbaren mycobakteriellen Proteinextrakte (PPD) limitiert
bislang u.a. die Mdglichkeiten einer zuverldssigen immunologischen Differenzierung. Magdorf et
al. gelang es dennoch durch den differentiellen Einsatz von mycobakteriellen PPD nicht-
tuberkul6se Mycobakterien (NTM) und M. tuberculosis (MTB) als auslosenden Erreger in
unterschiedlichen Patientenpopulationen mit LAP zu zuzuordnen. Das Ziel dieser Arbeit war die
Etablierung einer sensitiven und spezifischen Methode fiir den immunologischen Nachweis von
NTM als Ursache einer LAP unklarer Atiologie im Kindesalter. Es sollte untersucht werden, ob die
komparative Analyse von Zytokinantworten stimulierter T-Zellen auf verschiedene
mycobakterielle PPD zur Identifizierung von NTM beitrdgt. Dariiber hinaus sollten der Einfluss
unterschiedlicher Stimulationsansitze auf die Effektivitit der Methode gepriift, sowie neue
Zytokine identifiziert werden, welche fiir weitere immunologische Tests geeignet sein konnten.
Es wurde ein Studienkollektiv von 25 Kindern rekrutiert und in die Gruppen ,NTM-LAP* fiir
Patienten mit nachgewiesener mycobakterieller Ursache ihrer LAP, ,,Non-NTM-LAP* fiir Patienten
mit nachgewiesener, nicht-mycobakterieller Ursache ihrer LAP und in die Gruppe der
,Verdachtsfille“ fiir Patienten mit LAP unklarer Atiologie zugeordnet. Aus heparinisierten
Vollblutproben wurden mononukleare Zellen (PBMC) isoliert, welche sowohl in Kurzzeit-
Stimulationsansatzen, als auch in Langzeit-Restimulationsansdtzen mit PPD Tuberculin und PPD
Sensitin in vitro inkubiert wurden. Nach intrazelluldrer Zytokinfirbung (ICS) folgte die
durchflusszytometrische Untersuchung auf spezifische Zytokinantworten. Des Weiteren wurden
Uberstinde aus PBMC-Kulturen und Vollblut-Proben ebenfalls mit mycobacteriellen PPD in vitro
inkubiert und die gewonnenen Uberstinde mit CBA und ELISA auf spezifische Zytokinprofile
untersucht. In der Durchflusszytometrie zeigten 4/4 Patienten der ,NTM-LAP“-Gruppe eine
deutlich héhere Zytokinantwort i.S. einer IFN-y/TNF-a Ko-Expression auf PPD Sensitin, als auf
PPD Tuberculin. In der Gruppe der ,Verdachtsfille“ zeigten 4 /7 Patienten, in der ,,Non-NTM-LAP*-
Gruppe 1/8 entsprechende Zytokinantworten. Die Langzeit-Restimulation fiihrte zu einer
deutlichen Steigerung der stimulierten Zytokinantworten. Im CBA und ELISA zeigten sich nur fiir
IFN-y im stimulierten Vollblut spezifische Konzentrationen, welche auf eine NTM-Infektion
zuriickzufiihren waren. Fiir IP-10 im stimulierten Vollblut zeigte sich ein tendenzieller
Zusammenhang zwischen der gemessenen Zytokinantwort und einer NTM-Infektion. Weitere
getestete Zytokine, wie u.a. MIP-la und TNF-a zeigten keinen solchen Zusammenhang.
Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass der durchflusszytometrische
Nachweis von Zytokinantworten multifunktionaler T-Zellen nach Stimulation mit
mycobakteriellen Proteingemischen die Identifizierung von LAP mycobakterieller Genese in
padiatrischen Patienten mdglich macht. Die Langzeit-Restimulation fiihrt, unter einem
potentiellen Verlust der Spezifitit, zu einer Sensitivititssteigerung der Methode. Neben IFN-y
konnte [P-10 als potentiell neuer Marker zukiinftig zur verbesserten Diagnostik mycobakterieller
LAP beitragen. Fiir eine optimierte Immundiagnostik wiren weitere Experimente mit
multifunktionalen T-Zellen und spezies-spezifischen Antigenen wiinschenswert, wie sie bereits in
der Tuberkulose-Diagnostik genutzt werden.



Summary

Cervical lymphadenopathy (LAP) is one of the most common clinical symptoms in day-to-day
pediatric clinical practice. In most cases reactive LAP in response to bacterial or viral infections is
diagnosed, but oncological or immunological causes are also common. A timely and exact
diagnosis is paramount due to the different diagnostic and therapeutic consequences of the many
respective etiologies. Especially, LAP caused by mycobacteria poses a diagnostic challenge,
because of unspecific symptoms and difficult detection by bacterial culture. The cross-reactivity
of the commercially available mycobacterial purified protein derivates (PPD) currently limits the
development of sufficient methods for immunological differentiation. Despite this, Magdorf et al.
were able to immunologically identify non-tuberculous mycobacteria (NTM) and M. tuberculosis
(MTB) as causative pathogens in different patient populations with LAP by utilizing different
mycobacterial PPD.

The aim of this study was to establish a sensitive and specific immunological method to detect
NTM as causative pathogens in pediatric cervical LAP of unknown etiology. Therefore, a
comparative cytokine-analysis of stimulated T-cell responses to different mycobacterial PPD was
designed, in order to identify NTM-infected patients. Secondary objectives were to test the
influence of different stimulation protocols on method efficacy and the identification of novel
cytokines, which could be utilized in further studies.

We recruited 25 pediatric patients with LAP and divided them into three study groups labeled
“NTM-LAP” for patients with confirmed NTM infection, “Non-NTM-LAP” for patients with
confirmed non-mycobacterial cause of LAP and “suspected cases” for patients with unknown
cause of LAP. Heparinized whole blood specimens were collected in order to isolate mononuclear
cells (PBMC). The cells were stimulated in vitro with mycobacterial PPD in short-term incubation
assays and in long-term re-stimulation assays. After intracellular cytokine staining (ICS) the cells
were then analyzed with flow cytometry for specific cytokine responses. In addition, supernatants
of PBMC cultures and whole blood stimulated in vitro with mycobacterial PPD, were collected and
analyzed for specific cytokine responses with cytometric bead array (CBA) and enzyme-linked
immune-sorbent assay (ELISA).

Flow cytometry showed 4 of 4 patients in the “NTM-LAP” group with markedly higher cytokine
responses to stimulation with PPD sensitin, in terms of IFN-y/TNF-a co-expressing T-cells, than
to PPD tuberculin. In the group of “suspected cases” 4 of 7 patients and in the “Non-NTM-LAP”
group 1 of 8 patients, demonstrated respective cytokine responses. The long-term re-stimulation
assay increased the measured cytokine responses markedly. CBA and ELISA revealed IFN-y as the
only cytokine with a specific increase in cytokine concentration to NTM infection in stimulated
whole blood. Further analyses showed an association between increased IP-10 concentrations in
stimulated whole blood and NTM infection, which did not suffice for statistical significance. The
measured concentrations of other tested cytokines, i.a. MIP-1a and TNF-a, did not show any
specific associations in these experiments.

In summary, this study shows that the specific cytometric detection of T-cell cytokine responses
after stimulation with mycobacterial PPD is able to identify mycobacterial causes of LAP in
children. The long-term re-stimulation assay improved method sensitivity at the cost of
specificity. IP-10 could possibly contribute as a specific marker in the diagnostics of mycobacterial
infections. Further research on multi-functional T-cells and the use of species-specific antigens, as
already utilized in the diagnostics of tuberculosis, are needed and would greatly advance the
immunological and diagnostic methods for mycobacterial infections in the future.
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1 EINLEITUNG

1.1 Zervikale Lymphadenopathien im Kindesalter

Zervikale Lymphadenopathien (LAP) sind definiert als Schwellungen oder
Vergroflerungen der Lymphknoten im Halsbereich grofder als 1 cm im Durchmesser und
konnen Ausdruck von verschiedensten Erkrankungen seinl-% Insbesondere im
Kindesalter sind LAP mit 38 bis 45% der Falle sehr haufig als klinisches Symptom
anzutreffen®. Besonders haufig zeigen sich diese dann im zervikalen Bereich (30-41%)67.
Im Alter zwischen 4 und 8 Jahren zeigen sogar bis zu 90% aller Kinder palpable zervikale
Lymphknoten!. Als haufigste Ursachen einer LAP im Kindesalter sind mit bis zu 57,5 bis
64,5% vor allem transiente reaktive Hyperplasien des lymphatischen Gewebes aufgrund
von lokalen benignen inflammatorischen Prozessen, wie viralen oder bakteriellen
Infektionen zu nennen8-10. Haufige virale Ursachen sind typischerweise die Erreger von
oberen Atemwegsinfektionen, wie beispielsweise Adenoviren, Rhinoviren, Influenza- und
Parainfluenzaviren®. Als weitere virale Erreger werden u.a. das Ebstein-Barr-Virus (EBV)
und das Cytomegalievirus (CMV), als hdufig beschriebene Ursachen einer reaktiven
zervikalen LAP genannt (s. Tabelle 1.1)%4. Zu den haufigsten bakteriellen Erregern einer
akuten zervikalen LAP bzw. Lymphadenitis gehoren B-hamolysierende Streptokokken
(bis zu 80%), sowie Staphylococcus aureus'!-12, Weitere seltenere bakterielle Ursachen
sind Infektionen mit beispielsweise Bartonella henselae, der Erreger der Katzenkratz-
Krankheit, sowie diverse Anaerobier-Spezies, Francisella tularensis und Mycobakterien-
Stamme (s. Kap. 1.2)4%1213 Andere sehr haufige padiatrische Ursachen sind primar
maligne Erkrankungen der Lymphknoten, wie der Morbus Hodgkin und Non-Hodgkin-
Lymphome, sowie der sekundiare maligne Befall von Lymphknoten im Rahmen von
Leukdmien, Neuroblastomen, Rhabdomyosarkomen oder der metastatische Befall durch
beispielsweise Schilddriisen- oder Nasopharynx-Karzinomen*1415, In diversen Studien
konnten im Rahmen von Biopsien oder durch Feinnadel-Aspirationszytologie 12-27% der
LAP im Kindesalter auf maligne Ursachen zuriickgefiihrt werden!%15. Erkrankungen aus
dem rheumatologischen bzw. auto-immunen Formenkreis, wie z.B. das Kawasaki-
Syndrom (mukokutanes Lymphknotensyndrom), die juvenile idiopathische Arthritis oder
Kollagenosen fiihren ebenfalls haufig zu LAP im Kindesalter+?16, Als seltenere Vertreter
aus der Gruppe werden weiterhin das Kikuchi-Fujimoto-Syndrom (histiozytar
nekrotisierende Lymphadenitis) und das Rosai-Dorfman-Syndrom beschriebenl’. LAP

durch systemische Pilzinfektionen sind selten und vornehmlich bei immun-



supprimierten Kindern zu finden!8-20, Parasitare Ursachen einer LAP sind in unseren
Breitengraden hauptsachlich auf Infektionen durch Toxoplasma gondii zurtickzufiihren?!.
Diverse Medikamente, wie Phenytoin, Isoniazid oder Allopurinol kénnen ebenfalls
Lymphknotenschwellungen als Ausdruck von systemischen Nebenwirkungen
hervorrufen!®22,  Differentialdiagnostisch sind angeborene Schwellungen oder
Raumforderungen der Halsregion, wie beispielsweise mediane Halszysten
(persistierender Ductus thyreoglossus), branchiogene Halszysten, Dermoid-Zysten,

Larnygozelen oder Halsrippen zu berticksichtigen?23.

Tabelle 1.1 - Ursachen einer zervikalen Lymphadenopathie im Kindesalter

Ursachen einer zervikalen Lymphadenopathie
Virale Erreger: Adenoviren |Maligne Erkrankungen: Lymphome
Rhinoviren Leukdmien
Echoviren Neuroblastom
Influenza-Viren Rhabdomyosarkom
Parainfluenza-Viren Metastasen
Ebstein-Barr Virus (EBV) Autoimmun-Erkrankungen: |Kawasaki-Syndrom
Cytomegalie-Virus (CMV) Juvenile idiopathische Arthritis
Varizella Zoster-Virus (VZV) Kollagenosen
Coxsackie-Viren Serum-Krankheit
HIV Kikuchi-Fujimoto-Syndrom
Bakterielle Erreger: |B-hdamolysierende Streptokokken Rosai-Dorfman-Syndrom
Staphylococcus aureus Sarkoidose
div. Anaerobier spp. |Medikamente: Phenytoin
Bartonella henselae Isoniazid
Francisella tularensis Allopurinol
Mycobacterium tuberculosis Phenylbutazon
Atypische Mycobakterien spp. Pyrimethamin
Parasitdre Erreger: | Toxoplasma gondii

1.2 Mycobakteriosen als Ursache von Lymphadenopathien

Wie bereits in Kapitel 1.1 erwahnt stellen mycobakterielle Infektionen eine relevante
Differentialdiagnose im Falle von LAP im Kindesalter dar. Bei Mycobakterien handelt es
sich um immobile, obligat aerobe Stabchenbakterien, die durch lhre spezielle Zellwand
charakterisiert sind. Diese ist durch ihren hohen Gehalt und chemischer Konfiguration
der namensgebenden, langkettigen Mycolsdauren und Arabinogalactan gepragt, welche
der Zellwand eine dufierst hohe Widerstandsfahigkeit verleiht und somit gegeniiber
natirlichen Umweltnoxen, aber auch dem humanen Immunsystem und gingigen

antimikrobiellen Substanzen eine hohe Resistenz entgegenstellt24-26,



1.2.1 Mycobacterium tuberculosis als Erreger der Tuberkulose

Zu den verbreitesten humanpathogenen Vertretern dieser Gattung gehoren
Mycobacterium (M.) tuberculosis, der Erreger der Tuberkulose. M. tuberculosis wurde
1882 von Robert Koch erstmals isoliert und als Erreger der Tuberkulose identifiziert?’.
Als weitere seltenere Erreger der Tuberkulose werden M. bovis, M. africanum, M. canettii
und M. microti beschrieben. Zusammen bilden sie den taxonomisch und damit genetisch

eng verwandten Mycobacterium-tuberculosis-Komplex?2829,

1.2.1.1 Epidemiologie der Tuberkulose

Die Tuberkulose ist eine weltweit verbreitete Infektionskrankheit, welche nach dem
Global Tuberculosis Report 2015 mit jahrlich 9,6 Millionen dokumentierten
Neuinfektionen (Inzidenz: 133:100,000) und 1,5 Millionen verzeichneten Todesfallen im
Jahre 2014, neben der Infektion mit dem Human Immundefizienz-Virus (HIV) eine der
fiihrenden globalen Todesursachen darstellt30. In Deutschland wurde 2014 durch das
Robert-Koch Institut (RKI), mit 4488 Neuinfektionen, eine nationale Inzidenz von 5,6 :
100,000 Einwohner registriert. Darunter waren insgesamt 150 padiatrische Falle3!. Fiir
2016 zeigte sich allerdings ein brisanter Anstieg der Inzidenz mit 5915 gemeldeten
Fallen32. Als Ursache werden u.a. der demographische Wandel in der Bunderepublik,

sowie die aktuellen Migrationsstrome in Westeuropa diskutiert32-34,

1.2.1.2 Ubertragungswege und Klinik der Tuberkulose

Der aerogene Ubertragungsweg iiber infektiose Aerosole stellt den hiufigsten und
wichtigsten Modus der Erregerverbreitung fiir die Tuberkulose dar3>. Die Inhalation
geringster Mengen der 0,65 - 4,70 pm messenden Mikrotropfen mit einem Inhalt von nur
jeweils 1-3 Erregern, ist bereits ausreichend, um eine Infektion zu ermdglichen36-38. Diese
werden zumeist von bereits pulmonal erkrankten Patienten ausgehustet oder auch nur
mit der Atemluft beim Sprechen freigesetzt3940. Bei dieser sogenannten offenen
Lungentuberkulose haben die pulmonalen Tuberkuloseherde freien Anschluss an das
Bronchialsystem und gelangen so in die Atemluft. Es ist daher nicht iiberraschend, dass
der pulmonale Befall mit M. tuberculosis ebenfalls mit ca. 76% die haufigste und damit

klinisch relevanteste Organmanifestation im Erwachsenenalter darstellt*142. Als



zweithaufigste Manifestation wird die tuberkulose Lymphadenitis genannt, wobei der
Befall der zervikalen Lymphknoten (sogenannte Scrofula) mit ca. 57 bis 63% der Falle,
v.a. in padiatrischen Patienten, am haufigsten anzutreffen ist*3-45, Die Inzidenz der
tuberkulésen Lymphadenitis im Kindesalter wird mit 0,5 : 100,000 beschrieben. Von
infizierten Kindern geht generell ein geringes Infektionsrisiko aus, da selbst bei offenen
Formen der Lungen-Tuberkulose, aufgrund des héaufig paucibacilliren Befall in
padiatrischen Patienten, die ausgeschiedene Erregerzahl sehr gering ist46-48,

Nach Infektion betrdgt die durchschnittliche Inkubationszeit ca. 6-8 Wochen, in der auch
noch keine messbare Immunreaktion des Organismus nachgewiesen werden kann (sog.
praallergische Phase)*?>0, Nur ca. 5-10% der immunkompetenten Infizierten entwickeln
eine Klinisch relevante und damit behandlungs-bediirftige Tuberkulose>52, Die
Latenzzeit bis zum klinischen Ausbruch kann bis zu mehrere Jahre bis Jahrzehnte
dauern®3-35, Im grofdten Teil der immunkompetenten Patienten kommt es zu einer
adaquaten Immunreaktion und schliefilich einer Abkapselung der Erreger in Form von
sogenannten Granulomen (s. Kapitel 1.3.1). Dieser Zustand wird dann als sogenannte
latente tuberkulése Infektion (LTBI) bezeichnet. Diese Patienten bleiben asymptomatisch
und sind nicht infektios56°7. Allerdings kann es Jahre bis Jahrzehnte spater noch, v.a. im
Rahmen von Immunsupression, zu einer Reaktivierung der Tuberkulose kommen. Das

Lebenszeitrisiko fiir LTBI-Patienten betragt in etwa 5-10%758.

1.2.2 Nicht-tuberkul6se Mycobakterien

Als sogenannte Nicht-tuberkul6se Mycobakterien (NTM) werden eine grofde Gruppe von
fakultativ-pathogenen Mycobakterien-Spezies subsummiert, welche als Umwelt-
Kommensale ubiquitar in direkter Umgebung des Menschen, u.a. im Trinkwasser und
Boden anzutreffen sind>%¢0. Sie erndhren sich tiberwiegend saprophytisch und stellen fiir
immun-kompetente Erwachsene in der Regel keine pathogene Bedrohung dar. Aktuell
sind dank moderner molekular-biologischer Methoden bislang 125 verschiedene NTM-
Spezies identifiziert.6162 Bislang wurde angenommen, dass anders als bei M. tuberculosis
weder Mensch-zu-Mensch-, noch Tier-zu-Mensch-Ubertragungen beschrieben worden
waren, so dass Infektionen mit NTM vermeintlich allein auf unspezifische Umwelt-
Expositionen zuriickzufiihren sind®364, Die Publikationen von Aitken et al. und Bryant et
al. beschreiben jedoch die Moglichkeit einer direkten Ubertragung zwischen bestimmten

pneumologischen Patienten-Subpopulationen®66,



1.2.2.1 Epidemiologie & Klinik von nicht-tuberkulésen Mycobakteriosen

Nicht-Tuberkulése Mycobakterien konnen sowohl symptomatische, als auch
asymptomatische Infektionen verursachen. Studien mit immunlogischen Hauttests und
Antikorpertitern gegen NTM-Antigene in grofden Stichproben aus den USA zeigten
positive Reaktionen in einer Vielzahl von getesteten Individuen als Hinweis auf eine hohe
Pravalenz an asymptomatisch durchgemachten NTM-Infektionen®7.68, Klinische
Manifestationen durch Infektionen mit NTM sind meistens nur bei systemisch
immunsupprimierten Patienten oder jungen Kindern zu sehen®. Insgesamt scheint die
Inzidenz an NTM-Infektionen in der HIV-negativen, erwachsenen Population jedoch stetig
zuzunehmen?%-73, Ob es sich um eine tatsachlichen absolute Zunahme oder eine erhohte
Wahrnehmung durch verbesserte diagnostische Moglichkeiten handelt, ist derzeit
unklar’4 Die am haufigsten beschriebene klinische Manifestation einer NTM-Infektion ist
der pulmonale Befall’>7¢. Im Jahre 2006 konnte in den USA eine Pravalenz von 8,6 :
100,000 Einwohner in der Normalbevdlkerung beschrieben werden’’. Als haufigste
Erreger werden M. avium und M. intracellulare beschrieben, welche aufgrund ihrer
taxonomischen Nadhe als MAC- oder MAI-Komplex zusammengefasst werden®%77. Als
weitere hdufige Isolate werden M. kansasii und M. abscessus genannt’>. In den meisten
Fillen liegen pradisponierende  Faktoren, wie  chronische strukturelle
Lungenerkrankungen (z.B. COPD, Bronchiektasen, pulmonale Kavernen) oder eine
immunsuppressive Therapie vor, welche den pulmonalen Befall begiinstigen®®77. In 32%
der Falle lasst ich jedoch keine offensichtliche Suszeptibilitit bzw. Pradisposition
nachweisen’2. In padiatrischen Populationen sind vor allem Patienten mit Mukoviszidose
(= Zystische Fibrose; cystic fibrosis (CF)) von pulmonalen Infektionen durch MAC oder M.

abscessus mit einer Pravalenz von bis zu 13% betroffen®3.

1.2.2.2. Zervikale Lymphadenopathie durch Nicht-tuberkulése
Mycobakterien

In padiatrischen Patienten zeigt sich die zervikale Lymphadenopathie mit 87% als
haufigste Manifestation einer NTM-Infektion’8. Am haufigsten betroffen sind Kinder im
Alter zwischen 0-4 Jahren mit einer geschatzten jahrlichen Inzidenz in westlichen
Industrienationen von 2,3 - 3,3 : 100,000 Kindern mit einer wahrscheinlich durchaus
hoheren  Dunkelziffer = durch  subklinische = Verldaufe = ohne  eindeutigen

Erregernachweis®®7879, Insgesamt nimmt die Inzidenz zu, auch wenn eine exakte
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Bestimmung, aufgrund der im Gegensatz zur Tuberkulose nicht bestehenden
Meldepflicht, nicht moglich ist788081, Der am haufigsten isolierte Erreger ist mit ca. 80%
MACS®283, In den USA ist M. scrofulaceum ein weiteres haufiges Isolat’¢82. In Europa
wurden nach MAC die Erreger M. malmoense und M. haemophilum am haufigsten als
Ausloser identifiziert8+85. Die NTM-Lymphadenitis prasentiert sich klinisch mit einer
unilateralen, schmerzlosen Schwellung im praaurikuldaren, submandibuldren oder
zervikalen Bereich, meist ohne begleitende konstitutionelle Symptomatik. Die
Lymphknoten zeigen haufig einen progredienten Verlauf mit GréfRenzunahme, livider
Verfarbung der bedeckenden Haut, spontaner Ruptur und kutaner Fistelung76.7882.86, [n
den meisten Fallen sind es diese chronisch-progredienten und therapierefraktiaren
Verlaufe, welche im Rahmen der klinischen Diagnostik erst an eine mycobakterielle
Genese denken lassen. Als wichtigste Differentialdiagnose gilt die tuberkuldse
Lymphadenitis, welche im klinischen Erscheinungsbild kaum von einer NTM-
Lymphadenitis zu unterscheiden ist und so hinsichtlich der unterschiedlichen
therapeutischen Konsequenzen der beiden Entititen (s. Kapitel 1.6), ein relevantes

diagnostisches Problem darstellt8387.

1.3 Immunreaktionen gegen mycobakterielle Erreger

Dringen Mycobakterien in den menschlichen Organismus ein werden diese von
Makrophagen in der Lunge (Alveolarmakrophagen) oder der Haut iiber diverse pathogen-
erkennende Oberflichenrezeptoren, wie Toll-like Rezeptor 2 (TLR2) erfasst und
phagozytiert®89. Die Pathogen-Rezeptor Interaktion, sowie die Phagozytose selbst
resultiert in einer Kaskade von Signalen, u.a. die Sekretion von Interleukin (IL-) 12,
welches zur weiteren Aktivierung und Proliferation von Cluster of Differentiation (CD) 4-
positiven T-Helferzellen vom Typ 1 (Tu1) und natiirlichen Killer- (NK-) Zellen fiihrt®0-92,
Diese produzieren im Gegenzug das Zytokin Interferon-y (IFN-y)?3, welches u.a. zu einer
weiteren Aktivierung der Makrophagen mit Verbesserung der Antigenprasentation®*,
sowie effektiveren Zerstorung der phagozytierten Erreger {iiber beschleunigte
Ansduerung der Phagosomen durch Fusion mit Lysosomen?®>° und Aktivierung von
Enzymsystemen zur Produktion von anti-mikrobiell wirksamen, reaktiven Sauerstoff-
und Stickstoffspezies, fiihrt®7.98, Des weiteren folgt eine verstarkte Produktion von pro-
inflammatorischen Zytokinen, wie Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a), IL-1, Granulocyte-

/Macrophage Colony stimulating Factor (GM-CSF)%9100 uynd wiederum mehr IL-12 im
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Sinne einer positiven Verstarkung der Immunreaktion®l. Es werden jedoch auch
inhibitorische Zytokine, wie IL-4, IL-10, IL-13 und Transforming Growth Factor-f3 (TGF- f3)
produziert, welche kontrollierend in die Immunreaktion eingreifen02.103, Diese Zytokine
regulieren weiterhin die Ausbildung von Effektor- und Gedachtnis-T-Zellen. Die
Bedeutung von IFN-y, TNF-a und IL-2 ko-exprimierenden, multifunktionalen T-
Zellpopulationen als Ausdruck einer effektiven Tul-Zellantwort gegeniiber
intrazelluldren Pathogenen, wie Mycobakterien konnte in diversen Arbeiten gezeigt

werden104-107,

1.3.1 Granulome

Ein weiterer essentieller Mechanismus im Rahmen der Immunreaktion gegen
mycobakterielle Erreger ist die Granulombildung im Gewebe. Nach der Phagozytose der
Erreger kommt es zur Abwanderung der Makrophagen in regionale Lymphknoten und ins
umliegende Interstitium>’. Granulome stellen das histo-pathologische Korrelat der
lokalen Immunreaktion mit dem Ziel der Erregereinddmmung und - zerstérung, aber
auch des Gewebeschadens dar. Ein Granulom bildet sich aus einem Kern aus erreger-
haltigen Monozyten, Makrophagen, Epitheloidzellen und sog. mehrkernigen Langhans-
Riesenzellen, sowie einem Ring von T- und B-Lymphozyten und einer fibrotischen Kapsel
zur Isolierung der Erreger vom umliegenden Gewebe>7108109 Spezielle Kriterien zur
histo-pathologischen Differenzierung von tuberkulésen und nicht-tuberkulésen
Granulomen sind umstritten und werden in der Literatur kontrovers diskutiert!10-112, Im
Gegensatz zu tuberkulosen Granulomen scheinen nicht-tuberkulése Granulome
histologisch geringer organisiert und mit einer geringeren Anzahl an Epitheloidzellen und
Langerhans-Riesenzellen, sowie einem geringeren Vorkommen an verkdsenden
Nekrosen einherzugehen. Allerdings zeigten nicht-tuberkulése Granulome eine héhere

Dichte an Mikroabszessen10.113,



1.3.2 Weitere Zytokine in der Inmunreaktion gegen Mycobakterien

Neben den bereits genannten Zytokinen sind weitere Mediatoren an der Immunreaktion
gegen mycobakterielle Erreger beteiligt und stellen mogliche Kandidaten fiir die
immunologische Diagnostik von Mycobakteriosen dar. Interferon-induziertes Protein 10
(Interferon-induced protein 10 - 1P-10) ist ein Chemokin, welches von
Monozyten/Makrophagen, Fibroblasten und Endothelzellen nach Induktion durch IFN-y
freigesetzt wird!14-116, Es wirkt pleotrop mit u.a. chemotaktischen Eigenschaften auf
stimulierte Ty1-Zellen, NK-Zellen und Monozyten/Makrophagen, sowie stimulatorischen
Effekten auf Zytolyse und Apoptosell”118 Im Falle von mycobakteriellen Infektionen
scheint die Plasmakonzentration von IP-10 mit der Schweregrad der Erkrankung zu
korrelieren und wird als neuer potentieller diagnostischer Marker gehandelt!19-121, Das
Makrophagen-Inflammatorisches Protein 1a (Macrophage inflammatory protein 1a -MIP-
1a) gehort ebenfalls zu der Familie der Chemokine, welches durch Monozyten und
Makrophagen nach Induktion durch TNF-«, exprimiert wird!?2. Seine biologische
Wirkung fiihrt u.a. zur Rekrutierung von weiteren Monozyten, sowie aktivierten CD8* T-
Zellen und dient als proliferativer und aktivierender Stimulus fiir Makrophagen123-125, Als
wichtiges Zytokin in der zellularen Immunabwehr scheint es ebenfalls eine zentrale Rolle

in der Immunreaktion gegen mycobakterielle Erreger zu spielen1®.

1.4 Diagnostik von mycobakteriellen Infektionen

Mycobakterielle Infektionen zeigen sich hinsichtlich der klinischen und radiographischen
Prasentation, sowohl fiir den pulmonalen Befall, als auch fiir die Lymphadenitis sehr
ahnlich, so dass es dem Kliniker zumeist nicht moéglich ist eine eindeutige Zuordnung
zwischen M. tuberculosis und NTM als auslosenden Erreger zu machen®. Der
Goldstandard in der Diagnostik von mycobakteriellen Infektionen ist weiterhin der
kulturelle Nachweis der Erreger aus Sputum oder Biopsiematerial, welcher auch von den
entsprechenden Leitlinien gefordert wird®%12¢6. Dieser gestaltet sich jedoch auch unter
optimalen Bedingungen aufgrund des langsamen Stoffwechsels der Erreger, als duferst
langwieriger Prozess und kann 6 bis 8 Wochen oder langer andauernl?’. Insgesamt
gelingt es nur in 50 - 82% der klinischen Verdachtsfélle ein kultureller Nachweis der
Erreger82128, Erschwerend kommt hinzu, dass es sich v.a. in padiatrischen Patienten um

paucibazillare Infektionen handelt und generell nur eine geringe Erregerausscheidung
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stattfindet*6-48, Molekulargentische Untersuchungen, wie die Polymerase Chain Reaction
(PCR) zum Nachweis von spezifischen mycobakteriellen DNA-Fragmenten aus
geeignetem Material konnten den Erregernachweis unterstiitzen; sind aber noch nicht
regelhaft etabliert und nur bedingt verfiigbar!??. Fiir den klinischen Alltag sind also
schnellere, indirekte Verfahren noétig, um den initialen Verdachtsmoment zu bestaitigen
und Differentialdiagnostik weiter voran zu treiben. Hierbei kommen immunologische

Verfahren zum Einsatz.

1.4.1 Immunologische Hauttests

1.4.1.1 Tuberculin-Hauttest

Der Tuberculin-Hauttest (THT) zur Diagnostik der Tuberkulose gehdrt zu den
bekanntesten Hauttests und wird aufgrund seiner breiten Verfiigbarkeit und einfachen
Handhabbarkeit, sowie simpler Auswertungsmoglichkeit weiterhin weltweit angewandt.
Den aktuellen Standard in Deutschland stellt der Mendel-Mantoux-Intrakutantest dar, bei
dem 2 sogenannte Tuberculin-Einheiten (= tuberculin units - TU) eines standardisierten,
aufgereinigten Antigengemischs von M. tuberculosis (purified protein derivate — PPD
Tuberculin) in die Epidermis injiziert werden. Dieses, als RT23 deklarierte
Standardgemisch wird seit 1958 am Statens Serum Institute in Kopenhagen produziert
und gilt weiterhin als Standard-Tuberculin der WHO130, Hatte der Patient jemals Kontakt
mit M. tuberculosis werden die injizierten Antigene von antigen-prasentierenden Zellen
(antigen presenting cells - APC), sowie T-Lymphozyten in der Haut erkannt und es folgt
eine verzogerte kutane Immunreaktion (Typ-IV Reaktion nach Coombs & Gell) in Form
einer scharf abgegrenzten Rotung und Schwellung (sog. Induration)31. Die Auswertung
erfolgt 48 bis 72 Stunden nach Injektion iiber die Ausmessung des Durchmessers der
Induration. Ein Durchmesser von = 10 mm wird als positives Ergebnis gewertet!32. Je nach
Alter des Patienten oder epidemiologischem Hintergrund kann der diagnostische
Grenzwert jedoch variieren!33. Ein Problem des THT sind seine Einschrankungen im
Bereich von Sensitivitdat und Spezifitat. Die Rate an falsch-negativen Testergebnissen wird
in der Literatur variierend zwischen 10-25% (Sensitivitat: 75-90%) angegeben34135_Als
mogliche Ursachen werden z.B. schwere systemische Verlaufe der Infektion oder andere
Zustande der Immunsuppression, wie Untererndhrung oder geringes Korpergewicht
angefiithrt!3¢. Des weiteren miissen Anergien iR. von kiirzlich applizierten

Lebendimpfungen, sowie bei angeborenen bzw. erworbenen Immundefekten, z.B. durch
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maligne Grunderkrankungen oder bei sehr jungen Sauglingen bertcksichtigt
werden!33137-139 Dje Spezifitit des THT wird ebenfalls als gering beschrieben.
Uberlappungen im Antigenspektrum zwischen PPD Tuberculin, dem frither als
Tuberkulose-Impfstoff eingesetzten Bacille Calmette-Guérin (BCG) und non-tuberkuldsen
Mycobakterien (NTM) fiihren zu Kreuzreaktivitat im THT, welche zu einer signifikanten
Zahl an falsch-positiven Testergebnissen fiihrt140.141, Eine Metanalyse von Farhat et al.
konnte zeigen, dass 21,2% von Kindern, welche nach ihrem ersten Lebensjahr mit BCG
geimpft worden waren, nach 10 Jahren weiterhin mit einem falsch-positiven THT
reagiertenl42, Eine weitere Metaanalyse von Wang et al. konnte die Ergebnisse in anderen
Populationen bestatigen!43. Allerdings zeigte die Publikation von Farhat et al. ebenfalls,
dass vor ihrem ersten Lebensjahr BCG-geimpfte Sauglinge, nach 10 Jahren mit nur ca. 1%
falsch-positiven THT auffallen und somit nur einen sehr geringen Effekt austiben. Ebenso
wurde gezeigt, dass je nach Region nur in 0,1 bis 2,3% der Falle NTM als Ursache fiir
falsch-positive Testergebnisse identifiziert werden konnte, so dass NTM nur in Gegenden
mit geringer Pravalenz fiir Tuberkulose als diagnostischer Storfaktor tatsachlich relevant
wird!42, Von Reyn et al. konnten hingegen zeigen, dass mehr als 50% aller Tuberkulin-
Hauttests bei Angestellten und Medizinstudenten im US-Gesundheitswesen, aufgrund von
NTM als falsch positiv ausfallen!44. Haimi-Cohen et al zeigten, dass 59% von NTM-
infizierten padiatrischen Patienten eine deutlich positive Reaktion auf den THT

demonstrierten. Keiner dieser Kinder war BCG-geimpft140.

1.4.1.2 Duale Hauttests

Um die diagnostische Spezifitit zu verbessern, wurden Studien mit der simultanen
intrakutanen Injektion eines aufgereinigten Antigengemisch von MAC (PPD Sensitin) und
PPD Tuberculin durchgefiihrt. Zur Differenzierung wurde die absolute Differenz der
Durchmesser der beiden entstehenden Indurationen gemessen. Eine Arbeitsgruppe um
von Reyn et al. konnten zeigen, dass Patienten mit molekularbiologisch bestatigter NTM-
Infektion durch diesen ,dualen Hauttest“ mit einer Sensitivitit von 73% und einer
Spezifitit von 97% von Patienten mit einer gesicherten tuberkulésen Infektion
unterschieden werden konnen. Dabei wurde der diagnostische Grenzwert bei einer
absoluten Differenz der beiden Indurationen von =5 mm festgelegtl45146, Diese
Ergebnisse liefen sich ebenfalls fiir padiatrische Populationen verschiedener

Altersgruppen in Westeuropa reproduzieren’47-149, Als limitierende Faktoren werden die
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Variabilitat der Testergebnisse je nach Fertigkeit und Trainingsstand des auswertenden
Anwenders?>, sowie, wie beim THT, die Notwendigkeit einer Wiedervorstellung nach 3

Tagen zur Testauswertung genannt!>L.

1.4.2 Immunologische in vitro Tests

Die immunlogischen in vitro Tests, wie der Interferon-y-release assay (IGRA) stellen die
nichste Generation in der Diagnostik von tuberkulésen Infektionen dar und sollen die
diagnostische Genauigkeit, sowie Handhabbarkeit sowohl fiir den Anwender, als auch den
Patienten vereinfachen. IGRAs funktionieren nach dem Prinzip eines Enzyme-linked
immunospot (ELISpot) oder Enzyme-linked immuno-sorbent Assay (ELISA) und messen
semi-quantitativ die Konzentration von IFN-y in Vollblutproben von Patienten, welche
zuvor mit den Antigenen Early Secreted Antigenic Target-6 (ESAT-6), Culture Filtrate
Protein 10 (CFP-10) und fiir bestimmte Testsysteme zusdtzlich mit dem Antigen TB7.7
stimuliert worden sind. Diese Antigene werden im Genom von M. tuberculosis im
sogenannten Region of Difference 1 (RD-1) codiert, welcher in BCG-Stammen und den
meisten NTM-Arten, aufder M. marinum, M. flavescens und M. szulgai, deletiert ist152, Die
entsprechenden Genprodukte sind demnach hoch spezifisch und wertvoll fiir die
Diagnostik von M. tuberculosis'>2-154, In ihrer Sensitivitat scheinen IGRAs mit ca. 71-97%
vergleichbar mit dem THT zu sein, wobei in immunsupprimierten Kohorten eine héherer
Sensitivitat im Vergleich zum THT erreicht wird!>5-157, Die Spezifitdt wird in der Literatur
hingegen mit ca. 90-100% beschrieben!>>. Die Notwendigkeit nur einer Vollblutprobe,
sowie der standardisierten Durchfithrung und Auswertung des Tests stellen, neben der
deutlich hoheren Test-Spezifitit deutliche Vorteile gegeniiber dem THT dar.

Angelehnt an den dualen Hauttest fiihrten Magdorf et al. Versuche mit in vitro
Stimulationen von T-Zellen mit PPD Tuberkulin und PPD Sensitin durch und bestimmten
die Anteile an IFN-y, TNF-a und IL-2 produzierenden T-Zellen im Durchflusszytometer.
Die T-Zellen stammten aus Vollblutproben von Patienten mit nachgewiesener
Tuberkulose oder NTM-Infektion!%8, Verglich man die Zytokinantworten zwischen den
beiden Patientenpopulationen auf die jeweiligen PPDs ergab sich, aufgrund der
bekannten Kreuzreaktivitdt, zundchst keine ausreichende diagnostische Trennscharfe.
Nach Gegeniiberstellung der Zytokinantworten auf die jeweiligen PPDs innerhalb der

Gruppen, zeigten sich im Mittel signifikante Unterschiede mit hoheren Anteilen an

11



sensitin-spezifischen T-Zellen in der NTM-Gruppe, sowie entsprechend mehr tuberkulin-
spezifischen T-Zellen in der Tuberkulose-Gruppe. Aufgrund der grofden Streubreite der
einzelnen Antworten ergab sich jedoch auch hier keine Moglichkeit einer Diskriminierung
mit der Definition eines diagnostischen Cut-Off fiir den individuellen Patienten. Erst die
Bildung der Verhaltnisse der Zytokinantworten auf die beiden Stimuli fiir den einzelnen
Patienten zeigte signifikante Unterschiede ohne iiberlappende Werte, anhand dessen eine
atiologische Differenzierung in NTM-Infektion und Tuberkulose moglich wurdelss.
Steindor et al. fihrten dhnliche durchfluss-zytometrische Analysen mit PPD-stimulierten
Vollblutproben von Mukoviszidose-Patienten mit und ohne bestétigter M. abcessus-
Infektion durch. Die gemessenen T-Zellreaktionen konnten ebenfalls zuverladssig
infizierte Patienten herausselektieren und machten durch die Bildung der Verhaltnisse
der Zytokinantworten auf die verschiedenen PPDs, eine Differentialdiagnose zwischen M.

abscessus, M. avium und M. tuberculosis moglich15°.

1.5. Weitere immunologische Biomarker bei Mycobakteriosen

Weitere immunologische Biomarker in der Diagnostik von Mycobakteriosen sind
beispielsweise Antikorper gegen mycobakterielle Antigene. So beschrieben Plum et al
das M. avium-spezifische Antigen MIG, gegen welches signifikant erhéhte Antikérper-
Konzentrationen in Seren von Patienten mit einer M. avium-Infektion nachwiesen werden
konntel®0. Die Arbeitsgruppe um Rolinck-Werningshaus et al. versuchte rekombiniertes
MIG-Protein entsprechend als Antigen in einem Stimulations-Assay zu nutzen, welches
jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit einer Tuberkulose, M.
avium-Infektion und gesunden Kontrollen demonstrieren konntel®l. Kitada et al
identifizierten einen spezifischen IgA-Antikérper gegen ein M. avium-spezifisches
Glycopeptidolipid-Core-Antigen, welches signifikant erh6hte Serum-Konzentrationen in
Patienten mit pulmonaler M. avium-Infektion im Vergleich zu Patienten mit pulmonaler
Tuberkulose, anderen Lungenerkrankungen und gesunden Kontrollen zeigen konnte62,
Die diagnostische Sensitivitat und Spezifitat lagen dabei bei entsprechenden 84,3% und

100%,162.163,
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1.6 Therapie von mycobakteriellen Infektionen

1.6.1 Therapie der Tuberkulose

Die Erstlinien-Therapie der Tuberkulose ist id.R. eine medikamentose
Kombinationstherapie aus den Substanzen Isoniazid (INH), Rifampicin (RMP),
Ethambutol (ETM) und Pyrazinamid (PZA)!%¢. Die Notwendigkeit einer Vierfach-
Kombination ergibt sich aus den heterogenen Erreger-Populationen mit
unterschiedlichen Stoffwechselaktivititen je nach Beschaffenheit der tuberkuldsen
Lasion’®4 Die deutschen Leitlinien empfehlen fiir die Initialphase der Therapie die o.g.
Vierfach-Kombination fiir die Dauer von 2 Monaten, gefolgt von einer
Stabilisierungsphase von weiteren 4 Monaten mit INH und RMP2¢, Fiir unkomplizierte
padiatrische Falle gilt die Empfehlung einer Dreifach-Kombination mit INH, RMP und PZA
fiir 2 Monate, ebenfalls gefolgt von 4 Monaten INH und RPM126165166 [m Falle von
Resistenzen oder Unvertraglichkeiten gegen die o.g. Subtanzen, kommt es zum Einsatz
von Zweitlinien-Medikamenten, wie beispielsweise = Amikacin, Capreomycin,
Moxifloxacin, Protionamid oder Terizidon. Diese alternativen Therapieregime sind
zumeist mit einer Verlangerung der Therapiedauer verbunden!?6.167. Chirurgische
Mafénahmen werden nur in seltenen Fillen eingesetzt und sollten immer nach Experten-

Riicksprache angewandt werden168169,

1.6.2 Therapie von Infektionen mit Nicht-Tuberkulosen Mycobakterien

Die therapeutischen Optionen bei einer Infektion mit NTM sind abhangig vom Ort des
Befalls, sowie von der infizierenden Spezies. Die American Thoracic Society (ATS), sowie
der Infectious Diseases Society of America (IDSA) empfehlen bei pulmonalem Befall mit
MAC eine Dreifachkombination aus einem modernen Makrolid (Clarithromycin oder
Azithromycin), Rifampicin und Ethambutol fiir die Dauer von 12 Monaten nach
Sputumkonversion®. Bei schweren Verlaufen ist ggf. die Hinzunahme von Amikacin oder
Streptomycin flir die ersten 2-3 Monate der Therapie notwendig®. In Fallen mit nur
unzureichendem Ansprechen auf die antibiotische Therapie, sowie bei Nachweis von
Makrolid-resistenten Stammen oder Komplikationen, wie beispielweise schwerer
Hamoptysis, ist bei ausgewdhlten Patienten mit fokaler Infektion eine chirurgische

Therapie mit Lungen(teil-)Resektion eine Option mit Hinweisen auf eine bessere
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Prognose, verglichen mit einer alleinigen medikamentdsen Therapiel7%171, Aufgrund der
nicht unerheblichen perioperativen Morbiditiat und Mortalitat sollten diese Eingriffe nur

in erfahrenen Zentren durchgefiihrt werden172-174,

1.6.2.1 Therapie der Lymphadenitis durch Nicht-Tuberkul6sen
Mycobakterien

Im Falle der zerviko-fazialen NTM-Lymphadenitis im Kindesalter spricht sich die US-
amerikanische Leitlinie, unabhéngig von der infizierenden Spezies, klar fiir die alleinige
chirurgische Therapie ohne begleitende medikamentdse Therapie aus®?17>. Eine grofe
Studie von Lindeboom et al. aus den Niederlanden bestéatigte die chirurgische Therapie
mit einer in toto Exzision des betroffenen Lymphknoten mit einer Heilungsrate von 96%
vs. 66% im Vergleich zur medikamentdsen Therapie mit Clarithromycin und Rifabutin, als
tiberlegen!’¢. Eine alleinige Kiirettage des betroffenen Lymphknoten zeigte eine
signifikant hohere Rate an Wundheilungsstérungen und sollte nur in technisch
schwierigen Fillen zur Schonung von Nervendsten des Nervus facialis angewandt
werden!’’. Eine alleinige medikamentdse Therapie wird hinsichtlich des prolongierten
Verlaufs mit Komplikationen, wie Fistelbildung und chronischen Abszessen, sowie dem
konsekutiv schlechterem dsthetischen Ergebnis, nicht empfohlen!78179. Einige Studien
zeigen sogar keinerlei Unterschied zwischen einer medikamentdsen Therapie und einer

konservativen ,wait-and-watch“-Therapie mit alleiniger Observation der Patienten80.181,

1.7 Zielsetzung

Die Dringlichkeit einer ziigigen und korrekten Diagnosestellung leitet sich aus
unterschiedlichen therapeutischen und prognostischen Konsequenzen fiir die
verschiedenen padiatrischen Ursachen von LAP ab. Speziell die Differentialdiagnostik der
mycobakteriellen LAP im Kindesalter stellt aufgrund der unspezifischen Klinik, des
langwierigen und schwierigen kulturellen Nachweises, sowie der bislang nur
unzureichenden Maéglichkeiten einer immunologischen Differenzierung, ein kritisches
Problem im klinischen Alltag dar. Das Ziel dieser Arbeit war die Etablierung einer
sensitiven und spezifischen Methode fiir den immunologischen Nachweis von NTM als
Ursache einer LAP unklarer Atiologie im Kindesalter. Es sollte untersucht werden, ob die

komparative Analyse von Zytokinantworten stimulierter T-Zellen auf verschiedene
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mycobakterielle Proteinextrakte (PPD) zur immunologischen Identifizierung von NTM
beitragt. Darliber hinaus sollten der Einfluss unterschiedlicher Stimulationsansatze auf
die Effektivitat der Methode gepriift, sowie neue Zytokine identifiziert werden, welche fiir
weitere immunologische Tests geeignet sein konnten. Dazu wurde ein Studienkollektiv
von 25 padiatrischen Patienten rekrutiert und entsprechend der Ursache ihrer LAP in 3
Gruppen unterteilt. Patienten mit nachgewiesener mycobakterieller Ursache ihrer LAP
wurden in die Gruppe ,NTM-LAP“ (n=4) eingeordnet. Patienten mit nachgewiesener,
nicht-mycobakterieller Ursache ihrer LAP wurden in die Gruppe ,Non-NTM-LAP“ (n=8)
und Patienten mit LAP unklarer Atiologie wurden der Gruppe der ,Verdachtsfille“ (n=13)
zugeordnet. Den Studienpatienten wurden heparinisierte Vollblutproben entnommen,
aus denen mononukledre Zellen (PBMC) isoliert wurden. Diese PBMCs wurden sowohl in
Kurzzeit-Stimulationsansatzen, als auch in Langzeit-Restimulationsansitzen mit
mycobakteriellen PPD in vitro inkubiert. Anschlieffend wurden die Zellen im
Durchflusszytometer nach intrazelluldarer Zytokinfarbung (ICS) auf spezifische
Zytokinantworten untersucht. Des Weiteren wurden PBMC-Kulturen und Vollblut-
Proben ebenfalls mit mycobacteriellen PPD in vitro inkubiert. Die gewonnenen
Uberstinde wurden mittels CBA und ELISA auf spezifische Zytokinprofile untersucht.
Eine Infektion mit M. tuberculosis wurde im Vorfeld durch einen IFN-y Release Assay

(IGRA) ausgeschlossen.
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2 MATERIAL & METHODEN

2.1 MATERIAL
2.1.1 Laborgerate
Laborgerat

Lieferant, Standort

BD FACS Calibur Flusszytometer
BD FACS Canto II Flusszytometer
Cryo-Einfriercontainer ,Mr. Frosty“
COz-Inkubator (Brutschrank)

Mehrkanalpipetten (30 pl / 300 pl)

Mikroskop OLYMPUS CK40

Multimode Reader Infinite® M 200

Pipetten

Pipettierhilfe (PIPETBOY acu)
Sterilbank Hera Safe
Zentrifuge Centrifuge 5415 C
Zentrifuge Multifuge 3 S-R

Zentrifuge Rotixa/RP

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
Nalgene, Langenselbold
Heraeus, Hanau

Thermo Scientific, Rochester,
USA

OLYMPUS, Hamburg

TecanGroup Ltd., Mannedorf,
Schweiz

Eppendorf, Hamburg

Gilson Inc., Middleton, USA
Starlab, Hamburg

Integra Biosciences, Fernwald
Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau

Hettich, Miilheim a.d.R.

Lieferant, Standort

FACS-Rohrchen (5 ml Polystyren)
FALCON™-Rohrchen (50 ml)

Handschuhe, Latex

Sarstedt, Niirnbrecht
BD, Heidelberg

Sempermed, Wien
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Handschuhe, Nitril

Kaniilen

Kryokonservierungsrohrchen (2 ml)
Neubauer-Zahlkammer (0,1 x 0,0025 mm?)

Pipettenspitzen

Reaktionsgefafse (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)
Reaktionsgefafde, Safelock (0,5 ml)
Reaktionsrohrchen (Microtubes 1,2 ml)
Reaktionsrohrchen - Kappen (8-Strip)
Perfusor®-Spritze OPS (50 ml)

Pipetten Stripette® (5ml /10 ml / 25 ml)

Spritzen-Sterilfilter (Millex®-GV-Filter; 0,22 um)

Vacutainer® Lithium-Heparin Plasmaréhrchen (6 ml)

Zellkulturplatten (Flachboden; 96-Well)
Zellkulturplatten (Rundboden; 96-Well)
Zellkulturplatten-Deckel

Zentrifugenrohrchen (15 ml)

2.1.3 Chemikalien & Reagenzien

Chemikalie

Ansell, Miinchen

Braun, Melsungen

Nunc, Rosklide, Danemark
Brandt, Wertheim

Greiner bio-one, Frickenhausen

Molecular BioProducts,
San Diego, USA

Starlab, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Starlab, Hamburg

Starlab, Hamburg

Braun, Melsungen
Corning Inc., Corning, USA
Millipore, Cork, Irland

BD, Heidelberg

Costar, Corning, USA
Greiner bio-one, Frickenhausen
Nunc, Rosklide, Danemark

Greiner bio-one, Frickenhausen

Lieferant, Standort

AIM V® Kulturmedium
Aqua destillata

BD™ CBA 30-Plex Bead Mixture

Gibco®, Darmstadt
Braun, Melsungen

BD, Heidelberg
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Biocoll-Trennlésung (r = 1,077 g/ml)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (D-PBS)
Erythrozyten-Lyse-Puffer

Fetales Kélberserum (FKS)

Fixationspuffer

1M H2S04

Penicillin/Streptomycin (P/S)
(10,000 IU/ml; 10 mg/ml)

Permeabilisations-Waschpuffer (10x)
Propan-1-ol
Trypanblau Farbung 0,4 %

Viabilitatsfarbstoff eFluor® 660 (fixierbar)

X-VIVO 15 Medium

Biochrom AG, Berlin
Sigma, Deisenhofen

PAA, Pasching, Osterreich
Roche, Mannheim

PAA, Pasching, Osterreich

BioLegend, Fell

PAA, Pasching, Osterreich

BioLegend, Fell

Gibco®, Damrstadt

eBiosciences, San Diego

LONZA, Koln

Das Fetale Kalberserum wurde fiir 30 Minuten bei 56°C erhitzt, um Komplementfaktoren

zu inaktivieren. Es wurde anschlief3end steril filtriert und bis zum Gebrauch bei - 20°C

gelagert.

2.14 Antikorper

Alle Antikorper sind gegen humane Antigene gerichtet und sind in Mausen generiert
worden.

Antikorper Markierung Lieferant, Standort

Anti-CD3 PerCP/Cy5.5 BioLegend, Fell

Anti-IFN-y PE BD, Heidelberg

Anti-TNF-a Alexa Fluor® 488 BioLegend, Fell
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2.1.5 Stimulantien

Stimulus End-Konzentration Lieferant, Standort

Brefeldin A 3,75 pg/ml Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dynabeads® 2x10%Beads / ml invitrogen™, Darmstadt

Human T-Activator CD3/28

Interleukin-7 10 ng/ml PeproTech, Hamburg
BioLegend, Fell

lonomycin 1 pg/ml Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Phorbol-12-Myristat 10 ng/ml Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

-13-Acetat (PMA)

PPD Tuberculin 5 pg/ml Statens Serum Institute,
Kopenhagen, Danemark

PPD Sensitin 5 pg/ml Statens Serum Institute,
Kopenhagen, Danemark

Staphylokokken 2 pg/ml Ch. Steeg, Berhard Nocht Institut,

Enterotoxin B

2.1.6 Kits

Kit

Hamburg

Lieferant, Standort

BD™ CBA Human GM-CSF Flex Set (C9)
BD™ CBA Human IFN-y Flex Set (E7)
BD™ CBA Human IL-1a Flex Set (D6)
BD™ CBA Human IL-9 Flex Set (B7)
BD™ CBA Human IL-10 Flex Set (B6)
BD™ CBA Human IL-13 Flex Set (E6)
BD™ CBA Human IL-21 Flex Set (B8)
BD™ CBA Human IP-10 Flex Set (B5)
BD™ CBA Human MIP-1a Flex Set (B9)

BD™ CBA Human TNF-a Flex Set (C4)

BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg

BD, Heidelberg
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Human IFN gamma ELISA Ready-SET-Go!® eBioscience, San Diego, USA

Human IL-13 ELISA Ready-SET-Go!® eBioscience, San Diego, USA
Human IP-10 Instant ELISA® eBioscience, San Diego, USA
Human MIP-1a Instant ELISA® eBioscience, San Diego, USA
Human TNF alpha ELISA Ready-SET-Go!® eBioscience, San Diego, USA
T-SPOT®.TB-Assay Oxford Immunotec Ltd.,

Abingdon, UK

2.1.7 Medien & Léosungen

Alle Losungen und Puffer wurden mit deionisiertem oder doppelt-destilliertem Wasser
angesetzt. Alle hitzeempfindlichen Medien wurden liber einen 0,22um Sterilfilter filtriert.

Alle hitzeunempfindlichen Losungen wurden fiir 20 Minuten bei 135°C und 2 bar

autoklaviert.

Bezeichnung Bestandteile Endkonzentration

10 % FKS in PBS FKS 10 %
D-PBS ad

Einfriermedium DMSO 20 %
FKS 20%
X-VIVO + P/S ad

X-VIVO + P/S Penicillin 1%
Streptomycin 1%
X-VIVO 15 ad

1 x Permeabilisations- 10 x Permeabilisations- 10 %

Waschpuffer Waschpuffer
H»0 ad

2.1.9 Spenderzellen

Die Durchfiihrung der Experimente erfolgte mit, aus Vollblut isolierten, humanen
peripheren mononukledren Zellen (PBMC) oder direkt mit Vollblut. Das Material wurde
als 1-6 ml Aliquot im Rahmen von Routineblutabnahmen aus dem Patientenkollektiv der
Klinik fiir Allgemeinen Pdadiatrie, Neonatologie und Kinderkardiologie der

Universitatsklinik Diisseldorf gewonnen. Die Spender waren im Alter zwischen 0-18
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Jahren und die schriftliche Einwilligung durch den gesetzlichen Vertreter lag, nach

ausfiihrlicher Aufklarung, stets vor.

2.1.10 Software

Software

Lieferant, Standort

BD CellQuest

BD FACSDiva v6.0

FCS Express v4

FCAP Array Analysis Software v3

GraphPad Prism v6

Magellan™ Data Analysis Software

Microsoft Excel for Mac 2011

Microsoft Power Point for Mac 2011

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

deNovo Software, Los Angeles,
USA

Soft Flow Inc., St Louis Park, USA

GraphPad Software Inc., San
Diego, USA

Tecan Group Ltd., Mannedorf,
Schweiz

Microsoft Corporation, USA

Microsoft Corporation, USA
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2.2 METHODEN

2.21 Einteilung der Studienteilnehmer

Alle Studienteilnehmer wurden iiber die Ambulanzen und Stationen der Klinik fiir
Allgemeine Padiatrie, Neonatologie und Kinderkardiologie des Universitatsklinikums
Diisseldorf akquiriert. Es wurden insgesamt 25 Kinder im Alter von 0-18 Jahren in die
Studie einbezogen. Es galten folgende Einschlusskriterien fiir die Studie:

e Kinder mit einer LAP, die unbehandelt oder unter addaquater Therapie, seit
mindestens 7 Tagen oder langer persistiert und bei denen eine mycobakterielle
Infektion als Differentialdiagnose in Frage kommt.

Bei allen Kindern wurde ein Interferon-gamma-release Assay (IGRA; T-SPOT.TB®-Assay
von Oxford Immunotec Ltd.) zum Ausschluss einer Infektion mit Mycobacterium
tuberculosis (MTB) durchgefiihrt. Das positive Votum der Ethik-Kommission der
Medizinischen Fakultit der Heinrich-Heine-Universitiat Diisseldorf lag zu Beginn der
Studie vor (interne Studiennummer: 3824 - Marz 2012). Die Studienteilnehmer wurden
anhand von Anamnese, klinischem Bild, THT nach Mendel-Mantoux, histo-
pathologischen, kulturellen und/oder molekular-biologischen Verfahren (via PCR) in 3
Gruppen unterteilt (s. Tab. 2.1 & 2.2). Patienten mit einer bestdtigten Infektion mit nicht-
tuberkul6sen Mycobakterien (NTM) als Ursache der LAP, wurden in die Gruppe ,NTM“
eingeteilt. Patienten mit einer bestdtigten nicht-mycobakteriellen Ursache einer LAP,
wurden in die Gruppe der ,Negativkontrollen“ eingeteilt. Patienten, bei denen die
Atiologie der LAP wihrend des Studienverlaufs ungeklirt blieb wurden in die Gruppe der

,Verdachtsfalle“ sortiert.

Tabelle 2.1 - Demographische Daten der Patienten eingeteilt in einzelne Studiengruppen bzgl. Alter
Geschlechterverteilung und BCG-Impfstatus

NTM Negativkontrollen Verdachtsfille
n (% von Gesamt) 4 (16) 8 (32) 13 (52)
Alter in Jahren * SD (Median) 4,1+2,7 (3,5) 5,4%4,9 (4) 5,2+5,0 (4)
Alter < 5 Jahren, n (%) 2 (50) 5(63) 8 (62)
Maénnlich, n (%) 2 (50) 5(63) 10 (77)
BCG geimpft, n (%) 0(0) 0(0) 0(0)
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Tabelle 2.2 - Klinische Charakteristika der Patienten und durchgefiihrte Untersuchungen

Patient Alter  Geschlecht Initiale Diagnose THT* IGRA" (T-SPOT.TB®) Histopathologie/Mikroskopi Tbc-PCR" Kultur
Granulome mit zentral-verkdsenden
A 5 Jahre g zervikale LAP*, links/NTM-Infektion** ND nicht reaktiv® Nekrosen, kein Nachweis saurefester  positiv fiir MAI positiv fiir MAI'
Stabchen
submandibulare/zervikale LAP*, 3 " i - :
B 8 Jahre 3-'\ rechts/Lymphadenitis durch NTM**- ND ND gmnulomaiosg Verdnderu ngen, kein negativ positiv fir Mycobacterius
Infeklion Nachweis sdurefester Stabchen malmoense
Granulome mit zentral-verkasenden
[ 2 Jahre 3 bilaterale zervikale Lymphade nits negativ nicht reaktiv® Nekrosen, kein Nachweis saurefester negativ positiv fiir MAI
Stébchen
. o= - " Granulome mit zentral-verkisenden
o chronische submandibulire positiv (Induration: 13 ) ) Mgl . L
D 15 Monate g LymphadenisiLAP®, links mm) nicht reaktiv Nekrosen, kEmSt:'ig:::IS saurefester negativ positiv filr MAI"
O _ N . anaplastisch-grolizelliges T-Zell-
E 14 Jahre * bilaterale zervikale LAP ND nicht reaktiv® P Lfmpnom g ND ND
F 12 Jahre 3 bhilare LAP*Sarkoidose negativ nicht reaktiv ND negativ ND
G 3 Monate 3 zervikale LAP* negativ nicht reaktiv® kein Nachweis siurefester Stabchen negativ Nachweis von MSSAY
H 7 Jahre Q okzipitaler Abzess/Lymphadenitis negativ nicht reaktiv kein Nachweis siurefester Stabchen ND Nachweis von MSSA®
I 4 Jahre g zervikale & mediastinale LAP* ND nicht reaktiv” Hodgkin Lymphom ND negative
J 1 Monat 3 zemvikale Lymphadenitis, inks negativ ND kein Nachweis saurefester Stabchen ND Nachweis von MSSAY
K 4 Jahre g zervikale LAP*, inks ND nicht reakti” Hodgkin Lymphom ND ND
L 2 Jahre Q submentale LAP*/Lymphadenitis negativ ND ND ND Nachweis von MSSA®
M 2 Jahre zervikale LAP* ND nicht reaktin® kein Nachweis séurefester Stdbchen ND negativ
N 18 Jahre 3 mediastinale Raumforderung/ LAP* ND nicht reaktiv kein Nachweis saurefester Stabchen negativ negativ
o] 9 Jahre 3 zervikale Lymphadenitis, links ND nicht reaktiv? ND ND ND
P 4 Jahre ) bilaterael cervical LAP* ND nicht reaktiv® ND ND ND
Q 10 Monate 3 Ly itis negativ nicht reaktiv® ND ND ND
R 23 Monate o submentale LAP* ND nicht reaktiv® ND ND ND
s 4 Jahre 34 chronische bilaterale zervikale LAP* ND nicht reaktiv® ND ND ND
bilaterak ikale LAP™/
T 5 Jahre ) "'La ¢ Z::d'm;is ND nicht reaktiv® ND ND ND
u 12 Jahre 4 chronisch bilaterale zervikale LAP* negativ nicht reaktiv ND ND ND
P chronisch bilaterale i ]
v 7 Jahre S submandibulire/zervikale LAP* ND nicht reaktiv! ND ND ND
w 13 Monate s chronische bilaterale zenvikal LAP® negativ ND kein Nachweis siurefester Stabchen” negativ’ negativ”"
X 19 Monate 3 Zervikale LAP* negativ ND ND ND ND
Y 11 Monate o) zervikale LAP* ND nicht reaktiv?® ND ND ND

*: Lymphadenopathie
“*: Nicht-Tuberkuldse Mycobakterien
ND: Nicht durchgefiihrt

a: Tuberculin Haut Test (RT23)
b: Interferon-gamma Release Assay

c: Polymerase Chain Reaction auf Mycobacterium tuberculosis Gensequenzen

d: Test wurde mit kryo-konversierten peripheren mononuklearen Zellen (PBMCs) durchgefilhrt
f: Mycobacterium avium/intracellulare Komplex
g: Methicillin-sensibler Staphylococcus aureus

h: Test mit Magensaft durchgefiihrt
i: Tuberkulose

2.2.2

2.2.2.1

Zellbiologische Methoden

Kurzzeit-Stimulation im Vollblut

Fir die Generierung von Serumiberstanden fiir Zytokinbestimmungen aus dem Vollblut

wurden pro Well 100ul Vollblut 1 : 1 mit D-PBS verdiinnt und auf eine 96-Well -

Zellkulturplatte gegeben. Zwecks Sensitivitatssteigerung des Assays wurde der Kultur

Interleukin-7 (IL-7) hinzugefiigt. Feske et al konnten zeigen, dass IL-7 zu einer

signifikanten Steigerung der IFN-y-Detektion in ELISA und ELISPOT-Assays fiihrt. In

Abwesenheit eines stimulierenden Antigens zeigt IL-7 einen vernachldssigbar kleinen

zytokin-induzierenden Effekt182. Zu jedem Well wurden 0,2ul IL-7 gegeben, um eine

Endkonzentration von 10 ng/ml zu erzielen. Anschlief}end wurden die Wells mit den

entsprechenden Stimuli versetzt und fiir 16-20 Std. im Brutschrank bei 37°C + 5% CO:
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inkubiert. Als Negativkontrolle wurde zusatzlich ein unstimulierter Ansatz angelegt. Nach
beendeter Inkubationszeit wurden pro Well ca. 150ul des Serum-Uberstands geerntet

und bei - 20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Stimulus Endkonzentration
Dynabeads® 2 x 10° Beads /ml
Human T-Activator CD3/28

IL-7 10 ng/ml

PPD Tuberculin 5 pg/ml

PPD Sensitin 5 pg/ml
Staphylokokken Enterotoxin B 2 pg/ml

2.2.2.2 Isolierung von PBMCs aus dem Vollblut

Die peripheren mononukledren Zellen (PMBC) wurden durch eine Ficoll®-
Dichtegradientenzentrifugation (Biocoll, Biochrom AG) aus 1-6 ml heparinisiertem
Vollblut aufgetrennt und isoliert. Die ersten Schritte der Isolierung fanden bei
Raumtemperatur statt. Das heparinisierte Vollblut wurde im Verhaltnis 1:1 mit D-PBS
verdinnt und vorsichtig auf 15 ml Ficoll®-Losung geschichtet. Es folgte eine
Zentrifugation bei 1600 rpm fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur. Die Akzeleration und
Dezeleration der Zentrifuge wurden fiir diesen Schritt auf die Minimaleinstellung gesetzt.
Alle folgenden Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Die Lymphozyten, die nach der
Zentrifugation als weifdlicher Ring zwischen dem Plasma und der Ficoll®-Losung zum
Liegen kommen, wurden vorsichtig entnommen und in ein neues Réhrchen tiberfiihrt. Die
Lymphozytensuspension wurde dann mit eiskaltem D-PBS 1:1 verdiinnt und bei 4°C mit
1200 rpm fiir 25 Minuten, diesmal mit maximaler Ak- und Dezeleration, zentrifugiert.
AnschlieRend wurde der Uberstand dekantiert und das entstandene Pellet vorsichtig
ohne Schaumbildung in 1 ml kaltem D-PBS resuspendiert. Nach der Zugabe von weiteren
10 ml D-PBS wurden die Zellen ein weiteres Mal bei 1200 rpm, bei 4°C fiir 12 Minuten
zentrifugiert. Nach dem Dekantieren des Uberstandes wurde das Zellpellet fiir die

anschlief3ende Zellzahlbestimmung in 1 ml X-VIVO + P/S-Medium resuspendiert.
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2.2.2.3 Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl der Lymphozytensuspension wurde ein reprasentatives
Volumen der Zellen mit Trypanblau-Losung gefarbt und in einer Neubauer-Zahlkammer
ausgezahlt. Beim Trypanblau handelt es sich um einen anionischen Diazofarbstoff,
welcher direkt an zelluldre Proteine bindet, sobald der Farbstoff die Zellmembran
tiberschreitet. Aufgrund einer intakten Zellmembran werden lebendige Zellen nicht
durch den Farbstoff markiert, wahrend tote Zellen sich tiefblau anfarben. Es wurden 10
ul einer 1:40-Verdiinnung der Zellsuspension in Trypanblau-Losung in eine Neubauer-
Zahlkammer gegeben und mit einer 10 x Vergrofierung ausgezahlt. Die Zellzahl ergibt sich

aus folgender Formel:

Gezdhlte Zellen auf 4 Quadranten X 10° = Zellzahl/ml

2.2.2.4 Kurzzeitstimulation & Langzeit-Restimulation von isolierten PBMCs

Fir die Messung von intrazelluldren Zytokinen (Intracellular cytokine staining; 1CS),
sowie fiir die Generierung von Zellkulturiiberstanden zur Zytokinbestimmung wurden
PBMCs aus den Vollblutproben isoliert und gezahlt, wie bereits in 2.2.2.1-2 beschrieben.
Fir die Kurzzeit-Stimulationsansatze wurden je 2 x 105 Zellen pro Well in 200ul X-VIVO
+ P/S-Medium aufgenommen und auf eine 96-Well Zellkulturplatte gegeben. Fiir die
Langzeit-Restimulation wurden 1 x 105 Zellen pro Well in 200ul X-VIVO + P/S-Medium
eingesetzt. Die Ansatze wurden stets doppelt angesetzt, um sowohl Zellen fiir die ICS, als
auch fir die Generierung von Zellkulturiiberstanden bereit zu stellen. Jedes Well erhielt
0,2ul Interleukin-7, um eine Endkonzentration von 10 ng/ml zu erzielen. Anschlief3end
wurden die Zellen mit den entsprechenden Stimuli versetzt, wobei bei den Ansatzen flir

die Langzeit-Stimulation auf PMA/Ionomycin als Stimulus verzichtet wurde.
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Stimulus Endkonzentration

Dynabeads® 2x10°%Beads /ml
Human T-Activator CD3/28

IL-7 10 ng/ml
[onomycin 1 pg/ml
Phorbol-12-Myristat 10 ng/ml
-13-Acetat (PMA)

PPD Tuberculin 5 pg/ml
PPD Sensitin 5 pg/ml

Als Negativkontrolle diente ein Well ohne Stimulus. Fiir die Kurzzeit-Stimulation folgte
direkt die Zugabe von 0,75ul Brefeldin A in die Wells fiir die ICS, um eine
Zytokinausschiittung in das Medium zu verhindern. Bei Brefeldin A handelt es sich um
einen Hemmstoff der intrazelluldren Translokation von Transport-Vesikeln. Durch die
Inhibition der Vesikeltranslokation auf der Ebene vom Endoplasmatischem Retikulum
und Golgi Apparat, kommt es konsekutiv zu einer intrazellularen Akkumulation von
Exportproteinen, welche so intrazellular nachweisbar werden!83. Nach einer Inkubation
bei 37°C + 5% CO2 fir 16-20 Stunden wurde der Zellkulturiiberstand aus den
entsprechenden Wells geerntet und bei - 20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Fiir
die ICS-Wells folgten die Viabilitatsfarbung (2.2.2.8), Permeabilisation und Fixation
(2.2.2.10) nach Protokoll fiir die anschliefende durchfluss-zytometrische Analyse. Die
Ansatze fir die Langzeit-Stimulation wurden nach Zugabe der o.g. Stimuli zunachst ohne
Brefeldin A fiir 6 Tage bei 37°C + 5% COz inkubiert. An Tag 6 folgte dann die Restimulation
mit denselben Stimuli und die Zugabe von Brefeldin A, bevor nochmals fiir 16-20 Stunden
inkubiert wurde. Diverse Studien konnten zeigen, dass eine solche zweizeitige
Stimulation zu einer verstarkten T-Zell-abhdngigen Zytokinexpression fiihrt.184-186 Nach
abgelaufener Inkubationszeit erfolgten die Viabilitatsfarbung (2.2.2.8), Permeabilisation

und Fixation (2.2.2.10) wie nach der Kurzzeit-Stimulation.

2.2.25 Viabilitatsfirbung

Bei der Vorbereitung fiir den intrazellularen Nachweis von Zytokinen wurde zundchst
eine Viabilitatsfarbung der Zellen vorgenommen, um die Moglichkeit zu erhalten,

wahrend der durchfluss-zytometrischen Untersuchung avitale von vitalen Zellen zu
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unterscheiden. Durch den Farbstoff werden speziell avitale Zellen und Zelltrimmer
markiert und im Durchflusszytometer erkennbar. Dazu wurden die Zellkulturplatten
nach Ablauf der Inkubationszeit bei 1500 rpm bei 4°C fiir 5 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand abgeworfen. Dann wurden 1ul einer 1 : 100-Verdiinnung des
Viabilitatsfarbstoffes eFluor 660 (eBioscience) in das Residualvolumen jedes Wells
gegeben und kraftig resuspendiert. Es folgte eine lichtgeschiitzte Inkubation von 30
Minuten auf Eis. Anschliefend wurden 180 pl kaltes D-PBS pro Well hinzugegeben und
die Platte erneut bei 1500 rpm bei 4°C fiir 5 Minuten zentrifugiert. Nach Abwurf des
Uberstands wurde der Waschschritt nochmals wiederholt. . Nach dem letzten Abwerfen
des Uberstandes wurde direkt mit der Fixation und Permeabilisierung der Zellen

fortgefahren (siehe 2.2.2.9).

2.2.2.6 Fixation & Permeabilisierung der Zellen

Um eine Stabilisierung der Membran- und Antigenverhaltnisse der Zelle, sowie eine
Desintegration wahrend des Permeabilisationsvorgangs zu verhindern, mussten die
Zellen in einer paraformaldehyd-haltigen Losung fixiert werden. Die Permeabilisierung
der Zellen durch saponin-haltige Losungen ist die Voraussetzung, um
Antikorperfarbungen von intrazellularen Strukturen und Zytokinen durchfiihren zu
konnen. Zur Fixation der Zellen wurden 100pl des Fixationspuffer (BioLegend) in jedes
Well hinzugegeben und kraftig resuspendiert, um Verklumpungen der Zellen zu
verhindern. Es folgte eine Inkubation unter Lichtausschluss auf Eis fiir 30 Minuten. Nach
abgelaufener Inkubationszeit erfolgte die Permeabilisierung der Zellen mit 1x-
konzentriertem Permeabilisations-Wasch-Puffer (BioLegend). Dazu wurde die
Zellkulturplatte bei 1700 rpm fiir 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand
abgeworfen. Anschliefiend wurden 180ul des Permeabilisations-Wasch-Puffers zu jedem
Welle hinzugegeben und nochmals bei 1700 rpm fiir 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Nach
Abwurf des Uberstandes, wurde der oben beschriebene Waschschritt ein weiteres Mal

wiederholt.
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2.2.2.7 Antikorperfarbung der Zellen

Flr die durchflusszytometrische Analyse der Zellen und ihrer Zytokine miissen diese mit
spezifischen fluoreszenz-markierten Antikérpern gefarbt werden. Um eine Farbung der
intrazelluldar gespeicherten Zytokine moglich zu machen, miissen die Zellen, wie in
2.2.2.10 beschrieben zunachst fixiert und permeabilisiert werden (intracellular cytokine
staining - ICS). Um eine Unterscheidung von toten und vitalen Zellen im
Durchflusszytometer moglich zu machen, wurde vor der Fixierung eine Viabilitatsfarbung
nach 2.2.2.8 durchgefiihrt. Die fixierten und permeabilisierten Zellen werden direkt nach
dem letzten Waschschritt im Residualvolumen ihrer Wells gefarbt. Die in Tabelle 2.3
aufgefiihrten Antikorper zur Farbung der Zytokine und Oberflichenmolekiile wurden in
jedes Well gegeben und sorgfaltig resuspendiert. Anschlief3end erfolgte eine Inkubation
fiir 30 Minuten im Dunkeln auf Eis. Im Anschluss wurden die Zellen 2-mal in 180ul 1 x
Permeabilisations-Waschpuffer gewaschen und in 150pul PBS fiir die Messung am

Durchflusszytometer aufgenommen.

Tabelle 2.3 - Liste der verwendeten Antikérper mit ihren gekoppelten Konjugaten, Einsatzmenge
und Zielmolekiilen

Zytokin | Oberflachenmarker | Konjugat Einsatzmenge/ Well
IFN-y PE 0,5 ul
TNF-a AlexaFluor® 488 0,5 ul
CDh3 PerCP-Cy5.5 0,05 ul
2.2.2.8 Durchfluss-zytometrische Analyse

Die Durchflusszytometrie ist eine laser-basierte, bio-physikalische Methode fiir die
Analyse von Partikel- oder Zellsuspensionen. Durch sogenannte hydrodynamische
Fokussierung in einem Hiillstrom aus Tragerfliissigkeit werden die Zellen zu einem Strom
gebiindelt und einzeln durch eine Messzelle mit einer Reihe von Lasern und Detektoren
geleitet. So konnen sehr hohe Zellzahlen in kurzer Zeit (bis zu 1000 Zellen/ Sekunde)
analysiert und charakterisiert werden. In seiner einfachsten Ausfiihrung misst die
Methode die Grofde und Granularitit der Zellen anhand des Streulichts der Laser, wenn
diese auf die Zellen treffen. Durch die Beugung des Lichts in einem flachen Winkel
entsteht das sogenannte Vorwartsstreulicht oder forward scatter (FSC), welches vom
Volumen der Zelle abhangt. Die Brechung des Lichts im rechten Winkel kommt im

Seitwartsstreulicht oder side scatter (SSC) zum Ausdruck, welches von der Granularitat
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der Zelle, Grofde von Zellkernen und Dichte von intrazellularen Vesikeln abhdangt. Um die
Zellen durch bestimmte Oberflichenmarker besser zu unterscheiden oder die Prasenz
oder Produktion von bestimmten intrazelluliren Proteinen genauer beurteilen zu
konnen, besteht die Moglichkeit hoch-spezifische, fluoreszenz-markierte Antikorper
einzusetzen mit denen die Zellen vor der Analyse inkubiert werden (2.2.2.11). Das Gerat
ist in der Lage durch seine Laser diese Fluoreszenzmarkierungen anzuregen und die
entsprechenden Emissionen mit verschiedenen Wellenlangen zu detektieren. Durch den
Einsatz von verschiedenen Antikorpern ist so auch die simultane Erfassung von mehreren
Oberflachenmolekiilen und intrazellularen Proteinen mdoglich. Fiir unsere Versuche
erfolgte eine Antikorper-Farbung fiir den Oberflichenmarker CD3, sowie die Zytokine
[FN-y und TNF-q, wie in Kapitel 2.2.2.10 bereits beschrieben. Die Messungen erfolgten an
einem BD™FACSCalibur und die Daten wurden mithilfe der Analyse- Software FCS
Express v4.0 (deNovo Software) ausgewertet. In Abbildung 2.1 ist exemplarisch die
durchfluss-zytometrische Analyse der Zellen und entsprechender intrazelluldrer
Zytokine zu sehen. Das technische Detektionslimit fiir Zellen in der Software, sowie fiir
das Gerat liegt bei 0,01%. Durch arbeitsgruppen-interne Vorversuche wurde 0,03% IFN-
Y/TNF-a doppelt-positive Zellen im entsprechendem Gate als spezifische Antwort
festgelegt. Die Bedeutung von multifunktionalen T-Zellpopulationen als Ausdruck einer
effektiven Ty1l-Zellantwort gegeniiber Pathogenen konnte in diversen Arbeiten gezeigt

werden104-106,
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Abb. 2.1) - Exemplarische Darstellung der Analysestrategie fiir zytokin-produzierende, vitale T-Zellen nach 16-
20 Stunden in vitro Stimulation in isolierten PBMCs

a) zeigt die Verteilung der Zellen im Vorwarts- (FSC-H) und Seitwértsstreulicht (SSC-H) mit einem Analysefenster
(grauer Kreis/Gate) um die Lymphozyten. b) zeigt die Zellen aus dem Analysefenster in a), aufgetrennt nach ihrer
Viabilitat (X-Achse) und nach dem Oberflichenmarker CD 3 (Y-Achse). Das quadratische Analysefenster zeigt viable,
CD 3-postiven Lymphozyten. Die unteren drei Abbildungen zeigen die T-Lymphozyten c) ohne Zugabe von Stimulus, d)
mit Zugabe von PPD Sensitin und e) mit Zugabe von CD3/28-Dynabeads®, aufgetrennt nach ihrer IFN-y (X-Achse) bzw.
TNF-a (Y-Achse) Produktion. Diese Analysestrategie ist reprdsentativ fiir alle durchgefiihrten durchfluss-
zytometrischen Experimente.

2.2.2.9 Kryo-Konservierung von PBMCs

Zellen, welche nicht direkt flir die Stimulationsversuche (s. 2.2.2.6 - 7) verwendet
wurden, wurden zur Langzeitlagerung in fliissigem Stickstoff (Kryokonservierung)
aufbewahrt. Dazu wurden die isolierten PBMCs in einem Einfriermedium aus
Dimethylsulfoxid (DMSO; 20%), fetalem Kélberserum (FKS; 20%) und X-VIVO + P/S (ad)
eingefroren. Das DMSO verhindert als ,Gefrierschutzmittel“ eine Kristallbildung in und
um die Zellen herum und beugt Schiadigungen und vermehrtes Absterben der Zellen,
wahrend des Gefrierprozesses vor. Die PBMCs wurden mit 1200 rpm fiir 7 Minuten bei

4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das Zellpellet wurde in 500 ul X-
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VIVO + P/S resuspendiert. Die 500ul Zellsuspension wurden dann komplett in ein
Einfrierrohrchen iiberfiihrt, um anschlieffend 500ul des Einfriermediums hinzu zu
traufeln und das Rohrchen sehr ziigig in einem Cryo-Einfriercontainer bei - 80°C
einzufrieren. Der Cryo-Einfriercontainer wurde vorher mit Propan-1-ol befillt und auf 0°
bis - 5°C vorgekiihlt, um einen optimalen Temperaturabfall der Zellsuspension von 1-3°C
pro Stunde zu gewdahrleisten. Zur Langzeitlagerung wurden die die Zellen in fliissigen

Stickstoff iberfiihrt.

2.2.2.10 Auftauen von kryo-konservierten PBMCs

Die gefrorenen Zellen wurden bei Raumtemperatur aufgetaut bis der Durchmesser des
gefrorenen Anteils ungefahr 5 mm betrug. Es wurde dann 1 ml 10% FKS/PBS-Losung
hinzugefligt, um anschlieflend die gesamte Suspension in 9 ml 10% FKS/PBS zu
tiberfiihren. Die Zellen wurden dann bei 4°C mit 1200 rpm fiir 12 Minuten zentrifugiert.
Nach Entfernen des Uberstandes wurde das Zellpellet in 1 ml X-VIVO + P/S Medium

resuspendiert. Die Zahlung der Zellen wurde durchgefiihrt, wie in 2.2.2.2 beschrieben.

2.2.2.11 T-SPOT®.TB-Assay

2.2.2.11.1 Durchfithrung

Der T-SPOT®.TB-Assay (Oxford Immunotec) wird im Rahmen der immunologischen
Routinediagnostik bei Verdacht auf mycobakterielle Infektion im Institut fir
Medizinische Mikrobiologie & Krankenhaushygiene der Universitatsklinik Diisseldorf
durchgefiihrt. Fur alle Patienten bei denen der Assay nicht im Rahmen der
Routinediagnostik durchgefiihrt wurde, wurde der Test mit aufgetauten kryo-
konservierten Zellen (s. 2.2.2.4) nachgeholt. Die benotigten PBMCs wurden, wie in 2.2.2.1-
2 beschrieben, aus dem Vollblut isoliert und gezahlt. Das Assay wurde nach dem
mitgelieferten Protokoll durchgefiihrt und ausgewertet.

Es wurden 500ul einer Zellsuspension mit einer Konzentration von 2,5 x 105 lebende
Zellen/ 100ul hergestellt. In das Well fiir die Nullkontrolle wurden 50ul AIM V®-
Kulturmedium gegeben. In das Well fiir die Positivkontrolle wurden 50ul
Phytohdmagglutinin (PHA). In die beiden verbleibenden Wells wurden je 50ul der
entsprechenden Testlosungen (Panel A: ESAT-6; Panel B: CFP-10) pipettiert.
AnschliefRend wurden in jedes Well 100ul der Zellsuspension (2,5 x 10> Zellen) gegeben.
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Die Zellen wurden dann fiir 16-20 Stunden bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Nach
abgelaufener Inkubationszeit wurde der Uberstand abgegossen. AnschlieRend wurden
die Wells mit je 200ul sterilem PBS 3x gewaschen. Das mitgelieferte Konzentrat der
Konjugat-Reagenz (gegen IFN-y gerichtete, monoklonale murine Antikérper konjugiert
mit dem Enzym Alkalische Phosphatase) wurde in sterilem PBS verdiinnt und auf
Raumtemperatur gebracht. Jedes Well wurde mit 50ul der verdiinnten Konjugat-
Reagenzldsung versehen und fiir eine Stunde bei 2-8°C inkubiert. Nach einem erneuten
Waschschritt wurden 50ul der mitgelieferten NBT/BCIP (Nitro-Blue Tetrazolium / 5-
Bromo-4-Chloro-3'-Indolyphosphat  p-Toluidin-Salz) Substrat-Lésung pro Well
hinzugegeben und fiir weitere 7 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
abgelaufener Inkubationszeit wurde die Reaktion in den Wells durch die Hinzugabe und
das Waschen mit destilliertem Wasser gestoppt. Die Well-Platten wurden vor dem

Auslesen bei Raumtemperatur getrocknet.

2.2.2.11.2 Auswertung

Der Test wurde als positiv gewertet, wenn Panel A und/oder B mindestens 8 Spots oder
mehr als das Well der Nullkontrolle aufwiesen, sofern die Nullkontrolle < 10 Spots
aufwies. Finden sich in Panel A und/oder B nur 5-7 Spots mehr als im Vergleich zur
Nullkontrolle, gilt der Test als indifferent und sollte wiederholt werden. Finden sich >10
Spots in der Nullkontrolle gilt der Test als ungiiltig und sollte ebenfalls wiederholt
werden. Der Test gilt als negativ, wenn sich in Panel A und B <4 Spots finden, sofern das
Well mit der Positivkontrolle 220 Spots zeigt bzw. gesattigt (einzelne Spots nicht
auszahlbar durch hohe Anzahl) ist. Weist das Well mit der Positivkontrolle <20 Spots auf
und <4 Spots in Panel A und B als in der Nullkontrolle, gilt der Test als ungiiltig und sollte

wiederholt werden.

2.2.2.12 Zytokin-Messung aus Zellkulturiiberstinden und Serum

2.2.2.12.1 Messung mit Cytometric Bead Array® (CBA)

Beim CBA handelt sich um eine kombinierte Methode aus Durchflusszytometrie und
einem Immun-Assay, die es ermoglicht multiple Biomarker, wie beispielsweise Zytokine
und zahlreiche weitere Proteine simultan aus einer einzigen Probe qualitativ und semi-
quantitativ zu untersuchen. Kernstiick dieser Methode sind dabei die sogenannten Beads

- mikroskopische Polystyrolkugeln - welche durch Groéfle und individuelle
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Verhaltnisunterschiede in der Intensitat von zwei Fluoreszenzfabstoffen (APC-Cy7 + APC)
auf Threr Oberflache in mehr als 30 verschiedene Populationen mit alpha-numerischer
Kennung unterteilt und klar im Durchflusszytometer unterschieden werden kénnen. Wie
in Abbildung 2 dargestellt sind die Beads mit spezifischen Antikérpern konjugiert, welche
eine hohe Affinitat zu Ihrem Substrat aufweisen und entsprechend spezifisch binden (sog.
Capture Beads). In einem zweiten Schritt werden freie Detektions-Antikorper mit
derselben  Substratspezifitit hinzugegeben, welche mit einem  weiteren
Fluoreszenzfarbstoff (PE) konjugiert sind. Die Intensitit dieses zweiten
Fluoreszenzmarkers im Durchflusszytometer ist somit direkt abhdngig von der Menge an
gebundenem Substrat pro Bead und damit proportional zur Konzentration des Substrats
in der Probe. Jedes Kit enthalt das entsprechende Paar an substrat-spezifischen Beads und
Detektions-Antikorper. Somit ist es moglich in selbst geringen Probemengen durch die
Inkubation mit mehreren Bead-Antikorper-Paaren gleichzeitig mehrere Substrate
nachzuweisen und zu messen. Um letztlich von der Fluoreszenz-Intensitiat auf die
Konzentration des Substrats in der Probe schliefden zu konnen, werden Standardkurven

von Verdiinnungsreihen mit bekannten Konzentrationen heran gezogen.
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Abb. 2.2) - Schematische Darstellung zum Prinzip des Cytometric Bead Array® (CBA)

Mikroskopische Polystyrol-Kugeln (sog. Beads) sind mit hoch-affinen Antikérpern konjugiert, die ihre Substrate
spezifisch binden. Die entsprechenden substratspezifischen Detektions-Antikérper sind mit dem Farbstoff PE
konjugiert, welches als Signal im Durchflusszytometer detektiert werden kann. Die einzelnen Bead-Populationen
kénnen durch unterschiedliche Fluoreszenzverhiltnisse der Farbstoffe APC und APC-Cy7 im Durchflusszytometer
unterschieden werden.

Flr die durchgefiihrten Analysen wurden BD™CBA Flex Sets eingesetzt. Bei den Proben
handelte es sich um Serum und Zellkulturiiberstinde, welche in den

Stimulationsversuchen aus Vollblut und isolierten PBMCs gewonnen wurden (2.2.2.6-7).
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Die Proben wurden zundchst auf insgesamt 10 verschiedene Zytokine (Tab. 2.3)

untersucht.

Tabelle 2.4 - Liste der untersuchten Zytokine mit den BD™CBA Flex Sets

GM-CSF IL-13
IFN-y IL-21
IL-1a IP-10
IL-9 MIP-1a
IL-10 TNFa

Nachdem alle Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht wurden, wurde die Standard-
Verdiinnungsreihe hergestellt. Die, jeweils in den Kits enthaltenen, lyophilisierten
Standardkugeln wurden in 4 ml sterilem PBS fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur in
Losung gebracht. Fiir die Verdiinnungsreihe wurden jeweils 100ul steriles PBS in 8
beschriftete Eppendorf-Reaktionsgefafie vorgelegt. Dann wurden 100ul aus der Top
Standard-Losung in das erste Gefald gegeben und gemischt. Die restliche
Verdiinnungsreihe wurde ebenfalls mit jeweils 100ul aus dem Vor-Gefafd seriell, 1:1
fortgefiihrt bis die in Tabelle 2.4 dargestellten Verdiinnungen bzw. Konzentrationen
erreicht wurden. Zwei weitere Eppendorf-Reaktionsgefdfde wurden mit 100 pl aus der
Top Standard-Losung bzw. mit 100pl sterilem PBS gefiillt und als Top Standard bzw. als

Negativkontrolle gekennzeichnet.

Tabelle 2.5 - Verdiinnungsreihe mit den Proteinkonzentrationen der Standardkurve fiir den CBA

Verdiinnung
Top 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 | 1:256
Standard
Protein 2.500 1.250 625 | 312,5 156 80 40 20 10
(pg/ml)

Die Inkubation der Proben mit Capture Beads und Detektions-Antikérpern wurde in 96-
Well Zellkulturplatten durchgefiihrt. Zur Vorbereitung des Capture Bead-Gemisches
wurden die einzelnen Bead-Stammlosungen fiir mindestens 30-60 Sekunden gemischt,
um Klumpenbildung zu vermeiden. Das Bead-Gemisch sollte fiir jedes Well 1ul der
zytokin-spezifischen Capture Beads pro zu testenden Zytokin bei einem Gesamtvolumen
von 50ul pro Well enthalten. Um die Verdiinnung fiir das notige Gesamtvolumen zu

erreichen, wurde steriles PBS verwendet.
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Die Proben aus den Zellkulturiiberstdanden (je 25ul) wurden fiir die Analyse 1:1 mit 25pl
sterilem PBS verdiinnt. Die Serum-Proben (je 12,5ul) wurden entsprechend 1:4 mit 37,5l
sterilem PBS verdiinnt. Zunichst wurden je 50ul des Top-Standards, der Standard-
Verdiinnungsreihe, sowie 50ul der Negativkontrolle auf die Platte vorgegeben.
Anschlieffend wurden je 50ul der verdiinnten Proben auf die Platten pipettiert. Nach
erneutem griindlichen Mischen des Capture Bead-Gemisches fiir 15-30 Sekunden, wurden
50ul auf jedes Well gegeben. Die Platten wurden manuell leicht geschiittelt, bevor sie fiir
60 Minuten, lichtgeschiitzt, bei Raumtemperatur inkubiert wurden. In der Zwischenzeit
wurde das Detektions-Antikorper Gemisch vorbereitet. Das Antikérper-Gemisch sollte
fir jedes Well 1ul des zytokin-spezifischen Detektions-Antikdrpers pro zu testenden
Zytokin bei einem Gesamtvolumen von 50pul pro Well enthalten. Um die Verdiinnung fiir
das notige Gesamtvolumen zu erreichen, wurde steriles PBS verwendet. Nach
abgelaufener Inkubationszeit wurden 50ul des Antikorper-Gemisches auf jedes Well
gegeben und die Platten manuell leicht geschiittelt. Die Platten wurden dann fiir weitere
120 Minuten, lichtgeschiitzt, bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefiend folgte die
Zentrifugation der Platten bei 200 G (1075 rpm) fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur. Der
Uberstand wurde verworfen und die Wells in 150ul sterilem PBS resuspendiert. Die
Messung erfolgte an einem BD™FACS Canto Il und der BD™FACS Diva-Software v6.0. Die
Auswertung der Messung erfolgte mit der FCAP Array Analysis Software v3.0 (SoftFlow

Inc.).

2.2.2.12.2 Messung mit Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay (ELISA)

Beim ELISA handelt es sich um ein klassisches Immun-Assay, mit dem qualitative und
semi-quantitative Analysen von loslichen Proteinen und zahlreichen weiteren
Biomolekiilen moglich ist. Es existieren verschiedene Variationen dieser Methode, wobei
stets die Interaktion zwischen einem spezifischen Antikérper, seinem Antigen und einem
Detektionsantikorper eine Rolle spielen. In der sogenannten Sandwich-ELISA Technik
(siehe Abbildung 2.3) werden im ersten Schritt die Boden einer 96-Well Flachboden-
Platte mit den spezifischen Antikdrpern (sog. Capture-Antikérper) beschichtet. Nachdem
unspezifische Bindungen mit speziellen Pufferlésungen blockiert worden sind, werden
die zu testenden Proben, in denen das passende Antigen vermutet wird, in die Wells
gegeben und fiir eine bestimmte Zeit inkubiert. Im Detektionsschritt wird ein weiterer
Antikorper hinzugefligt, welcher ein anderes Epitop auf demselben Antigen spezifisch
bindet. Meist ist dieser Antikérper mit einem Biotin-Molekiil konjugiert, an welches in
einem weiteren Schritt ein enzym-konjugiertes Streptavidin bindet. Durch Zugabe eines
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Indikator-Substrats, welcher unter der Katalyse des gekoppelten Enzyms von farblos in
farbig umschldgt, kann dann indirekt auf die Konzentration des Antigens in der Probe

geschlossen werden. Griindliche Waschschritte sorgen dafiir, dass nur hoch-affine

Bindungen zwischen Antikérper und seinem Antigen bestehen bleiben. Die optischen
Extinktion der einzelnen Wells werden in einem Photometer gemessen und ist
proportional zur Konzentration des Substrats in der Probe. Um letztlich von Extinktion

auf Konzentrationen schliefen zu konnen, werden Standardkurven von

Verdiinnungsreihen mit bekannten Konzentrationen heran gezogen.
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Abb. 2.3) - Schematische Darstellung zum Prinzip einer Sandwich-ELISA

a) zeigt das Innere eines, bereits mit Capture-Antikdrpern vorbeschichteten Wells, in der das Ziel-Protein aus der Probe
spezifisch an Antikorper bindet. b) zeigt das Well nach dem ersten Waschschritt und wahrend der Inkubation mit dem
biotinylierten Detektions-Antikdrper, welcher ebenfalls spezifisch an das Ziel-Protein bindet. c) zeigt das Well nach
dem zweiten Waschschritt und wahrend der Inkubation mit Avidin-Meerrettichperoxidase (HRP), welches hochaffin
an Biotin bindet. d) zeigt das Well nach dem finalen Waschen und wahrend der Inkubation mit dem Indikator-Substrat,
welches durch das Enzym HRP in aktives, farbiges Substrat katalysiert wird, dessen optische Dichte als Extinktion im
Photometer quantifiziert werden kann.

Insgesamt wurde die Analyse fiir die Zytokine IFN-y, IP-10, MIP-1la und TNF-«
durchgefiihrt. Fiir die Messung der Zytokine IFN-y und TNF-a wurden ELISA Ready-SET-
Go!®-Kits (eBioscience) verwendet und fiir die Zytokine IP-10 und MIP-1a Instant
ELISA®-Kits (eBioscience) eingesetzt. Bei den Proben handelte es sich um Seren aus

Vollblutproben und Zellkulturtiiberstiande aus den Stimulationsversuchen, die in 2.2.2.6-7
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beschrieben wurden. Fiir jeden Standard und jede Probe wurden Duplikate gemessen.
Alle Versuche wurden streng nach den mitgelieferten Protokollen durchgefiihrt und
ausgewertet. Zuniachst wurden die mitgelieferten Puffer und Verdiinnungslosungen,
sowie die Antikorper auf ihre Einsatzkonzentrationen verdiinnt. Fiir den Einsatz der
Ready-SET-Go!®-Kits mussten die Platten zu Beginn mit dem Capture-Antikérper
beschichtet werden. Dafiir wurden 100ul der Capture Antikorper-Losung in jedes Well
gegeben, die Platten versiegelt und bei 4°C liber Nacht inkubiert. Nach 5 griindlichen
Waschschritten mit dem mitgelieferten Waschpuffer, wurden die Wells mit je 200ul der
Verdiinnungslésung fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische
Antikorperbindungen zu blockieren. In der Zwischenzeit wurden die Standard-
Verdiinnungsreihe, sowie die zu testenden Proben entsprechend Tabelle 2.6 und 2.7
verdiinnt und vorbereitet. Die Verdiinnungen fiir die Proben, sowie die Auswahl der
Probenart fiir die einzelnen Zytokine, wurden in arbeitsgruppen-internen Vorversuchen

ermittelt.

Tabelle 2.6 - Standard-Verdiinnungsreihe fiir die ELISA Ready-SET-Go!®-Kits mit entsprechenden
Proteinkonzentrationen

Verdiinnung
Top 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128
Standard
Protein 500 250 125 61,5 30,25 15 7,5 3,75
(pg/ml)

Die Standard-Verdiinnungsreihe wurde in 100pul/Well-Einheiten aufihre entsprechenden
Wells verteilt. Die Einsatzmengen und Verdinnungsfaktoren der Proben pro Well fiir die

verschiedenen Zytokine sind in Tabelle 2.7 aufgeftihrt.

Tabelle 2.7 - Verdiinnungsfaktoren der Proben fiir die zu testenden Zytokine im ELISA

Verdiinnung

Zytokin Vollblutprobe PBMC-Uberstand Einsatzmenge/Well

IFN-y 1:10 1:10 100 pl

(Positivkontrolle 1 : 50) (Positivkontrolle 1 : 50)

IP-10 1:1 Nicht durchgefiihrt 10 pl
MIP-1a 1:5 1:10 50 pl

TNF-a Nicht durchgefiihrt 1:20 100 pl

(Positiv- und Negativkontrolle 1 : 10)

Die Platten wurden versiegelt und bei Raumtemperatur tiber Nacht inkubiert. Nach einem
griindlichen Waschvorgang wurden 100ul der Detektions-Antikorper-Losung auf die

Wells gegeben und die Platte wurde nochmals versiegelt fiir 1 Stunde bei
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Raumtemperatur inkubiert. Es folgten ein weiterer Waschvorgang und die Zugabe von je
100ul Avidin-HRP pro Well mit anschliefdenden, weiteren 30 Minuten Inkubationszeit bei
Raumtemperatur. Dem letzten Waschschritt folgte die Zugabe von je 100ul Indikator-
Substratlosung in jedes Well und eine Inkubation von 15 Minuten bei Raumtemperatur,
bevor die Reaktion mit je 50 pl pro Well 1-molarer Schwefelsaure (H2S04) als ,Stopp“-
Losung unterbrochen wurde. Bei den Instant ELISA®-Kits handelt es sich um sofort
einsatz-fahige, mit Capture-Antikorper vorbeschichtete Platten, welche bereits die
vortitrierte Standard-Verdiinnungsreihe, sowie den biotinylierten Detektions-Antikorper
und Strepavidin-HRP in lyophilisierter Form in den entsprechenden Wells vorliegen
haben. Die Zugabe von destilliertem Wasser in die Wells der Standardreihe startet die
Reaktion. In die Wells fiir die Messung von MIP-1 wurden 100pl destilliertes Wasser
vorgelegt, bevor die Einsatzmengen der Proben, gemafd Tabelle 2.7 in die Wells
hinzugegeben wurden. Fiir die Messung von I[P-10 wurden entsprechend der
abweichenden Einsatzmenge der Probe zuvor 140pl destilliertes Wasser vorgelegt. Die
unterschiedlichen Einsatzmengen ergaben sich aus den Protokollen der Kits. Nach Zugabe
der Proben wurden die Platten abgedeckt fiir 3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Es folgte ein griindlicher Waschschritt, bevor je 100ul der Indikator-Substratlésung in
jeden Well gegeben wurde. Nach einer Inkubationsdauer von 10 Minuten bei
Raumtemperatur wurde die Farbumschlags-Reaktion mit je 100pl 1-molarer
Schwefelsaure (1 M H2S04) pro Well gestoppt. Alle Platten wurden bei einer Wellenldnge
von 450 nm im Multimode Reader Infinite® M 200 (TecanGroup Ltd.) ausgelesen und mit
der Magellan™ Data Analysis Software (TecanGroup Ltd.) ausgewertet.
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2.2.3 Statistische Analyse

Fir den statistischen Vergleich von nicht-parametrischen, unabhangigen Stichproben
wurde der Mann-Whitney-U Test verwendet. Fir den Vergleich von nicht-
parametrischen, abhangigen Stichproben wurde der Vorzeichen-Rang-Test nach
Wilcoxon verwendet. Fiir die Korrelations-Analysen von nicht-parametrischen Daten
wurde auf den Spearman-Rho Test zuriickgegriffen. Des Weiteren wurde zum Vergleich
von Datenzusammenhidngen in 2 x 2 Kontingenztafeln der Exakte Test nach Fisher
verwendet. Auf einen Test auf Normalverteilung wurde bei der kleinen Fallzahl von n=25

bewusst verzichtet.

Signifikanzen wurden mit den folgenden p-Werten beschrieben:

p>0,1 nicht signifikant p<0,01 ok
p<0,1 Tendenz p<0,001 *okk
p<0,05 *
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3 ERGEBNISSE

Das Ziel dieser Arbeit war die Etablierung einer sensitiven und spezifischen Methode fiir
den immunologischen Nachweis von NTM als Ursache einer LAP unklarer Atiologie im
Kindesalter. Dartiber hinaus sollten weitere Zytokine identifiziert werden, welche fiir
einen solchen Immun-Assay geeignet sein konnten. Es wurde ein Studienkollektiv von 25
Patienten rekrutiert und entsprechend der Ursache ihrer LAP in 3 Gruppen unterteilt.
Patienten mit nachgewiesener mycobakterieller Ursache ihrer LAP wurden in die Gruppe
JNTM-LAP“ (n=4) eingeordnet. Patienten mit nachgewiesener, nicht-mycobakterieller
Ursache ihrer LAP wurden in die Gruppe ,Non-NTM-LAP“ (n=8) und Patienten mit LAP
unklarer Atiologie wurden der Gruppe der ,Verdachtsfille“ (n=13) zugeordnet. Den
Studienpatienten wurden heparinisierte Vollblutproben entnommen, aus denen PBMCs
isoliert wurden. Diese PBMCs wurden sowohl in Kurzzeit-Stimulationsanséatzen, als auch
in Langzeit-Restimulationsansatzen mit mycobakteriellen Proteinextrakten (PPD) in vitro
inkubiert. Anschliefdend wurden die Zellen im Durchflusszytometer nach intrazellularer
Zytokinfarbung (ICS) auf spezifische Zytokinantworten untersucht. Des Weiteren wurden
PBMC-Kulturen und Vollblut-Proben ebenfalls mit mycobacteriellen PPD in vitro
inkubiert. Die gewonnenen Uberstinde wurden mittels CBA und ELISA auf spezifische
Zytokinprofile untersucht. Eine Infektion mit M. tuberculosis wurde im Vorfeld durch
einen IFN-y Release Assay (IGRA) ausgeschlossen. Aufgrund der stark limitierten Mengen
an Probenmaterial unserer Studienpatienten bzw. unvermeidbaren Verlusten wahrend
der Aufbereitung der Proben, konnten nicht alle Analysen fiir jeden einzelnen Patienten
durchgefiihrt werden. So fanden von den 25 Patienten, die initial in die Studie
aufgenommen wurden, nur 23 Patienten ihren Weg in die Auswertungen und Analysen.
Tabelle 3.1 zeigt eine Ubersicht iiber die vorhandenen Datenpunkte jedes

Studienpatienten, die in die Analysen den Ergebnisteil dieser Arbeit eingeflossen sind.
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Tabelle 3.1 - Ubersicht iiber die durchgefiihrten Analysen und vorhandenen Datenpunkte

Patient FACS D1 FACS D7 CBA (VB) CBA (PBMC) ELISA (VB) ELISA (PBMC) Kommentar
zu wenig Material
NTM-LAP -
Probe nicht vorhanden
Non-NTM-LAP

zu wenig Material

zu geringe Zellzahlen im FACS

zu geringe Zellzahlen im FACS

zu geringe Zellzahlen im FACS
Probe nicht vorhanden

Verdachtsfille

zu wenig Material
zu wenig Material
zu wenig Material

<|x[g|<|c|H|wn|=|o|w|Oo|Z|Z2]||x|~|—|xT|O|m m|O|O|m]|>
ANE AR IANANANANE SANE IR IANAYASASANASASASASANANANANAY
b 3R 3R IANANANANANE 18 4k JANANANANANANANANANANANANANAN
ANE JANANANANANANANANANANE IANANANANANANANANANANANE
ANE 3R IANANANANANANANANANANANANANANANE ANANANANANE,
ANE JANANANANANANANANANANE IANANANANANANANANANANANE
ANE 4R JANANANANANANANANANAYANANANANANE JANANANANANE,

NTM-LAP: Lymphadenopathie durch nachweislich Nicht-Tuberkulése Mykobakterien
Non-NTM-LAP: Lymphadenopathie durch nachweislich nicht-mycobakterielle Ursache
Verdachtsfille: Lymphadenopathien unklarer Ursache
FACS D1: Durchflusszytometrische Daten nach Kurzzeit-Stimulation
FACS D7: Durchflusszytometrische Daten nach 2-Hit Langzeit-Stimulation
CBA: Daten aus dem Cytometric Bead Array®
ELISA: Daten aus dem Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay
VB: Vollblutproben
PBMC: Zellkulturiiberstdnde von isolierten peripheren mononukledre Zellen
3.1 Analysen zur Identifizierung von mycobakteriellen Infektionen
3.1.1 Durchflusszytometrische Messung von intrazelluliren Zytokinen
(ICS) in T-Zellen nach Kurzzeit-Stimulation mit mycobakteriellen
Antigenen

Wie bereits in Kapitel 1.4.2 beschrieben, gelang es Magdorf et al. nach einer Kurzzeit-
Stimulation von T-Zellen mit mycobakteriellen Proteinen, anhand von spezifischen
Zytokinantworten, = mycobakterielle  Infektionen  durchfluss-zytometrisch  zu
verifizieren1%8, Unsere Versuche sollten priifen, ob durch Zytokinantworten stimulierter
T-Zellen, NTM von anderen Ursachen einer LAP abgegrenzt werden konnen und ob durch
den differentiellen Einsatz von zwei verschiedenen mycobakteriellen Proteinextrakten
(PPD Tuberculin & PPD Sensitin) diese Zytokinantworten auch spezifisch auf NTM
zurlickgefiihrt werden kénnen. In den Auswertungen dieses Experiments demonstrierten
alle Patienten aus der ,NTM-LAP“-Gruppe (n=4) nach der Kurzeitstimulation mit PPD

Sensitin, durchfluss-zytometrisch eine Zytokinantwort, in Form von IFN-y/TNF-a ko-
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exprimierenden T-Zellen, oberhalb des assay-bedingten Detektionslimits von 0,03%,
wohin gegen die Zytokinantworten der Gruppe auf die Stimulation mit PPD Tuberculin
mit 2 Patienten oberhalb des Detektionslimits, weniger eindeutig ausfielen (Abb. 3.1a).
Der Vergleich der individuellen Zytokinantworten der ,NTM-LAP“-Gruppe auf die
Stimulation mit PPD Tuberculin und PPD Sensitin zeigte keinen statistisch signifikanten
Unterschied. Die Bildung des Verhaltnisses aus den Zytokinantworten auf PPD Sensitin
und PPD Tuberculin (Sensitin/Tuberculin-Verhaltnis) fiir jeden Patienten zeigte jedoch,
dass die Reaktion auf PDD Sensitin in jedem Patienten starker (Verhaltnis > 1) ausfiel, als

die Reaktion auf PPD Tuberculin (Abb. 3.1c).
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Abb. 3.1) - IFN-y/TNF-a ko-exprimierende T-Zellen aus isolierten PBMCs [%] im Durchflusszytometer nach in
vitro Kurzzeit-Stimulation I

a) zeigt die Zytokinantworten auf PPD Tuberculin bzw. PPD Sensitin von Patienten mit einer nachgewiesenen NTM-
Infektion als Ursache der LAP (NTM-LAP; n=4; hellgraue Symbole). Symbole desselben Patienten sind mit geraden
Linien verbunden. b) zeigt die Zytokinantworten derselben Patienten auf CD3/28 Dynabeads® (hellgraue Quadrate)
bzw. PMA/lonomycin (dunkelgraue Dreiecke) als Positivkontrolle. Die gestrichelten, waagerechten Linien zeigen das
Detektionslimit fiir die durchfluss-zytometrische Analysen (0,03 %). Die durchgezogenen, waagerechten Linien zeigen
jeweils den Median. c) zeigt die Verhaltnisse (Ratios) der einzelnen Zytokinantworten auf PPD Sensitin und PPD
Tuberculin fiir die NTM-LAP Patienten. Jedes Symbol zeigt das Ratio fiir einen Patienten. Die durchgezogene
waagerechte Linie markiert den Indifferenzpunkt 1.

Als zweites Ziel sollte untersucht werden, ob es durch die oben genannte Methode
moglich ist in einer Kohorte von Patienten mit einer LAP unbekannter Atiologie, NTM als
mogliche Ursache zu identifizieren. In der Gruppe der ,Verdachtsfille” (n=8) zeigten 2
Patienten (Patient U + Y) eine relevante Zytokinantwort nach Stimulation mit beiden
mycobakteriellen Antigenen (Abb. 3.2a). Die Starke der Zytokinantworten auf die beiden
mycobakteriellen Antigene zeigte sich fiir Patient Y gleich. Patient U zeigte eine leicht

starkere Reaktion auf PPD Sensitin mit einem entsprechenden Sensitin-Tuberculin-
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Verhaltnis > 1 (Abb. 3.2d). Die restlichen Patienten demonstrierten keine detektierbaren
Zytokinreaktionen. Keiner der Patienten aus der ,Non-NTM-LAP“-Gruppe (n=8) zeigte
relevante Zytokinantworten auf PPD Tuberculin oder PPD Sensitin (Abb. 3.2b).
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Abb. 3.2) - IFN-y/TNF-a ko-exprimierende T-Zellen aus isolierten PBMCs [%] im Durchflusszytometer nach in
vitro Kurzzeit-Stimulation II. a) zeigt die Zytokinantworten auf PPD Tuberculin bzw. PPD Sensitin von Patienten mit
einer LAP unklarer Atiologie (Verdachtsfille; n=8; dunkelgraue Symbole). b) zeigt die entsprechenden Zytokinantworten
von Patienten mit einer nachgewiesenen, nicht-mycobakteriellen Ursache ihrer LAP (Non-NTM-LAP; n=8; weifle
Symbole). c) zeigt die Zytokinantworten nach Stimulation mit CD3/28-Dynabeads® (Dreieck Spitze oben) und
PMA/Ionomycin (Dreieck Spitze unten) als Positivkontrollen. Die gestrichelten, waagerechten Linien zeigen das
Detektionslimit fiir die durchfluss-zytometrische Analysen (0,03 %). Die durchgezogenen, waagerechten Linien zeigen
jeweils den Median. Jedes Symbol reprasentiert einen Patienten. Symbole desselben Patienten sind mit geraden Linien
verbunden. d) zeigt die Verhéltnisse (Ratios) der einzelnen Zytokinantworten auf PPD Sensitin und PPD Tuberculin
(Sensitin/Tuberculin) der reaktiven Patienten. Jedes Symbol zeigt das Ratio fiir einen Patienten. Die durchgezogene
waagerechte Linie markiert den Indifferenzpunkt 1.

3.1.2 Langzeit-Restimulation & durchflusszytometrische Messung von T-
Zellen mit mycobakteriellen Antigenen
Schuck et al. konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass eine Langzeit-Restimulation zu einer
signifikanten Verstiarkung von antigen-spezifischen T-Zellreaktionen fiihrt!84 Um
eventuelle indifferente Zytokinantworten auf PPD Tuberculin oder PPD Senstitin aus der
Kurzzeitstimulation im Sinne einer Sensitivitatssteigerung aufzudecken wurden isolierte
PBMC s in einem solchen Restimulationsversuch durchfluss-zytometrisch untersucht (s.
Kapitel 2.2.2.7-11). Zunachst konnte gezeigt werden, dass die sensitin-spezifischen
Zytokinantworten der 4 gesicherten NTM-Fille aus der ,NTM-LAP“-Gruppe (n=4) ca. 20
bis 75-fach starker (Median: 30,3-fach) ausfielen, als in der Kurzzeit-Stimulation (Abb.
3.3a + 3.4). Die Zytokinantworten auf PPD Tuberculin zeigten ebenfalls eine deutliche

Zunahme (Median: 62,7-fach). Es zeigte sich erneut kein statistischer Unterschied
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zwischen den Zytokinantworten auf PPD Tuberculin und PPD Sensitin. Bei der Bildung

des

Sensitin/Tuberculin-Verhaltnisses

zeigte

sich,

dass die individuellen

Zytokinantworten auf PPD Sensitin fiir jeden Patienten starker ausfielen, als auf PPD

Tuberculin (Abb. 3.3¢).

a) b)
1007 1005

[
g 105 O/El 104 A
ks A
£
;;1 X 13 15
i A
xS
Lst Q013 0.1 A
zZ
£  lesecscmssmsssms 0 fecmccccmee
S~
>
> 0.013 0.014
=

0.001 r T 0.001 T

o O
S B3 CD3/28
& &
R )
«\5

c)
104

£
35
=}
e
[}
S5 o
- =

]
£x 9
==
g < <
o 9 17
v 5
5 2
B
©o o
g
©
o=
£
Ul
>

0.1-
NTM

Abb. 3.3) - IFN-y/TNF-a ko-exprimierende T-Zellen aus isolierten PBMCs [%] im Durchflusszytometer nach in
vitro Langzeit-Restimulation I
a) zeigt die Zytokinantworten nach Stimulation mit PPD Tuberculin bzw. PPD Sensitin von Patienten mit einer
nachgewiesenen NTM-Infektion als Ursache der LAP (NTM-LAP; n=4; graue Symbole). Symbole desselben Patienten
sind mit geraden Linien verbunden. b) zeigt die Zytokinantworten derselben Patienten auf CD3/28 Dynabeads®
(dunkelgraue Dreiecke) als Positivkontrolle. Die gestrichelten, waagerechten Linien zeigen das Detektionslimit fiir die
durchfluss-zytometrische Analysen (0,03 %). Die durchgezogenen, waagerechten Linien zeigen jeweils den Median. c)
zeigt die Verhiltnisse (Ratios) der einzelnen Zytokinantworten auf PPD Sensitin und PPD Tuberculin fiir die NTM-LAP
Patienten. Jedes Symbol zeigt das Ratio fiir einen Patienten. Die durchgezogene waagerechte Linie markiert den

Indifferenzpunkt 1.
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Abb. 3.4) - Gegeniiberstellung der Anteile
IFN-y/TNF-a ko-exprimierender T-Zellen
aus isolierten PBMCs [%] nach in vitro
Kurzzeit-Stimulation und in vitro Langzeit-
Restimulation fiir die NTM-LAP-Gruppe.
Dargestellt ist die Verstirkung der
Zytokinantworten der T-Zellen im Langzeit-
Restimulations-Assay (schraffierte Boxen) im
Vergleich zur Kurzzeit-Stimulation (leere
Boxen) nach in vitro Stimulation mit PPD
Tuberculin (weif}) und PPD Sensitin (grau).
Die Hoéhe der Blox-Plots markiert das
Maximum und Mininum der jeweils
gemessenen Werte. Die waagerechte Linie
markiert den Median. Die Klammern
reprasentieren die Standardabweichung.
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In der Gruppe der Verdachtsfille (n=7) zeigten sich 4 Patienten (Patienten N, R, T, U) auf
die Stimulation mit PPD Sensitin hin mit einer deutlichen Zytokinantwort oberhalb des
Detektionslimits, wobei nur Patient U bereits in der Kurzzeit-Stimulation eine relevante
T-Zellreaktion gezeigt hatte (Abb. 3.5a; mit Kreuz markiert). Diese Reaktion fiel analog zu
den Ergebnissen in der ,NTM-LAP“-Gruppe, um ein vielfaches (ca. 10-30x) verstarkt aus.
Patient Y hingegen zeigte im Restimulations-Versuch keine nennenswerte
Zytokinantwort (ebenfalls mit Kreuz markiert). Auf PPD Tuberculin zeigten 3 der 4
genannten Patienten eine messbare Zytokinantwort, wobei diese alle schwacher
ausfielen, als die Reaktion auf das PPD Sensitin, was sich in den Sensitin/Tuberculin-
Verhiltnissen (Abb. 3.5d) zeigt. Fiir Patient R lagen keine Daten zur Kurzzeit-Stimulation
vor. In der ,Nicht-NTM-LAP“-Gruppe (n=8) zeigte sich bei Patient K eine deutliche
Zytokinantwort auf beide mycobakteriellen Antigene, wohin gegen die restliche Patienten

keinerlei Reaktion zeigten (Abb. 3.5b).
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Abb. 3.5) - IFN-y/TNF-a ko-exprimierende T-Zellen aus isolierten PBMCs [%] im Durchflusszytometer nach in
vitro Langzeit-Restimulation II. a) zeigt die Zytokinantworten von Patienten mit einer LAP unklarer Atiologie
(Verdachtsfélle; n=7; dunkelgraue Symbole). b) zeigt die entsprechenden Zytokinantworten von Patienten mit einer
nachgewiesenen, nicht-mycobakteriellen Ursache ihrer LAP (Non-NTM-LAP; n=8; weifle Symbole). c) zeigt die
Zytokinantworten nach Stimulation mit CD3/28-Dynabeads® (Dreieck) als Positivkontrolle. Die gestrichelten,
waagerechten Linien zeigen das Detektionslimit fiir die durchfluss-zytometrischen Analysen (0,03 %). Die
durchgezogenen, waagerechten Linien zeigen jeweils den Median. Jedes Symbol reprasentiert einen Patienten.
Patienten, die bereits in der Kurzzeit-Stimulation reagiert haben, sind mit einem Kreuz markiert. Symbole desselben
Patienten sind mit geraden Linien verbunden. d) zeigt die Verhaltnisse (Ratios) der einzelnen Zytokinantworten auf
PPD Sensitin und PPD Tuberculin (Sensitin/Tuberculin) der reaktiven Patienten. Jedes Symbol zeigt das Ratio fiir einen
Patienten. Die durchgezogene waagerechte Linie markiert den Indifferenzpunkt 1.

Um der Frage nach einer zuverldssigen Verstarkung der Zytokinantworten und damit
einer potentiellen Sensitivitatssteigerung durch die Langzeit-Restimulation weiter

nachzugehen, wurden die Positivkontrollen beider Stimulationsversuche nochmals
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vergleichend herangezogen. In der direkten Gegeniiberstellung zeigt sich, dass die
Verstarkung der Zytokinantworten nicht bei allen Patienten zuverlassig zu sehen war und
bei einzelnen Patienten die Reaktionen nach Langzeitstimulation sogar schwacher

ausfielen, als zuvor nach Kurzzeit-Stimulation beobachtet (Abb. 3.6).

CD3/28 Dynabeads® Abb. 3.6) - Gegeniiberstellung der
/ ynabeads Zytokinantworten aus der Kurzzeit-Stimulation
Nicht-NTM NTM Verdachtsfille  (weifde Symbole) und der Langzeit-Restimulation

(graue Symbole) auf CD3/28 Dynabeads® als
unspezifischen Stimulus.

104 Gezeigt werden die Anteile an IFN-y/TNF-a ko-
exprimierende T-Zellen aus isolierten PBMCs [%]
nach CD3/28-Dynabead®-Stimulation fiir die ,Non-
NTM LAP“-Gruppe (Kreise), die ,NTM-LAP“ Gruppe
(Quadrate) und die Gruppe der Verdachtsfille
(Dreiecke). Die gestrichelten, waagerechten Linien
zeigen das Detektionslimit fiir die durchfluss-
zytometrische Analysen (0,03 %). Die
durchgezogenen, waagerechten Linien zeigen jeweils
den Median. Jedes Symbol reprasentiert einen
Patienten. Symbole desselben Patienten sind mit

0.001 T . T T r y geraden Linien verbunden.
Langzeit Kurzzeit Langzeit Kurzzeit Langzeit Kurzzeit

-
1

T-Zellen [%]

IFN-y/TNF-a ko-exprimierende
o

0.014

3.1.3 Komparative Analyse & Korrelation der Daten aus der
Durchflusszytometrie

Fasst man die ,NTM-LAP“-Gruppe und der Gruppe der Verdachtsfille zusammen und
vergleicht die jeweiligen Zytokinantworten auf PPD Tuberculin und PPD Sensitin, zeigen
sich, sowohl fiir die Kurzzeit-Stimulation (*p=0.03; zweiseitig getestet), als auch fiir die
Langzeit-Restimulation (**p=0.008; zweiseitig getestet) signifikant stirkere

Zytokinantworten auf die Stimulation mit PPD Sensitin (s. Abb. 3.7).

a) b)
100- Abb. 3.7) - Gegeniiberstellung der Zytokinreaktion auf
13 . PPD Tuberculin und PPD Sensitin.
— a) zeigt die Anteile an IFN-y/TNF-a ko-exprimierende T-
Zellen aus isolierten PBMCs [%] der ,NTM-LAP“-Gruppe
103 (hellgrau; n=4) und der Gruppe der Verdachtsfille

(dunkelgrau; n=8) nach Kurzzeit-Stimulation mit PPD
Tuberculin und PPD Sensitin im Vergleich. b) zeigt die
entsprechenden Anteile an IFN-y/TNF-a ko-exprimierenden
T-Zellen aus isolierten PBMCs [%] nach Langzeit-
Restimulation mit PPD Tuberculin und PPD Sensitin im
Vergleich. Die gestrichelten, waagerechten Linien zeigen das
Detektionslimit fiir die durchfluss-zytometrische Analysen
(0,03 %). Symbole desselben Patienten sind mit geraden
Linien verbunden. Signifikante Unterschiede im Vorzeichen-
Rang-Test nach Wilcoxon sind, wie folgt markiert: *p<0,05;
**p < 0,01 (zweiseitig getestet).

0.1
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0.1
0.015
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In einer weiteren Analyse wurde die zusammengefassten Daten der ,NTM-LAP“-Gruppe
und der Gruppe der Verdachtsfille, der ,Non-NTM-LAP“-Gruppe gegeniibergestellt und
auf Zusammenhadnge zwischen den Gruppen und einer signifikanten Zytokinantwort
oberhalb des Detektionslimits auf die Stimulation mit PPD Sensitin untersucht. Es zeigte
sich im Exakten Test nach Fisher fiir die Kurzzeit-Stimulation zundchst ein signifikanter
Zusammenhang zwischen einer Zytokinreaktion unterhalb des Detektionslimits und der
Zugehorigkeit zur ,Non-NTM-LAP“-Gruppe (p=0.04; zweiseitig getestet). Filr die
Langzeit-Restimulation zeigte sich dann schliefdlich auch ein signifikanter
Zusammenhang zwischen einer Zytokinantwort oberhalb des Detektionslimits auf die
Stimulation mit PPD Sensitin und der Zugehorigkeit zur zusammengefassten Gruppe
+NTM-LAP & Verdachtsfalle (p=0.02; zweiseitig getestet).

Um die Daten aus beiden ICS-Stimulationsversuchen auf weitere Korrelationen
untersuchen zu kénnen, wurden die Datenpunkte der Patienten aus der ,NTM-LAP“-
Gruppe (n=4; grau markiert) und der Gruppe der Verdachtsfélle (n=7, weifd markiert)
erneut zusammengefasst und in einem Streudiagramm dargestellt (Abb. 3.8). Patienten
fiir die nur Datenpunkte fiir einen der beiden Stimulationsansatze zur Verfiligung standen
(s. Tab. 3.1), wurden bei der Darstellung nicht berticksichtigt. Das Streudiagramm fiir die
Stimulation mit PPD Sensitin zeigt insgesamt einen positiven Zusammenhang zwischen
den Ergebnissen der Kurzzeit- und Langzeit-Restimulation, welcher sich auch in einer
signifikanten Korrelation (r = 0.71, p = 0.019; zweiseitig getestet) widerspiegelt.
Patienten mit starker Zytokinreaktion auf PPD Sensitin in der Kurzzeit-Stimulation zeigen
demnach ebenfalls eine starke Zytokinantwort auf PPD Sensitin in der Langzeit-
Stimulation. Der starke positive Zusammenhang fallt v.a. fiir die Patienten aus der Gruppe
der ,NTM-LAP“-Gruppe, sowie Patient U aus der Gruppe der Verdachtsfalle (markiert mit
Kreuz) auf, die fiir beide Versuche deutlich oberhalb des Detektionslimit liegen. Zwei
weitere Patienten (N + T) zeigten nur in der Langzeit-Stimulation einer messbare

Zytokinreaktion. Fiir Patient R lagen keine Daten aus der Kurzzeit-Stimulation vor.
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a) SEnsEn Abb. 3.8) - Korrelation der durchflusszytometrischen Daten

aus den Kurzzeit- und den Langzeit-
Restimulationsversuchen. Gezeigt wird die Gegeniiberstellung
der Anteile der IFN-y/TNF-a ko-exprimierenden T-Zellen [%]

: 5 o
et % ' o aus den ICS-Versuchen. Graue Symbole reprisentieren
S5 0 Patienten aus der ,NTM-LAP“-Gruppe (n=4). Weile Symbole
5 %g 1 ® - reprasentieren die Patienten aus der Gruppe der
-E i5 ® : +Verdachtsfalle* (n=7). Kreuze markieren Patienten mit starker
£ g i Reaktion im ICS-Langzeit-Versuch (n=3). Gestrichelte Linien
En% -0 E reprasentieren die Detektionsgrenzen fiir die jeweiligen Assays
S ;> _______________ S EEEEEEEREES (0,03%). Statistische Korrelationen wurde iiber den Spearman-

= — ) ! o rho Test ermittelt.
0.001 0.01 0.1 1
IFN-y/TNF-a ko-exprimierende
T-Zellen [%]
Kurzzeit-Stimulation
3.2 Identifizierung von weiteren Zytokinen fiir den Nachweis von
mycobakteriellen Infektionen

3.21 Zytokinauswahl fiir den Cytometric Bead Array® (CBA) und Enzyme-

linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die Eigenschaft des CBA multiple Biomarker simultan in einer einzelnen geringen
Probenmenge zu untersuchen und semi-quantitativ zu bestimmen, machte es zu einer
idealen Methode um Zytokinen zu identifizieren, welche bisher nicht zur
Charakterisierung von Immunantworten auf mycobakterielle PPD bzw. Antigene
eingesetzt werden. Des Weiteren sollte untersucht werden, ob sich weitere, bisher
unerkannte NTM-Patienten durch diese Methode identifizieren lassen. Wie bereits in
Kapitel 2.2.2.12 beschrieben wurden neben IFN-y als Goldstandard und TNF-qa, 8 weitere
Zytokinkandidaten (s. Tabelle 3.2) ausgewahlt.

Tabelle 3.2 - Liste der untersuchten Zytokine mit den BD™CBA Flex Sets

GM-CSF IL-13
IFN-y IL-21
IL-1a IP-10

IL-9 MIP-1a
IL-10 TNFa

In einem Vorversuch wurden die Vollblutproben von 5 Patienten nach dem Kurzzeit-
Stimulationsprotokoll mit mycobakteriellen PPD versetzt und wie in Kapitel 2.2.2.12
beschrieben im CBA untersucht. Bei den ausgewahlten Patienten handelte es sich um

Patient B aus der ,NTM-LAP“-Gruppe, sowie den Patienten N, R, T und U aus der Gruppe

48



der Verdachtsfille, die in den ICS-Versuchen durchfluss-zytometrisch bereits starke
Zytokinantworten auf die Stimulation mit PPD Sensitin gezeigt hatten (n=5). Ziel war es
neben IFN-y und TNF-a, weitere Zytokine zu identifizieren, die bei mycobakteriellen
Infektionen exprimiert werden. In den mit PPD Sensitin stimulierten Proben ergaben sich
signifikant hohere Zytokinantworten fiir IP-10, MIP-1a und TNF-q, im Vergleich zu den
Kontroll-Proben ohne Stimulus (Abb. 3.9). Diese 3 Zytokine, sowie IFN-y als Goldstandard
wurden fiir die weiteren Untersuchungen ausgewahlt und weiterfiihrend fiir alle
Patienten analysiert. Fiir die Darstellung der Zytokinantworten wurde bewusst die
mittlere Fluoreszenz-Intensitat (MFI) als Surrogatparameter gewahlt, da aufgrund von
z.T. fehlerhaften Standardkurven eine einheitliche Umrechnung in

Konzentrationseinheiten nicht moglich war.

5,
10 ** ** **

D PPD Sensitin

Ohne Stimulus

104

103

102

Mittlere Fluoreszenz-Intensitat (MFI)

10?

Abb. 3.9) - Identifizierung von relevanten Zytokinkandidaten im Cytometric Bead Array® (CBA) - Gezeigt
werden die gemessenen Zytokinantworten aus Vollblut-Uberstinden nach 16-20 Std. in vitro Kurzzeit-Stimulation mit
PPD Sensitin (weif3) und ohne Stimulus (schraffiert). Die Starke der jeweilig gemessenen Zytokinantworten wird durch
die mittlere Fluoreszenz-Intensitit (MFI) ausgedriickt. Die Linge der Box reprasentiert die Spanne zwischen Maximal-
und den Minimalwert. Die waagerechte Linie reprasentiert jeweils den Median. Die Klammern markieren die jeweiligen
Standardabweichungen. Signifikante Unterschiede im Mann-Whitney-U Test sind, wie folgt markiert: **p < 0,01
(zweiseitig getestet).

Fiir die folgenden Versuche wurden, wie bereits in Kapitel 2.2.2.6-7 beschrieben
Vollblutproben, sowie isolierte PBMCs mit mycobakteriellen PPD inkubiert. Nach 16-20
Stunden wurden die Uberstinde geerntet und zur Bestimmung der
Zytokinkonzentrationen im CBA untersucht. Durch einen Lieferengpass der Firma BD™
waren das fiir die Vorversuche eingesetzten BD™ CBA Flex Kit fiir das Zytokin MIP-1a auf

unbestimmte Zeit nicht verfiigbar. Aus Mangel an Alternativen wurden die Experimente
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ohne dieses Flex Kit durchgefiihrt und die Untersuchung von MIP-1a auf Versuche im
ELISA verlagert. Wie aus Tabelle 3.1 zu entnehmen stand fiir einzelne Patienten nicht
genug Probenmaterial zur Verfiigung, um Uberstinde fiir diese Experimente zu
generieren. Das ELISA wurde aufgrund seiner weit verbreiteten Anwendung, hohen
Validitat sowie der guten Handhabbarkeit als zusatzliche Untersuchungsmethode fiir
diese Arbeit ausgewdhlt. Wie bereits in Kapitel 2.2.2.12.2 (Tabelle 2.7) beschrieben,
wurden IFN-y sowie MIP-1a, sowohl in Vollblut-Uberstinden, als auch in PBMC-
Uberstianden untersucht. Die Untersuchungen fiir IP-10 fanden hingegen nur in Vollblut-

Uberstinden; fiir TNF-a entsprechend nur in PBMC-Uberstinden statt.

3.2.2 Zytokinanalysen in bestitigten NTM-Infektionen im CBA

In den Vollblutproben der ,NTM-LAP“-Gruppe (n=3) zeigten alle Patienten erhohte
Konzentrationen fiir IFN-y, wobei diese auf Stimulation mit PPD Sensitin hin fiir jeden
Patienten deutlich starker ausfielen, als auf Stimulation mit PPD Tuberculin (Abb. 3.10a).
Die Bildung des Verhaltnisses aus den gemessenen Zytokinkonzentrationen auf PPD
Sensitin und PPD Tuberculin (Sensitin/Tuberculin-Verhaltnis) spiegelte dies gut wider
(Abb. 3.10c). Ein Vergleich im Vorzeichen-Rang-Test nach Wilcoxon reichte, aufgrund der
geringen Patientenzahl, jedoch nicht fiir eine statistische Signifikanz. Ein sehr dhnliches
Bild zeigte sich fiir die TNF-a Konzentrationen (Abb. 3.10a + c). Um falsch-negative
Reaktionen auszuschlieffen wurden die Versuchsansitze mit den unspezifischen
Stimulantien CD3/28-Dynabeads® und PMA/lonomycin als Positivkontrollen versetzt
und entsprechend im CBA gemessen. Es musste allerdings im Laufe der Experimente
festgestellt werden, dass die Reaktionen durch die o.g. Stimulantien in Vollblut-
Uberstidnden zu keiner ausreichenden Induktion von unspezifischer Zytokinexpression
fiihrten (Daten nicht gezeigt). Daher wurde das Protokoll auf den unspezifischen Stimulus
Staphylokokken-Enterotoxin B (SEB) umgestellt. Es lief3en sich so nur noch fiir eine kleine

Minderheit der Patienten Daten fiir die Positivkontrolle generieren (Abb. 3.10b).
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Abb. 3.10) - IFN-y / TNF-a Expression im CBA aus Vollblutproben der ,NTM-LAP“-Gruppe nach in vitro
Stimulation mit mycobakteriellen Antigenen - a) zeigt die gemessenen Konzentrationen [pg/ml] von IFN-y (Kreise)
und TNF-a (Quadrate) in Vollblutproben aus der ,NTM-LAP“-Gruppe (hellgrau; n=3) Stimulation mit PPD Tuberculin
bzw. PPD Sensitin. Symbole desselben Patienten sind mit geraden Linien verbunden. b) zeigt die jeweiligen
Zytokinantworten auf Stimulation mit SEB als Positivkontrolle. Die waagerechten, gestrichelten Linien zeigen das
untere Detektionslimit (IFN-y: 31,68 pg/ml / TNF-a: 35,04 pg/ml) des jeweiligen Assays. Die durchgezogenen,
waagerechten Linien zeigen jeweils den Median. Jedes Symbol reprasentiert einen Patienten. c) zeigt die Verhaltnisse
(Ratios) der einzelnen Zytokinantworten auf PPD Sensitin und PPD Tuberculin (Sensitin/Tuberculin) der ,NTM-LAP“-
Gruppe. Jedes Symbol zeigt das Ratio fiir einen Patienten. Die durchgezogene waagerechte Linie markiert den
Indifferenzpunkt 1.

In den PBMC-Uberstinden demonstrierten alle Patienten der ,NTM-LAP“-Gruppe (n=3)
ebenfalls deutlich messbare IFN-y und TNF-a Konzentrationen auf die Stimulation mit
PPD Sensitin, welche, verdeutlicht durch das Sensitin/Tuberculin-Verhaltnis (Abb. 3.11c),

fir jeden Patienten hoher lagen, als auf die Stimulation mit PPD Tuberculin (Abb. 3.11a).
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Abb. 3.11) - IFN-y / TNF-a Expression im CBA aus PBMC-Uberstinden der ,NTM-LAP“-Gruppe nach in vitro
Stimulation mit mycobakteriellen Antigenen - a) zeigt die gemessenen Konzentrationen [pg/ml] von IFN-y (Kreise)
und TNF-a (Quadrate) in PBMC-Uberstinden aus der ,NTM-LAP“-Gruppe (hellgrau; n=3) nach Stimulation mit PPD
Tuberculin bzw. PPD Sensitin. Symbole desselben Patienten sind mit geraden Linien verbunden. b) zeigt die
entsprechenden Zytokinantworten nach Stimulation mit CD3/28 Dynabeads® (grau) bzw. PMA/Ionomycin (schwarz)
als Positivkontrollen. Die waagerechten, gestrichelten Linien zeigen das untere Detektionslimit (IFN-y: 15,84 pg/ml /
TNF-a: 17,52 pg/ml) des jeweiligen Assays. Die durchgezogenen, waagerechten Linien zeigen jeweils den Median. Jedes
Symbol reprasentiert einen Patienten. Symbole desselben Patienten sind mit geraden Linien verbunden. c) zeigt die
Sensitin/Tuberculin-Verhéltnisse (Ratios) der einzelnen Zytokinantworten. Jedes Symbol zeigt das Ratio fiir einen
Patienten. Die durchgezogene waagerechte Linie markiert den Indifferenzpunkt 1.

Flr die Analyse von IP-10 musste wieder auf die mittlere Fluoreszenz-Intensitat (MFI) als
Surrogatparameter zuriickgegriffen werden, da durch eine fehlerhafte Standardkurve die
semi-quantitative Bestimmung der Zytokin-Konzentration nicht moglich war.
Dementsprechend war die Festlegung eines Detektionslimits fiir die gemessenen Werte
nicht moéglich. Die Untersuchung von Vollblutiiberstianden zeigte sich fiir die ,NTM-LAP“-
Gruppe eine relativ schwache IP-10-Expression mit grofdtenteils indifferenten
Reaktionen auf PPD Sensitin und PPD Tuberculin (Abb. 3.12b). Dies zeigt sich ebenfalls in
den entsprechenden Sensitin/Tuberculin-Verhaltnissen (Abb. 3.12c). In den PBMC-
Uberstianden lieRen sich generell nur sehr geringe Konzentrationen von IP-10 messen
(Abb. 3.12d+e). In den PBMC-Uberstinden zeigte sich nur fiir Patient D eine geringe IP-
10 Induktion (Abb. 3.12d).
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Abb. 3.12) - IP-10 Expression der ,NTM-LAP“-Gruppe im CBA nach in vitro Stimulation mit mycobakteriellen
Antigenen - a) zeigt die gemessenen MFI-Werte fiir die ,NTM-LAP“-Gruppe (hellgrau; n=3) nach Stimulation im
Vollblut mit PPD Tuberculin und PPD Sensitin. Symbole desselben Patienten sind mit geraden Linien verbunden. b)
zeigt die MFI-Werte fiir [IP-10 nach SEB-Stimulation im Vollblut als Positivkontrolle. Die durchgezogenen, waagerechten
Linien zeigen jeweils den Median. Jedes Symbol représentiert einen Patienten. c) zeigt die Verhéltnisse (Ratios) der
einzelnen Zytokinantworten auf PPD Sensitin und PPD Tuberculin (Sensitin/Tuberculin). Jedes Symbol zeigt das Ratio
fiir einen Patienten. Die durchgezogene waagerechte Linie markiert den Indifferenzpunkt 1. d) zeigt die gemessenen
MFI-Werte fiir die ,NTM-LAP“-Gruppe nach Stimulation in PBMC-Uberstinden (dunkelgrau; n=3) mit PPD Tuberculin
und PPD Sensitin. e) zeigt die MFI-Werte fiir IP-10 in PBMC-Uberstanden nach Stimulation mit CD3/28 (Dreieck) bzw.
PMA /Ionomycin (Quadrat) als Positivkontrolle. Die durchgezogenen, waagerechten Linien zeigen jeweils den Median.

3.2.3 Zytokinanalysen in bestitigten NTM-Infektionen im ELISA

In der ,NTM-LAP“-Gruppe (n=3) zeigte sich sowohl fiir [FN-y, als auch MIP-1a eine starke
Expression auf den Stimulus mit PPD Sensitin (Abb. 3.13a). Fiir MIP-1a zeigte sich eine
Dominanz der Reaktion auf PPD Sensitin gegentiber der Reaktion auf PPD Tuberculin, was
auch an den jeweiligen Sensitin/Tuberculin-Verhaltnissen >1 (Abb. 3.13c) gezeigt
werden konnte. In Fall von IFN-y zeigten die Patienten B und D eine Sensitin-dominante
Zytokinexpression. Fiir Patient C wurden sowohl auf PPD Sensitin, als auf PPD Tuberculin
IFN-y Konzentrationen gemessen, welche auflerhalb des Detektionslimits des Assays
(5000 pg/ml) lagen. Daher verliert der Sensitin/Tuberculin-Verhaltnis = 1 (Abb. 3.13¢;
mit Kreuz markiert) seine Aussagekraft. Fiir die Analysen im ELISA wurden dieselben
stimulierten Vollblut-Uberstinde untersucht, wie bereits im CBA. Als Konsequenz lagen
fiir den ELISA ebenfalls nur fiir eine Minderheit der Patienten mit SEB unspezifisch

stimulierte Proben als Positivkontrolle fiir das Assay vor (Abb. 3.13b).
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Abb. 3.13) - IFN-y / MIP-1a Expressionsmuster der ,NTM-LAP“-Gruppe im ELISA aus Vollblutproben nach in
vitro Stimulation mit mycobakteriellen Antigenen - a) zeigt die Konzentrationen von IFN-y (Kreise) und MIP-1a
(Quadrate) nach Stimulation mit PPD Sensetin und PPD Tuberculin fir die ,NTM-LAP“-Gruppe (hellgrau; n=3). Die
Linien verbinden die jeweiligen Zytokinreaktionen desselben Patienten. b) zeigt die entsprechenden Zytokinantworten
nach Stimulation mit SEB als Positivkontrolle. Die durchgehende waagerechte Linie reprasentiert jeweils den Median.
Die gestrichelte waagerechte Linie reprasentiert das untere Detektionslimit der Assays (80 pg/ml). c) zeigt die
Sensitin/Tuberculin-Verhéltnis (Ratios) der einzelnen Patienten. Die waagerechte Linie markiert den Indifferenz-Wert
1.

Abbildung 3.14a zeigt die gemessenen Konzentrationen von IFN-y, TNF-a und MIP-1a in
PBMC-Uberstinden nach Stimulation mit mycobakteriellen Antigenen fiir die ,NTM-
LAP“-Gruppe (n=3). Es zeigte sich eine zuverlassige, sensitin-dominante IFN-y Expression
fir zwei der drei Patienten. Fiir Patient B verbleiben die gemessenen IFN-y
Konzentrationen knapp oberhalb des Detektionslimits, obwohl alle drei Patienten auf den
unspezifischen Stimulus SEB in der Positivkontrolle (Abb. 3.14b) ausreichend reagierten.
Es zeigte sich nur fir Patient D eine deutliche sensitin-dominante TNF-a Expression,
wahrend Patienten B und C nur schwache TNF-a Konzentrationen oberhalb des
Detektionslimits prasentierten (Abb. 3.14a). Fiir MIP-1a demonstrierten alle drei
Patienten mittelgradige Expressionen, wobei das Sensitin/Tuberculin-Verhaltnis fir

Patient D < 1 ausfiel (Abb. 3.14c).
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Abb. 3.14) - IFN-y / TNF-a / MIP-1a Expressionsmuster der ,NTM-LAP“-Gruppe im ELISA aus PBMC-
Uberstinden nach in vitro Stimulation mit mycobakteriellen Antigenen - a) zeigt die gemessenen
Zytokinkonzentrationen (pg/ml) von IFN-y, TNF-a und MIP-1a nach in vitro Stimulation mit PPD Tuberculin und PPD
Sensitin fiir die ,NTM-LAP“-Gruppe (hellgrau; n=3). b) zeigt die entsprechenden Zytokinanworten nach Stimulation mit
PMA /Ionomycin als Positivkontrolle. Die gestrichelten waagerechten Linien markieren die Detektionsgrenzen fiir die
jeweiligen Zytokine (IFN-y: 80 pg/ml; TNF-a: 160 pg/ml; MIP-la: 156 pg/ml). Kurze waagerechte Linien
reprasentieren den Median. c) zeigt die Sensitin/Tuberculin-Verhaltnisse der ,NTM-LAP“-Gruppe. Die durchgehende
waagerechte Linie reprasentiert den Indifferenzwert 1.

Die Ergebnisse fiir IP-10 werden hier gesondert dargestellt, da der Detektionsbereich
deutlich niedriger und damit geringere Konzentrationen gemessen wurden, als fiir [FN-y
und MIP-1a, so dass eine gemeinsame Darstellung als nicht sinnvoll erschien. In der
4NTM-LAP“-Gruppe (n=3) zeigen alle drei Patienten eine Reaktion auf PPD Sensitin,
wobei diese sehr unterschiedlich stark ausfielen (Abb. 3.15a). Die starkste Reaktion
(Patient C) lag, sowohl fiir PPD Tuberculin, als fiir PPD Sensitin, aufderhalb des
Detektionsbereichs der ELISA. Entsprechend verlor das Sensitin/Tuberculin-Verhaltnis
seine Aussagekraft (Abb. 3.15e; mit Kreuz markiert). Patient D prasentierte eine gute
Reaktionsstdrke auf beide Antigene, allerdings mit einem Sensitin/Tuberculin-Verhaltnis

< 1. Patient B demonstrierte eine schwache, sensitin-dominante IP-10 Expression.
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Abb. 3.15) - IP-10 Expression der ,NTM-LAP“-
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3.2.4 Zytokinanalysen in LAP unklarer & nicht-mycobakterieller Atiologie
im CBA

In den CBA-Vollblut-Analysen der ,Verdachtsfille“ (n=10) zeigten 6 Patienten deutlich
messbare [FN-y Konzentrationen auf die Stimulation mit PPD Sensitin (Abb. 3.16a). Die
IFN-y Konzentrationen auf PPD Tuberculin fielen fiir jeden Patienten geringer aus als bei
PPD Sensitin. Dies zeigt sich an den Sensitin/Tuberculin-Verhaltnissen der
Zytokinkonzentrationen fiir die einzelnen Patienten (Abb. 3.16b). Vier der genannten
Patienten (Patienten N, R, T, U) hatten bereits alle in den ICS-Versuchen starke
Zytokinreaktionen demonstriert (mit Kreuz markiert). Fiir Patient Q lagen keine
durchfluss-zytometrischen Daten vor, so dass ein Vergleich zu den ICS-Versuchen hier
nicht moéglich war. Patient O zeigte weder in den vorherigen ICS-Kurzzeit-, noch in den
Langzeit-Stimulationsversuchen eine Zytokinreaktion. Fiir TNF-a zeigten 5 Patienten ein
sehr dhnliches Muster mit Konzentrationsverhaltnissen, wie fiir IFN-y. Die Patienten N, R,
T und U waren ebenfalls darunter. Der verbleibende reaktive Patient (P) war wiederum
ein weiterer Patient flir den keine durchfluss-zytometrischen Daten aus den ICS-
Versuchen vorlagen. In der ,Non-NTM-LAP“-Gruppe (n=8) lief3en sich keine relevanten
IFN-y-Konzentration messen, mit Ausnahme von Patient K (Abb. 3.16b; mit Kreuz
markiert), der auf beide Antigene eine Reaktion zeigte. Patient K hatte bereits im
Langzeit-Stimulationsversuch eine Zytokinantwort demonstriert. Fiir TNF-a zeigt Patient
K (mit Kreuz markiert), neben 2 weiteren Patienten (Patienten F + ]) ebenfalls eine
deutlich messbare Zytokinexpression auf PPD Sensitin (Abb. 3.16b). Alle weiteren

Patienten dieser Gruppe zeigen keine messbaren TNF-a Konzentrationen.
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Abb. 3.16) - IFN-y / TNF-a Expression der ,Verdachtsfille und ,Non-NTM-LAP“- Gruppe im CBA aus
Vollblutproben nach in vitro Stimulation mit mycobakteriellen Antigenen - a) zeigt die gemessenen
Konzentrationen [pg/ml] von IFN-y (Kreise) und TNF-a (Quadrate) aus der Gruppe der Verdachtsfille (dunkelgraue
Symbole; n=10) nach Stimulation mit PPD Tuberculin bzw. PPD Sensitin. b) zeigt die entsprechenden Zytokinantworten
der ,Non-NTM-LAP“-Gruppe (weifle Symbole; n=8). c) zeigt die entsprechenden Zytokinantworten nach Stimulation
mit SEB als Positivkontrolle. Die waagerechten, gestrichelten Linien zeigen das untere Detektionslimit (IFN-y: 31,68
pg/ml / TNF-a: 35,04 pg/ml) des jeweiligen Assays. Patienten, die bereits in den ICS-Versuchen reagiert haben, sind
mit einem Kreuz markiert. Die durchgezogenen, waagerechten Linien zeigen jeweils den Median. Symbole desselben
Patienten sind mit geraden Linien verbunden. d) zeigt die Verhaltnisse (Ratios) der einzelnen Zytokinantworten auf
PPD Sensitin und PPD Tuberculin (Sensitin/Tuberculin) der reaktiven Patienten aus der Gruppe der Verdachtsfalle.
Jedes Symbol zeigt das Verhiltnis fiir einen Patienten. Die durchgezogene waagerechte Linie markiert den
Indifferenzpunkt 1.

In der Stimulation in PMBC-Uberstinden demonstriert die Gruppe der “Verdachtsfille”
(n=11) fiir die Patienten N, T, U, und Y deutlich messbare IFN-y-Konzentrationen auf PPD
Sensitin (Abb. 3.17a). Von diesen drei Patienten demonstrierten alle, analog zu den
Vorversuchen einem Sensitin/Tuberculin-Verhaltnis > 1 (Abb. 3.17b). Patient R
(ebenfalls mit Kreuz markiert), der zuvor zuverlassig auf beide Antigene eine IFN-y
Expression gezeigt hatte, reagiert hier lediglich auf PPD Tuberculin (Abb. 3.17a+d). Fir
TNF-a zeigten alle Patienten der Gruppe eine TNF-a Expression oberhalb des
Detektionslimits (Abb. 3.17a). Die Bildung des Sensitin/Tuberculin-Verhaltnisses tragt
ebenfalls nicht zur weiteren Diskriminierung bei (Abb 3.17d). In der Gruppe der ,Non-
NTM-LAP“-Gruppe (n=7) zeigten sich wieder relevante IFN-y-Konzentrationen fiir
Patient K (Abb. 3.17b; mit Kreuz markiert), der schon in den Vollblut-Analysen (Kapitel
3.2.1), sowie in den Langzeit-Stimulationsversuchen (Kapitel 3.1.2) eine Reaktion auf
mycobakterielle Antigene gezeigt hatten. Anders als vorher fiel diesmal die Reaktion auf
PPD Tuberculin starker aus, als auf PPD Sensitin. Daneben zeigt sich Patient L mit einer
Zytokinreaktion auf PPD Sensitin, der bisher nur in der ICS-Kurzzeit-Stimulation
aufgefallen war. Sehr auffillig sind die gemessenen Konzentrationen fiir TNF-a in dieser

Gruppe mit Zytokinreaktionen weit iiber dem Detektionslimit in allen Fallen (Abb. 3.17b).
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Abb. 3.17) - IFN-y / TNF-a Expression der ,Verdachtsfille“ und ,Non-NTM-LAP“- Gruppe im CBA aus PBMC-
Uberstinden nach in vitro Stimulation mit mycobakteriellen Antigenen - a) zeigt die gemessenen Konzentrationen
[pg/ml] von IFN-y (Kreise) und TNF-a (Quadrate) aus der Gruppe der Verdachtsfille (dunkelgraue Symbole; n=11)
nach Stimulation mit PPD Tuberculin bzw. PPD Sensitin. b) zeigt die entsprechenden Zytokinantworten der ,Non-NTM-
LAP“-Gruppe (weifde Symbole; n=7). c) zeigt die entsprechenden Zytokinantworten nach Stimulation mit CD3/28 bzw.
PMA /Ionomycin als Positivkontrolle. Die waagerechten, gestrichelten Linien zeigen das untere Detektionslimit (IFN-y:
15,84 pg/ml / TNF-a: 17,52 pg/ml) des jeweiligen Assays. Patienten, die bereits in den ICS-Versuchen reagiert haben,
sind mit einem Kreuz markiert. Die durchgezogenen, waagerechten Linien zeigen jeweils den Median. Jedes Symbol
reprasentiert einen Patienten. Symbole desselben Patienten sind mit geraden Linien verbunden. d) zeigt die
Verhiltnisse (Ratios) der einzelnen Zytokinantworten auf PPD Sensitin und PPD Tuberculin (Sensitin/Tuberculin) der
reaktiven Patienten aus der Gruppe der Verdachtsfille. Jedes Symbol zeigt das Verhaltnis fiir einen Patienten. Die
durchgezogene waagerechte Linie markiert den Indifferenzpunkt 1.

Flr [P-10 demonstrierte die ,Non-NTM-LAP“-Gruppe minimale IP-10 Expressionen (Abb.
3.18c), wohingegen die Gruppe der ,Verdachtsfille“ mit einer z.T. deutlichen Expression
auffiel (Abb. 3.18a). Patienten N, R, T und U waren ebenfalls darunter (mit Kreuz
markiert). Patienten N, R und U zeigten sich mit sehr hohen MFI-Werten; Patient T mit
einer sehr schwachen Auspragung. Patient N zeigte eine stirkere Reaktion auf PPD
Tuberculin. Daneben zeigten zwei weitere Patienten (Patienten O + Q) eine Reaktion auf
PPD Sensitin, welche bereits in den CBA Vollblut-Messungen fiir IFN-y, aber nicht in den
ICS-Versuchen reaktiv aufgefallen waren (mit Punkt markiert). Patient Q weist ebenfalls
eine Sensitin/Tuberculin-Ratio < 1 auf. Durch die bereits genannten Probleme bzgl. der
Positivkontrollen in den Vollblut-Stimulationsansatzen liegen fiir IP-10 ebenfalls nur fur

eine Minderheit der Patienten Daten vor Abb. 3.18c).
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Abb. 3.18) - IP-10 Expression der ,Verdachtsfille und ,Non-NTM-LAP“- Gruppe im CBA aus Vollblutproben
nach in vitro Stimulation mit mycobakteriellen Antigenen. a) zeigt die gemessenen Fluoreszenz-Werte (MFI) fiir
IP-10 aus der Gruppe der ,Verdachtsfdlle“ (dunkelgraue Symbole; n=11) nach Stimulation mit PPD Tuberculin bzw.
PPD Sensitin. b) zeigt die entsprechend gemessenen MFI-Werte fiir die ,Non-NTM-LAP“-Gruppe (weif3e Symbole; n=7).
Patienten, die bereits in den ICS-Versuchen reagiert haben, sind mit einem Kreuz markiert. Patienten, die in den CBA-
Vollblut-Versuchen, aber nicht in den ICS-Versuchen reagiert haben, sind mit einem Punkt markiert. Symbole desselben
Patienten sind mit geraden Linien verbunden. c) zeigt die MFI-Werte fiir IP-10 nach Stimulation mit SEB als
Positivkontrolle. Die durchgezogenen, waagerechten Linien zeigen jeweils den Median. e) zeigt die Verhéltnisse (Ratios)
der einzelnen Zytokinantworten auf PPD Sensitin und PPD Tuberculin (Sensitin/Tuberculin) der reaktiven Patienten
aus der Gruppe der Verdachtsfille (dunkelgrau). Die durchgezogene waagerechte Linie markiert den Indifferenzpunkt
1.

3.2.5 Zytokinanalysen in LAP unklarer & nicht-mycobakterieller Atiologie
im ELISA
Im ELISA zeigen sich in der Gruppe der ,Verdachtsfille“ (n=10) fiir IFN-y vier Patienten
(u.a. Patienten N, R, U; mit Kreuz markiert) mit einer relevanten Expression auf PPD
Sensitin (Abb. 3.19a). Patient Q war bisher nur in den CBA-Analysen im Vollblut mit einer
relevanten IFN-y-Expression aufgefallen. Anders als dort, zeigte Patient Q hier eine
minimal starkere Expression auf PPD Tuberculin, als PPD Sensitin. Entsprechend zeigte
sich das Sensitin/Tuberculin-Verhaltnis < 1 (Abb. 3.19d). Fir MIP-1a zeigen sich neben
den Patienten N, R, T & U (mit Kreuz markiert), vier weitere Patienten (Patienten P, Q, V,
Y) mit deutlicher sensitin-dominanter MIP-1a-Expression (Abb. 3.19a). Patient S fallt mit
einer tuberculin-dominanten MIP-1a-Expression auf. In der ,Non-NTM-LAP“-Gruppe
(n=8) zeigten sich fiir IFN-y zwei PPD Sensitin-dominante Patienten (Patienten K+L), die
eine schwache Expression oberhalb des Detektionslimits demonstrieren (Abb. 3.19b).
Patient K war bereits in den CBA-Analysen auffallig geworden (mit Kreuz markiert). MIP-
la scheint allerdings auf die Stimulation mit mycobakteriellen Antigenen im Vollblut

unspezifisch induziert zu werden, was sich an den relativ starken, sensitin-dominanten
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Expressionsmustern in Patienten aus der ,Non-NTM-LAP“-Gruppe (Abbildung 3.19b)

erkennen lasst.
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Abb. 3.19) - IFN-y / MIP-1a Expression der ,Verdachtsfille und ,Non-NTM-LAP“- Gruppe im ELISA aus
Vollblutproben nach in vitro Stimulation mit mycobakteriellen Antigenen - a) zeigt die Konzentrationen von IFN-
y und MIP-1a nach Stimulation mit PPD Sensitin und PPD Tuberculin fiir die Gruppe der ,Verdachtsfille“ (dunkelgrau;
n=10). b) zeigt die entsprechenden Zytokinantworten fiir die ,Non-NTM-LAP“-Gruppe (weif3; n=8). c) zeigt sich
entsprechenden Zytokinantworten nach Stimulation mit SEB als Positivkontrolle. Die Linien verbinden die jeweiligen
Zytokinreaktionen eines Patienten auf die beiden mycobakteriellen Antigene. Patienten, die bereits in den ICS-
Versuchen reagiert haben, sind mit einem Kreuz markiert. Die durchgehende waagerechte Linie reprasentiert jeweils
den Median. Die gestrichelte waagerechte Linie reprasentiert das untere Detektionslimit der Assays fiir die jeweiligen
Zytokine (fiir beide: 80 pg/ml). b) zeigt die Sensitin/Tuberculin-Verhéltnisse der einzelnen Patienten fiir IFN-y (Kreis)
und MIP-1a (Quadrat). Die waagerechte Linie markiert den Indifferenz-Wert 1.

Abbildung 3.20a zeigt die gemessenen Zytokin-Konzentrationen in PBMC-Uberstinden
fiur die Gruppe der Verdachtsfille (n=11). Fiir IFN-y zeigte sich, bis auf eine Ausnahme
(Patient Y), keine einzige Messung oberhalb des Detektionslimits; auch wenn die
Positivkontrolle eine generelle Induzierbarkeit von IFN-y fiir die Gruppe der
Verdachtsfalle demonstriert hatte (Abb. 3.20c). Fiur TNF-a zeigten sich die Patienten S, T,
U und Y mit sensitin-dominantem Expressionsmuster (Abb. 3.20a). Fir MIP-1a zeigt sich
fiir nahezu alle Patienten eine messbare Zytokinreaktion oberhalb des Detektionslimits
(Abb. 3.20a). In der ,Non-NTM-LAP“-Gruppe (n=7) zeigten sich fiir IFN-y wieder die
Patienten K und L mit einer relevanten Expression (Abb. 3.20b). In den Fallen von TNF-«
und MIP-1a hingegen demonstrieren alle Patienten eine Zytokin-Expression auf beide

mycobakterielle Antigene (Abb. 3.20b).
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Abb. 3.20) - IFN-y / TNF-a / MIP-1a Expressionsmuster der ,Non-NTM-LAP“-Gruppe und Gruppe der
sVerdachtsfille“ im ELISA aus PBMC-Uberstinden nach in vitro Stimulation mit mycobakteriellen Antigenen -
a) zeigt die gemessenen Zytokinkonzentrationen (pg/ml) von IFN-y, TNF-a und MIP-1a nach in vitro Stimulation mit
PPD Tuberculin und PPD Sensitin fiir die Gruppe der , Verdachtsfille“ (dunkelgrau; n=11). b) zeigt die entsprechenden
Zytokinantworten fiir die ,Non-NTM-LAP“-Gruppe (weif3; n=7). c) zeigt die entsprechenden Zytokinantworten nach
Stimulation mit PMA/Ionomycin als Positivkontrolle. Patienten, die bereits in den ICS-Versuchen reagiert haben, sind
mit einem Kreuz markiert. Die gestrichelten waagerechten Linien markieren die Detektionsgrenzen fiir die jeweiligen
Zytokine (IFN-y: 80 pg/ml; TNF-o: 160 pg/ml; MIP-1a: 156 pg/ml). Kurze waagerechte Linien reprasentieren den
Median.

Fir IP-10 im ELISA zeigen in der Gruppe der Verdachtsfille (n=10) insgesamt fiinf
Patienten mit deutlich messbaren Konzentrationen (Abb. 3.21a). Die
Sensitin/Tuberculin-Verhaltnisse zeigte allerdings nur fiir Patient N eine sensitin-
dominante IP-10 Expression (Abb. 3.21d). Patient U demonstrierte ein
Sensitin/Tuberculin-Verhaltnis von knapp > 1, wahrend Patient R eine tuberculin-
dominante [P-10 Expression prasentierte. Patient T zeigte in diesem Versuch nur eine
marginale [P-10 Expression (Abb. 3.21c). Die beiden verbleibenden Patienten
prasentierten mit einer ausgepragten tuberculin-dominanten (Patient Q) und einer
sensitin-dominanten  (Patient O) IP-10 Expression, sehr gegensatzliche
Expressionsmuster. In der ,Non-NTM-LAP“-Gruppe (n=8) zeigten sich neben geringen
unspezifischen IP-10 Expressionen zwei Patienten (Patienten E + K) mit messbaren
Antworten auf die Exposition mit mycobakteriellen Antigenen (Abb. 3.21b). Patient K
zeigte erneut eine PPD Tuberculin-dominante IP-10 Expression, welche bereits in allen
Vollblut-Messungen, sowohl im CBA als auch im ELISA mit Zytokin-Expressionen

aufgefallen war (mit Kreuz markiert).
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Abbildung 3.21) - IP-10 Expression der ,Verdachtsfille* und ,Non-NTM-LAP“- Gruppe im ELISA aus
Vollblutproben nach in vitro Stimulation mit mycobakteriellen Antigenen - a) zeigt die im ELISA gemessenen
Konzentrationen fiir IP-10 (pg/ml) der Gruppe der ,Verdachtsfille“ (dunkelgrau; n=10) nach Stimulation mit PPD
Tuberculin bzw. PPD Sensitin. b) zeigt die entsprechend gemessenen Konzentrationen (pg/ml) fiir die ,,Non-NTM-LAP*“-
Gruppe (weif; n=8). Patienten, die bereits in den ICS-Versuchen reagiert haben, sind mit einem Kreuz markiert. Die
durchgezogenen, waagerechten Linien zeigen jeweils den Median. Jedes Symbol repréasentiert einen Patienten. Symbole
desselben Patienten sind mit geraden Linien verbunden. c) zeigt die gemessenen IP-10-Konzentrationen nach SEB als
Positivkontrolle. e) zeigt die Sensitin/Tuberculin-Verhéltnisse fiir die reaktiven Patienten aus der Gruppe der
Verdachtsfalle. Die waagerechte Linie markiert den Indifferenz-Wert 1.

3.2.6 Komparative Analysen der Daten aus CBA und ELISA

Fasst man die ,NTM-LAP“-Gruppe und der Gruppe der Verdachtsfille zusammen und
vergleicht die jeweiligen Zytokinantworten aus den Vollblutproben im CBA auf PPD
Tuberculin und PPD Sensitin, zeigten sich, sowohl fir IFN-y (*p=0.004; zweiseitig
getestet), als auch fir TNF-a (**p=0.008; zweiseitig getestet) signifikant starkere
Zytokinantworten auf die Stimulation mit PPD Sensitin (s. Abb. 3.22a+b). Fiir die IP-10
Konzentrationen im Vollblut zeigten sich im CBA keine signifikanten Unterschiede nach
der Stimulation mit PPD Tuberculin oder PPD Sensitin (Abb. 3.22c). Im ELISA zeigten sich
ebenfalls signifikant hohere IFN-y Konzentrationen nach Stimulation mit PPD Sensitin
(Abb. 3.22d; p<0.05; zweiseitig getestet). Die IP-10 Konzentrationen zeigten im ELISA
analog zum CBA keinen signifikanten Unterschied nach der Stimulation mit PPD

Tuberculin oder PPD Sensitin (Abb. 3.22¢).
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Abb. 3.22) - Gegeniiberstellung der Zytokinreaktion im Vollblut auf PPD Tuberculin und PPD Sensitin im CBA
und ELISA.

a) zeigt die IFN-y Konzentrationen (pg/ml) der ,NTM-LAP“-Gruppe (hellgrau) und der Gruppe der Verdachtsfille
(dunkelgrau) im CBA nach Stimulation mit PPD Tuberculin und PPD Sensitin im Vergleich. b) zeigt die entsprechenden
Konzentrationen (pg/ml) fiir TNF-a und c) die mittlere Fluoreszenz-Intensitat (MFI) fiir [P-10 im CBA nach Stimulation
mit PPD Tuberculin und PPD Sensitin im Vergleich. d) und e) zeigen die entsprechenden Konzentrationen [pg/ml] fiir
IFN-y und IP-10 aus den Messungen im ELISA. Die waagerechten, gestrichelten Linien zeigen das untere Detektionslimit
(CBA: 31,68 pg/ml fiir IFN-y / 35,04 pg/ml fiir TNF-a; ELISA: 80 pg/ml fiir IFN-y / 1 pg/ml fiir IP-10) des jeweiligen
Assays. Symbole desselben Patienten sind mit geraden Linien verbunden. Signifikante Unterschiede im Vorzeichen-
Rang-Test nach Wilcoxon sind, wie folgt markiert: *p< 0.05; **p < 0.01 (zweiseitig getestet).

In Kapitel 3.1.3 konnte iiber den Exakten Test nach Fisher bereits gezeigt werden, dass
sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer positiven Zytokinantwort im Sinne
von IFN-y/TNF-a ko-exprimierenden T-Zellen oberhalb des Detektionslimits in der
Durchflusszytometrie und der Zugehorigkeit zur zusammengefassten Gruppe ,NTM-
LAP/Verdachtsfille® besteht. Wendet man den Exakten Test nach Fisher auf die
durchgefiihrten Analysen im CBA und ELISA an und definiert eine positive
Zytokinantwort als gemessene Zytokinkonzentration oberhalb des Detektionslimits, zeigt
sich lediglich im CBA fiir IFN-y im Vollblut ein signifikanter Zusammenhang zwischen
einer positiven Zytokinreaktion auf PPD Sensitin und der Zugehorigkeit zur Gruppe
,NTM-LAP/Verdachtsfille“ (p=0.02; zweiseitig getestet). In der CBA-Analyse fiir IP-10 im
Vollblut zeigte sich ein tendenzieller Zusammenhang zwischen einer positiven
Zytokinreaktion und der Zugehorigkeit zur Gruppe ,NTM-LAP/Verdachtsfalle” (p=0.06;

zweiseitig getestet). Fiir die librigen Assays zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang.
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Um weitere Zusammenhange zwischen den Befunden aus dem CBA, sowie ELISA und den
ICS-Stimulationsversuchen zu untersuchen, wurden die Daten der Patienten aus der
,NTM-LAP“-Gruppe mit denen der Gruppe der ,Verdachtsfille erneut zusammengefiihrt
und in einem Streudiagramm dargestellt. Patienten, fiir die nur Datenpunkte fiir einen der
beiden Versuche zur Verfiigung standen (s. Tab. 3.1), konnten fiir die Darstellung nicht
beriicksichtigt werden. Die Aussagekraft der Korrelationen ist daher begrenzt, da so nicht
alle Patienten dargestellt werden konnten. Abbildung 3.22a zeigt das Streudiagramm fiir
die Konzentrationen von IFN-y in den Vollblut-Uberstinden im CBA und den T-
Zellreaktionen in den ICS-Langzeit-Stimulationsversuchen. Es zeigt sich ein deutlicher
positiver Zusammenhang zwischen den Daten, welcher sich auch in einer signifikanten
Korrelation widerspiegelt (r=0.85, p=0.004; zweiseitig getestet). Abbildung 3.22b zeigt
die Gegeniiberstellung der im ELISA gemessenen IFN-y Konzentrationen in pg/ml und
den Anteil an IFN-y/TNF-a ko-exprimierenden T-Zellen im Durchflusszytometer nach
ICS-Langzeit-Stimulation mit PPD Sensitin. Es zeigt sich ein deutlicher positiver
Zusammenhang zwischen den Ergebnissen, welches durch eine signifikante Korrelation
bestatigt wird (r=0.86, p=0.0031; zweiseitig getestet). Patienten mit einem hohen Anteil
an [FN-y/TNF-a ko-exprimierenden T-Zellen im Durchflusszytometer nach ICS-Langzeit-
Stimulation zeigen also sowohl im CBA als auch im ELISA eine hohe IFN-y Konzentration

in PPD Sensitin-stimulierten Vollblutproben und umgekehrt.

a) IFN-y (CBA) / ICS-Langzeit-Stimulation b)  IFN-y (ELISA) / ICS-Langzeit-Stimulation
100000 100007 |
] i o <
- z ! o
E 1
?010000 E‘Z ' o
H £ 10003 |
c c ] !
) 2 |
o ¢ =] H
£ 1000 o | $$
g S 1004 :
g R B S e
> 100 z ] |
£ & i
10 10—y
0.001 0.01 0.1 1 10 100 0.001 0.01 0.1 1 10 100
Abb. 3_22) IFN-y/TNF-a ko-exprimierende T-Zellen [%] IFN-y/TNF-a ko-exprimierende T-Zellen [%] _

Zusammenhinge zwischen IFN-y-Konzentrationen aus stimulierten Vollblut-Proben im CBA und ELISA und
Befunden aus der ICS-Langzeitstimulation. Gezeigt werden die Gegeniiberstellungen der Konzentrationen (pg/ml)
fiir IFN-y im CBA (a) und ELISA (b) mit dem Anteil der IFN-y/TNF-a ko-exprimierenden T-Zellen (%) aus den ICS-
Versuchen. Graue Symbole reprasentieren Patienten aus der ,NTM-LAP“-Gruppe (n=3). Weifde Symbole reprasentieren
die Patienten aus der Gruppe der ,Verdachtsféalle” (n=7). Kreuze markieren Patienten mit starker Reaktion im ICS-
Langzeit-Versuch (n=4). Gestrichelte Linien reprdsentieren die Detektionsgrenzen fiir die jeweiligen Assays.
Statistische Korrelationen iiber den Spearman-rho Test ermittelt.
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Abbildung 3.23a + b zeigen die Gegeniiberstellung der im CBA und ELISA gemessenen IP-
10-Konzentrationen mit  den T-Zellreaktionen in den ICS-Langzeit-
Stimulationsversuchen. Sowohl im CBA, als auch im ELISA zeigen dieselben Patienten
ausgepragte IP-10 Konzentrationen, welche in den ICS-Versuchen mit sensitin-
dominanten Zytokinantworten reagiert hatten. Aufgrund der eher schwachen IP-10-
Expression der ,NTM-LAP“-Gruppe (hellgrau) reicht es statistisch nur fiir eine
tendenzielle Korrelation (Abb. 3.23a; r=0.62, p=0.06; zweiseitig getestet). In der
Gegeniiberstellung mit den Daten aus dem ELISA zeigt sich wiederum die signifikanten
Korrelation (r=0.77, p=0.014; zweiseitig getestet), die sich in den CBA-Daten schon
angedeutet hatte (Abb. 3.23b).
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Abb. 3.23) - Zusammenhiinge zwischen Daten aus IP-10-Messungen in PPD Sensitin-stimulierten Vollblut-
Uberstinden im CBA und ELISA mit Daten aus ICS-Versuchen - a) zeigt die Gegeniiberstellung der IP-10-
Konzentrationen (in MFI) aus dem CBA mit dem Anteil der IFN-y/TNF-a ko-exprimierenden T-Zellen (%) aus den ICS-
Versuchen. b) zeigt die Gegeniiberstellung der IP-10-Konzentrationen (in pg/ml) aus dem ELISA mit dem Anteil der
IFN-y/TNF-a ko-exprimierenden T-Zellen (%) aus den ICS-Versuchen. c) zeigt die Gegeniiberstellung der IP-10-
Konzentrationen (in MFI) aus dem CBA mit den IFN-y-Konzentrationen (in pg/ml) aus dem CBA. d) zeigt die
Gegenliberstellung der IP-10-Konzentrationen (in pg/ml) aus dem ELISA mit den IFN- y-Konzentrationen (in pg/ml)
aus dem ELISA. Graue Symbole reprdsentieren Patienten aus der ,NTM-LAP“-Gruppe (n=3). Weifle Symbole
reprasentieren die Patienten aus der Gruppe der ,Verdachtsfille“ (n=10). Kreuze markieren Patienten mit starker
Reaktion im ICS-Langzeit-Versuch. Die Blockpfeile markieren die im Text erwdhnten Patienten O & Q. Gestrichelte
Linien reprasentieren die Detektionsgrenzen fiir die jeweiligen Assays [ICS-Versuche: 0,03%; CBA(IFN-y): 31,68 pg/ml;
ELISA (IFN- y): 80 pg/ml]. Statistische Korrelationen tiber den Spearman-rho Test ermittelt.
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Stellt man nun die Konzentrationen von IFN-y und IP-10 gegeniiber zeigen sich ebenfalls
signifikante Korrelationen, sowohl fiir die Messungen im CBA (Abb. 3.23c; r=0.80,
p=0.002; zweiseitig getestet), als auch im ELISA (Abb. 3.23d; r=0.78, p=0.003; zweiseitig
getestet). In Abbildung 3.23c fallen die Patienten O und Q (mit Pfeil markiert) als
zusatzliche reaktive Verdachtsfalle mit [FN-y-abhangiger IP-10 Expression auf, fiir die
keine ICS-Daten vorlagen. Patient Q findet sich ebenfalls in den ELISA-Daten mit
relevanten IP-10 und IFN-y-Werten wieder (Abb. 3.23d; mit Pfeil markiert).

3.3 Ergebnisse im Uberblick

Tabelle 3.2 zeigt eine selektive Ubersicht der Testergebnisse fiir die einzelnen
Studienpatienten. Versuche, bei denen es nur zu unzureichender Induktion von
Zytokinreaktionen (IFN-y aus PBMC-Uberstinden im ELISA) bzw. Versuche mit
deutlichen unspezifischen Zytokinantworten in der ,Non-NTM-LAP“-Gruppe (TNF-a und
MIP-1a im Vollblut und PBMC-Uberstinden im ELISA), wurden in der Tabelle nicht
beriicksichtigt. Die Ubersicht (Tab. 3.2) zeigt, dass fiir alle Patienten der ,NTM-LAP“-
Gruppe in den jeweils durchgefiihrten Versuchen, positive Ergebnisse (griin) i.S. von
deutlich messbaren Zytokinreaktionen nach Stimulation mit mycobakteriellen Antigenen
zu beobachten waren. In fast allen Fallen zeigten sich die Anteile an IFN-y/TNF-a ko-
exprimierenden T-Zellen bzw. die gemessenen Zytokin-Konzentrationen nach
Stimulation mit PPD Sensitin hoher (A), als auf PPD Tuberculin. Fiir den Grofsteil der
Patienten in der ,Non-NTM-LAP“-Gruppe zeigten sich erwartungsgemafd negative
Ergebnisse (rot; ¥) mit Zytokinreaktionen unterhalb der definierten Grenzwerte (Tab.
3.2). In der Gruppe der Verdachtsfalle zeigte sich ein heterogeneres Bild mit Patienten
ohne jegliche Zytokinreaktion (Patienten S und V), aber auch Patienten mit deutlich

messbaren Zytokinreaktionen in nahezu allen Versuchen (Patienten N, R, T und U) analog

zur der ,NTM-LAP“-Gruppe (Tab. 3.2).
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Tabelle 3.2 - Selektive Ubersicht der Testergebnisse fiir die einzelnen Studienpatienten

patient | FacsSD1 EACSD7 | CBAIENy (VB) | CBA TNF-a (VB) | CBA IP-10 (vB) | CBA IFNy (PBMC) | EUISAIFN-y (VvB) | EUSAIP-10 (VB)
A A A Q N [N Q [N Q
NTM-LAP B A A A A A A A A
G A A A A A A oo o
D A A A Y v ry Y v
E
F
G
Non-NTM-LAP H
I
J
K
L
M
N
(0]
P
a
Verdachtsfélle R
s
T
U
v
Y

NTM-LAP: Lymphadenopathie durch nachweislich Nicht-Tuberkuldse Mykobakterien IFN-y: Interferon y

Non-NTM-LAP: |Lymphadenopathie durch nachweislich nicht-mycobakterielle Ursache TNF-a: Tumor Nekrose Faktor a

Verdachtsfille: (L had ien unklarer Ursache 1P-10: Inteferon-induced protein 100

FACS D1: Durchflusszytometrische Untersuchung nach Kurzzeit-Stimulation MIP-1c: Macrophage inflammatory protein 1o

FACS D7: Durchflusszytometrische Untersuchung nach 2-Hit Langzeit-Stimulation VB: Vollblutproben

(CBA: Cytometric Bead Array® PBMC: Zellkulturiiberstande von isolierten peripheren
ELISA: Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay mononukledren Zellen

A Positiv (Sensitin/Tuberculin-Ratio > 1)
oo Positiv (Sensitin/Tuberculin-Ratio = 1)
v Positiv (Sensitin/Tuberculin-Ratio < 1)

Negativ
(3] Keine Daten/Proben vorhanden

Positiv (FACS): |2 0,03% IFN-y/TNFa ko-exprimierende T-Zellen |
Positiv (CBA): Vollblut (pg/ml) | PBMC (pg/ml)

IFNy > 31,68 IFNy > 15,84

1P-10 (MFI1) TNFa > 35,04
Positiv (ELISA):  |IFNy > 80

IP-10>1

67



4 DISKUSSION

4.1 Durchflusszytometrie zur Detektion von mycobakteriellen
Infektionen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Patienten mit einer LAP durch eine
gesicherte NTM-Infektion nach einer Kurzzeitstimulation mit PPD Sensitin
Zytokinantworten in Form von IFN-y/TNF-a ko-exprimierenden T-Zellen im
Durchflusszytometer zeigen und diese tendenziell starker ausfallen, als nach Stimulation
mit PPD Tuberculin. Ob die starkeren Zytokinantworten allerdings tatsachlich spezifisch
auf PPD Sensitin erfolgten und sich damit NTM als Erreger der LAP zuordnen lassen, lasst
sich aufgrund der geringen Fallzahlen und dem damit fehlenden signifikanten
Unterschied zu den Reaktionen auf PPD Tuberculin, nicht abschliefdend klaren. Erst die
zusammengefasste Analyse der ,NTM-LAP“-Gruppe und der Gruppe der Verdachtsfille
zeigten sich signifikant starkere Zytokinantworten auf PPD Sensitin, als nach Stimulation
mit PPD Tuberculin (Abb. 3.7). Die bereits in Kapitel 1.4.1.1 & 1.4.1.2 beschriebene
Kreuzreaktivitat der beiden Antigene spielt hier wahrscheinlich ebenfalls eine tragende
Rolle. Allerdings hat die Bildung des Sensitin/Tuberculin-Verhaltnisses, in Anlehnung an
die Studie von Magdorf et al%8, hier das Potential diesen Verdacht durchaus zu
unterstiitzen. Steindor et al.15° konnten in ihrer Arbeit ebenfalls bereits zeigen, dass der
differentielle Einsatz von mycobakteriellen PPDs die durchfluss-zytometrische Detektion
von mycobakteriellen Erregern moglich macht. Die T-Zellreaktionen der Gruppe der
»Verdachtsfalle” in der Kurzzeitstimulation suggerieren eine eventuelle mycobakterielle
Ursache der LAP bei zwei Patienten (Patient U + Y), wobei durch die Indifferenz in den
Reaktionsstiarken auf die beiden mycobakteriellen Antigene, die Frage nach der Spezifitat
und damit dem Erreger offen bleibt. Um diese These weiter zu tUberprifen, wurden die
Zellen der Patienten weiterhin in Langzeit-Restimulations-Ansatzen (Kapitel 3.1.2)
untersucht.

Die Langzeit-Stimulation war analog zu der Kurzzeit-Stimulation in der Lage
mycobakterielle von nicht-mycobakteriellen Ursachen einer LAP in der Kohorte der
bestadtigten NTM-Falle, anhand der Zytokinantworten zu unterscheiden. Es zeigt sich
jedoch auffallig, dass die Steigerung der Zytokinantworten auf die Stimulation mit PPD
Tuberculin deutlich starker ausfiel, als im Vergleich zu PPD Sensitin (Abb. 3.4a + 3.5). Die

Bildung des Sensitin/Tuberculin-Verhaltnisses unterstiitzt hier zwar weiterhin
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hinweisend die Diagnostik bzgl. des Erregers, jedoch liegen diese deutlich geringer
oberhalb der Indifferenzlinie von 1, als noch in der Kurzzeit-Stimulation. Die bereits
beobachtete Kreuzreaktivitit der Antigene kommt in dieser Methode starker zum
Ausdruck fiihrt so zu einer Abnahme der Spezifitit zu Gunsten der erhofften
Sensitivititszunahme. Ebenfalls moglich ist hier eine Zunahme von unspezifischen
Reaktionen auf die Restimulation, welche in dhnlicher Form bereits fiir die dualen
Hauttests beim Einsatz von unterschiedlichen Konzentrationen der Stimulantien
beschrieben wurden!4>. Auch Schuck et al. beschrieben unspezifische Expressionen von
IFN-y in Zellkulturiiberstanden i.R. ihrer Restimulations-Versuche, welche letztlich
atiologisch nicht abschlief3end geklart werden konnten!84,

Die positiven Reaktionen in der ,Non-NTM-Gruppe“ (Abb. 3.4b). konnte ein
Hinweis auf mycobakterielle Ko-Infektionen, trotz bestatigter nicht-mycobakterieller
Ursache der LAP darstellen oder aber ggf. auf eine bereits abgelaufene mycobakterielle
Infektion oder sonstigen vorherigen Kontakt mit mycobakteriellen Antigenen
hindeuten®®. Es konnte sich jedoch auch um eine unspezifische Stimulation handeln. In
jedem Fall wirft dieser Befund weitere Fragen beziiglich der Spezifitit der Methode auf.

Flr die Gruppe der ,Verdachtsfalle zeigten die Patienten N, R, T und U ein sehr
ahnliches Zytokinprofil (Tab 3.2), wie bei den bestitigten Fallen aus der ,NTM-LAP“-
Gruppe, womit durchaus angenommen werden kénnte, dass NTM die Ursache fiir die LAP
in diesen 4 Patienten sind. Die Ergebnisse suggerieren zunachst, dass durch eine
Verstarkung der Zytokinantworten im Restimulations-Assay unterschwellige T-
Zellreaktionen aus der Kurzzeit-Stimulation, im Sinne einer Sensitivitatssteigerung iiber
das Detektionslimit gehoben und als potentielle NTM-Falle identifiziert werden konnten.
Patienten, die bereits in der Kurzzeit-Stimulation eine T-Zellreaktion gezeigt hatten,
konnten dartiiber hinaus so z.T. noch bestatigt werden. Dies wére v.a. fiir unklare Falle in
der Kurzzeit-Stimulation wertvoll. Fir Patient R lagen keine Daten zur Kurzzeit-
Stimulation vor, so dass nicht abschliefsend geklart werden konnte, ob es sich um eine
Identifizierung durch den Restimulations-Assay, eine Bestatigung des Vorergebnisses
oder unspezifische Stimulation handelt. Letztlich war eine atiologische , Entblindung” fiir
keinen der Patienten aus der Gruppe der ,Verdachtsfalle“ moglich, da eine systematische
Nachverfolgung der meist ambulanten Patienten nur schwerlich umzusetzen und daher
fiir diese Arbeit nicht vorgesehen war.

Verglich man die Positivkontrollen der Kurzzeit- und Langzeitstimulationen musste

festgestellt werden, dass die Verstarkung der Zytokinantworten nicht bei allen Patienten
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zuverlassig zu sehen war und bei einzelnen Patienten die Reaktionen nach
Langzeitstimulation sogar schwacher ausfielen, als zuvor nach Kurzzeit-Stimulation
beobachtet (Abb. 3.6). Die oben formulierte These, liber die Sensitivitatssteigerung ist mit
dieser Datenlage somit nicht abschliefend machbar, da es v.a. fiir die Gruppe der
,Verdachtsfille® nicht auszuschliefen ist, dass eventuelle, subdominante
Zytokinantworten nicht von der Verstarkung erfasst wurden, wie es fiir einige Patienten
in der Positivkontrolle der Fall war. Da Schuck et al.18* jedoch bereits demonstrieren
konnten, dass die Methode funktioniert bzw. alle Patienten aus der ,NTM-LAP“-Gruppe
eine deutliche Verstarkung ihrer Zytokinreaktion zeigten, sind die Fehlerquellen
gegebenenfalls in den CD3/28-Dynabeads® als suboptimaler, unspezifischer Stimulus
oder aber in den Kulturbedingungen zu suchen.

Zur weiteren Optimierung der Methodik kdmen die Analyse von multi-
funktionalen T-Zellen mit der Messung von mehr Zytokinen als IFN-y und TNF-a in Frage.
Diverse Arbeiten konnten zeigen, dass i.R. einer Tu1-Zellantwort gegen mycobakterielle
Erreger Expressionsprofile von IL-2, CD154 (CD40-Ligand) und GM-CSF, Aussagen liber
die Effektivitit der Immunreaktion, sowie Stadium der Infektion moglich machen104-
106,159,187,188  Des Weiteren liefRe sich die Methodik durch den Einsatz von spezies-
spezifschen Antigenen, wie beispielsweise dem ESAT-6 oder CFP-10 fiir M. tuberculosis'>2,
statt dem Einsatz von PPD Sensitin, als unspezifisches MAC-Proteingemisch, deutlich
verfeinern und Kreuzreaktivititen zu M. tuberculosis und anderen NTM-Spezies
vermeiden. Lein et al konnten in ihrer Arbeit reziprok dazu zeigen, dass auf die
Stimulation mit ESAT-6 nur PBMCs aus Patienten mit einer pulmonalen Tuberkulose,
aber weder Patienten mit einer pulmonalen MAC-Infektion noch gesunde Kontrollen, mit
einer verstarkten IFN-y-Sekretion reagiertenl8. Wie bereits in Kapitel 1.2.2.1
beschrieben, ist MAC zwar das haufigste Isolat bei NTM-Infektionen in Europa und den
USA®97577 jedoch stellt sich beispielsweise fiir Patient B mit einer nachgewiesenen M.
malmoense-Infektion die Frage, ob ein spezies-spezifisches Antigen ggf. starkere
Zytokinreaktionen ausgelost hatte. Die Arbeit von Steindor et al. konnte bereits zeigen,
dass die T-Zellreaktionen von Mukoviszidose-Patientin mit M. abscessus-Infektion auf
PPD Abscessin deutlicher ausfielen, als auf PPD Tuberculin und Sensitin, was suggeriert,
dass solche spezies-spezifischen Antigene als Bestandteil der bereits eingesetzten PPDs
existieren!>®, Letztlich werden die komplette Genom-Sequenzierung, sowie
vergleichende Proteomik-Analysen der je nach Region epidemiologisch relevantesten

NTM-Spezies notig sein, um spezifischere Antigene bzw. Epitope zu identifizieren, wie es
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bereits fiir M. tuberculosis durchgefiihrt wurdel84190.191  Dije Identifizierung von
spezifischen Antigenen fiir die jeweilige NTM-Spezies sollte ebenfalls eine Optimierung

der Suche nach weiteren Biomarkern fur NTM-Infektionen nach sich ziehen.

4.2 Zytokinanalysen im stimulierten Vollblut und PBMC-
Uberstinden
4.2.1 Zytokinprofile der ,NTM-LAP“-Gruppe

Die Daten aus Kapitel 3.2.2-3 demonstrierten, dass sich IFN-y und TNF-«, sowohl in
Vollblutproben, als auch in PBMC-Uberstinden nach Stimulation mit mycobakteriellen
Antigenen zuverldssig induzieren und im CBA, sowie ELISA messen lassen. Analog zu den
ICS-Versuchen zeigten sich fiir die Patienten der ,NTM-LAP“-Gruppe ausschliefilich
sensitin-dominante Zytokinantworten mit Sensitin/Tuberculin-Verhaltnissen >1. Das
Expressionsmuster fiir MIP-1a im Vollblut zeigte sich im ELISA ebenfalls mit deutlich
hoheren Konzentrationen auf die Stimulation mit PPD Sensitin (Abb. 3.12a) und erhartet
damit zunichst die Hypothese, dass MIP-1a sich als neues Marker-Zytokin in der
Diagnostik von mycobakteriellen LAP etablieren konnte. Die Messungen fiir [P-10 fielen
auffallig niedrig aus, so dass sich die Frage stellt, ob es ein generelles Problem mit der
Induzierbarkeit von [P-10 unter den beschriebenen Kulturbedingungen geben kdnnte,
was bei liickenhaften Positivkontrollen nicht ausgeschlossen werden kann. Die
vorliegenden Daten zeigten mit den relativ schwachen Reaktionen in der ,NTM-LAP“-
Gruppe, vorerst erniichternde Ergebnisse fiir IP-10 als Zytokinkandidat. Limitierend
zeigte sich hier jedoch auch wieder die geringe Patientenzahl der Kohorte fur

aussagekraftigere Ergebnisse.

4.2.2 ZytoKkinprofile der ,Verdachtsfille“ & ,Non-NTM-LAP“-Gruppe

Im CBA zeigten sich fir die Gruppe der ,Verdachtsfalle” die Patienten N, R, T und U mit
zuverlassigen IFN-y und [P-10-Induktionen im stimulierten Vollblut, dessen
Konzentrationen, sowie ihre Sensitin-/Tuberculin-Verhéltnisse sich grofdtenteils mit dem
Zytokinprofil der ,NTM-LAP“-Gruppe deckten und somit den Verdacht zulassen, dass sich
die LAP in diesen Patienten auf eine mycobakterielle Genese zuriickfiihren lasst. Im ELISA
zeigten sich fiir die Patienten N, R und U sehr dhnliche Zytokinprofile fiir IFN-y und IP-10
im Vollblut. Die niedrigen Konzentrationen fiir Patient T sind fiir IFN-y a.e. auf einen

Messfehler im ELISA, fiir IP-10, bei bereits sehr niedrigen IP-10-Konzentrationen im CBA,
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ggf. auf einen Kulturfehler zuriickzufiihren. Interessanterweise zeigen die Patienten O
und Q ebenfalls ausgepragte Konzentrationen an IFN-y und IP-10, welche jedoch nicht
immer sensitin-dominant ausfallen und nur in Vollblut-Stimulationen zu beobachten sind.
Patient O hatte in den durchfluss-zytometrischen Analysen keine Zytokinreaktion gezeigt
und im Falle von Patient Q lagen keine Daten aus den ICS-Versuchen vor. Anhand der
vorliegenden Daten erscheint sowohl fiir die Patienten N, R, T und U, als auch fiir die
Patienten O und Q eine mycobakterielle Infektion als Ursache der Zytokininduktion
moglich; lasst sich jedoch nicht weiter erharten.

Die TNF-a-Konzentrationen fiir die Gruppe der ,Verdachtsfalle” zeigten sich in den
CBA-Vollblutanalysen analog zu IFN-y und den ICS-Versuchen mit einem sensitin-
dominanten Expressionsmuster. Allerdings zeigten sich in den Vollblutanalysen ebenfalls
bereits relevante TNF-a-Konzentrationen fiir drei Patienten (Patient F, ], K) der ,Non-
NTM-LAP“-Gruppe. Interessanterweise zeigte Patient K ebenfalls eine geringe, aber
bestandigen Expression von IFN-y und IP-10 im Vollblut, so dass sich die Frage nach
unspezifische Induktion oder einer zusatzlichen oder abgelaufenen bzw. latenten
mycobakteriellen Infektion neben der nicht-mycobakteriellen Ursache der LAP, stellt.
Eine solche Ko-Infektion hatte Kreuzreaktionen mit dem eingesetzten PPDs zur Folgel4.
Eine aktive oder abgelaufene tuberkuldse Infektion der Patienten war im Vorfeld bereits
durch den T-SPOT®TB-Assay (Kap. 2.2.2.11) ausgeschlossen worden. Von Reyn et al.
hatten 2001 bereits festgestellt, dass in einer gesunden Kohorte von 784 Angestellten und
Medizinstudenten im US-Gesundheitswesen mehr als 50% aller Tuberkulin-Hauttests
aufgrund von NTM als falsch positiv ausfallen und diese a.e. auf abgelaufene,
asymptomatische Infektionen mit MAC und anderen Umwelt-NTM zuriickzufiihren
sind144. Weitere epidemiologische Daten zu asymptomatischen NTM-Infektionen in der
Bevolkerung liegen zurzeit nicht vor. Es verbleibt dann jedoch weiterhin die Frage,
weshalb diese Patienten nicht bereits in den ICS-Versuchen reagiert hatten.

In den Auswertungen fiir TNF-a in den PBMC-Uberstinden im CBA, sowie ELISA zeigte
sich jedoch eine eindeutige, unspezifische Expression von TNF-a in allen Patientenproben
in der ,,Non-NTM-LAP“-Gruppe, sowie auch flir die Gruppe der Verdachtsfalle, so dass sich
TNF-a in dieser Hinsicht als individuelles Markerzytokin disqualifiziert. Fiir MIP-1«
zeigten sich ebenfalls, sowohl im Vollblut als auch in den PBMC-Uberstinden eine deutlich
unspezifische Expression flir die ,Non-NTM-LAP“-Gruppe, sowie in der Gruppe der
»Verdachtsfille“. Dies dampft die initial vielversprechenden Resultate in der ,NTM-LAP*-

Gruppe und schmalert die Rolle von MIP-1a als neuen Zytokinkandidaten deutlich.
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4.3 IP-10 als neuer Zytokinkandidat fiir die Detektion von NTM

Diese Arbeit konnte zeigen, dass neben IFN-y, als bereits etablierter Goldstandard in der
immunologischen Detektion von mycobakteriellen Erregern, IP-10 im PPD Sensitin-
stimulierten Vollblut von bestdtigten NTM-Patienten ebenfalls in deutlich messbaren
Konzentrationen auftritt. Des Weiteren konnten in den stimulierten Vollblutproben der
Patienten N, R, T und U aus der Gruppe der ,Verdachtsfille“ ebenfalls deutliche IP-10-
Konzentrationen gemessen werden, wahrend sich in der ,Non-NTM-LAP“-Gruppe, im
Gegensatz zu TNF-a und MIP-1a, kaum unspezifische Induktion zeigte. Die Zytokinprofile
fiir IP-10 zeigten sich nicht immer fiir jeden Patienten sensitin-dominant, was ggf. auf die
bereits in Kapitel 4.1 diskutierte Kreuzreaktivitat der eingesetzten PPDs zuriick gefiihrt
werden konnte. Die Studien von Alsleben et al. und Latorre et al. konnten zeigen, dass der
Einsatz der tuberkulose-spezifischen Antigenen ESAT-6, CFP-10 und TB7.7 zu einer
spezifischen [P-10-Expression in padiatrischen Patienten mit aktiver und latenter
Tuberkulose fiihrt?1192, Patienten mit einer NTM-Infektion zeigten in den Arbeiten
hingegen keine erhohten IP-10-Konzentrationen!?1.192, Es ist daher denkbar, dass auch
der Einsatz von spezies-spezifischen Antigenen fiir NTM zu einer deutlichen
Verbesserung der Spezifitit der Methode fiihrt. Mehrere Arbeiten konnten
demonstrieren, dass der kombinierte Einsatz von IFN-y und IP-10 in in vitro-Tests, im
Vergleich zu den kommerziell verfligbaren IGRAs, zu einer erhéhten Sensitivitit in der
Detektion von Tuberkulose-Patienten fiihrt, ohne die Spezifitit herab zu setzen193-195,
Diese Sensitivitatssteigerung konnte sich v.a. in padiatrischen Populationen mit bislang
reduzierten Detektionsraten im IGRA in immunsupprimierten oder jungen Kindern < 5
Jahren, als niitzlich erweisen121.192,196,197,

Eine Arbeit von Hong et al. konnte in einer kleinen Kohorte von erwachsenen Patienten
mit pulmonaler Tuberkulose zeigen, dass die serielle Messung der Serumkonzentrationen
von IP-10, im Gegensatz zu IGRAs, zur Uberwachung, sowie Erfolgskontrolle der
antituberkuldsen Therapie beitragen konntel®8. Da es sich bei der primar empfohlenen
Therapie der Lymphadenitis durch NTM um die chirurgische Exzision handelt6.175176 jst
diese Eigenschaft von IP-10 wahrscheinlich interessanter fiir Patienten mit pulmonaler
NTM-Infektion, bei der primdr eine medikamentése Therapie mit mehreren
Antibiotikaklassen im Vordergrund steht69.199,200,

In den Korrelationsanalysen in Kapitel 3.2.5 zeigt sich ein deutlicher Zusammenhang
zwischen den gemessenen Konzentrationen von IFN-y und IP-10, sowohl fiir die

bestatigten Falle der ,NTM-LAP“-Gruppe, als auch fiir die Patienten N, R, T und U aus der
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Gruppe der ,Verdachtsfille“ (s. Abb. 3.23c+d). Eine Steigerung der Sensitivitat fiir die
Detektion von NTM ist hier ebenfalls denkbar, konnte aber aufgrund der geringen Fallzahl
in der ,NTM-LAP“-Gruppe in dieser Arbeit nicht untersucht werden. Fiir IP-10 werden in
den o.g. Studien!21.193 des weiteren sehr viel hohere Konzentrationen als fiir IFN-y nach
spezifischer Stimulation, sowie eine alters-unabhdngige Expression in Kindern
beschrieben?01. Auffillig sind daher die niedrigen Konzentrationen von IP-10, welche in
dieser Arbeit im ELISA gemessen wurden. Fiir den CBA konnte, aufgrund der fehlerhaften
Standardkurve keine Konversion in IP-10 Konzentrationen vorgenommen werden, so
dass ein Vergleich hier nicht méglich war. Es verbleibt die Frage, ob die Ursache der
niedrigen [P-10 Konzentrationen bei Stimulation, Kulturbedingungen oder
Messbedingungen zu suchen ist. Da sowohl die Stimulations-, als auch die
Kulturbedingungen fiir alle Proben identisch waren, ist ggf. die Anwendung von

verschiedenen ELISA-Kits die Fehlerquelle.

4.4 Limitationen

Die Aussagekraft der Arbeit ist aufgrund einiger methodischer Limitationen
eingeschrankt. Aufgrund der niedrigen Inzidenz an NTM-Infektionen in Deutschland stellt
die geringe Anzahl der Studienpatienten, sowie die inhomogene Verteilung der
rekrutierten Patienten auf die drei Gruppen ein offensichtliches Problem fiir die
statistische Vergleichbarkeit der Daten dar. Das Studiendesign hatte urspriinglich eine
vierte Gruppe mit bestatigter tuberkuléser LAP vorgesehen, welche jedoch ebenfalls
aufgrund der sehr geringen Inzidenz an padiatrischer Tuberkulose in Deutschland, nicht
in ausreichender Anzahl akquiriert werden konnte. Eine solche Gruppe hatte sicherlich
weitere wertvolle Informationen bzgl. der Zytokinmuster in bestatigten mycobakteriellen
Infektionen, sowie hinsichtlich der Kreuzreaktivitit zwischen den mycobakteriellen
Antigenen ergeben und somit zur weiteren Validierung der eingesetzten Methoden
beigetragen. Eine klinische Nachverfolgung der Patienten aus der Gruppe der
,Verdachtsfille® hatte eine ,Entblindung” und so ggf. eine definitive atiologische
Einordnung der gemessenen Zytokinmuster ermoglicht. Auf die Limitationen des
eingesetzten PPD Sensitin als vergleichsweise unspezifisches Antigen wurde bereits in
Kapitel 4.1 eingegangen. Ebenfalls limitierend erscheint der Auswahlprozess der
Zytokinkandidaten fiir die Experimente mit den Vollblut- und PBMC-Uberstidnden. Der

Vor-Versuch wurde nur mit Vollblutproben von einem Patienten der ,NTM-LAP“-Gruppe,
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sowie von vier Patienten aus der Gruppe der Verdachtsfille, die in den ICS-Versuchen
durchflusszytometrisch bereits starke Zytokinantworten auf die Stimulation mit PPD
Sensitin gezeigt hatten, durchgefiihrt (s. Kapitel 3.2.1). Dementsprechend sind die
Ergebnisse flir die Verdachtsfille mit einem gewissen Bias belegt, welcher durch den
Einsatz von lediglich Proben von bestitigten NTM-Patienten im besagten Vor-Versuch,
hatte verhindert werden konnen. Letztlich bestitigen sich die Zytokinprofile der
Patienten N, R, T & U, sowohl im CBA, als auch im ELISA zum gro6f3ten Teil mit denen der
bestatigten Patienten B, C & D. Dennoch bleibt die Frage nach durch diese Methodik

»verpassten“ Zytokinkandidaten, offen.

4.5 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der durchfluss-zytometrische Nachweis von
multifunktionalen T-Zellen nach Stimulation mit mycobakteriellen PPD die
Identifizierung von NTM als Ursache einer LAP in padiatrischen Patienten moglich macht.
Die Langzeit-Restimulation fithrt zu einer Sensitivititssteigerung i.S. einer deutlich
gesteigerten Zytokinantwort, welche allerdings auf Kosten der Spezifitat gewonnen wird.
Von den analysierten Zytokinen im stimulierten Vollblut zeigte sich lediglich IFN-y im
CBA in der Lage, analog zur Durchflusszytometrie, NTM als wahrscheinliche Ursache
einer LAP zu identifizieren. [P-10 im stimulierten Vollblut zeigte ebenfalls zwar dhnliches
Potential, reichte in dieser Arbeit jedoch nicht fiir eine statistische Signifikanz.

Die Entwicklung von spezies-spezifischen Antigenen fiir die haufigsten Vertreter von
NTM, wie bereits fiir die Tuberkulose-Diagnostik verfiigbar, sowie der kombinierte
Einsatz von IP-10 und IFN-y wirden diagnostische Immun-Tests und damit die

spezifische Detektion von NTM in Zukunft deutlich verbessern.
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