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Einleitung 1

1. Einleitung
1.1. Pertussis allgemein

1.1.1. Epidemiologie

Das Bakterium Bordetella pertussis ist der Erreger des Keuchhustens. Pertussis ist
eine endemische Erkrankung, die alle zwei bis flinf Jahre epidemisch auftritt (eine
Periodik, die sich trotz weit verbreiteter Immunisierung halt) und in den
Entwicklungslandern zu einer hohen Morbiditdt und Mortalitat vor allem bei
Sauglingen und Kleinkindern fahrt (Cherry et al. 2005).

Weltweit kommt es zu 20-40 Millionen Pertussis-Erkrankungen pro Jahr, der gréBte
Anteil davon trifft die Entwicklungslander mit 90%. Man geht von bis zu 400.000
Pertussis-bedingten Todesféllen pro Jahr aus, die meisten betreffen Sauglinge in den
ersten sechs Lebensmonaten (Tan et al. 2005).

In den 1940ern wurde der Pertussis-Ganzkeimimpfstoff eingeflhrt und jahrelang
weltweit eingesetzt. Die hohe Reaktogenitdt des Ganzkeimimpfstoffes und die
Diskussion um nicht kausal belegte Zusammenhange zwischen der Ganzkeim-
Pertussisimpfung und seltensten, schweren neurologischen Ereignissen, wie
Enzephalopathien, fUhrten in vielen Ldndern zu Bedenken bei Eltern und Padiatern
und zu sinkenden Durchimpfungsraten (Griffith 1989). Daraufhin folgte die
Entwicklung von weniger reaktogenen azellularen Impfstoffen in den siebziger
Jahren, diese wurden ab 1994 auch in Deutschland zugelassen.
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Abb. 1: In den vereinigten Staaten zwischen 1922-2000 gemeldete Pertussis-Félle (Centers for

Disease Control and Prevention).
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Die Situation in Deutschland ist durch unterschiedliche Entwicklungen in den alten
und neuen Bundeslandern gekennzeichnet. Aktuelle Aussagen zur Pertussis-
Inzidenz kdénnen hauptsachlich in Bezug auf die neuen Bundeslander getroffen
werden, da nur in diesen eine Meldepflicht besteht. Der Wegfall der Impfempfehlung
in den alten Bundeslander zwischen 1974 bis 1991 fihrte zu einem Anstieg der
Pertussis-Inzidenz mit bis zu 160-180 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner, seit der
Wiedereinfihrung der Impfempfehlung 1991 und dem Einsatz von azelluldrem
Impfstoff ab 1994 stieg die Durchimpfungsrate jedoch wieder deutlich an. Zwischen
1998 und 2006 stieg die Pertussis-Impfquote bei Schulanfangern von 57,7% auf
91,4%.

Die in der ehemaligen DDR 1964 eingefiihrte Pflichtimpfung fir S&uglinge und
Kleinkinder flhrte zu hohen Durchimpfungsraten. In den neuen Bundeslandern
sanken diese Anfang 1990 auf unter 75% ab. Obwohl ab 1995 wieder ein Anstieg der
Durchimpfungsrate verzeichnet wurde (Pertussis-Impfquote bei Schulanfangern
2006: 95,5%), kam es bis 2006 zu einem kontinuierlichen Anstieg der Pertussis-
Inzidenz auf 34,7 Erkrankungen/100.000 Einwohnern (4598 Falle 2006) mit einer
deutlichen Verschiebung der Erkrankung in das Jugend- und Erwachsenenalter
(Robert-Koch-Institut 2007).

Diese Tendenz ist seit den achtziger Jahren in vielen Landern mit langjahrigen hohen
Durchimpfungsraten festzustellen. Auch wenn es Unterschiede in den Entwicklungen
je nach Impfprogrammen und deren Umsetzung sowie den vorhandenen
Surveillance-Systemen gibt, steigt die Inzidenz vor allem bei é&lteren Kindern,
Jugendlichen und Erwachsenen generell an (Celentano et al. 2005; Edwards 2005;
Tan et al. 2005). Ursachlich werden unterschiedliche Hypothesen diskutiert, unter
anderem die nachlassende Immunitdt nach natdrlicher Infektion und Impfung und
geringere natdrliche Auffrischung der Immunitat durch nachlassenden Kontakt zu
dem Erreger B. pertussis (Tan et al. 2005). Eine wichtige Rolle spielen sicherlich
auch die erhbhte Aufmerksamkeit gegenuber Pertussis-Infektionen und verbesserte
diagnostische Methoden, wie zum Beispiel der Nachweis von Pertussis-Nukleinsaure
mittels PCR.

Bei Jugendlichen und Erwachsenen kommt es haufig zu milden und
asymptomatischen Infektionen, die oft nicht als Pertussis-Erkrankungen erkannt
werden (Black 1997). Infizierte symptomatische Jugendliche und Erwachsene
kdnnen jedoch als Erregerreservoir dienen und als Ubertrdger vor allem
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ungeschutzte Sauglinge gefédhrden. Deshalb ist es wichtig, den Impfschutz gegen
Pertussis auch auf potentielle Ubertrager auszuweiten. Seit dem Jahr 2004 empfiehlt
die STIKO eine Impfung ausdriicklich auch fiir Personen im hauslichen Umfeld von
Sauglingen, die Uber keinen adaquaten Immunschutz gegen Pertussis verfligen
(Kokonstrategie).

In der Zeitspanne zwischen 1998 und 2002 wurden in Deutschland 10,1 Pertussis-
Falle pro 100.000 Einwohner gemeldet (Celentano et al. 2005). Die Verschiebung
der Erkrankung ins Jugend- und Erwachsenenalter wird deutlich in Daten aus den
neuen Bundesléandern, in denen 1980 noch etwa 50% der Erkrankungen im ersten
Lebensjahr und weniger als 5% bei den = 15-J&hrigen auftraten. In der Zeitspanne
zwischen 2000 bis 2004 betrafen nur noch 1,2% der Erkrankungen Kinder im ersten
Lebensjahr, 71% der Erkrankten waren = 15 Jahre alt (Robert-Koch-Institut 2005).

1.1.2. Erreger und Virulenzfaktoren

Bordetella  pertussis ist ein  gram-negatives,  aerobes, bekapseltes
Stabchenbakterium, das 1906 von Jules Bordet und Octave Gengou isoliert und als
Erreger des Keuchhustens identifiziert wurde. Die ersten Beschreibungen des
Krankheitsbildes finden sich 1578 durch Guillaume de Baillou, die Bezeichnung
Pertussis erhielt die Krankheit 1679 von Sydenham aufgrund des charakteristischen
anfallsartigen Hustens.

""\.I‘ ’/
Fimbriae — I‘ Pertussis
~ toxin

N\,
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Abb. 2: B. pertussis mit den wichtigsten Virulenzfaktoren.

Eng verwandte Organismen von B. pertussis sind B. parapertussis und B.
bronchiseptica, die zu einer milderen Verlaufsform der Erkrankung bzw. zu einer

Infektion bei Haustieren fihren kénnen. B. parapertussis unterscheidet sich von B.
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pertussis vor allem dadurch, dass es das kodierende Gen fiir Pertussistoxin nicht
exprimiert.

B. pertussis enthalt Virulenzfaktoren und produziert Toxine, die unter anderem fiir die
Anhaftung des Organismus an das zilientragende Epithel des Respirationstraktes, fiir
die lokalen und fir die systemischen Reaktionen verantwortlich sind.

AuBerdem tragen diese Faktoren zur Persistenz und Verbreitung des Erregers bei
und modulieren die Immunantwort des Wirtes (Mills 2001).

Das Pertussistoxin (PT) ist das bedeutendste Exotoxin des Bakteriums und besitzt
eine fur bakterielle Exotoxine klassische Aufteilung in eine A-B Klasse. Die aus finf
Untereinheiten bestehende B-Oligomer-Bindungsuntereinheit ist fur die Bindung an
zilienbesetztes Epithel des Respirationstraktes, an Lymphozyten und an
Makrophagen verantwortlich. Der enzymatisch aktive A-Promoter katalysiert die
ADP-Ribosylierung von G-Proteinen, die an der Signaltransduktion in eukaryonten
Zellen beteiligt sind. Dies fluhrt zu den Wirkungen des PT, unter anderem zur
Induktion der Lymphozytose, Histaminsensibilisierung, Insulinsekretion mit folgender
Hypoglykdmie und der mitogenen Potenz. Zusétzlich werden dem PT selbst
Adjuvanseigenschaften zugeschrieben, die eine selektive Immunantwort auslésen
(Ryan et al. 1998). PT ist in gereinigter, inaktivierter Form fester Bestandteil aller
azellularen Impfstoffe.

Weitere Virulenzfaktoren, die als Adhasionsfaktoren der Anheftung an das
zilienbesetzte Epithel des Respirationstraktes dienen, sind das filamentdse
Hamagglutinin (FHA), Pertactin (PRN) und Fimbrien vom Typ 2/3 (FIM). Diese
Antigene sind in azellularen Impfstoffen zusammen mit PT in unterschiedlichen
Kombinationen und Konzentrationen enthalten.

FHA wird eine besondere Rolle in der Persistenz des Pathogens im Respirationstrakt
zugesprochen. Es unterdriickt beziehungsweise verzégert die Ausbildung der
schutzenden zellvermittelten Immunitat (Th1-Antwort) durch IL-10 abhéngige IL-12-
Suppression. FHA stimuliert die antiinflammatorische IL-10 Produktion durch
Bindung an den CR3-Rezeptor von Makrophagen und dendritischen Zellen, wodurch
die IL-12 Produktion inhibiert wird (McGuirk and Mills 2000; McGuirk et al. 2002), die
fur die Induktion von Th1-Zellen verantwortlich ist.

PRN ist ein 69-kDa Oberflachenprotein, das neben der Funktion der Adhasion des
Pathogens eine verstarkende Wirkung auf den suppressiven Effekt von FHA auf die
IL-12 Produktion zeigt (McGuirk and Mills 2000). Mooi et al. konnten bei B. pertussis
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Wildtyp-Infektionen die Existenz von genetischen Variationen des PRN nachweisen,
die nicht in den in Holland verwendeten Ganzkeimimpfstoffen enthalten waren und
moglicherweise die Erklarung flr eine nachlassende Wirksamkeit dieser Impfstoffe
sind (Mooi et al. 1998; Mooi et al. 2001).

Fimbrien haben eine besondere Bedeutung als Adhasionsfaktoren. lhnen kommt
eine wichtige Rolle bei der Kolonisierung des Respirationstraktes zu, da sie zur
Anheftung des Bakteriums an das respiratorische Flimmerepithel und an Monozyten
beitragen und zusatzlich zur Persistenz des Erregers im Respirationstrakt fihren. Es
wird angenommen, dass die Untereinheit FimD zusatzlich die immunmodulatorischen
und anti-inflammatorischen Effekte von FHA Uber Aktivierung einer CR3 Expression
auf Monozyten unterstitzt.

Das Adenylatzyklase-Endotoxin kann aufgrund eines hamolysierenden Enzyms in
Zellen aufgenommen werden, dort katalysiert es die Produktion groBer Mengen von
zyklischem AMP, welches zu einer Inhibition phagozytarer Funktionen flhrt, die
zellularen Signalwege stért und das Immunsystem des Wirtsorganismus schwéacht
(Mills 2001). Der intrazellular erh6hte cAMP-Spiegel bei mit B. pertussis infizierten
Monozyten ist mit einer erniedrigten Produktion von TNF-a und geringeren
Ausschittung  von  Superoxidanionen  assoziiert, zusatzlich wird dem
Adenylatzyklase-Endotoxin die Fahigkeit zugeschrieben, Apoptose bei mit B.
pertussis infizierten Makrophagen auszulésen.

Das Trachea-Zytotoxin (TCT; tracheal cytotoxin), Teil eines Peptidoglykans der
Zellwand, fihrt zu einer Paralyse und lokalen Zerstérung des respiratorischen
Flimmerepithels. Weitere zytotoxische Effekte werden der TCT-vermittelten NO-
Produktion und der Induktion von IL-1 zugeschrieben (Heiss et al. 1993; Heiss et al.
1994). TCT wirkt nicht immunogen und ist schwer aufzubereiten, weshalb es nicht
als Antigen in den Impfstoffen verwendet werden kann (Hewlett 1997).

1.1.3. Pathogenese

Die Ubertragung erfolgt iiber hoch kontagiése Trépfchen durch Luftiibertragung und
selten auch durch Schmierinfektionen, es kommt bei dem Wirtsorganismus zu einer
Besiedlung des respiratorischen Flimmerepithels im Rachenraum. Individuen, die
keine Immunitat gegen B. pertussis erworben haben, sei es durch Impfung oder
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Erkrankung, sind sehr empfanglich gegenlber der Infektion. Bei diesen naiven
Individuen fahrt die Infektion meist, jedoch nicht zwangslaufig zu einer typischen
symptomatischen Erkrankung (Hewlett 1997).

Die Virulenzfaktoren und Toxine von B. pertussis fihren zu einer Adhasion an das
zilienbesetzte Epithel und teilweise zur intrazellularen Aufnahme der Erreger. Die
verschiedenen Mechanismen der Schadigung des Wirtsorganismus und Umgehung
der Abwehrmechanismen ergénzen sich so, dass es zu einer Vermehrung und
Ausbreitung des Erregers entlang der Bronchiolen kommen kann. Histopathologische
Untersuchungen des Lungengewebes von an Pertussis verstorbenen Sauglingen
beschreiben nekrotisierende Brochiolitiden, intraalveolare Hamorrhagien, fibrindse
Odeme und ausgepragte Leukozytosen (Paddock et al. 2008).

Das PT kann in den Blutkreislauf GUbertreten, auf diese Weise lassen sich die
systemischen Wirkungen erklaren. Die Pathogenese der neurologischen Symptome
wie Enzephalopathien und Krampfanfélle ist noch nicht vollstdndig bekannt.
Urséachlich kénnen indirekte Wirkungen des PT, wie die Hypoxie des Gehirns infolge
des schweren anfallsartigen Hustens und durch den Druckanstieg entstehende
petechiale zerebrale Blutungen, sowie metabolische Entgleisungen (Fauci 2005;
Geddes and Talbert 2006; Edwards KM 2008) sein. Auch eine direkte Wirkung der
Toxine und durch sie induzierter Zytokine auf das Gehirn ist mdglich (Mills 2001). Die
intravendse Injektion von aktivem PT bei Erwachsenen hat in einer Studie von Giriffith
et al. jedoch keine Nebenwirkungen dieser Art hervorgerufen (Griffith 1989).

1.1.4. Krankheit / Klinik

Der typische Erkrankungsverlauf bei Infektion mit B. pertussis zeigt sich
hauptsachlich bei Kindern und ist in drei Stadien eingeteilt, die nach einer
Inkubationszeit von durchschnittlich 7-14 Tagen auftreten:

Zu Beginn steht das ein- bis zweiwdchige Stadium catarrhale mit typischen
Symptomen eines oberen Atemwegsinfektes (wie Husten, Schnupfen, subfebrilen
Temperaturen und allgemeinem Krankheitsgefthl), aus dem sich dann das Stadium
convulsivum mit den charakteristischen vor allem nachts auftretenden anfallsartigen
Hustenanféllen mit juchzender Inspiration und evitl. posttussivem Erbrechen
entwickelt. Dieses Stadium dauert durchschnittlich 4-6 Wochen und geht haufig mit
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schwerer Atemnot bis zur Zyanose und bei Sauglingen mit lebensgefahrlichen
Apnoe-Phasen einher. Zwischen den Hustenattacken kénnen die Patienten bis auf
eine zunehmende Mdudigkeit symptomfrei sein, im Blutbild ist haufig eine
ausgepragte Lymphozytose bei milder Leukozytose zu erkennen.

Die anfallsartigen schweren Hustenattacken klingen im Stadium decrementi langsam
ab, dies kann sich Gber mehrere Monate hinziehen.

Bei Jugendlichen und Erwachsenen kommt es in bis zu 50% der Falle zu typischen
Pertussis-Infektionen mit paroxysmalen Hustenattacken, jedoch auch mildere oligo-
bis asymptomatische Infektionen k&nnen auftreten, die sich vor allem in
prolongiertem Husten manifestieren und haufig fehldiagnostiziert werden bzw.
unerkannt bleiben (Cherry et al. 2005). Es kommt durch vorangegangene Pertussis-
Infektionen bzw. Impfungen gegen Pertussis zu einer Modifikation des
Krankheitsverlaufes. Nach einer vorangegangenen Erkrankung ist die
Wahrscheinlichkeit hdher bei erneuter Infektion an einer typischen Pertussis zu
erkranken als nach erfolgter Immunisierung (Cherry et al. 2005).

Erkrankte Individuen sind vor allem im Stadium catarrhale und in den ersten zwei
Wochen nach Beginn des Hustens ansteckend, nach Beginn einer
Antibiotikatherapie geht man von einer noch ca. 5-tagigen Infektiositat aus.

Es existieren unterschiedliche Definitionen von Pertussis-Erkrankungen, die zur
Diagnosestellung eingesetzt werden. Die WHO-Definition von 1991 erfasst vor allem
die typischen Pertussis-Erkrankungen und beinhaltet die Kriterien paroxysmaler
Husten >21 Tage und eine positive B. pertussis-Kultur bzw. signifikante Titeranstiege
von PT-/FHA-IgA bzw. -lgG im ELISA. Atypische und subklinische Infektionen
werden mit dieser Definition nicht erfasst. Eine neuere Definition der WHO (2000)
unterscheidet klinische von laborbestéatigten Diagnosen und erfasst somit ein
breiteres Spekirum an Infektionen und Erkrankungen. Die klinische Diagnose ist
definiert durch eine arztlich diagnostizierte Erkrankung oder Husten > 2 Wochen plus
mindestens einem der folgenden Punkte: anfallsartiger Husten, inspiratorisches
Juchzen oder Erbrechen nach dem Hustenanfall. Laborbestétigte Falle sind definiert
durch die Isolation von B. pertussis, Nachweis von Pertussis-Nukleinsaure mittels
PCR oder gepaarte positive Serologie.
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1.1.5. Komplikationen

Die Komplikationen der Pertussis-Erkrankung sind h&ufig Pneumonien und Otitis
media durch Sekundarinfektion mit Streptokokken und Hamophilus influenzae.
Insbesondere bei Sauglingen kann es anstelle oder vor Auftreten des anfallsartigen
Hustens zu lebensbedrohlichen Apnoen kommen. Durch gesteigerten intrathorakalen
Druck wahrend der Anfalle kann es zu Petechien im Kopfbereich, vor allem der
Konjunktiven und auBerdem zu abdominalen und inguinalen Hernien sowie seltener
zum Pneumothorax kommen. Es kann durch verringerte Nahrungsaufnahme und
gehauftes Erbrechen besonders bei unterernadhrten Kindern zur Malnutrition
kommen. Seltenere, jedoch geflirchtete Komplikationen sind Pertussis-
Enzephalopathien (siehe 1.1.3.) unterschiedlicher Auspragung, die in einem Drittel
der Falle zu bleibenden neurologischen Schaden flihren kénnen und mit

Krampfanfallen und Bewusstseinseintribungen einhergehen kénnen.

1.1.6. Therapie

Es empfiehlt sich eine friihzeitige antibiotische Therapie mit Makroliden, die zu einer
Eradikation der infizierenden Bakterien im Nasopharynx fahren. Der klinische Verlauf
wird jedoch nur bei Behandlungsbeginn im friihen Stadium catarrhale beeinflusst, da
die Symptome und der Langzeitverlauf vor allem durch die Toxine des Erregers
verursacht werden.

Der Patient ist wahrend des Stadium catarrhale und wahrend der ersten drei Wochen
der Hustenerkrankung infektiés. Eine Behandlung in diesen Stadien ist zur
Unterbrechung der Infektionskette von Bedeutung und reduziert die
Wahrscheinlichkeit einer Ubertragung auf andere durch Verkiirzung der kontagiésen
Phase. Das langjahrig angewandte Erythromycin wurde durch neuere Makrolide wie
Roxithromycin, Clarithromycin und Azithromycin erganzt. Diese weisen eine bessere
Pharmakokinetik auf, sind besser vertraglich (weniger gastrointestinale NW) und
zeigen eine vergleichbare Wirksamkeit (Langley et al. 2004). Es hat sich
herausgestellt, dass eine 7-tdgige Therapiedauer mit Makroliden offensichtlich
genauso effektiv ist wie eine Therapiedauer von 14 Tagen (Halperin et al. 1997). Als
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Alternative zu Makroliden kann bei seltener Resistenz des Erregers oder bei
Makrolid-Nebenwirkungen Cotrimoxazol eingesetzt werden.

Chemoprophylaxe mit Antibiotika bei Haushaltsmitgliedern und engeren
Kontaktpersonen der Erkrankten wird empfohlen, um Erkrankungen zu verhindern,
mdgliche Infektionsquellen und somit eventuelle Ubertragungen auf besonders
gefahrdete Sauglinge einzuddammen und Kontakt-Personen mit erhéhtem Risiko zu
schitzen (Altunaiji et al. 2005).

Erkrankte Sauglinge sollten wegen des hohen Risikos der Komplikationen stationar
aufgenommen, isoliert und aufgrund der mdéglichen Apnoen mit einem Atemmonitor

Uberwacht werden.

1.2. Pravention
1.2.1. Impfempfehlungen aktuell

Die Empfehlungen der STIKO (Standige Impfkommission) am Robert Koch-Institut
orientieren sich an den international anerkannten  Richtlinien der
Weltgesundheitsorganisation (WHO). Es wird eine Grundimmunisierung von
Sauglingen beginnend im Alter von 2 Monaten mittels eines Kombinationsimpfstoffes
gegen Diphtherie, Tetanus, Pertussis, Hamophilus influenzae Typ b, Hepatitis B und
Poliomyelitis empfohlen, die aus 3 Impfungen im Alter von 2, 3 und 4 Monaten sowie
einer Impfung im Alter zwischen 11-14 Monaten besteht.

Eine  Auffrischimpfung flr Pertussis, Tetanus und Diphtherie (TdaP;
Kombinationsimpfstoff mit Tetanus-, Diphtherie- und azellularem Pertussisimpfstoff)
ist fir Jugendliche im Alter von 9-17 Jahren empfohlen, seit 2006 empfiehlt die
STIKO auBerdem eine weitere Auffrischung TdaP im Alter von 5-6 Jahren. Nach der
Impfung im Alter von 5-6 Jahren sollte auf einen Impfabstand von mindestens 5
Jahren zur nachsten Dosis geachtet werden, um Lokalreaktionen zu vermindern.

In den neuesten Impfempfehlungen der STIKO von 2009 wird erstmalig auch die
Auffrischimpfung aller Erwachsenen empfohlen; diese sollen bei der nachsten
falligen Td-Impfung einmalig eine TdaP-Kombinationsimpfung erhalten.

Um Sé&uglinge besser zu schitzen ist bei fehlender adaquater Immunitat eine
Indikationsimpfung bei Frauen mit Kinderwunsch prakonzeptionell und bei engen
Haushaltsmitgliedern (Mutter, Vater, Geschwister und GroBeltern) und Betreuern 4
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Wochen vor Geburt des Kindes sinnvoll. Auch beruflich exponierte Personen, wie
z. B. Personal in der Padiatrie und der Kinderbetreuung, sollten {ber einen
adaquaten Immunschutz verfligen und deshalb regelm&aBig im Abstand von 10
Jahren mit Antigen-reduziertem azellularen Impfstoff geimpft werden.

1.2.2. Passive Immunisierung

Die Datenlage zur Effektivitdt passiver Immunisierung bei Erkrankung ist
uneinheitlich. Eine transplazentare Ubertragung von miitterlichen FHA- und PRN-
Antikérpern auf den Saugling ist nachgewiesen, diese Antikérpertiter bieten jedoch
keinen sicheren Schutz vor Erkrankung (Isacson et al. 1995).

Die i.v.-Gabe von Immunglobulinen gegen PT in Studien am Mausmodel war mit
einer Abnahme der Mortalitdt nach Provokation mit Erreger-haltigem Aerosol
assoziiert (Bruss and Siber 1999). Altere Studien mit Immunglobulingabe bei
erkrankten Sauglingen konnten eine Verklrzung und Milderung des anfallsartigen
Hustens belegen (Granstrom et al. 1991), wohingegen neuere Studien bei
Sauglingen keine Besserung oder Milderung der Symptome durch Immunglobuline

im Vergleich zu Placebo nachweisen konnten (Halperin et al. 2007).

1.3. Pertussis — Immunitat nach Infektion und Erkrankung

1.3.1. Serologische Immunitat

Die Entwicklung moderner diagnostischer Méglichkeiten, wie zum Beispiel der PCR,
und die Erkenntnis, dass es nach durchgemachter Pertussis-Erkrankung auch zu
weiteren weniger symptomatischen oder asymptomatischen Infektionen kommen
kann, widerlegte die friher vertretene Meinung, eine stattgefundene Erkrankung mit
Pertussis-Erregern fihre zu einer lebenslangen Immunitat. Heute geht man letztlich
davon aus, dass in vielen Fallen die Immunitat gegen B. pertussis nach der
Erstinfektion durch wiederholte Exposition gegenlber dem Erreger auch ohne
Erkrankung aufrechterhalten wird. Verschiedene Studien gehen von sehr
unterschiedlicher Dauer der durch Infektion erworbenen Immunitat aus, die Angaben
reichen von 7-10 bis zu 20 Jahren (Wendelboe et al. 2005). Eine
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Haushaltskontaktstudie von Wirsing von Kénig et al. beschreibt, dass Erwachsene
mit einer langer als 20 Jahre zurlckliegenden Infektion erneut flr eine Reinfektion
empfanglich sind und ahnliche Symptome aufweisen, wie noch nie zuvor an
Pertussis erkrankte Personen (Wirsing von Konig et al. 1995).

Zum besseren Verstandnis von Pertussis ist die Unterscheidung zwischen einer
Pertussisinfektion (charakterisiert durch den Nachweis mittels Kultur, Serologie oder
PCR, oligo- bis asymptomatisch) und einer Pertussis-Erkrankung (zusatzlich
Symptome wie Husten usw.) nétig (Liese 2005).

Die Pertussis-Erkrankungen flihren zu einer Bildung von IgG-Antikdrpern gegen PT
(Ausiello et al. 2000) . Bezuglich der Datenlage zu Induktion von Antikérpern gegen
PT bei asymptomatischen Infektionen bestehen unterschiedliche Auffassungen. Es
existieren einerseits Arbeiten, in denen postuliert wird, dass subklinische Infektionen
nicht zu einer Bildung von Antikérpern gegen PT fuhren (Isacson et al. 1993; Ausiello
et al. 1999). Ergebnisse anderer Arbeiten hingegen sprechen flr eine Induktion von
PT-Antikérpern durch subklinische Infektionen. Des Weiteren wird vermutet, dass die
Induktion von PT-Antikérpern zusatzlich von der Schwere der Infektion abhangig ist
(Thomas et al. 1989; Long et al. 1990; Storsaeter et al. 1992). AuBerdem kommt es
bei der Erkrankung sehr haufig auch zu einem Anstieg der Antikdrper gegen die
anderen Antigene FHA, PRN und FIM (Isacson et al. 1993; Mink et al. 1994). Die
Seropositivitdt in Bezug auf PT wird als ein mdgliches Merkmal diskutiert, aufgrund
dessen eine Unterscheidung zwischen Kindern mit durchgemachter Pertussis-
Erkrankung und Kindern mit subklinischer Infektion méglich ist (Ausiello et al. 2000).
Im Falle einer subklinischen Infektion wird davon ausgegangen, dass es zu einem
Anstieg der Antikbrper gegen die Antigene, die maBgeblich an der Anhaftung der
Erreger am Organismus beteiligt sind, kommt. Dazu gehéren PRN und FHA (lsacson
et al. 1995; Ausiello et al. 2000). Isacson et al. berichteten Uber einen Anstieg der
Pertussis-Antikérper gegen PRN und FHA in den ersten drei Lebensjahren von
Kindern ohne Symptome einer Infektion, die mit einem Impfstoff geimpft wurden, der
nur PT enthielt. Dabei missen neben einer subklinischen Infektion mit B. pertussis
auch andere Ursachen in Betracht gezogen werden, unter anderem Infektionen mit
B. parapertussis und verschiedenen Hamophilus-Spezies. Diese besitzen dem FHA-
und PRN-ahnliche Antigene, die zur Bildung kreuzreagierender Antikdrper flhren
kénnen. Die nachgewiesenen Antikdrpertiter waren bei subklinischer Infektion jedoch
niedriger als nach einer Pertussis-Erkrankung.
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Die Bildung und der Nachweis von IgA-Antikérpern sprechen flr eine Infektion mit
dem Pertussis-Erreger, wahrend die reine intramuskulédre Impfung kaum Bildung von
IgA-Antikérpern induziert (Long et al. 1990; Cherry et al. 1995). Dies ist unter
anderem auch wichtig fur die serologische Diagnose einer Pertussis-Erkrankung und
differentialdiagnostische Uberlegungen. IgA-Antikérpern wird eine schiitzende Rolle
in der Verhinderung der Anhaftung der Erreger im zilienbesetzten Epithel des
Respirationstraktes bzw. in der Beseitigung der Erreger zugesprochen, sie werden
bei Infektion in der Mukosa des Nasopharynx sezerniert (Mills 2001).

Die Aufgabe der durch Kontakt mit dem Erreger induzierten Antikérper besteht vor
allem in der Toxin-Neutralisation, der Antigen-Opsonisierung und der Verhinderung

der Anheftung des Bakteriums an zilienbesetztes Epithel im Respirationstraki.

1.3.2. Zellulare Immunitat

Immunitédt gegenlber Pertussis lasst sich nicht allein durch protektive Antikérper
erklaren, eine wichtige Rolle wird auch der zellvermittelten Immunitat zugesprochen.

So weisen zum Beispiel S&duglinge nur einen inkompletten Nestschutz gegentber
Pertussis auf, auch wenn bei vorhandener Immunitdt der Mutter diaplazentar
Ubertragene maternale Antikérper in inrem Blut nachweisbar sind (Van Savage et al.
1990; Healy et al. 2004). Ein Erklarungsansatz hierflir kénnte mdglicherweise die
fehlende zellulare Immunitat bei S&uglingen sein. Auch die in einer Studie
gemessenen, innerhalb von 2 Monaten rapide absinkenden Antikérpertiter bei den
Sauglingen kdnnen ursachlich fur die hohe Empféanglichkeit der Sauglinge gegentiber
Pertussis-Infektionen sein (Healy et al. 2004).

Bevor 1969 C. Cheers und ihre Kollegen entdeckten, dass B. pertussis eine
intrazellulare Phase hat, ging man davon aus, dass B. pertussis ausschlieBlich ein
extrazellularer Erreger sei (Cheers and Gray 1969). In einer Studie mit HIV-positiven
Kindern wurden aus BAL-Material (bronchoalveoldare Lavage) pulmonale
Makrophagen isoliert, bei denen in einigen intrazellulare Pertussis-Erreger
nachgewiesen werden konnten (Bromberg et al. 1991). Die Entdeckung, dass B.
pertussis auch in Sdugetierzellen wie Makrophagen, polymorphkernigen Leukozyten
und Epithelzellen des Respirationstraktes eindringen und dort persistieren kann
(Saukkonen et al. 1992; Steed et al. 1992), hat eine Neubewertung des
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Mechanismus der protektiven Immunitat gegenltber Pertussis mit sich gebracht. In
Tierversuchen mit B. pertussis konnte gezeigt werden, dass ein Schutz vor
Pertussis-Erkrankung durch T-Zellen auch in der Abwesenheit nachweisbarer
Antikérpertiter gegeben ist. Der Transfer CD4+ T-Zellen immuner Mause auf nicht-
immune oder immunsupprimierte M&use flhrte nach intrabronchialer Exposition
gegenlber Pertussis-Erregern nachweisbar zum Schutz vor Erkrankung, trotz
fehlender Antikérper gegentber Pertussis. Weitere Hinweise flr die unverzichtbare
Rolle von T-Zellen in der erworbenen Immunitat gegen B. pertussis finden sich auch
in der Beobachtung, dass Mause ohne Thymus nicht in der Lage sind, eine
Pertussis-Infektion des Respirationstraktes zu bekampfen, die Ubertragung von T-
Zellen immuner Mause ihnen jedoch Schutz verleiht (Mills et al. 1993).
Zellvermittelte Immunitat scheint auBerst wichtig in der Bekampfung einer
Primarinfektion und im Schutz vor darauf folgenden Infektionen zu sein. In frihen
Studien zur zellvermittelten Immunitét konnte eine Antigen-spezifische Proliferation
von T-Zellen gegen eine Vielzahl von B. pertussis-Antigenen bei geimpften sowie
zuvor erkrankten Probanden gezeigt werden (Di Tommaso et al. 1991; Peppoloni et
al. 1991).

Dabei sind nicht nur T-Helferzellen von Bedeutung, auch zytotoxischen T-Zellen wird
eine wichtige Position in der Eliminierung intrazellular persistierender Erreger
zugesprochen (Hewlett 1997). Nach bzw. wahrend natrlicher Infektion oder
Erkrankung mit B. pertussis bei Kindern kommt es zu einer vorwiegenden Typ 1
Zytokin-Antwort mit Sekretion von Interferon-y und IL-2 und Aktivierung von CD4+
Th1-Zellen (Peppoloni et al. 1991; Ryan et al. 1997). In der Studie von Ryan et al.
1997 konnten auch bei einigen ungeimpften, ,naiven® Kindern B. pertussis-
spezifische T-Zellproliferationen nachgewiesen werden. Dies spricht mdglicherweise
fir subklinische Infektionen mit Pertussis bei diesen Kindern, bei denen eine
natUrliche Exposition somit zur Ausbildung einer Grundimmunitat und wiederholte
Exposition sogar zur Entwicklung einer Langzeit-lmmunitdt beigetragen haben
kénnte.

Waéhrend eines Pertussis-Ausbruchs an einer Schule wurde eine prospektive Studie
von Minh et al. 1999 durchgefihrt, diese ergab, dass eine hohe in-vitro Proliferation
von T-Zellen nach Stimulation mit PT, FHA oder PRN negativ mit klinischer
Erkrankung korrelierte (Tran Minh et al. 1999). Die Messung der Antikdrpertiter
zeigte keine Assoziation zwischen Titerhéhe und klinischem Verlauf. Auch diese



Einleitung 14

Beobachtungen deuten auf einen schiitzenden Effekt der zellvermittelten Immunitat
gegen Infektion und symptomatische Erkrankung hin.

1.4. Pertussis — Immunantwort nach aktiver Impfung

1.4.1. Immunitat und Reaktogenitat nach Impfung mit Ganzkeim-Impfstoff

Die Isolierung und Kultivierung von B. pertussis durch Jules Bordet und Octave
Gengou in Briussel ermdglichte 1906 die Entwicklung des ersten Ganzkeim-
Impfstoffes mit inaktivierten Bordetellen gegen Keuchhusten. Durch zunehmendes
Wissen und bessere Produktionsmethoden entstanden in den vierziger Jahren
standardisierte Ganzkeim-Impfstoffe, die in ihrer Qualitdt mit den heutigen
Ganzkeim-Impfstoffen zu vergleichen sind. In dieser Zeit wurde auch der Kendrick-
Test zur Prifung der Effizienz und Immunogenitdt von Ganzkeim-Impfstoffen
entwickelt. FUr diesen Test wurden 14-17 Tage zuvor intraperitoneal immunisierten
Mausen letale Dosen von lebenden Erregern (n=100.000) intrazerebral verabreicht.
Die Bestimmung der Wirksamkeit der Impfstoffe erfolgte durch den Vergleich der
Uberlebensrate in den zwei Impfgruppen nach 14 Tagen. Die protektive Potenz der
so bei Mausen getesteten Ganzkeimimpfstoffe korrelierte gut mit der in Studien
getesteten Wirksamkeit der Impfstoffe bei Menschen (Mills 2001).

Nach Impfung mit Ganzkeimimpfstoffen kommt es wie nach natlrlicher Infektion
hauptséachlich zu einer Aktivierung von Th1-Zellen und einer Sekretion von Typ-1
Zytokinen, vor allem Interferon-y und IL-2 (Ausiello et al. 1997; Ryan et al. 1998). Die
Impfung mit Ganzkeimimpfstoffen fihrt im Bereich der humoralen Immunantwort zu
einer vorwiegenden Bildung von IgG-Antikérpern gegen PT, FHA, PRN und FIM
(Mink et al. 1994). Die durch Inaktivierung ganzer Bakterien hergestellten
Ganzkeimimpfstoffe enthalten aus verfahrenstechnischen Griinden eine Anzahl an
nicht eindeutig charakterisierbaren Bestandteilen, deren Einfluss auf Immunogenitat
und Nebenwirkungen schwer absehbar ist. Ganzkeim-Impfstoffe sind haufiger mit
Nebenwirkungen wie lokalen Reaktionen an der Einstichstelle mit Rdétung,
Schwellung und Schmerzen sowie systemischen Reaktionen wie Fieber,
Benommenheit und grippeahnlicher Symptomatik assoziiert als azellulare Impfstoffe
(Pichichero et al. 1997). Als seltener vorkommende Nebenwirkungen wurden
Fieberkrampfe, anhaltendes schrilles Schreien und hypotone-hyporesponsive
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Episoden beschrieben. Die seit den siebziger Jahren weit verbreiteten
Befurchtungen, die Ganzkeim-Impfungen seien in seltenen Féllen kausal mit
Enzephalopathien und SIDS verknlpft, konnten nicht bewiesen werden (Griffith
1989; Miller et al. 1989; Miller et al. 1993; Pediatrics 1996).

In Studien zur Wirksamkeit und Immunogenitat von Ganzkeimimpfstoffen zeigt sich
eine sehr unterschiedliche Effektivitdt der verschiedenen Impfstoffe. Dabei muss
berticksichtigt werden, dass den unterschiedlichen Studien verschiedene Fall-
Definitionen zur Beurteilung der Impfstoff-Wirksamkeit zugrunde gelegt werden. Ein
von Connaught Laboratories in den USA hergestellter Impfstoff ergab eine sehr
niedrige Wirksamkeit von 48% nach drei Impfungen in einer schwedischen Studie
(Gustafsson et al. 1996) und von nur 36% in einer italienischen Studie (Greco et al.
1996). In beiden Studien wurde nach den Kriterien der WHO die primare
Falldefinition als das Auftreten von anfallsartigem Husten an mindestens 21
aufeinander folgenden Tagen plus Kultur-bestéatigter Pertussis-Infektion oder
serologischem Nachweis eines 2100% Anstieges von IgG- bzw. IgA-Antikérpern
gegen PT oder Kontakt mit einem Kultur-bestétigten infizierten Haushaltsmitglied mit
mindestens 21 Tagen anfallsartigem Husten definiert. Die Impfstoff-Wirksamkeit
wurde mit folgender Formel berechnet: 1 — R, wobei R das Verhéltnis der Inzidenz
von Pertussis bei den Empfangern des Ganzkeimimpfstoffes und der Inzidenz von
Pertussis bei den Kontrollen darstellt. Bessere Ergebnisse erzielte unter anderem ein
deutscher, von den Behringwerken hergestellter DTP-Impfstoff. In einer Mainzer
Studie erreichte dieser Impfstoff eine Wirksamkeit von 98% (Schmitt et al. 1996),
derselbe Impfstoff flihrte zu einer 97% Wirksamkeit in einer Studie in Miinchen (Liese
et al. 1997). In beiden Studien erreichte der Ganzkeimimpfstoff eine hdhere
Wirksamkeit als der azellulare Vergleichsimpfstoff. Die Wirksamkeit des Impfstoffes
bezieht sich in beiden Studien auf die Fahigkeit zur Verhinderung einer typischen
Keuchhustenerkrankung mit anfallsartigem Husten = 21 Tage und mit positiver B.
pertussis Kultur. Insgesamt bieten die Ganzkeimimpfstoffe einen guten Schutz vor
Erkrankung, werden jedoch aufgrund der niedrigeren Reaktogenitat der azellularen
Impfstoffe in Industrienationen kaum noch eingesetzt. In den Entwicklungslandern
werden weltweit jedoch weiterhin meist Ganzkeimimpfstoffe eingesetzt.
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1.4.2. Immunitat und Reaktogenitat nach Impfung mit azellularem Impfstoff

Die Entwicklung azellularer Impfstoffe wurde vor allem von den o6ffentlichen
Bedenken im Bezug auf die Reaktogenitat der Ganzkeimimpfstoffe vorangetrieben.
Zunehmende Kenntnisse der Biologie des Erregers und der Erkrankung und neue
Techniken in der Gewinnung immunogener Antigene in gréBerer Menge und Reinheit
ermdglichten die Entwicklung und Testung einer Vielzahl an neuen azellularen
Impfstoffen. Diese Entwicklung fand zunachst vor allem in Japan statt, wo die erste
Generation azellularer Impfstoffe seit 1975 entwickelt wurde. Obwohl nicht bewiesen
werden konnte, dass die der Impfung mit dem Ganzkeimimpfstoff zugeschriebenen
schweren Reaktionen wie Enzephalopathie und SIDS (sudden infant death
syndrome) kausal mit der Impfung zusammenhangen, wird in industrialisierten
Landern aufgrund seiner geringeren Reaktogenitdt und somit deutlich besseren
Vertraglichkeit vorwiegend der azellulare Impfstoff eingesetzt.

Zur Verwendung kam in allen bisherigen Impfstoffen chemisch inaktiviertes
Pertussistoxoid oder gentechnisch synthetisiertes Pertussistoxoid, wobei Toxoid ein
Ausdruck flr ein nicht-toxisches Analogon des Pertussistoxins ist (im Weiteren wird
PT als Synonym fir Pertussistoxin und Pertussistoxoid verwendet). Die ersten
azellularen Impfstoffe enthielten vornehmlich FHA und kleinere Mengen an
inaktiviertem PT (Takeda Impfstoffe). Bald folgten weitere Impfstoffe, die zusatzlich
zu héheren Dosen PT auch PRN und FIM enthielten.

Die Ergebnisse einiger Studien deuten darauf hin, dass azellulare Impfstoffe, die
mehrere Pertussis-Antigene enthalten, méglicherweise effizienter sind als solche, die
nur PT oder PT und FHA enthalten (Cherry et al. 1998; Storsaeter et al. 1998). So
wird von einigen Autoren die Meinung vertreten, dass die zusatzliche Verwendung
von PRN und FIM eine groBere Wirksamkeit aufweist als der alleinige Einsatz von
PT und FHA (Gustafsson et al. 1996). Unabhangig von diesen Feststellungen konnte
gezeigt werden, dass auch ausschlieBlich PT-enthaltende Impfstoffe Immunitat
verleihen kdnnen und klinischen Schutz bieten (Trollfors et al. 1995). AuBerdem
konnte in einer anderen Studie nachgewiesen werden, dass der 1995 als erster in
Deutschland zugelassene azelluldre Biken-Impfstoff, der die Antigene PT und FHA
enthalt, mit einer Wirksamkeit von 96% einen guten Schutz vor typischer Pertussis-
Erkrankung mit anfallsartigem Husten = 21 Tage bietet (Liese et al. 1997). Eine

Langzeitwirksamkeit konnte flr eine Dauer bis 6 Jahre nach Impfung nachgewiesen
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werden (Liese et al., Vortrag ICAAC 2003). In der Diskussion um Unterschiede in der
Wirksamkeit azellularer Impfstoffe im Schutz vor Infektion und symptomatischer
Erkrankung ist zu bedenken, dass der individuelle Schutz vor typischer
symptomatischer Pertussis-Erkrankung weitaus bedeutender fiir die Gesundheit der
Geimpften ist als der Schutz vor Infektion oder einer Erkrankung mit milder
Symptomatik. Auf der anderen Seite wéare ein Schutz gegen oligosymptomatische
Infektionen wiinschenswert, um die Ubertragung von B. pertussis moglichst weiter
einzuschranken. Es konnte gezeigt werden, dass auch Ein-Komponenten azellulare
Pertussis-Impfstoffe durch eine verminderte Zirkulation von B. pertussis zur
Herdenimmunitat beitragen (Liese et al. 2001; Taranger et al. 2001).

Impfung mit azellularen Impfstoffen fihrt im Gegensatz zur Impfung mit
Ganzkeimimpfstoffen zu einer Induktion von T-Zellen mit einem Uberwiegen des
Th2-Zytokin-Profils (Ausiello et al. 1997; Ryan et al. 1998; Esposito et al. 2001), vor
allem mit IL-5-, IFN-y- und in einigen Fallen auch IL-2-Sekretion. In einer Langzeit-
Studie von Ausiello et al. konnte eine Anderung dieses Profils hin zu einem
gemischten Th1/Th2-Profil 3-4 Jahre nach azellularer Impfung gefunden werden,
welche madglicherweise mit subklinischen Infektionen mit B. pertussis
zusammenhangt (Ausiello et al. 1997; Ausiello et al. 1999).

Bei 4-jahrigen Kindern mit azellularer Grundimmunisierung wurde die zellvermittelte
Immunitat (CMI) nach spezifischer Antigenstimulation untersucht und mit der CMI
derselben Kinder im Alter von 7 Monaten verglichen. Keines der Kinder erkrankte
innerhalb dieses Zeitraumes klinisch an Pertussis. Bei 75% der vierjahrigen Kinder
konnte eine positive CMI (Stimulationsindex = 4) auf mindestens eines der
Pertussisantigene nachgewiesen werden. Bei 20% (PT) bzw. 37% (FHA) der im Alter
von 7 Monaten noch CMlI-positiven Kinder kam es zu einem Verlust der CMI-
Positivitat. Andererseits konnte eine Konversion zur CMI-Positivitat bei 36% (FHA)
bzw. 69% (PRN) der urspriinglich CMI-negativen Kinder beobachtet werden. Bei 60-
80% der Konvertierten kam es zur Erhdhung oder zur Aufrechterhaltung bestehender
Antikorpertiter gegen FHA bzw. PRN. Die Frequenz der Seropositivitat gegentiber
FHA und PRN war deutlich héher bei den konvertierten im Vergleich zu den nicht-
konvertierten Kindern. Eine mdgliche Erklarung dieser Ergebnisse ware, dass die
durch Impfung verursachte CMI bis zum vierten Lebensjahr nachlasst, jedoch doch
subklinische Infektionen mit B. pertussis natirlich aufgefrischt bzw. erworben werden
kann (Ausiello et al. 1999).
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Die Antikérperproduktion nach Immunisierung mit azellularen Impfstoffen ist
abhangig von den im Impfstoff enthaltenen Antigenen und zum Teil von deren
Konzentration. Zepp et al. beobachteten in dem Zeitraum zwischen
Grundimmunisierung mit azellularem Impfstoff und Auffrischimpfung nachlassende
Antikérpertiter und kontinuierlich hohe zellvermittelte Immunitat (Zepp et al. 1996).
Die Studie untersucht die Antigen-spezifische Lymphozytenproliferation von
Sauglingen, die einen azellularen Impfstoff zur Grundimmunisierung und
Auffrischimpfung im Alter von 15-24 Monaten erhielten. Es kommt zu einer
progressiven Zunahme der spezifischen T-Zellantworten auf PT, FHA und PRN im
Verlauf der Impfungen, die zellvermittelte Immunantwort bleibt im Gegensatz zu
sinkenden Antikérpertitern Uber den Zeitraum zwischen Grundimmunisierung und
Auffrischimpfung stabil. Im Gegensatz zu der von Ryan et al. 1998 erwahnten
vorwiegenden Induktion der Th2-Zytokine durch azellulare Impfung (Ryan et al.
1998), weisen Zepp et al. eine bevorzugte Induktion von Th1i-Zytokinen wie INF-y
und IL-2 nach, IL-10 konnte nur in geringen Mengen nachgewiesen werden. Dabei ist
zu beachten, dass IL-10 nicht ausschlieBlich als Th2-typisches Zytokin zu sehen ist,
da es auch von anderen Zellen produziert werden kann (siehe Diskussion, Abschnitt
5.3.).

Erhalten Kinder mit azellularer Grundimmunisierung eine Auffrischimpfung mit
azellularem Impfstoff, dann ist eine signifikant verstarkte Th2-Antwort nachzuweisen
(Ryan et al. 2000). Diese Th2-Aktivierung wird fir die in mehreren Studien
beobachteten zunehmenden lokalen Reaktionen wie Rétung und Schwellung nach
Gabe von azellularen Impfstoffen bei Auffrischimpfung mitverantwortlich gemacht
(Ryan et al. 2000; Rowe et al. 2005). Bei Kindern, deren Grundimmunisierung mit
Ganzkeimimpfstoff erfolgte, flhrt eine azellulare Auffrischimpfung zu einer
heterogenen Th1/Th2-Zytokinproduktion mit einem vorwiegenden Trend zur Th1i-
Antwort (Ryan et al. 1998; Reynolds et al. 2006). Die Nebenwirkungen nach Impfung
mit azellularem Impfstoff entsprechen denen nach Ganzkeimimpfung, sind jedoch
milder ausgepragt und treten wesentlich seltener auf. Zu den haufigsten
Nebenwirkungen z&hlen Rétung, Schwellung, Schmerzen und Fieber. Diese treten
nach Ganzkeim-Impfung in ca. 50% der Félle auf. Im Mittel kommt es bei den
azellularen Impfstoffen, die in der multizentrischen azellularen Pertussis-Studie
(MAPT) getestet wurden, bei 20-35% zu Fieber, Rétung und Schwellung und bei
weniger als 10% zu Schmerzen (Decker and Edwards 2000).
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Obwohl viele der zugelassenen azellularen Impfstoffe in ihrer Immunogenitat,
Reaktogenitat und Effektivitdt Unterschiede aufweisen, sind sie effektiv und flhren
meist zu einer héheren Antikérperproduktion gegen die enthaltenen Antigene als
Ganzkeimimpfstoffe (Pichichero et al. 1997; Decker and Edwards 2000). In einer
Studie von Edwards et al. wurden 13 azellulare Pertussis-Impfstoffe, die
unterschiedlich viele Antigene enthielten, untersucht. Dabei produzierte jeder
Impfstoff signifikante Anstiege der Antikérper gegen die jeweils enthaltenen
Antigene. Eine Korrelation zwischen der Konzentration der Antigene im Impfstoff und
der Hbhe der Antikérperproduktion konnte fir FIM nachgewiesen werden, im
Gegensatz dazu scheint die Konzentration von PT sich nicht in der Héhe der
Antikoérpertiter widerzuspiegeln. Wichtiger flr die Immunogenitat von PT scheint die
Art der Inaktivierung zu sein. Es zeigt sich bei rekombinantem PT eine bessere
Immunogenitat als bei chemisch mit Formaldehyd oder Glutaraldehyd detoxifiziertem
PT (Edwards et al. 1995).

1.4.3. Th1- und Th2- vermittelte Immunantwort und zugehdérige
Zytokinproduktion

Es existieren eine Reihe von Arbeiten, die sich mit der Zytokinproduktion nach
spezifischer Stimulation mit Pertussisantigenen beschéftigt haben. Dabei wurde vor
allem untersucht, ob durch die Stimulation vorwiegend Zytokine der zellularen Th1-
vermittelten oder der humoralen Th2-vermittelten Immunantwort produziert werden.
Es herrscht Ubereinstimmung dariiber, dass Zytokine vom Th1-Typ, vor allem IFN-y,
starke Induktoren der Makrophagen-Aktivitat sind und somit die Bek&mpfung einiger
intrazellularer Mikroorganismen erleichtern, gleichzeitig jedoch auch B-Zellen zum
Isotopenswitch und zur Sekretion von 1gG2a Antikérpern anregen, welche zur
Opsonisierung extrazellularer Bakterien flihren. Im Gegensatz dazu férdern Th2-
Zytokine die B-Zell-Reifung und fihren somit zur Bildung von Toxin-neutralisierenden
Antikdrperklassen. Aufgrund der intrazellularen Persistenz scheint fir einen
optimalen Schutz vor Infektion ein Zusammenspiel beider Varianten der T-zellularen
Immunantwort notwendig (Mills et al. 1993; Ausiello et al. 1997).

Daten aus verschiedenen tierexperimentellen Studien an Mausmodellen liefern
ahnliche Ergebnisse. Durch die Infektion mit B. pertussis und durch Vakzination mit
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Ganzkeimimpfstoffen entsteht eine deutliche Th1-Immunantwort, wohingegen sich
nach Impfung mit azelluldren Impfstoffen ein Gberwiegendes Th2-Zytokinmuster
nachweisen lasst (Mills et al. 1993; Redhead et al. 1993; Barnard et al. 1996).
AuBerdem zeigte sich in der Studie von Redhead et al., dass nach respiratorischer
Exposition mit B. pertussis konvaleszente und mit Ganzkeimimpfstoff geimpfte
Mause die bakterielle Infektion signifikant schneller eliminieren konnten als die
Mause, die mit azellularem Impfstoff geimpft wurden (Redhead et al. 1993).
Untersuchungen bei Menschen ergeben ein inhomogeneres Reaktionsmuster in der
Immunantwort als die Mausversuche. Bei Menschen kommt es nach Infektion und
Impfung mit Ganzkeimimpfstoff zu einem Uberwiegen der zelluléren Th1-vermittelten
Immunantwort, die auch bei subklinischen Infektionen aktiviert wird (Peppoloni et al.
1991; Ryan et al. 1997; Esposito et al. 2001). Im Bezug auf die nach azellularer
Impfung eingeschlagene Immunantwort existieren unterschiedliche Ergebnisse und
Ansichten (siehe Abschnitt 5.3.2.), tendenziell kommt es jedoch zu einer bevorzugten
Aktivierung der Th2-vermittelten Immunantwort als direkte Reaktion auf die Impfung
(Ausiello et al. 1997; He et al. 1998; Ryan et al. 1998).

1.4.4. Serologische Korrelation zur Wirksamkeit

Ublicherweise werden serologische Korrelate zum Schutz vor Erkrankung in Studien
ermittelt, in denen das Erreichen eines bestimmten Immunitétslevels bzw.
Antikérpertiters nach Impfung mit der Pravention der Krankheit korreliert wird
(Edwards KM 2008).

In vielen Studien wurde versucht, spezifische Antikdrpertiter festzulegen, die einen
Schutz vor Pertussis bieten. In einigen Studien konnten Korrelationen zwischen
Antikdrpertitern gegen Pertussis-Antigene und Schutz vor Erkrankung festgestellt
werden, ein sicher protektiver Titer konnte allerdings nicht ermittelt werden (Cherry et
al. 1998; Storsaeter et al. 1998; Taranger et al. 2000). Eine Kombination von
Antikdrpern gegen verschiedene Pertussis-Antigene scheint dabei jedoch wichtiger
zu sein als Antikérpertiter gegen einzelne Antigene fiir sich allein genommen. Der vor
Erkrankung schitzende Mechanismus ist multifaktoriell und wird durch ein

komplexes Zusammenspiel humoraler und zellularer Immunitat erreicht, die alleinige
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Bestimmung von schitzenden Antikdrpertitern wird der wichtigen Rolle der zellularen
Immunitat nicht gerecht.

Eine Studie von Storsaeter et al. postuliert, dass vor allem hohe Antikdrpertiter gegen
die Agglutinogene PRN und FIM 2/3 mit Schutz vor Erkrankung nach Exposition
assoziiert sind und PT-Antikérpertiter zwar Schutz vor typischer Erkrankung, jedoch
nicht vor Infektion und mildem Erkrankungsverlauf bieten. FHA-AntikGrpertiter
konnten nicht mit Schutz in Zusammenhang gebracht werden (Storsaeter et al.
1998). Ahnliche Ergebnisse liefert die longitudinale prospektive Studie von Cherry et
al., in der eine Signifikanz flr die Antikorpertiter von PRN und PT im Bezug auf
Schutz vor klinischer Erkrankung gezeigt werden konnte. Cherry kam zu dem
Schluss, dass ein PRN-Antikdrpertiter von <7 EU/ml bedeutet, mit einer kalkulierten
Wahrscheinlichkeit von 67% an Pertussis zu erkranken, unabhangig von der Hbéhe
des PT-Antikérpertiters. Bei einem PRN-Antikérpertiter 27 EU/ml und einem PT-
Antikdrpertiter von <66 EU/ml betragt die vorausberechnete Wahrscheinlichkeit nur
noch 31% und bei einem PT-Antikdrpertiter 266 EU/ml ist die Wahrscheinlichkeit
gleich Null an Pertussis zu erkranken. Bei gleichzeitigem Vorhandensein von
Antikdrpern gegen mehrere Antigene (PT, PRN und FIM), steuert die Anwesenheit
von FHA-Antikérpern nicht zu starkerem Schutz bei (Cherry et al. 1998).

Im Gegensatz dazu konnte einem Impfstoff, der nur PT und FHA (Biken DTaP)
enthielt, gute Wirksamkeit gegen typische Keuchhustenerkrankung nachgewiesen
werden (siehe auch Abschnitt 1.3.2., (Liese et al. 1997; Tindberg et al. 1999).
Taranger et al. untersuchten in einer prospektiven Studie die Beziehung von PT-IgG-
Antikérpertitern nach Impfung und dem Schutz vor Pertussis. Die Studie zeigte, dass
Kinder, die an Pertussis erkrankten, signifikant niedrigere PT-IgG-Titer nach Impfung
hatten als Kinder, die nicht erkrankten (Taranger et al. 2000).

Diese Beobachtungen kénnen jedoch nicht verallgemeinert werden, sondern nur im
Bezug auf die getesteten Impfstoffe Informationen flr die hier untersuchten

Populationen liefern.
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2. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Untersuchung der Pertussis-spezifischen
Langzeitimmunitat sowie der spezifischen Immunantwort auf die azellulare
Auffrischimpfung bei 10- bis 14-jahrigen Jugendlichen.

Gibt es Unterschiede in der humoralen und zelluldren Langzeitimmunitat und in der
Immunantwort auf die azellulare Auffrischimpfung zwischen den Jugendlichen?
Lassen sich individuelle Antikdrpertiter mit individuellen CMI-Ergebnissen
korrelieren? Gibt es Hinweise auf eine mdgliche Vorstimulation durch frihere
subklinische Infektionen oder Erkrankungen?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurde die Pertussis-spezifische Immunitdt 10- bis
14-jahriger Jugendlicher, die zuvor 5 Dosen Biken DTaP (zuletzt im Alter von 4-6
Jahren) erhalten haben und gleichaltrigen Jugendlichen, die entweder 4 Dosen DTaP
(zuletzt im Alter von 18-24 Monaten) oder 4 Dosen DTwP (zuletzt im Alter von 18-24
Monaten) erhalten haben, untersucht.

Die Untersuchungen sollen einen Beitrag zum besseren Verstdndnis der
Immunogenitat von Ganzkeim- und azelluldren Pertussis-Impfstoffen leisten. Auch
werden Hinweise erwartet, ob von Seiten der Immunantwort die Zeitpunkte der
neuerdings empfohlenen azellularen Pertussis-Impfung im Vorschulalter und der
Auffrischimpfung im Jugendalter sinnvoll erscheinen. Zusatzlich stellt sich die Frage,
wann bei einem Individuum von einem sicheren Impfschutz ausgegangen werden
kann und welche immunologischen Parameter zur Beurteilung der Immunitét hilfreich

sind.
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3. Material- und Methodenteil
3.1. Studiendesign
3.1.1. Studienart

Es handelte sich um eine offene, multizentrische Studie, die als Substudie im
Rahmen einer klinischen Studie der Phase IV zur Sicherheit der Pertussisimpfung
bei Jugendlichen durchgefiihrt wurde. Durchfiihrung der Studie (Rekrutierung der
Studienzentren, Entwicklung des Prifplanes, Monitoring, Laboruntersuchungen und
Auswertung) wurde durch Drittmittel der Firma Sanofi-Pasteur Inc., Swiftwater, PA,
USA unterstitzt.

Aufnahme der Probanden, Impfung und Blutentnahme erfolgte in den Arztpraxen
niedergelassener Kinderarzte in Deutschland und in der padiatrischen Ambulanz des
Dr. von Haunerschen Kinderspitals der Universitat Minchen, Deutschland.
Serologische Untersuchungen erfolgten in dem Institut far Hygiene und
Labormedizin, Helios Klinikum Krefeld, Deutschland (Leitung: Prof. W. von Kénig,
nationales Pertussis-Referenzzentrum).

Alle Untersuchungen der zellularen Immunitdt und die Bestimmung der Zytokine
erfolgten im Immunologischen Labor des Dr. von Haunerschen Kinderspitals der
LMU Minchen, Deutschland (Leitung: Prof. Dr. B. H. Belohradsky; siehe Abschnitt
3.4.).

3.2. Probanden

3.2.1. Gruppeneinteilung

Es wurden drei Gruppen von Probanden in die Studie aufgenommen:

Gruppe A/5aP: 37 Kinder im Alter von 10-14 Jahren, die im Rahmen von zwei

friheren Studien (Liese et al. 1997; Liese et al. 2001) bereits 5 Dosen eines
azelluldren Pertussis-Impfstoffes (5aP) zusammen mit Diphtherie- und Tetanus-
Impfstoff erhalten haben (Biken DTaP: Dosis 1-3 im Alter von 2,4 und 6 Monaten,
Dosis 4 im Alter von 18-24 Monaten, Dosis 5 im Alter von 4-6 Jahren). Probanden
der Gruppe A/5aP waren gleichzeitig Teilnehmer der Hauptstudie zur ,Reaktogenitat

einer Auffrischimpfung mit azellularem Pertussisimpfstoff bei Jugendlichen, die in der
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Vorgeschichte entweder 5 Dosen des BIKENschen azellularen Pertussis-Impfstoffs
im Kombination mit Diphtherie- und Tetanus-Toxoid (Tripedia®) erhalten haben oder
3 Dosen Ganzkeimimpfstoff zur Grundimmunisierung plus mindestens einer

Pertussis-Auffrischimpfung® (Liese 2007) und waren dort der Gruppe 1 zugeh6rig.

Gruppe B/4aP: 23 Kinder im Alter von 10-14 Jahren, die zuvor 4 Dosen an

azellularem Pertussis-Impfstoff (4aP) zusammen mit Diphtherie- und Tetanus-
Impfstoff (Biken DTaP, zuletzt im Alter von 18-24 Monaten) erhalten haben.
Probanden der Gruppe B/4aP konnten nicht an der Reaktogenitatsstudie (s. o.)

teilnehmen.

Gruppe C/4wcP: 18 Kinder im Alter von 10-14 Jahren, die zuvor 4 Dosen Ganzkeim-

Pertussisimpfstoff (4wcP) zuletzt im Alter von 18-24 Monaten) und bisher noch
keinen azellularen Pertussisimpfstoff erhalten haben. Probanden der Gruppe C/4wcP
waren gleichzeitig Teilnehmer der Reaktogenitatsstudie (s. 0.) und waren dort der
Gruppe 2 zugehorig.

Far alle Probanden war zum Studienzeitpunkt von der STIKO eine Auffrischimpfung
fur Pertussis (azellularer Impfstoff), Diphtherie und Tetanus empfohlen.

3.2.2. Einschlusskriterien

1. Jugendliche, die gemaB den Empfehlungen der STIKO fur eine Auffrischimpfung
mit einem azellularen Pertussis-Impfstoff (REPEVAX® oder COVAXIS®) im Alter
von 9-17 Jahren fir eine Impfung mit in Frage kamen.

2. Die Einwilligungs- und Zustimmungserklarung wurden vor Durchfihrung der
ersten StudienmaBnahme unterschrieben und datiert.

3. Die Erhebung der medizinischen Vorgeschichte und die k&rperliche
Untersuchung unter Berlicksichtigung des anamnestischen Befundes wiesen den
Jugendlichen als gesund aus.

4. Der Proband beabsichtigte, wahrend der gesamten Dauer der Prifung im
Studiengebiet zu bleiben.

5. Der Studienteilnehmer und ein Elternteil/Sorgeberechtigter konnten lesen und

schreiben und die Studienunterlagen verstehen; alle waren geistig dazu in der
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Lage, ihre Einwilligung und Zustimmung zu erklaren.

6. Bei einer weiblichen Studienteilnehmerin: keine bekannte oder vermutete
Schwangerschaft zum Zeitpunkt des Einschlusses und keine geplante
Schwangerschaft wahrend der Teilnahme an der klinischen Priifung.

7. Zugehorigkeit zu Gruppe A, B oder C (siehe Definition unter 2.1.2.)

8. Orale Kérpertemperatur < 38,0°C.

3.2.3. Ausschlusskriterien

1. Bei einer weiblichen Studienteilnehmerin: Schwangerschaft oder Stillen eines
Kindes.

2. Bekannte oder vermutete kongenitale oder erworbene Erkrankungen des
Immunsystems (Erkrankungen mit Verdacht auf eine immunologische
Komponente wie z.B. Autoimmunkrankheiten [z.B. rheumatoide Arthritis oder
entzindliche Darmerkrankungen] wurden nicht ausgeschlossen, es sein denn, sie
erfullten die Ausschlusskriterien 3 oder 5).

3. Malignom, Hyposensibilisierungs- oder immunsuppressive Therapie (Teilnehmer,
die topische oder inhalative Steroide erhielten, konnten in die Studie
eingeschlossen werden; dies galt auch fir Studienteilnehmer, die kurzfristig, d.h.
< 7 Tage orale Steroide erhielten, solange innerhalb der letzten zwei Wochen vor
der Impfung keine Behandlung erfolgte).

4. Erhalt eines Pertussis-, Diphtherie- oder Tetanusimpfstoffes in den letzten 5
Jahren.

5. Jede instabile schwere chronische Grunderkrankung einschlieBlich eines
Malignoms, einer kardiopulmonalen Erkrankung oder einer renalen,
endokrinologischen, hamatologischen oder hepatischen Funktionsstérung.

6. Bekannte Beeintrachtigung neurologischer Funktionen, ein akutes Krampfleiden
oder Einnahme medikamentdser Therapie zur Prophylaxe von Krampfanfallen.

7. Eine arztlich diagnostizierte oder laborbestéatigte Pertussis-Erkrankung innerhalb
der letzten 10 Jahre.

8. Erhalt von Blutprodukten oder Immunglobuline innerhalb der letzten drei Monate.

9. Bekannte oder vermutete Allergie gegen einen der Impfstoffe oder eine der
Impfstoffkomponenten, die in der Studie eingesetzt wurden.
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10. Tagliche Anwendung nicht-steroidaler anti-inflammatorischer Arzneimittel.

11.Erhalt eines Impfstoffs oder Prifimpfstoffs innerhalb von 30 Tagen vor dem
Studieneinschluss oder geplanter Erhalt eines anderen Impfstoffs innerhalb von
28 Tagen nach Erhalt des Studienimpfstoffs.

12.Drogenabhangigkeit (z.B. Alkoholismus oder intravenéser Drogenkonsum, nicht
aber Nikotin oder Koffein) nach Einschatzung des Prifarztes.

13.Bekannte oder vermutete akute Atemwegsinfektion zum Zeitpunkt der Impfung
mit akuten Symptomen und Anzeichen wie z.B. Nasenfluss, frischer Husten,
Pharyngitis, Atemprobleme (z.B. pfeifendes Atmen, Kurzatmigkeit).

14.Jede Erkrankung, die nach Einschatzung des Priifarztes ein Gesundheitsrisiko fir
den Studienteilnehmer darstellte oder die Erreichung des Studienziels in Frage
stellte.

15.Vorgeschichte einer anaphylaktischen Sofortreaktion, einer Enzephalopathie
innerhalb von 7 Tagen oder von Krampfanféllen innerhalb von 3 Tagen nach
Erhalt eines Diphtherie-, Tetanus- oder Pertussis-Impfstoffs.

16.Geplante Teilnahme an einer anderen klinischen Prifung im Verlauf der
vorliegenden Studie (Ausnahme: Teilnahme an klinischer Prifung zur
Reaktogenitat nach Pertussisimpfung (Liese 2007)).

17.Thrombozytopenie oder eine andere Koagulationsstérung, die eine

Kontraindikation fir eine intramuskulare Injektion wéaren.

3.3. Impfstoffe

Die Probanden wurden fiir diese Studie nicht randomisiert. Teilnehmer der Gruppen
A/5aP und C/4wcP erhielten den Impfstoff TdaP-IPV (REPEVAX®) oder TdaP
(COVAXIS®, ggf. plus IPV Merieux®) gemaB der Randomisierung im Rahmen der
Reaktogenitatsstudie (Liese 2007). Teilnehmer der Gruppe B/4aP konnten nach
Wahl REPEVAX®, COVAXIS® oder COVAXIS® plus IPV Merieux® erhalten.

Alle verwendeten Impfstoffe sind in Deutschland durch das Paul-Ehrlich Institut
zugelassen und wurden von der Firma Sanofi Pasteur MSD GmbH, Leimen,

Deutschland, hergestellt und zur Verfigung gestellt.
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3.3.1. Darreichungsform und Zusammensetzung des Impfstoffes

Der TdaP-Impfstoff (COVAXIS®, Sanofi Pasteur, Deutschland) und der TdaP-IPV-
Impfstoff (REPEVAX®, Sanofi Pasteur, Deutschland) wurden in flissigen 0,5 ml-
Dosen verabreicht. Die aktiven Bestandteile waren in jedem aufgeflihrten Impfstoff in
gleicher Menge und Konzentration enthalten:

2,5 ug Pertussis-Toxoid (PT)

5 pg filamentéses Hamagglutinin (FHA)

5 pg Fimbrien Typ 2/ 3 (FIM)

3 pg Pertactin (PRN)

2 Lf Diphtherie-Toxoid (d)

5 Lf Tetanus-Toxoid (T)

Jede Dosis enthielt auch 1,5 mg Aluminiumphosphat, 0,6% 2-Phenoxyethanol, < 0,1
mg Formaldehyd, < 50 ng Glutaraldehyd und bis zu 0,5 ml Wasser zur Injektion.

Zusatzlich zu den genannten Komponenten erhielt der TdaP-IPV-Impfstoff
(REPEVAX®, Sanofi Pasteur, Deutschland) einen inaktivierten Poliomyelitis-Impfstoff
(aus Verozellen):

Poliovirus-Typ 1: 40 D-Einheiten

Poliovirus-Typ 2: 8 D-Einheiten

Poliovirus-Typ 3: 32 D-Einheiten

<0,01 % Tween 80

Jede Dosis konnte auch Rickstandspuren von Streptomycin, Neomycin und
Polymyxin B enthalten.

Jede 0,5 ml-Dosis IPV Merieux™ enthielt:

Poliovirus-Typ 1: 40 D-Einheiten

Poliovirus-Typ 2: 8 D-Einheiten

Poliovirus-Typ 3: 32 D-Einheiten

Jede Dosis enthielt auch <0,02% Formaldehyd und <1,0% 2-Phenoxyethanol. Es
konnten auch Ruickstandspuren von Streptomycin, Neomycin und Polymyxin B
enthalten sein. Die Impfstoffe wurden intramuskulér (i.m.) verabreicht, IPV Merieux®
konnte auch subkutan (s.c.) verabreicht werden.
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3.4. Ablauf der Studienbesuche
3.4.1. Aufklarung und Einverstandniserklarung

Nach eingehender Aufklarung des Probanden wund eines oder beider
Erziehungsberechtigten/r ~ wurde  zundchst von  einem  oder beiden
Erziehungsberechtigten und dem aufklarendem Arzt die Einverstéandniserklarung und
vom Probanden die Zustimmungserklarung zur Teilnahme an dieser Studie

unterzeichnet.

3.4.2. Dokumentation des Impfstatus und Blutentnahme

Der Polio-, Tetanus-, Diphtherie- und Pertussis-Impfstatus eines jeden
Studienteilnehmers wurde auf einem Dokumentationsbogen erfasst. Im Anschluss
wurden dem Jugendlichen direkt vor der Impfung und 1 Monat danach (28-36 Tage)
jeweils 10 ml heparinisiertes Blut (20 IU Heparin pro ml) und weitere 3 ml Vollblut zur
Gewinnung von Serum enthommen.

Das Blut wurde mit einem Kurierservice ungekuihlt verschickt und innerhalb von 24 h

nach Entnahme im Labor weiterverarbeitet.

3.4.3. Sicherheitsvorkehrungen

Die Probanden mussten nach der erhaltenen Impfung fir 15 Minuten unter arztlicher
Kontrolle bleiben und es musste eine entsprechende Ausriistung zur Versorgung
eines akuten allergischen Notfalls bzw. anaphylaktischen Schocks vorhanden sein.

3.5. Labormethoden

Alle beschriebenen Arbeitschritte mit Ausnahme der Serologie wurden im
Immunologischen Labor des Dr. von Haunerschen Kinderspitals der LMU Minchen,
Deutschland, durchgefihrt (Leitung: Prof. Dr. B. H. Belohradsky). Fir die Serologie
(siehe Abschnitt 3.5.1.). wurde das Institut fir Hygiene und Labormedizin, Helios
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Klinikum Krefeld, Deutschland beauftragt (Leitung: Prof. W. von Kénig, nationales

Pertussis-Referenzzentrum).

3.5.1. Serologie

Die Messung der serologischen Antikérper der Probanden erfolgte in dem Institut fir
Hygiene und Labormedizin, Helios Klinikum Krefeld, Deutschland (Leitung: Prof. W.
von Konig, nationales Pertussis-Referenzzentrum).

Mittels standardisiertem ELISA-Verfahren wurden die IgG-Antikérper gegen PT, PRN
und FHA wie friher beschrieben (Wirsing von Kbnig et al. 1999), gemessen. Fir die
Analysen wurden Antigene der Firma GlaxoSmithKline Biologicals SA, Rixensart,
Belgien, verwendet. Standardisierte ELISA fir Fimbrien (FIM) 2 / 3 waren zu diesem
Zeitpunkt nicht erhaltlich.

Im Uberblick ist dies ein "Sandwich-ELISA", bei dem die Festphase (Mikrotiterplatten)
mit dem Antigen beschichtet ist. Sind Antikérper in der zu untersuchenden Probe
vorhanden, binden sie an PT, FHA bzw. PRN. Nicht gebundene Serumbestandteile
werden ausgewaschen. AnschlieBend wird ein zweiter Detektions-Antikérper gegen
menschliches IgG zugegeben, der mit den an PT, FHA oder PRN gebundenen
Antikérpern reagiert. Nicht gebundener Zweitantikbrper wird erneut ausgewaschen.
Die Aktivitat des an den Zweitantikbrper gebundenen Enzyms wird durch Zugabe von
Substrat gemessen. Nach Beenden der Enzymreaktion durch eine pH-Anderung wird
die Extinktion bei der entsprechenden Wellenlange photometrisch gemessen und der
Gehalt an spezifischen Antikérpern im Vergleich zu einem Referenzpraparat (Serum
#3 des CBER/FDA) in ELISA-Einheiten pro ml Serum errechnet (EU/ml). Die
Berechnung der Standardkurve erfolgte Uber eine 4-Parameter-Logistik
Referenzlinienmethode  (,softmax“ Evaluationssoftware, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA).

Die Nachweisgrenze (minimal level of detection; MLD) fir alle Antigene lag bei 5
EU/ml. Seropositivitat der Probanden ist durch Werte = 5 EU/ml definiert. Seren, die
eine berechnete Konzentration von weniger als 5 EU/ml aufwiesen, wurden als

negativ bewertet und auf die Halfte der Nachweisgrenze (d.h. auf 2,5 EU/ml) gesetzt.
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3.5.2. Praparation der peripheren mononuklearen Zellen des Blutes

Aus dem frischen heparinisierten Blut wurden die peripheren mononukleéren Zellen
des Blutes (PBMC) innerhalb von 24 h durch Dichtezentrifugation mittels Ficoll-
Gradienten prapariert. Die Verarbeitung erfolgte unter sterilen Bedingungen unter
einem ,Airflow".

Je Probe wurden drei sterile Glasrdhrchen (8ml, Fa.Nunc, Nr.146183, Roskilde,
Danemark) mit 3 ml Ficollscher Ldésung (Lymphozyte Seperation Medium, Fa.
Biochrom, Berlin, Deutschland) geflllt. Jeweils ca. 3 ml von dem mit 1-2 ml RPMI
1640 Medium (Biochrom AG, Cat. No. FG 1215) verdinnten heparinisierten Blut
wurden vorsichtig auf die Ficoll-Ldsung geschichtet. Durch Zentrifugation mit 2000
U/min Uber 20 min wurden die PBMC aufgrund der Dichteunterschiede vom
restlichen Blut getrennt.

Die auf diese Weise separierten PBMC wurden mit Hilfe von sterilen Pasteurpipetten
aus den Roéhrchen abgesaugt und mit RPMI 1640 Medium zweimal gewaschen
(1.Zentrifugation bei 2000 U fir 10 min, 2. Zentrifugation bei 1500 U fir 10 min) und
so vom Plasma und der restlichen Ficoll-Lésung befreit. Fir die Zellzdhlung wurde
Trypanblau-Lésung 0,5% (40mg Trypanblau in 8 ml 0,9% NaCl) verwendet, wodurch
tote von lebenden Zellen unterschieden werden kénnen. Die Zellauszahlung erfolgte
in Neubauer-Zahlkammern bei 40-facher VergréBerung unter dem Mikroskop. Die
Lymphozytenkonzentrationen der verschiedenen Proben wurden mit N&dhrmedium
auf 1,5 x 10%ml lebende Zellen eingestellt. Das N&hrmedium war R5H (bestehend
aus RPMI 1640 Medium (Fa. Biochrom, Nr.F1215)+5 % inaktiviertem Humanserum
(Inaktivierung bei 56°C fir 30 min) +1% Antibiotika (Penicillin, Fa. Biochrom,
Nr.A2212). Bei der Zellzdhlung konnte eine Vitalitdt von mehr als 80% der Zellen in
allen Proben gesichert werden.

3.5.3. Serumgewinnung

Zur Gewinnung von Serum wurden den Probanden direkt vor und 28-36 Tage nach
Impfung 3 ml Vollblut in ein Serum- Gel- Réhrchen abgenommen (S-Monovette®,
Sarstedt AG&Co., Nimbrecht, Deutschland). Das Vollblut wurde am Tag der

Abnahme mit einem Kurier per Raumtemperatur verschickt und innerhalb von 24
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Stunden weiterverarbeitet, d.h. abgesert und bei -20°C bis zur Versendung in das
Institut fir Hygiene und Labormedizin (Helios Klinikum Krefeld, Deutschland)

eingefroren.

3.5.4. Lymphozytenzellkulturen

In Rundboden-Gewebekulturplatten (,96-well-Platten”, Cellstar, N0.650180, LOT
06090168, Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland) wurden pro well 100 pl
Lymphozytensuspension mit Nahrmedium (R5H: RPMI-1640 plus 1% Antibiotika),
entsprechend 150.000 Zellen pro well ausplattiert. Der Rundboden der Platten
ermodglichte eine madglichst groBe Nahe zwischen den Subpopulationen der
eingesetzten Lymphozyten und Monozyten und damit eine gute Interaktionsfahigkeit
zwischen antigenprasentierenden Zellen und spezifischen T-Zellen. Die spezifischen,
auch in den Impfstoffen enthaltenen Pertussisantigene PT (2 pg/ml, inaktiviert durch
Erhitzung auf 80°C fir 20 min), FHA (10 pg/ml), PRN (10 pg/ml) und FIM (10 pg/ml)
wurden auf einer Platte flr durchflusszytometrische Analysen und einer Platte far
spezifische Lymphozytenproliferation ausplattiert. Wie auch in anderen Studien
beschrieben (Zepp et al. 1996, Esposito et al. 2001), haben wir inaktiviertes PT flr
die in vitro Stimulation benutzt, da bekannt ist, dass natives PT mitogen auf
Lymphozyten wirkt. Damit kann man die unspezifische Stimulation aufgrund des
nativen Toxins ausschlieBen, die sonst die spezifischen Reaktionen auf das Antigen
Uberdeckt hatte. AuBerdem wurden zwei Positiv- und zwei Negativ-Kontrollen
angesetzt. Eine Positiv-Kontrolle erfolgte durch die Zugabe des Mitogens
Phytohamagglutinin (PHA, Fa. Oxoid, London, England, Nr. HW/30852801, 2mg,
Stammlésung 1 mg/ml), welches (ber eine Kreuzvernetzung von
Lymphozytenrezeptoren zu einer unspezifischen Lymphozytenstimulation flhrt.
Diese Positiv-Kontrolle wurde zusammen mit einer Negativ-Kontrolle (ausschlieBlich
Nahrmedium R5H) fir 48 h inkubiert. Die andere Positiv-Kontrolle erfolgte mit
Diphtherie- und Tetanus-Toxoid (Fa. Behring, Marburg, D, aus der Produktion
Impfstoffe Dr. Blackkolb: T-Toxoid Nr.4800 Lf/ml, 19,5g Eiw./l, D-Toxoid Nr.3400
Lf/ml 13,7g Eiw./l). Diese Positivkontrolle wurde zusammen mit der zweiten
Negativkontrolle flir sechs Tage inkubiert. Die Platte flr durchflusszytometrische

Analysen wurde fir 48 h inkubiert, da dies in eigenen Vorversuchen als optimaler
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Zeitpunkt ermittelt wurde. Alle Ansatze wurden als Doppelbestimmungen
durchgefihrt.

Die Platten wurden im Brutschrank (Heraeus, Kendro Laboratory Products) bei 37°C
und 96% relativer Luftfeuchte in 5% CO?2? angereicherter Atmosphéare fur die
vorgegebenen Zeitrdume inkubiert.

3.5.5. Lymphozytenproliferation nach Antigenstimulation

Nach einer Inkubationszeit der Antigen-stimulierten Kulturplatte von 6 Tagen wurden
die stimulierten Lymphozyten mit 1,5 uCi 3H-Thymidin (Amersham, UK) versetzt und
vermischt. Nach erneuten 16 h Inkubationszeit bei 37°C wurden die radioaktiv
markierten Zellen mittels eines Zell-Harvesters (Fa. Skatron, Schweden) auf einem
Filterpapier (Fa. Skatron, Nr.11731) aufgefangen und gewaschen. Dort trockneten
sie und die Filterpapiere wurden in Szintillations-Réhrchen gegeben, in denen sie mit
5 ml Szintillationsflissigkeit (Rotiszint,11 eco, Fa.Carl Roth GmbH, Firth/D,
Nr.9500.2) versetzt und mit einem B-Counter (Beckmann, Germany) ausgezahlt
wurden. Dieser Szintillationszahler misst die Radioaktivitdt aufgrund des Tritium-
Einbaus in die neusynthetisierte DNA in cpm (counts per minute) und gibt somit
Auskunft Gber die Lymphozytenproliferation der jeweiligen Probe.

Die Lymphozytenproliferation 1asst sich mit Hilfe des Stimulationsindex beschreiben.
Der Stimulationsindex berechnet sich aus dem Quotienten des 3H-Thymidin-Einbaus
in Antigen-stimuliertem Lymphozytenansatz und nicht stimuliertem Ansatz. Er ist ein
MaB dafir, um welchen Faktor die spezifische Stimulation mit einem Antigen die
Proliferation der Lymphozyten erhéht.

3.5.6. Zytokin-Bestimmungen im Kulturiberstand

Um Pertussis-Toxoid induzierte Zytokin-Produktion zu messen wurden aus den
Uberstanden der Lymphozytenkulturen fiir die FACS-Analyse nach 48 h
Inkubationszeit jeweils 90 pl Uberstand vorsichtig abpipettiert und bis zur
Weiterverarbeitung bei -20°C eingefroren. Fir die Untersuchungen wurde der
.-Human Th1/Th2 cytometric bead array-Kit* (BD Biosciences, San Jose, CA USA)
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nach Herstellerangaben verwendet. Hiermit konnten in einem Versuchsdurchlauf 6
verschiedene Th1 (IL-2, TNF-a und INF-y)- bzw.Th2 (IL-4, IL-5 und IL-10)-typische
Zytokine gemessen werden. Dieses Verfahren funktioniert nach dem Prinzip eines
Sandwich-Assay, bei dem der Capture-Antikérper jedoch nicht an eine
Mikrotiterplatte, sondern an ein Polymerkigelchen (Bead) gekoppelt ist, in dem sich
Fluoreszenzmoleklle befinden, die zu einer eindeutigen Identifikation in
durchflusszytometrischen Analysen flihren. Die in einem zweiten Schritt eingesetzten
mit Phycoerythrin (PE)-beladenen spezifischen Detektionsantikbrper binden an den
Komplex aus Capture-Bead und Zytokin, die Analyse erfolgt am
Durchflusszytometer. Anhand einer Standardkurve kénnen quantitative Angaben zu
den Zytokinen generiert werden. Die Analyse erfolgte mittels eines eigens hierfar
entwickelten Computerprogramms, der BD CBA Software (BD CBA Biosciences).
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Abb.1: ,Sandwich Assay“ Technik fur die CBA Immunoassays; die zu bestimmenden Zytokine werden
von Antikbrpern gebunden, die an Kugeln haften. Zugabe von farblich markierten
Detektionsantikdrpern gegen diese Zytokine fOhrt zur Bildung eines markierten Zytokin-
Antikdrperkomplexes. Die Zytokinquantitdt kann mittels durchflusszytometrischer Untersuchungen

gemessen werden. BD Biosciences, San Jose, CA USA.

3.5.7. Durchflusszytometrische Analyse

Die Immunophénotypisierung der peripheren Lymphozyten und Untersuchung der
Expression von Aktivationsmarkern nach Antigenstimulation wurde mittels
durchflusszytometrischer Analyse durchgefihrt. Es wurden monoklonale, mit
fluoreszierenden Farbstoffen markierte Antikérper (PE-Cy5 anti-human CD 4, APC
anti-human CD 8, PE anti-human CD 25, FITC anti-human CD 69; alle von BD
Pharmingen™) gegen Oberflachenmarker der Lymphozyten eingesetzt.  Die
Lymphozyten wurden in Zellkulturen (wie im Abschnitt 2.4.3. beschrieben) angesetzt.
Nach 48 h wurden sie in FACS-Rdéhrchen (5 ml Rundbodenréhrchen, BD Falcon)
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gefallt und mit je 3 pl aller Antikdrper pro Probe fir 30 min im Dunkeln inkubiert,
sodass die Antikdrper an die Lymphozyten binden konnten. Danach erfolgte ein
Waschschritt mit 2,5 ml PBS (phosphate buffered saline, Dulbecco 1%, LE, Biochrom
AG) und eine Zentrifugation bei 2000 U iber 10min. Die Uberstande wurden
dekantiert und die Lymphozytensuspension mit 200 pyl PBS aufgefillt. Die Analyse
erfolgte im FACSCalibur (Becton Dickinson, NJ/USA), die Daten wurden wahrend
der Analyse gespeichert.

Fir jede Probe wurden 10.000 Zellen im anhand von FSC und SSC generierten
Lymphozyten-Fenster analysiert. Die Gerateeinstellung fir 4 Farben-Analyse fur
Lymphozyten wurde vorher optimiert. Um die unspezifische Hintergrundbindung zu

bestimmen wurden Maus- 1gG1- Isotypkontrollen mitgefiihrt.

3.5.8. Datenanalyse / Statistik

Die erhobenen Daten wurden mit Hilfe von Microsoft-Excel™, SPSS, REPORT
Version 6.6, TESTIMATE Version 6.4. (IDV Gauting, Germany), GraphPad Prism
Version 4.01 fir Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) und far die
Zytokinbestimmung mit der BD CBA Software (BD Biosciences, San Jose, CA USA)
ausgewertet.

Zum Vergleich der vor und nach Auffrischimpfung ermittelten Werte zur humoralen
und zellvermittelten Immunitat innerhalb der Gruppen wurde der Wilcoxon-Test fur
verbundene Stichproben verwendet, fiir den Zwischengruppenvergleich der
Wilcoxon-Mann-Whitney-U Test fiir unverbundene Stichproben. Folgende
Gruppenpaare wurden im Zwischengruppenvergleich gegeneinander getestet: A/5aP
versus B/4aP, A/5aP versus C/4wcP und B/4aP versus C/4wcP.
Korrelationsanalysen wurden mit Hilfe des Rangkorrelationskoeffizienten von
Spearman durchgeflihrt. Als Signifikanzniveau wurde jeweils ein P-Wert < 0,05
gefordert.

Zur Interpretation der Gruppenunterschiede wie auch zur Veranschaulichung wurde
das Mann-Whitney-UberlegenheitsmaB (MW), das dazugehérige RelevanzmaB und
sein zweiseitiges 95%-iges Konfidenzintervall graphisch dargestellt.

Das MW-MaB (0.0 bis 1.0) gibt die Wahrscheinlichkeit an, dass ein zufallig
ausgewahlter Proband der Testgruppe einen jeweils besseren Wert hat als ein
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zuféllig ausgewahlter Proband der Referenzgruppe. Die allgemein anerkannten
Grenzwerte sind:

0.36 mittlere Unterlegenheit (definierte Grenze fiir Nicht-Unterlegenheit)

0.44 kleine Unterlegenheit

0.50 Gleichheit

0.56 kleine Uberlegenheit

0.64 mittlere (relevante) Uberlegenheit

0.71 groBe Uberlegenheit

Die Nullhypothese geht von keiner Anderung der Laborparameter im
Innergruppenvergleich bzw. von keinem Unterschied der Vor- und Nachwerte im
Zwischengruppenvergleich aus.

Die graphischen Darstellungen beinhalten Boxplots, Streudiagramme und reverse
kumulative Verteilungskurven (reverse cumulative curves, siehe Abschnitt 4.1.) zur
besseren Darstellung der Antikérper- Verlaufe und Tabellen.

Die graphische Darbietung der serologischen Daten mittels reversen kumulativen
Verteilungskurven erleichtert die gesamte Darstellung der erhobenen Daten,
ermoglicht eine schnelle visuelle Beurteilung wichtiger Details der Verteilung und
vereinfacht den Vergleich von Verteilungen (Reed et al. 1995). Dabei reprasentiert
die horizontale Achse die Antikérperlevel in logarithmischer Darstellung, die vertikale
Achse reicht von 0% bis 100% und reprasentiert den prozentualen Anteil an
Probanden, die mindestens den jeweiligen Antikérperlevel besitzen. Die Graphik wird
durch das Auftragen des prozentualen Anteils an Probanden auf die vertikale Achse
erstellt, die eine gleiche oder hdhere Antikdrperkonzentration haben als das jeweilig

angezeigte Level auf der horizontalen Achse.
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4. Ergebnisse
4.1. Serologie vor und nach Impfung

4.1.1. Zusammenfassung

Es wurden die IgG-Titer auf die Pertussisantigene PT, FHA, PRN bei allen 78
Probanden untersucht. Bei einem Probanden aus Gruppe A/5aP konnte der Vorwert
aufgrund eines technischen Problems in der Verarbeitung nicht bestimmt werden.

Alle anderen Proben konnten technisch einwandfrei analysiert werden.

Der prozentuale Anteil der Probanden mit 2-fachem Titeranstieg nach der Impfung ist
in allen drei Gruppen vergleichbar angestiegen, es zeigen sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen. So ist nach Impfung in Gruppe A/5aP ein 2-
facher Titeranstieg von IgG gegeniuber PT bei n=28/36 (77,8%), in Gruppe C/4wcP
bei n=14/18 (77,8%) und in Gruppe B/4aP bei n=19/23 (82,6%) zu sehen. Dieser 2-
fache Titeranstieg ist noch ausgepragter gegeniber FHA bei n=33/36 (91,7%) in
Gruppe A, n=23/23 (100%) in Gruppe B und n=16/18 (88,9%) in Gruppe C, sowie
gegenlber und PRN (100% in Gruppe A [n=36/36] und B [n=23/23], 94,4% in
Gruppe C [n=17/18]; s. Tabelle 1).

In allen 3 Gruppen konnte fur alle 3 Antigene (PT, FHA, PRN) ein signifikanter
Titeranstieg nach Impfung ermittelt werden. Signifikante Gruppenunterschiede
bestehen zu Gunsten von Gruppe C im Vergleich mit Gruppe A und B im Nachwert
bei der serologischen Antwort auf PT, sowie zu Gunsten von Gruppe A im Vergleich

mit Gruppe C im Vorwert bei der serologischen Antwort auf FHA.

Far Gruppe A, die zuvor 5 Dosen azellularen Impfstoffes erhalten hatte, waren die
Antikorpertiter gegen PT und FHA nach der Gabe der 5. Dosis azellularen
Impfstoffes im Alter von 4-6 Jahren bekannt (siehe Abschnitt 4.1.2. bzw. 4.1.3.).
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Seropositivitat

vor Impfung

% (95% Cl)

Seropositivitat
nach Impfung

% (95% Cl)

2-facher Titer-
anstieg

% (95% Cl)

Antikérper  Gruppe GMT vor Impfung  GMT nach Impfung
(EU/mI) (95% Cl)  (EU/ml) (95% Cl)

Anti-PT

IgG A/5aP 4.2 (3.2-5.5) 16.4 (11.4-23.6)*
B/4aP 3.9 (2.8-5.3) 17.1 (9.7-30.1)*
Cl4wcP 9.7 (4.2-22.5) 50.3 (26.1-97.0)*

Anti-FHA

IgG A/5aP 25.2(16.8-37.8)* 161.0 (122.3-211.8)
B/4aP 15.0 (9.4-23.9) 127.0 (89.1-181.2)
Cl4wcP 10.7 (5.2-21.9)*  137.6 (98.9-191.3)

Anti-PRN

I9G A/5aP 18.8 (12.5-28.2)  600.7 (449.6-802.6)
B/4aP 13.3 (6.3-28.0) 407.3 (260.6-636.7)
Cl4wcP 14.0 (6.3-30.9) 639.0 (370.0-1103.3)

36.1 (20.8-53.8)

30.4 (13.2-52.9)

55.6 (30.8-78.5)

94.4 (81.3-99.3)

82.6 (61.2-95.1)

61.1(35.8-82.7)

88.9 (73.9-96.9)

56.5 (34.5-76.8)

72.2 (46.5-90.3)

86.5 (71.2-95.5)

82.6 (61.2-95.1)

94.4 (72.7-99.9)

100 (90.5-100)

100 (85.2-100)

100 (81.5-100)

100 (90.5-100)

100 (85.2-100)

100 (81.5-100)

77,8 (60.9-89.9)

82,6 (61.2-95.1)

77,8 (52.4-93.6)

91,7 (77.5-98.3)

100 (85.2-100)

88,9 (65.3-98.6)

100 (90.3-100)

100 (85.2-100)

94,4 (72.7-99.9)

Tabelle 1: Antik6rpertiter der drei Gruppen vor und nach Impfung.

Antikorpertiter vor und nach Impfung sind in EU/ml angegeben. Die minimale Nachweisgrenze
(minimal level of detection; MLD) lag bei 5 EU/mI. Antikérpertiter unterhalb dieser Grenze wurden auf
einen Wert von 2,5 EU/ml gesetzt. Seropositivitat ist durch Werte = 5 EU/ml definiert.

A/5aP Gruppe (aP = azellularer Pertussisimpfstoff): Diese Gruppe erhielt zuvor insgesamt 5 Dosen
B/4aP Gruppe (aP =

Pertussisimpfstoff): Diese Gruppe erhielt zuvor insgesamt 4 Dosen azellularen Impfstoffes, zuletzt im

azellularen Impfstoffes, zuletzt im Alter von 4-6 Jahren. azellularer

Alter von 18-24 Monaten. C/4wcP Gruppe (wcP = whole cell bzw. Ganzkeim-Pertussisimpfstoff):
Diese Gruppe erhielt zuvor insgesamt 4 Dosen Ganzkeimimpfstoff, zuletzt im Alter von 18-24 Monaten
(A/5aP Gruppe:n=36; B/4aP Gruppe:n=23; C/4wcP Gruppe:n=18).

* statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (Mann-Whitney-U Test; siehe Text)

4.1.2. Serologische Antwort auf Pertussistoxin (PT)

Ein mindestens zweifacher Titeranstieg gegentber dem Ausgangswert konnte flr
n=28/36 (78%) in Gruppe A/5aP, n=19/23 (83%) in Gruppe B/4aP und n=14/18
(78%) in Gruppe C/wcP ermittelt werden.
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Der Geometric Mean Titre (GMT) vor Impfung lag bei 4,2 EU/mI, 3,9 EU/mIl bzw. 9,7
EU/ml (Gruppe A, B, C). Der GMT nach Impfung lag bei 16,4 EU/ml, 17,1 EU/mI| bzw.
50,3 EU/mI (Gruppe A, B, C).

Dabei war der GMT vor Impfung in Gruppe A (4,22 EU/ml) im Vergleich zum Wert
aus der Vorgangerstudie nach Impfung mit einer finften Dosis Biken DTaP im Alter
von 4-6 Jahren (123,1 EU/ml) deutlich abgesunken. In dieser Vorgangerstudie von
Liese et al. wurde die Sicherheit und Immunogenitat der Gabe einer 5. Dosis des
azellularen Biken-Impfstoffes in Kombination mit Diphtherie- und Tetanus-Toxoid im
Alter von 4-6 Jahren untersucht (Liese et al. 2001).

Nur 13 von insgesamt 36 Probanden (36%) aus Gruppe A hatten vor Impfung einen
nachweisbaren Titer (> 5 EU/mI). Im Vergleich mit den anderen beiden Gruppen
zeigt sich in Gruppe C beim Vorwert eine nicht signifikante Tendenz zu héheren
Werten (MWU-MaB = 0,62 bzgl. Gruppe A bzw. 0,65 bzgl. Gruppe B). Diese
Tendenz wird auch durch die reversen kumulativen Verteilungskurven gestitzt (Abb.
1 und 2). Zwischen Gruppe A und B konnten keine Unterschiede im Vorwert ermittelt
werden.

Nach Impfung sind bei allen Gruppen signifikante Titeranstiege zu verzeichnen (p <
0,0001). Nach der Impfung erreichen die Probanden der Gruppe C signifikant héhere
Werte als Gruppe A und B (p = 0,001; MWU = 0,77 bzw. p = 0,006; MWU = 0,75).

Zwischen Gruppe A und B ist wiederum kein Unterschied festzustellen.

IgG-PT (pre)
W GroupA "4 GroupB Y GroupC

1.0 | — MLD

0.8 —
2]
3
a 0.6
>
%5
S 04 L
c
i |
g 0.2 — \_|_|—|_‘
o
“ 00—

\ \ \ \
5 10 100 300

Antibody level, EU/ml (Log 10 Transformation)



Ergebnisse 39

IgG-PT (post)
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Abbildungen 1 und 2: Reverse kumulative Verteilungskurven von IgG-Antikérpern gegen PT
vor und nach Impfung.

Die horizontale Achse reprasentiert die Antikdrpertiter in logarithmischer Darstellung. Auf der
vertikalen Achse wird der prozentuale Anteil der Probanden reprasentiert, der mindestens den
jeweiligen Level der Antikdrpertiter besitzt, die Achse reicht von 0% bis 100%.

Die minimale Nachweisgrenze (MLD, minimal level of detection) liegt bei 5 EU/ml. Antikdrperlevel
unter der Nachweisgrenze bekamen einen arbitraren Wert von der Hélfte der Nachweisgrenze (2,5
EU/mI) zugeordnet. (A/5aP Gruppe:n=36; B/4aP Gruppe:n=23; C/4wcP Gruppe:n=18).

4.1.3. Serologische Antwort auf filamentéses Hamagglutinin (FHA)

Ein mindestens zweifacher Titeranstieg konnte flir n=33/36 (92%) in Gruppe A/5aP,
n=23/23 (100%) in Gruppe B/4aP und n=16/18 (89%) in Gruppe C/4wcP ermittelt
werden.

Der GMT vor Impfung lag bei 25,2 EU/ml, 15,0 EU/ml bzw. 10,7 EU/mI (Gruppe A, B,
C). Der GMT nach Impfung lag bei 161,0 EU/mI, 127,0 EU/m| bzw. 136,6 EU/mI
(Gruppe A, B, C).

Die Titer vor Impfung waren in Gruppe A im Vergleich zum Wert aus der Vorstudie
(Liese et al. 2001) nach Impfung abgesunken, hielten sich aber bei 34 von 36
Probanden (94%) oberhalb der Nachweisgrenze (GMT der Vorstudie: 241,1 EU/ml;

GMT in unserer Studie: 25,2 EU/ml). Nach Impfung wurde bei unserer Studie ein
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niedrigerer GMT (161,0 EU/ml) erreicht als nach der Impfung im Rahmen der
Vorstudie (241,1 EU/ml).

Beim Vorwert zeigen sich fir Gruppe A im Vergleich mit Gruppe C signifikant héhere
Werte (p = 0,039; MWU = 0,33), im Vergleich mit Gruppe B eine Tendenz zu
héheren Werten (MWU = 0,4). Zwischen den Gruppen B und C kdnnen keine
Unterschiede im Vorwert ermittelt werden. Nach Impfung sind bei allen Gruppen
signifikante Titeranstiege (p < 0,0001) zu verzeichnen. Nach Impfung sind keine

Unterschiede zwischen den Gruppen vorhanden.
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IgG-FHA (post)
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Abbildungen 3 und 4: Reverse kumulative Verteilungskurven von IgG-Antikérpern gegen FHA
vor und nach Impfung.

Die minimale Nachweisgrenze (MLD, minimal level of detection) liegt bei 5 EU/mIl. Antikdrperlevel
unter der Nachweisgrenze bekamen einen arbitrdren Wert von der Hélfte der Nachweisgrenze (2,5
EU/ml) zugeordnet. (A/5aP Gruppe:n=36; B/4aP Gruppe:n=23; C/4wcP Gruppe:n=18).

4.1.4. Serologische Antwort auf Pertactin (PRN)

Ein mindestens zweifacher Titeranstieg konnte flir n=36/36 (100%) in Gruppe A/5aP,
n=23/23 (100%) in Gruppe B/4aP und n=17/18 (94%) in Gruppe C/4wcP ermittelt
werden.

Der GMT vor Impfung lag bei 18,8 EU/mI, 13,3 EU/ml bzw. 14,0 EU/mI (Gruppe A, B,
C). Der GMT nach Impfung lag bei 600,7 EU/mI, 407,3 EU/m| bzw. 639,0 EU/mI
(Gruppe A, B, C).

Flr Pertactin existieren keine Vorwerte fur Gruppe A aus der Vorgangerstudie (Liese
et al. 2001), da der Biken DTaP-Impfstoff keine bzw. nur minimale Mengen PRN
enthalt.

Vor der Impfung waren keine Unterschiede zwischen den Gruppen erkennbar. Nach
der Impfung sind bei allen Gruppen signifikante Titeranstiege zu verzeichnen. Es
zeigt sich nach der Impfung eine Tendenz zu héheren Werten bei Gruppe A und C
gegeniber Gruppe B (MWU = 0,40 bzw. 0,60). Zwischen Gruppe A und C konnte
kein Unterschied in den Nachwerten ermittelt werden.
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IgG-PRN (post)
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Abbildungen 5 und 6: Reverse kumulative Verteilungskurven von IgG-Antikérpern gegen PRN
vor und nach Impfung.

Die minimale Nachweisgrenze (MLD, minimal level of detection) liegt bei 5 EU/ml. Antikérperlevel
unter der Nachweisgrenze bekamen einen arbitrdren Wert von der Halfte der Nachweisgrenze (2,5
EU/mI) zugeordnet. (A/5aP Gruppe:n=36; B/4aP Gruppe:n=23; C/4wcP Gruppe:n=18).
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4.2. Zellvermittelte Immunitat / cell mediated immunity (CMI) vor und nach
Impfung
4.2.1. Lymphozytenproliferation in-vitro nach Antigenstimulation mit PT
4.2.1.1. Stimulationsindex (Sl) innerhalb der einzelnen Gruppen vor und
nach Impfung

Der Stimulationsindex |asst sich fir jeden einzelnen Probanden aus dem Quotienten
des *H-Thymidin-Einbaus im Antigen-stimulierten Lymphozyten-Ansatz und nicht-
stimulierten Ansatz berechnen. Er ist ein MaB dafir, um welchen Faktor die
spezifische Stimulation mit dem jeweiligen Antigen die Proliferation der Lymphozyten
erhéht. Es wird allgemein anerkannt, dass ab einem Stimulationsindex = 4 eine
positive zellvermittelte Immunitat (CMI) auf das geprtifte Antigen vorliegt.

Vor der Impfung waren in Gruppe A/5aP nach Stimulation mit PT n=14/37 Probanden
(37,8%) CMI-positiv, nach der Impfung waren es n=23/37 (62,2%).

In Gruppe B/4aP waren vor Impfung n=9/21 Probanden (42,9%) CMI-positiv, nach
der Impfung waren es n=17/21 (81%), dies ist ein signifikanter Anstieg (Wilcoxon-
Test, p=0,022). In Gruppe C/4wcP zeigte sich ein Anstieg von n=9/17 Probanden
(52,9%) vor Impfung auf n=13/17 (76,5%) nach Impfung.

Im Median reagieren all drei Gruppen auf Antigenstimulation mit PT mit einem
Anstieg des Sl, wobei dieser bei Gruppe A am starksten und bei Gruppe B am
zweitstarksten ausfallt (Abb.1). In Gruppe A ist der Anstieg signifikant (Wilcoxon-
Test, p=0,047).



Ergebnisse 44

CMI
Stimulationsindex-PT

Group A Group B Group C

SI

Log 2

pre post pre post pre post

Abb.1:Boxplot-Darstellung der Stimulationsindices (SI) von Pertussistoxin (PT) vor (pre) und 28-36
Tage nach (post) Impfung.

Die SI sind auf der Y-Achse im Zweier-Logarithmus dargestellt. (A/5aP Gruppe:n=37; B/4aP
Gruppe:n=21; C/4wcP Gruppe:n=17).

4.2.1.2. Vergleich des Sl der drei Impfgruppen

Es zeigen sich weder vor noch nach der Impfung signifikante Unterschiede im
Stimulationsindex bezlglich PT zwischen den drei Gruppen A/5aP, B/4aP und C/wcP
(Mann-Whitney-U-Test). Auch hinsichtlich des Vorhandenseins eines positiven
Stimulationsindex (= 4) bestehen zwischen den drei Gruppen weder vor noch nach
Impfung signifikante Unterschiede. Positive Stimulationsindices gegeniber PT
bestanden bei 43% der Probanden bereits vor Impfung.

4.2.2. Lymphozytenproliferation in-vitro nach Antigenstimulation mit FHA
4.2.2.1. Stimulationsindex (Sl) innerhalb der einzelnen Gruppen vor und

nach Impfung
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Vergleicht man die Ausgangswerte der S| nach Antigenstimulation mit FHA mit
denen nach PT-Stimulation, sieht man im Allgemeinen héhere Werte vor Impfung bei
den Stimulationen mit FHA (Abb.1 und Abb.2).

Gruppe A/5aP hat auf Stimulation mit FHA hin vor Impfung 29/37 (78,4%) CMI-
positive Probanden (Sl = 4), nach Impfung steigt der Anteil der CMI-Positiven auf
32/37 (86,5%). Gruppe B/4aP zeigt einen signifikanten Anstieg von 13/21 (61,9%)
auf 20/21 (95,2%), (Wilcoxon-Test, p=0,039). In Gruppe C/4wcP sind 11/17 (64,7%)
der Probanden vor Impfung CMI-positiv, danach sind es 16/17 (94,1%). Nur in
Gruppe B zeigt sich ein signifikanter Anstieg (p<0,05), wobei nach Impfung auch ein

sehr hoher Anteil der Probanden aus Gruppe C eine positive CMI erlangt haben.

Nach Antigenstimulation mit FHA ist in allen Gruppen im Median ein Anstieg der Sl
nach Impfung zu sehen, der bei Gruppe A und C Signifikanz erreicht (Wilcoxon-Test,
p=0,004 bzw. p=0,009).
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Abb.2: Boxplot-Darstellung der Stimulationsindices (Sl) fur filamentéses Hamagglutinin (FHA) vor
(pre) und 28-36 Tage nach (post) Impfung.

Die SI sind auf der Y-Achse im Zweier-Logarithmus dargestellt. (A/5aP Gruppe:n=37; B/4aP
Gruppe:n=21; C/4wcP Gruppe:n=17).
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4.2.2.2. \Vergleich des Sl der drei Impfgruppen

Es zeigen sich weder vor noch nach der Impfung signifikante Unterschiede im
Stimulationsindex bezlglich FHA zwischen den drei Gruppen A, B und C (Mann-
Whitney-U-Test). Auch hinsichtlich des Vorhandenseins eines positiven
Stimulationsindex (= 4) bestehen zwischen den drei Gruppen weder vor noch nach
Impfung signifikante Unterschiede. Positive Stimulationsindices gegeniber FHA
bestanden bei 71% der Probanden bereits vor Impfung.

4.2.3. Lymphozytenproliferation in-vitro nach Antigenstimulation mit PRN
4.2.3.1. Stimulationsindex (Sl) innerhalb der einzelnen Gruppen vor und
nach Impfung

Gruppe A/5aP hat vor der Impfung mit 13/37 (35,1%) den niedrigsten Anteil an
Probanden mit positiver CMI nach Stimulation mit PRN aufzuweisen. Nach Impfung
steigt der Wert auf 25/37 (67,6%), dies ist ein signifikanter Anstieg (Wilcoxon-Test,
p=0,008). In Gruppe B/4aP ist ein geringer Anstieg von 13/21 (61,9%) CMI-positiven
Probanden vor Impfung auf 15/21 (71,4%) nach Impfung sichtbar, Gruppe C/4wcP
weist einen Anstieg von 9/17 (52,9%) auf 14/17 (82,6%) auf, dies ist jedoch ohne
Signifikanz.

Im Median reagieren Gruppe A und C auf Antigenstimulation mit Pertactin (PRN) mit
einem signifikanten Anstieg der Sl nach Impfung (Wilcoxon-Test, p=0,001 bzw.
p=0,007). Auffallig sind die hohen Ausgangswerte nach Stimulation mit PRN vor der
Impfung in Gruppe B. Nach Impfung kommt es nicht zu einer Steigerung des Sl-
Medians in Gruppe B (Abb.3).
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Abb.3: Boxplot-Darstellung der Stimulationsindices (Sl) von Pertactin vor (pre) und 28-36 Tage nach
(post) Impfung. (A/5aP Gruppe:n=37; B/4aP Gruppe:n=21; C/4wcP Gruppe:n=17).

4.2.3.2. Vergleich des Sl der drei Impfgruppen

Vor der Impfung zeigen sich deutliche Unterschiede in der CMI auf Pertactin
zwischen den Gruppen, wobei Gruppe B/4aP signifikant héhere Werte hat als
Gruppe A/5aP (Wilcoxon-Mann-Whitney-U Test, p=0,040).

Nach der Impfung zeigen sich keine signifikanten Unterschiede im Stimulationsindex
bezlglich PRN zwischen den drei Gruppen A/5aP, B/4aP und C/4wcP. Auch
hinsichtlich des Vorhandenseins eines positiven Stimulationsindex (= 4) bestehen
zwischen den Gruppen weder vor noch nach Impfung signifikante Unterschiede.
Positive Stimulationsindices gegentber PRN bestanden bei insgesamt 47% der
Probanden bereits vor Impfung.
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4.2.4. Lymphozytenproliferation in-vitro nach Antigenstimulation mit FIM
4.2.4.1. Stimulationsindex (Sl) innerhalb der einzelnen Gruppen vor und

nach Impfung

Alle Gruppen zeigen ahnliche Ausgangs- und Endwerte. In Gruppe A/5aP sind 22/37
(59,5%) Probanden mit positiver CMI vor Impfung, der Wert steigt nach Impfung auf
27/37 (73%). In Gruppe B/4aP sind vor der Impfung 11/21 (52,4%) der Probanden
CMI-positiv, nach der Impfung sind es 16/21 (76,2%). Bei Gruppe C/4wcP kommt es
zu einem Anstieg der CMI- positiven Probanden von 9/17 (52,9%) auf 14/17 (82,4%),

diese Anstiege sind jedoch nicht signifikant.

Im Median reagieren alle Gruppen auf Stimulation mit FIM mit einem Anstieg der Sl
nach Impfung, Gruppe C hat einen signifikanten Anstieg aufzuweisen (Wilcoxon-
Test, p=0,023). Gruppe A zeigt einen gerade nicht mehr signifikanten Anstieg
(p=0,053) (Abb.4).
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Abb.4:Boxplot-Darstellung der Stimulationsindices (SI) fir Fimbrien (FIM 2/3) vor (pre) und 28-36
Tage nach (post) Impfung.

Die SI sind auf der Y-Achse im Zweier-Logarithmus dargestellt. (A/5aP Gruppe:n=37; B/4aP
Gruppe:n=21; C/4wcP Gruppe:n=17).
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4.2.4.2. \Vergleich des Sl der drei Impfgruppen

Es zeigen sich weder vor noch nach der Impfung signifikante Unterschiede im
Stimulationsindex bezliglich FIM zwischen den drei Gruppen A, B und C (Mann-
Whitney-U-Test). Auch hinsichtlich des Vorhandenseins eines positiven
Stimulationsindex (= 4) bestehen zwischen den drei Gruppen weder vor noch nach
Impfung signifikante Unterschiede. Positive Stimulationsindices gegeniber FIM

bestanden bei 56% der Probanden bereits vor Impfung.

4.3. Zytokinproduktion in PT-stimulierten Lymphozytenkulturen nach
Impfung

In den mit PT stimulierten und als Kontrolle nicht stimulierten Kulturen fir die
durchflusszytometrischen Analysen wurden Zytokine der Th-1-Antwort (IL-2, TNF-q,
INF-y) und der Th-2-Antwort (IL-4, IL-5, IL-10) aus den Uberstanden bestimmit.

Die Zytokin-Bestimmungen wurden nur in den Proben nach Impfung durchgeflhrt.
FOr die statistische Auswertung konnten nur INF-y Werte in die Berechnung
einflieBen, da nur diese konstant Gber dem Detektionslevel von 20 pg/ml lagen und
sich die anderen Zytokine gréBtenteils darunter befanden.

Ein Streudiagramm der individuellen INF-y Werte nach Impfung zeigt Abb. 1. In allen
Gruppen (A/5aP, B/4aP und C/4wcP) zeigen sich in den mit PT stimulierten
Ansatzen signifikant héhere INF-y Werte als in den nicht stimulierten Kontroll-
Ansatzen (Wilcoxon-Test; Gruppe A: p<0,001; Gruppe B: p=0,0078; Gruppe C:
p=0,0156).

Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen
beziglich der INF-y Sekretion nach PT-Stimulation (Mann-Whitney-U Test).
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Abb.1: Streudiagramm der INF-y Sekretion nach Stimulation mit PT.

Die Zytokin-Sekretion nach Impfung wurde in Kulturiberstanden nach 48-stiindiger Stimulation mit PT

gemessen. Zur besseren Darstellung von AusreiBBern wurde die y-Achse zweigeteilt.

Die horizontal

en Linien stehen fur den Median.

Im Vergleich dazu kommt es nur bei einem geringeren Anteil der Probanden zu
messbar hohen TNF-a Werten nach Impfung und Stimulation mit PT (Abb. 2).
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Abb. 2: Streudiagramm der TNF-a Sekretion nach Stimulation mit PT.

Die Zytokin-Sekretion wurde in Kulturiberstanden nach Auffrischimpfung und 48-stiindiger Stimulation

mit PT gemessen.
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Bei 8 der 78 Probanden sind messbar hohe IL-5 Werte aufgetreten, die verstarkte
Th-2 Antworten andeuten kénnen. Diese sind mehrfach mit starken Lokalreaktionen
beziehungsweise Nebenwirkungen, wie zum Beispiel der Schwellung des gesamten
Armes, assoziiert worden (Rowe et al. 2005). Fir 6 der 8 Probanden liegen
Informationen zur Reaktogenitat der Impfung vor (simultane Teilnahme an der
Reaktogenitatsstudie). Einer der 6 Probanden (16,6%) zeigte eine starke Schwellung
und Rétung (siehe Tabelle 1), bei den anderen 5 Probanden (83,3%) wurde dies
jedoch nicht beobachtet. Somit zeigt sich kein Zusammenhang zwischen erhdhter
lokaler Reaktogenitat und IL-5-Nachweis bei unseren Probanden.

Es konnte auch keine auBergewdhnlich starke Reaktogenitat (Fieber, Schmerz,
Roétung, Schwellung) bei diesen Probanden im Vergleich mit der
Gesamtstudienpopulation erkannt werden, dies wurde jedoch aufgrund der geringen
Anzahl an Probanden mit messbar erhdhten IL-5 Werten und Impfreaktionen nicht

statistisch getestet.

Probandennummer | Fieber Schmerzen Schwellung (cm) Erythem (cm)
254 0 2 8,0 10,0
306 0 2 0 0
307 0 1 0 0
617 0 0 0 0
707 0 0 0 0
1416 0 0 0 0

Tabelle 1: Reaktogenitidt der Impfung bei 6 Probanden mit messbar hoher IL-5 Sekretion nach
PT-Stimulation.

Alle 6 Probanden gehérten zur Gruppe A und nahmen gleichzeitig an der parallel laufenden
Reaktogenitatsstudie einer 6. azellularen Pertussis-Auffrischimpfung teil.

Definitionen: Fieber = orale Temperatur = 37,5°C; Schmerz: 1 = nicht beeintrachtigend, 2 =
beeintrachtigend bei alltdglichen Aktivitdten, 3 = starke Beeintrdchtigung bzw. Hinderung an der
Durchfiinrung alltaglicher Aktivitdten; Schwellung = Schwellung der Injektionsstelle bzw. deren

Umgebung; Erythem = Rétung der Injektionsstelle und Umgebung.
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4.4. Immunophéanotypisierung peripherer Lymphozyten und Untersuchung der
Expression von Aktivierungsmarkern nach Stimulation mit

Pertussisantigenen vor und nach Impfung

Die durchflusszytometrischen Analysen zur Immunophanotypisierung peripherer
Lymphozyten und zur Expression von Aktivierungsmarkern wurden mit Antikérpern
gegen CD 4, CD 8, CD 25 und CD 69 in Antigen-stimulierten und unstimulierten
Kontrollen vor und nach Impfung durchgefihrt.

Es konnten keine Unterschiede in der Expression der Aktivierungsmarker CD 25 und
CD 69 auf CD 4+ T-Lymphozyten in stimulierten Kontrollen vor und nach Impfung
gezeigt werden. Nach Impfung konnte in stimulierten Kulturen keine Anderung in der
Anzahl der CD 8+/ CD 25+ Lymphozyten festgestellt werden, es ist jedoch ein
deutlicher Anstieg von CD 8+/ CD 69+ Zellen in jeder einzelnen Gruppe zu
beobachten gewesen (Abb. 1-6). Dieser Anstieg der CD 8+/ CD 69+ Zellen nach
Stimulation war signifikant fir alle vier getesteten Pertussis-Antigenen (PT (p<0,001),
FHA (p=0,021), PRN (p=0,003) und FIM (p=0,005); Wilcoxon-Test). In unstimulierten
Kontrollen trat dieser Effekt nicht ein.

Der Anstieg der CD 8+/ CD 69+ Lymphozyten nach Impfung tritt in allen drei
Impfgruppen auf, ohne sichtbare Unterschiede zwischen den Gruppen (Abb. 6; kein

statistischer Zwischengruppenvergleich).
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Abbildungen 1-5: Anstieg der CD8+/CD69+ Lymphozyten nach Impfung, Gruppen einzeln
dargestelit.
Die obere Begrenzung der Box steht fir das 75ste Perzentil, die untere fir das 25ste Perzentil. Der

waagerechte Strich in der Box kennzeichnet den Median der Sl. Die vertikalen Ausldufer tber und
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unter der Box markieren den gréBten und kleinsten Wert, der nicht als extremer Wert oder AusreiBer
klassifiziert wird (AusreiBer: Werte, deren Abstand vom 25sten bzw. 75sten Perzentil zw. dem 1,5-
und 3-fachen der Boxhdhe liegen. Extreme Werte: Abstand extremer Werte von dem 25sten 0. 75sten
Perzentil mehr als das 3-fache der Boxhdhe). Die y-Achse ist im Zweier-Logarithmus dargestellt.

Ein signifikanter Anstieg der CD8+/CD69+ Lymphozyten konnte nach Stimulation mit PT, FHA, PRN
und FIM gezeigt werden, jedoch nicht in unstimulierten Kontrollgruppen (Gruppe A: n=37, Gruppe B:
n=21, Gruppe C: n=17).
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Abbildung 6: Anstieg der CD8+/CD69+ Lymphozyten nach Impfung, Gruppen
zusammengefasst.

Oberflachenmarker auf T-Lymphozyten wurden nach 48-stliindiger Stimulation mit B. pertussis
Antigenen (PT, FHA, PRN, FIM) oder ohne Antigenstimulation (Kontrollen) gemessen.
Durchflusszytometrische Analysen wurden vor (pre) und nach (post) der azellularen Auffrischimpfung
durchgefiinrt. Es wird der prozentuale Anteil CD8+/CD69+ Lymphozyten an der
Gesamtlymphozytenzahl dargestellt. Zur besseren Darstellung von AusreiBern wurde die y-Achse
zweigeteilt. Die obere Begrenzung der Box steht fir das 75ste Perzentil, die untere fiir das 25ste
Perzentil. Der waagerechte Strich in der Box kennzeichnet den Median der Si, die vertikalen Auslaufer

markieren die 10te (unten) bzw. 90ste Perzentile (oben).

* Signifikanter Anstieg nach Impfung (Wilcoxon-Test).
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5. Diskussion

Das vorrangige Ziel dieser Doktorarbeit und der zugrunde liegenden Studie ist die
Untersuchung der Pertussis-spezifischen Immunitat bei drei Gruppen von 10- bis 14-
jahrigen Jugendlichen mit unterschiedlicher Grundimmunisierung (mit Ganzkeim-
bzw. azellularem Impfstoff), die mit einem azelluldren Pertussis-Impfstoff eine
Auffrischimpfung erhalten haben.

Die Immunitat in der Gruppe der Adoleszenten, welche im Alter von 4 bis 6 Jahren
eine zusatzliche 5. Dosis eines azellularen Pertussis-Impfstoffs erhalten haben (die
seit Marz 2006 in Deutschland offiziell empfohlen wird), soll mit der Pertussis-
spezifischen Immunitat von gleichaltrigen Adoleszenten, die diese zusatzliche
Auffrischimpfung nicht erhalten haben, verglichen werden. Des Weiteren sollen
eventuell vorhandene Unterschiede in der Immunantwort Jugendlicher, deren
Grundimmunisierung entweder mit azellularem oder mit Ganzkeimimpfstoff stattfand,
herausgearbeitet werden. Diese Untersuchungen sollen dazu beitragen, den
Zeitpunkt der Auffrischimpfungen und die notwendige Anzahl der Impfungen besser

beurteilen zu kdnnen.

5.1. Pertussis-spezifische humorale Immunitat bei Adoleszenten mit
unterschiedlicher Grundimmunisierung vor und nach azellularer Pertussis-

Auffrischimpfung

In allen drei Impfgruppen konnten nach Impfung signifikante Titeranstiege bei fast
allen Teilnehmern gegen die getesteten Antigene (PT, FHA und PRN) im Vergleich
zu den Werten vor Impfung erreicht werden. Es zeigte sich kein Unterschied
zwischen den Gruppen im 2-fachen Titeranstieg nach Impfung, die Seropositivitat
(Werte 2 5 EU/ml) nach Impfung gegeniber PRN und FHA betrug 100%, gegenlber
PT 88%.

In der Vorgangerstudie wurde die Sicherheit und Immunogenitdt der Gabe einer
funften Dosis des azellularen Biken-Impfstoffes untersucht (Liese et al. 2001). Im
Vergleich zum GMT (geometric mean titre) der Antikérpertiter aus der
Vorgangerstudie nach der 5. Dosis azellularen Impfstoffes zeigte sich Uber einen
Zeitraum von 6-8 Jahren eine deutliche Abnahme der Antikérpertiter. So lag der GMT
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der Antikérpertiter gegen PT in der Vorgangerstudie nach Impfung bei 123,1 EU/ml.
In unserer aktuellen Studie Uberstiegen die Antikérpertiter gegen PT vor Impfung nur
noch bei 36% der Probanden in Gruppe A die Nachweisgrenze und der GMT lag bei
4,2 EU/ml. Auch nach der 6. Dosis erreichte der GMT nur 16,4 EU/ml, dieser Wert ist
deutlich niedriger als der nach der 5. Dosis gemessene Wert. Gegen FHA wurde in
unserer Studie nach Impfung ein niedrigerer GMT (161,0 EU/mI) erreicht als nach
der Impfung im Rahmen der Vorgangerstudie (241,1 EU/mI). Dabei ist jedoch zu
bertcksichtigen, dass die Untersuchungen der beiden Studien nicht in demselben
Labor stattfanden und nicht dieselben Antigene verwendet wurden, sodass ein
direkter Vergleich nicht mdglich ist. Es ist eher unwahrscheinlich, dass die
niedrigeren Titer im Vergleich zur Vorstudie durch den reduzierten Antigengehalt des
in der aktuellen Studie verwendeten 5-Komponenten-Impfstoffes verursacht werden.
Dieser enthédlt zwar im Gegensatz zu dem zuvor verwendeten Biken-Impfstoff
Tripedia® (jeweils 23,4 ug PT und FHA) nur 2,5 ug PT, jeweils 5 ug FHA und FIM
und 3 pug PRN, fihrte jedoch in vorangehenden Studien zur Induktion deutlich
héherer Antikérpertiter (Halperin et al. 2000; Pichichero et al. 2005; Pichichero et al.
2006).

In einer von Tindberg et al. durchgeflhrten Kohorten-Nachuntersuchung wurde die
Dauer der Antikérperantwort und die Immunitdt 10- bis 12-jahriger Kinder mit
unterschiedlicher Grundimmunisierung (zwei bzw. drei Dosen des azellularen Biken-
Impfstoffes, der auch in unserer Studie verwendet wurde oder drei Dosen eines
Ganzkeimimpfstoffes) und azellularer Auffrischimpfung im Alter von 17 bis 24
Monaten untersucht. Es zeigten sich signifikant niedrigere Konzentrationen von
Antikérpertitern gegen PT in den Proben, die im Alter von 11 Jahren abgenommen
wurden im Vergleich zu den zwei Jahre nach der letzten Auffrischimpfung
gemessenen Antikérpertitern im Alter von 4 Jahren. Der Vergleich der Gabe von zwei
bzw. drei Dosen azellularen Impfstoffes zur Grundimmunisierung gefolgt von einer
azellularen Auffrischimpfung ergab keine Unterschiede in den Antikdrpertitern.
Ebenso konnte kein Unterschied in den Antikdrpertitern gegen PT zwischen Kindern,
die eine Grundimmunisierung mit Ganzkeimimpfstoff, gefolgt von einer azellularen
Auffrischimpfung, und Kindern, die ihre Grundimmunisierung und Auffrischimpfung
mit azellularem Impfstoff erhielten, festgestellt werden (Tindberg et al. 1999). Diese
Ergebnisse deuten auf eine qualitativ und quantitativ vergleichbare Antikbrperantwort

der Gruppen mit unterschiedlicher Grundimmunisierung hin und sind qualitativ
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vergleichbar mit unseren Ergebnissen beziglich PRN und FHA in allen drei Gruppen.
Eine Ausnahme bilden hierbei die Antikérpertiter gegen PT in Gruppe C
(Grundimmunisierung mit Ganzkeimimpfstoff), die in unserer Studie nach Impfung
signifikant hdher sind als in den beiden Gruppen mit azellularer Grundimmunisierung.
Der in unserer Studie gemessene GMT gegenlber PT in Gruppe C vor Impfung ist
mit 9 EU/ml allerdings auch quantitativ vergleichbar mit den Werten aus der Studie
von Tindberg et al., in der der GMT in der Gruppe von 11-jahrigen Jugendlichen, die
zur Grundimmunisierung Ganzkeimimpfstoff erhielten, ebenfalls 9 EU/mI betragt. In
der Studie von Tindberg et al. wurden bei 77% der Jugendlichen messbare
Antikorpertiter (= 4 EU/ml) gegen PT nachgewiesen, in unserer Studie hatten nur
36% (Gruppe A), 30% (Gruppe B) bzw. 56% (Gruppe C) der Probanden einen
nachweisbaren Titer (= 5 EU/ml) gegen PT vor der Impfung.

Die in unserer Studie gemessenen Antikérpertiter gegen die Antigene PT, FHA und
PRN liegen im Vergleich zu Studien anderer Arbeitsgruppen fast ausschlieBlich im
Bezug auf PT in eher niedrigen Bereichen. Nach der vierten Dosis eines azellularen
Impfstoffes in einer Studie von Zepp et al. liegen alle Antikdrpertiter in héheren
Bereichen als in unserer Studie nach der sechsten Dosis (Zepp et al. 1996). Diesen
Ergebnissen kénnen unterschiedliche Ursachen zugrunde liegen. So kénnen die
Messungen in verschiedenen Laboren den direkten Vergleich erschweren bis
unmoglich machen, da eine gewisse Variabilitdt in den Untersuchungen unter
anderem durch voneinander abweichende Referenzen schwer zu vermeiden ist. Eine
weitere Schwierigkeit des Vergleichs von Ergebnissen unterschiedlicher Studien liegt
in der Verwendung verschiedener Impfstoffe in den Studien.

In einer Ubersichtsstudie von Edwards et al., in der 13 azellulare Impfstoffe
verglichen wurden, zeigte sich, dass die Immunogenitat der azellularen Impfstoffe vor
allem in Bezug auf PT nicht nur von der im Impfstoff enthaltenen PT-
Antigenkonzentration abhangig ist, sondern auch von anderen Faktoren wie der
Antigenprozessierung und der Art der Inaktivierung von PT (Edwards et al. 1995;
Greco et al. 1996). Rekombinant inaktiviertes PT hat demnach eine bessere
Immunogenitat als chemisch inaktiviertes PT, wobei der in unserer Studie zur
Grundimmunisierung verwendete, mit Formalin inaktivierte, azellulare Biken-Impfstoff
in der Studie von Edwards et al. eine hohe Antikdrperproduktion gegeniber PT
induzierte. Eine altere Studie von Edwards et al. berichtet Gber den Unterschied in
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der Immunogenitdt von zwei verschiedenen Ganzkeimimpfstoffen (Lederle und
Connaught), die sich deutlich in ihrer Fahigkeit zur Induktion von Antikérpern gegen
PT unterschieden (Edwards et al. 1991).

Auffallend ist der zuvor erwdhnte signifikante Gruppenunterschied nach Impfung bei
der serologischen Antwort auf PT, der zu Gunsten der Gruppe, die ihre
Grundimmunisierung mit Ganzkeimimpfstoff plus einer azellulare Auffrischimpfung
erhielt, im Vergleich zu den zwei anderen Gruppen, die zuvor 4 bzw. 5 Dosen eines
azelluldren Pertussis-Impfstoffes erhielten, auftritt. Die im Zwischengruppenvergleich
mit Ausnahme der Antikdrpertiter gegen Pertussistoxin relativ  ahnlichen
Antikérperantworten der drei unterschiedlichen Impfgruppen, die auch schon in einer
Studie von Tindberg et al. 1999 beschrieben wurden, lassen sich am besten durch
die Hypothese der natlrlichen Boosterung (,Stille Feiung®) erklaren. Als ,Stille
Feiung® bezeichnet man die Immunantwort des Koérpers im Rahmen einer
symptomlosen beziehungsweise inapparenten Infektion mit einem Krankheitserreger.
Der zugrunde liegende Mechanismus ist durch die adaptive Immunantwort mit
Bildung von Gedachtniszellen bzw. eines immunologischen Gedachtnisses erklarbar,
das im Falle eines erneuten Kontaktes mit dem Erreger eine schnelle und spezifische
Aktivierung von antigenspezifischen T-Effektorzellen und Antikdrper-bildenden B-
Zellen  ermdglicht. Es  wird angenommen, dass diese ,stummen
Auseinandersetzungen“ des Wirtes durch wiederholte Exposition mit dem Erreger,
die vor allem bei endemischer Zirkulation des Erregers stattfinden, zu einer
Verstarkung der bestehenden  beziehungsweise zur  Neubildung und
Aufrechterhaltung einer schitzenden Immunitdt ohne Erkrankung flhren kdénnen
(siehe Abbildung 1).
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Abb. 1: Schema der Immunitat durch Impfung und durch ,Stille Feiung” bei Exposition gegentber B.
pertussis.

Zu dieser Hypothese passt auch, dass vor der Auffrischimpfung in den serologischen
Analysen die Antikérpertiter gegen PRN und FIM nach Antigenstimulation deutlich
hoéher sind als gegen PT, obwohl sie gar nicht (FIM) oder nur in Restspuren (PRN) in
dem urspringlich zur Grundimmunisierung verwendeten azellularen Biken-Impfstoff
enthalten sind (Biken DTaP).

Diese durch Exposition und subklinische Infektionen hervorgerufene Stimulierung
des spezifischen Immunsystems gegentber den Antigenen des Erregers flhrt vor
allem zu einem Anstieg der Antikdrper gegen die Adhéasionsantigene FHA und PRN
(Isacson et al. 1995; Ausiello et al. 2000). So berichteten Isacson et al. eine
Seropositivitdt von 80%-100% gegeniber FHA und PRN bei Kindern, die mit einem
nur PT als Antigen enthaltenden Impfstoff geimpft wurden. Antikérper gegen FHA
und PRN kdnnen jedoch in begrenztem MaBe auch durch Infektionen mit B.
parapertussis und B. bronchiseptica, sowie durch Infektionen mit kreuzreagierenden

Antigenen anderer Organismen, wie zum Beispiel Haemophilus influenzae oder
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Mycoplasma pneumoniae, entstehen (Isacson et al. 1995; Storsaeter et al. 1998;
Vincent et al. 2000).

Ein Anstieg der Antikbrper gegen PT ist im Allgemeinen nach klinischer Erkrankung
(Ausiello et al. 2000; Hodder et al. 2000) und nach Impfung mit Ganzkeim- und
azelluldarem Impfstoff zu beobachten. Die Datenlage zu Induktion von Antikérpern
gegen PT bei asymptomatischen Infektionen ist uneinheitlich. Es existieren einerseits
Arbeiten, die davon ausgehen, dass subklinische Infektionen nicht zu einer Bildung
von Antikérpern gegen PT flhren (Isacson et al. 1993; Ausiello et al. 1999).
Ergebnisse anderer Arbeiten hingegen sprechen fur eine Induktion von PT-
Antikérpern durch subklinische Infektionen. In diesen Arbeiten wird die Vermutung
geauBert, dass die Bildung von PT-Antikérpern auBerdem abhéngig von der
Schwere der Infektion ist (Thomas et al. 1989; Long et al. 1990; Storsaeter et al.
1992). Das Pertussistoxin ist spezifisch flr B. pertussis.

Die schon zuvor erwahnte signifikant héhere Antikérperantwort gegentber PT nach
Impfung in der Gruppe, bei der die Grundimmunisierung mit Ganzkeimimpfstoff
durchgefihrt wurde, war tberraschend.

Eine in diesem Zusammenhang interessante Arbeit von Pichichero et al., die die
Immunogenitat und Sicherheit der Gabe einer flnften Dosis von sechs
verschiedenen azellularen Impfstoffen und eines Ganzkeimimpfstoffes bei 4- bis 6-
jahrigern Kindern mit unterschiedlicher Grundimmunisierung vergleicht, liefert
Ergebnisse, die sich mit unseren Ergebnissen decken (Pichichero et al. 2000). Dabei
zeigt sich, dass es bei Verwendung von Ganzkeimimpfstoff in der Vorgeschichte
nach der 5. Impfdosis in fast allen Fallen zu héheren Antikdrpertitern gegen PT
kommt als bei alleiniger Verwendung azellularen Impfstoffes in der Vorgeschichte.
Eine spater folgende Studie von Pichichero et al. befasste sich mit der Gabe einer 6.
Dosis zweier unterschiedlicher TdaP-Impfstoff bei 10- bis 18-jahrigen Jugendlichen
mit unterschiedlicher Grundimmunisierung (Pichichero et al. 2006). Auch in dieser
Studie zeichnete sich ein Unterschied zwischen den Probanden, die zur
Grundimmunisierung und Auffrischimpfungen nur azellularen Impfstoff erhielten und
denen, die mit Ganzkeim- und azellularem Impfstoff geimpft wurden, ab. In fast allen
Gruppen, die mindestens 3 bis 5 Dosen eines Ganzkeimimpfstoffes erhielten, waren
sowohl vor als auch nach der 6. Impfdosis die Antikérpertiter gegen PT hdher als in
den ausschlieBlich mit azellularem Impfstoff geimpften Gruppen.



Diskussion 62

Dem gegenlber stehen jedoch die Ergebnisse anderer Studien, die keine starkere
Induktion der Antikdrperantwort gegen PT durch Ganzkeimimpfstoffe im Vergleich
zur Verwendung von azellularen Impfstoffen nachweisen konnten (Tindberg et al.
1999; Guiso et al. 2007). In der Studie von Tindberg et al. konnte sowohl 2 als auch
9 Jahre nach Auffrischimpfung mit azellularem Impfstoff im Alter von 18-24 Monaten
kein Unterschied in der Hbhe der Antikérperantwort gegentber PT zwischen
Probanden, die entweder Ganzkeim- oder azellularen Pertussisimpfstoff zur
Grundimmunisierung erhielten, nachgewiesen werden. Guiso et al. untersuchten die
humorale und zelluldre Immunitat von Probanden, die fir ihre Grundimmunisierung
und Auffrischimpfung entweder Ganzkeim- oder azellularen Impfstoff erhielten. Die
einen Monat nach der Auffrischimpfung im Alter von 16-18 Monaten gemessenen
Antikdrpertiter gegentber PT lagen nach Impfung mit azellularem Impfstoff mit 130,8
EU/ml deutlich héher als nach Impfung mit Ganzkeimimpfstoff (21 EU/ml). Jeweils 3
und 6 Jahre danach konnte kein Unterschied in den Antikérpertitern gegeniber PT
zwischen den Empfangern von azellularem bzw. Ganzkeimimpfstoff mehr festgestellt
werden. Der GMT der Antikdérper gegenidber PT betrug 3 Jahre nach
Auffrischimpfung mit azellularem Impfstoff 5,9 EU/ml und nach Ganzkeimimpfstoff
6,6 EU/ml. Auch 6 Jahre nach der Auffrischimpfung zeigten die Antikdrpertiter
gegenuber PT ahnliche Werte von 5,8 EU/mI (azellularer Impfstoff) und 5,6 EU/mI
(Ganzkeimimpfstoff).

Unterschiedliche Uberlegungen zur Erklarung unserer Ergebnisse sind méglich.
Wenn man davon ausgeht, dass klinische Infektionen einen Anstieg von PT
hervorrufen, kénnte man eventuell den Rlckschluss ziehen, der Ganzkeimimpfstoff
ware in seiner Wirksamkeit weniger effizient gewesen als der azellulare Impfstoff und
es sei somit in Gruppe C vermehrt zu klinischen Erkrankungen gekommen. Dabei ist
jedoch zu beachten, dass vorangegangene klinische Pertussis-Erkrankungen ein
Ausschlusskriterium der Studie waren. Zusétzlich stehen dieser Hypothese Studien
gegenilber, die den Ganzkeimimpfstoff mit 96%-98% schiitzender Effektivitat als
hochwirksam bewerten und die eingesetzten Ganzkeimimpfstoffe letztlich sogar als
wirksamer einstufen als die verwendeten geprtften azellularen Impfstoffe (Schmitt et
al. 1996; Liese et al. 1997).

Eine weitere Mdglichkeit zur Erklarung der hohen PT-Antikdrpertiter in der Gruppe,

die eine Grundimmunisierung mit dem Ganzkeimimpfstoff erhielt, kénnte
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moglicherweise eine frihzeitige Bahnung des Immunsystems durch die
Grundimmunisierung mit Ganzkeimimpfstoff in Richtung einer stérkeren Aktivierung
von B-Gedachtniszellen sein, die nach Entwicklung zu Plasmazellen flr die gezielte
Antikérperproduktion zustédndig sind. Da wir keine Unterschiede im 2-fachen
Titeranstieg und in der CMI gegeniber PT bei den Jugendlichen mit
unterschiedlicher Grundimmunisierung gesehen haben, kann der Unterschied in den
Antikérpertitern gegentber PT nach Impfung nicht durch eine Anergie einiger
Probanden aus den Gruppen mit azelluldrer Grundimmunisierung gegenlber PT
erklart werden.

B-Gedachtniszellen reagieren nach ihrer Entstehung auf einen erneuten
Antigenkontakt mit einer schnellen Transformation zu Antikbrper-sezernierenden
Plasmazellen. Nicht alle Mechanismen, die der Entwicklung und Aufrechterhaltung
von B-Gedachtniszellen zugrunde liegen, sind vollstdndig bekannt. Unter anderem
wird die Proliferation und Differenzierung zu B-Gedachtniszellen von
Lipopolysacchariden (LPS) und anderen Toll-like-Rezeptor-Liganden der bakteriellen
Zellwand, so genannten PAMPs (pathogen associated molecular patterns), auch in
Abwesenheit von spezifischen Antigenen getriggert (Bernasconi et al. 2002; Calame
2006; Radbruch et al. 2006). Viele Impfstoff-Rezepturen nutzen komplexe
Kombinationen aus Antigenen gekoppelt an Adjuvantien, die haufig multiple TLR-
Signale enthalten. Als Adjuvantien werden unter anderem auch abgetétete
Bordetellen und Aluminiumhydroxid eingesetzt. Diese Komplexe aus TLR-Agonisten
und Iéslichen Antigenen kénnen selektiv die Expansion von Antigen-spezifischen B-
Gedachtniszellen und Plasmazellen induzieren. Dabei spielen wahrscheinlich die
Quantitat und auch die Kombinationen verschiedener TLR-Liganden eine
entscheidende Rolle in der Induktion von Antikdrper-sezernierenden Plasmazellen
(Raman et al. 2007).

Untersuchungen scheinen sinnvoll, die stimulierenden Bestandteile der
Ganzkeimimpfstoffe zu identifizieren und eventuell in isolierter Form den azellularen
Impfstoffen als Adjuvans hinzuzufigen, um somit eine bessere Langzeitimmunitat
der azellularen Impfstoffe zu erreichen, ohne die begleitenden unerwinschten

Nebenwirkungen der Ganzkeimimpfstoffe in Kauf nehmen zu missen.

In einer Studie am Mausmodell von Mahon et al. konnte mittels ELISPOT Technik
nachgewiesen werden, dass 44 Wochen nach intraperitonealer Impfung sowohl mit
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azelluldarem wie auch mit Ganzkeim-Impfstoff eine Induktion von B-Gedachtniszellen
stattgefunden hatte. Dabei flhrte der azellulare Impfstoff zu einer starkeren Induktion
von B-Gedachtniszellen im peripheren Blut, der Ganzkeimimpfstoff jedoch zu einer
héheren Induktion von B-Gedachtniszellen in den Milzzellen. Die respiratorische
Provokation mit PT-Aerosol bei Mausen mit nicht mehr nachweisbaren
Antikorpertitern fuhrte innerhalb von 7 Tagen zu einer erneuten deutlichen
Antikérperantwort, die ab dem 10. Tag nach Provokation bei den mit
unterschiedlichen Impfstoffen immunisierten Mausen vergleichbare Werte erreichte
(Mahon et al. 2000). Im Rahmen unserer Studie wurde kein Nachweis von B-
Gedachtniszellen durchgeflihrt, dies wére jedoch eine interessante Fragestellung fur

Folgestudien.

Die Untersuchungen zur Reaktogenitat im Rahmen dieser Studie, die Bestandteil
einer weiteren Dissertation sind, liefern zusatzlich interessante Daten. Es zeigt sich
bezliglich der Rate lokaler Reaktionen eine deutlich niedrigere Reaktogenitat in der
Gruppe Jugendlicher, die die sechste azellulare Impfstoffdosis erhélt (76,1%),
gegenlber der Gruppe, die die flinfte Impfstoffdosis erhalt (89,7%). Schmerzen und
Rétung traten nach der 6. Dosis seltener auf (72,6% vs. 89,7%; 16,2% vs. 27,8%).
Schwellungen hingegen traten nach der 5.Dosis nur bei 17,5% auf, nach der 6. Dosis
bei 20,5% (Liese 2007). Diese Ergebnisse werden durch eine Studie von Zepp et al.
unterstltzt, in der die Sicherheit der Gabe eines Antigen-reduzierten azellularen
Pertussis-Impfstoffes als zusatzlichen 6. Dosis im Alter von 9-13 Jahren untersucht
wird (Zepp et al. 2006). In der erwahnten Studie zeigte sich, dass die Jugendlichen
nach der 6. Dosis des Impfstoffes mehr Schmerzen angaben als nach der 5. Dosis
(6. Dosis: 62,2%; 5. Dosis: 55,2%). Im Vergleich zur 5. Dosis des azellularen
Pertussis-Impfstoffes kam es jedoch nach der 6. Dosis zu weniger Rétung (47,7% vs.
55,2%) und Schwellung (38,9% vs. 52,6%).

Dies steht im Gegensatz zu frilheren Studien (meist 5. Dosis), in denen von einem
Anstieg der lokalen Reaktionen mit steigender Anzahl an azellularen Impfungen bei
gleichzeitiger leichter Abnahme der systemischen Reaktionen berichtet wird
(Pichichero et al. 2000; Rennels et al. 2000; Liese et al. 2001). Liese et al. konnten in
der Vorgangerstudie einen Zusammenhang zwischen hohen Vorwerten der
Antikérpertiter gegen Tetanustoxoid, Diphtherietoxoid und PT und dem gehauften
Auftreten von grdoBeren Lokalreaktionen nachweisen (Liese et al. 2001). Die lokalen
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Reaktionen waren daher am ehesten mit einer Arthus-Reaktion erklarbar. Diese
entsteht durch Injektion von Antigenen in die Haut und Bildung von Immunkomplexen
mit  zirkulierenden 1gG-Antikdrpern, die ins Gewebe diffundieren. Diese
Immunkomplexe flOhren zu lokalen Entzindungsreaktionen mit erhdhter

GefaBpermeabilitat.

Des Weiteren stellt sich die Frage, in wieweit die Ho6he der gemessenen B. pertussis-
spezifischen zirkulierenden Antikérper mit der Wirksamkeit gegen B. pertussis
Infektionen korreliert. Dies ist nach wie vor umstritten. Letztlich ist auch die zellulare
Immunantwort fir die schitzende Immunitat mitverantwortlich (siehe Einleitung).

In vielen Studien wird von einem raschen Absinken der Antikérpertiter innerhalb der
ersten 1-2 Jahre nach Impfung berichtet (Giuliano et al. 1998; Ausiello et al. 1999;
Wendelboe et al. 2005). Dabei scheint die Bildung eines immunologischen
Gedachtnisses durch Induktion von T- und B-Gedéachtniszellen fir den Schutz vor
Erkrankung eine wichtigere Rolle zu spielen als die Anzahl zirkulierender Antikérper
zum Zeitpunkt der Exposition mit dem Erreger (Mahon et al. 2000). Niedrige
Antikdrpertiter passen auch zu dem in unserer Studie auftretenden Zytokinmuster,

das auf eine Th1-vermittelte Immunitat hinweist (Barnard et al. 1996).

5.2. Lymphozytenproliferation nach Stimulation mit Pertussis-spezifischen
Antigenen bei Adoleszenten mit unterschiedlicher Grundimmunisierung vor

und nach azellularer Pertussis-Auffrischimpfung

Der nach Impfung gemessene Anstieg der Lymphozytenproliferation infolge einer
Stimulation mit den vier in dieser Studie verwendeten Antigenen PT, FHA, PRN und
FIM ist in allen drei Gruppen vergleichbar. Es Iasst sich in jeder Gruppe bezlglich
der Stimulation mit jedem einzelnen verwendeten Antigen eine gleichférmige
Zunahme der Probanden mit positiver zellvermittelter Immunitat nachweisen (S1=4; s.
S. 42, Abschnitt 4.2.1.1.). Auch ein Anstieg des Medians der Stimulationsindices
nach Impfung lasst sich in fast allen Gruppen feststellen. Auffallend sind die im
Vergleich zu den restlichen Antigenen bei der Stimulation mit FHA schon vor der
Impfung deutlich hbheren Werte der Sl in allen drei Gruppen. Des Weiteren besteht
in der Gruppe B, die zuvor 4 Dosen azellularen Impfstoffes erhielt, vor der Impfung
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ein im Vergleich zu den anderen Gruppen erhéhter Stimulationsindex der
Lymphozyten nach Stimulation mit PRN. Nach der Impfung kommt es in dieser
Gruppe nicht zu einem Anstieg des Medians der Sl, ein leichter Anstieg des Anteils
an Probanden mit positiver CMI nach Impfung ist jedoch erkennbar.

Bemerkenswert ist die hohe Rate an positiver CMI und auch Serologie gegenlber
PRN und FIM schon vor der Auffrischimpfung, da diese beiden Antigene nicht in dem
zuvor verwendeten azellularen Biken-DTaP Impfstoff enthalten waren. Ein
Vorhandensein spezifischer Lymphozytenproliferation nach Stimulation mit zuvor
nicht im Impfstoff enthaltenen Antigenen kann auf eine frilhere Exposition gegentber
dem Erreger hinweisen, die zu subklinischen oder atypischen Infektionen gefiihrt hat,
die nicht  als Pertussis =~ wahrgenommen  wurden. Eine  erfolgte
Keuchhustenerkrankung war ein definiertes Ausschlusskriterium der Studie. Wie
zuvor in dem Abschnitt zur Serologie beschrieben sollte auch bertcksichtigt werden,
dass Antigene von B. parapertussis und B. bronchiseptica, wie auch von H.
influenzae und M. pneumoniae, die den Antigenen von B. pertussis ahneln, zu einer
Induktion von kreuzreagierenden Antikérpern gegen PRN, FHA und FIM und
moglicherweise auch zu Antigen-vermittelter Lymphozytenproliferation fihren kénnen
(Abschnitt 5.1., S. 60).

Die Hypothese, dass subklinische Infektionen auch zu einer Induktion der
Lymphozytenproliferation fihren kénnen, wird von einer Studie von Ausiello et al.
unterstitzt (Ausiello et al. 1999). Untersucht wurde die CMI gegeniber den B.
pertussis-spezifischen Antigenen PT, FHA und PRN von 4-jahrigen Kindern, deren
Grundimmunisierung mit azellularen Impfstoffen erfolgte, die keine Auffrischimpfung
erhielten und die bis zum Untersuchungszeitpunkt nicht an Pertussis erkrankt waren.
Zusatzlich lagen Daten zur zellvermittelten Immunitat dieser Kinder einen Monat
nach der Grundimmunisierung im Alter von 7 Monaten vor. Es konnte bei 56% (PT),
70% (PRN) bzw. 36% (FHA) der im Alter von 7 Monaten CMI-negativen Probanden
eine Konversion zur CMI-Positivitat (S124) bis zum Alter von 4 Jahren nachgewiesen
werden. Bei den CMI-Konvertierten zeigte sich eine ungeféhr dreimal héhere Rate an
Seropositivitat (definiert als ein mind. vierfach héherer AK-Wert im ELISA als die
festgesetzte Nachweisgrenze des jeweiligen Antigens) gegentiber PRN und FHA als
bei den CMI-Negativen, jedoch nicht gegeniiber PT. Eine mégliche Erklarung hierflir
waren subklinische Infektionen, die zum Erwerb bzw. zur natlrlichen Auffrischung
der CMI geflihrt haben kénnten (Ausiello et al. 1999). Da es in der erwdhnten Studie
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wie auch in einer weiteren Studie (Esposito et al. 2001) bei einem nicht
unerheblichen Teil der Probanden (20-38%) zu einem Verlust der CMI-Positivitat im
Zeitraum zwischen Grundimmunisierung und dem vierten Lebensjahr kam, l&sst sich
folgern, dass die durch Impfung induzierte CMI bei vielen Kindern nach
Grundimmunisierung nachldsst. Langanhaltender Schutz gegentber Kklinischer
Pertussis-Infektion ware somit weniger durch die Persistenz der durch Impfung
induzierten Immunitat sondern eher durch einen Neuerwerb bzw. eine Auffrischung
bestehender Immunitdt durch Exposition gegenlber dem Erreger erklarbar.
Betrachtet man unsere Ergebnisse vor dem Hintergrund dieser Hypothese, lieBe sich
die relativ homogene zellulare Immunitat der drei verschiedenen Gruppen unserer
Studie damit erklaren. Die wiederholte Exposition gegenidber dem Erreger B.
pertussis kénnte somit zu einer gleichférmigen Immunantwort unabhangig von den
sich zwischen den Gruppen unterscheidenden vorangegangenen Impfungen gefihrt
haben.

Der Vergleich unserer Ergebnisse mit den Ergebnissen anderer Studien erfolgt flr
die Gruppen A und B, die eine azellulare Grundimmunisierung erhielten und fir
Gruppe C, die eine Grundimmunisierung mit Ganzkeimimpfstoff erhielt, getrennt.

Der Anteil an Probanden mit positiver CMI (SI=4) nach Antigenstimulation liegt in
einer Studie von Ausiello et al. bei 4-Jahrigen ca. 3% Jahre nach
Grundimmunisierung mit azellularem Impfstoff bei 83% gegeniber PT, 78%
gegenlber FHA und 70% gegenlber PRN (Ausiello et al. 2000). In unserer Studie
liegt der Anteil positiver CMI-Antworten vor der Auffrischimpfung in Gruppe A bei
38% (PT), 78% (FHA) bzw. 35% (PRN) und in Gruppe B bei 43% (PT), 62 % (FHA)
bzw. 62% (PRN) und ist somit vor allem gegenlber PT deutlich niedriger. Auch
quantitativ ist die Lymphozytenproliferation nach Stimulation mit PT und PRN bei
Ausiello et al. héher als in unserer Studie. Die hohen CMI-Werte nach Stimulation mit
spezifischen Pertussis-Antigenen in der Studie von Ausiello et al. kénnten
moglicherweise durch Expositionen gegenlUber dem B. pertussis Erreger zustande
gekommen sein. In ltalien war B. pertussis zum Studienzeitpunkt endemisch
verbreitet. Damit war die Wahrscheinlichkeit rezidivierender Expositionen gegenlber
dem Erreger und somit inapparenten oder subklinischen Infektionen groB (Ausiello et
al. 2000). Jedoch ist auch in Deutschland von einer endemischen Zirkulation der
Pertussis-Erreger auszugehen (s. Abschnitt 1.1.1.). Ein Vergleich der Ergebnisse der
beiden Studien sollte nur mit Vorsicht erfolgen, da unterschiedliche Studiendesigns,
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Altersgruppen und Abstande zur letzten Impfung vorliegen. In der Studie von
Ausiello et al. wurden z. B. die Immunitat von 4- bis 6-jahrigen Kinder untersucht, bei
denen der durchschnittliche Abstand zur letzten Impfung 32 Jahre betrug. In
unserer Studie wurden 10- bis 13-jahrige Jugendliche untersucht, der
durchschnittliche Abstand zur letzten Impfung betrug in der Gruppe A 7 Jahre und
fir Gruppe B und C 10 Jahre.

Eine Studie von Knuf et al. weist hohe Raten an Seropositivitat gegentber PT (37%)
und FHA (92%) in einer Gruppe von ungeimpften deutschen Jugendlichen ohne
stattgefundene Pertussis-Erkrankung nach, die die Annahme der hohen Rate an
subklinischen Infektionen innerhalb der deutschen Studienpopulation unterstitzen
(Knuf et al. 2006).

Eine von Tran Minh et al. durchgeflihrte Studie bei 10- bis 13-jahrigen Jugendlichen
untersucht die Immunogenitét einer Antigen-reduzierten azelluldren Auffrischimpfung
nach Grundimmunisierung (3 Dosen) und einer Auffrischimpfung (im Alter von 24
Monaten) mit Ganzkeimimpfstoff (Tran Minh et al. 1999). Sie zeigt eine etwas
héhere Rate an positiver CMI gegen PT und PRN (100% bzw. 90%) im Vergleich zu
der Rate an CMI-Positiven in Gruppe C einen Monat nach Auffrischimpfung in
unserer Studie (PT: 77% und PRN: 82%). Der in der Studie von Minh et al.
verwendete Auffrischimpfstoff enthielt jedoch im Vergleich zu unserem einen
héheren Antigengehalt von PT (8 ug PT statt 2,5 pg PT) und 0,5 pug weniger PRN.
Auffallend in der Studie von Minh et al. ist der geringere Anteil CMI-Positiver vor
Auffrischimpfung im Vergleich zu unseren Werten vor Impfung. Die Rate positiver
CMI vor Auffrischimpfung betragt bei Minh et al. 46% (PT), 35% (FHA) und 24%
(PRN), wohingegen die Werte in unserer Studie bei 53%; 65% und 53% (PT; FHA
und PRN) liegen. Erklarbar ware dies durch eine hdhere Exposition unserer
Studienpopulation gegeniiber B. pertussis und einer hdheren Rate subklinischer
Infektionen (s.0.).

In einer neueren Studie von Guiso et al. wurde die Dauer der humoralen und
zellularen Immunantwort von Kindern, die ihre Grundimmunisierung (2-4 Monate)
und Auffrischimpfung (16-18 Monate) mit entweder azellularem oder Ganzkeim-
Impfstoff erhielten, untersucht (Guiso et al. 2007). Jeweils 3 und 6 Jahre nach der
Auffrischimpfung wurde die CMI bestimmt. Die Probanden, die mit azellularem
Impfstoff (Infanrix®, 4 Dosen) immunisiert wurden, zeigten eine deutlich héhere
Anzahl an positiver CMI (SI=23) als die, die Ganzkeimimpfstoff erhielten. 3 Jahre nach



Diskussion 69

Auffrischimpfung betrug die Anzahl der Probanden mit positiver CMI gegenuber PT,
FHA und PRN bei den Probanden mit azellularer Impfung 75%, 68% bzw. 36%. Der
prozentuale Anteil an Probanden mit positiver CMI, die mit Ganzkeimimpfstoff
immunisiert wurden, betrug 14% (PT), 3% (FHA) und 17% (PRN). Nach 6 Jahren
hatte die Anzahl der CMI-Positiven gegentber FHA in der azellularen (33%) und
Ganzkeimimpfstoff-Gruppe (0%) nachgelassen, war gegentber PT und PRN jedoch
etwas angestiegen (81% bzw. 38% in azellularer Gruppe und 33% bzw. 31% in der
Ganzkeimimpfstoff-Gruppe).

Vergleicht man die Ergebnisse unserer Gruppe, die 4 Dosen Ganzkeimimpfstoff
erhielt, mit denen von Guiso et al. sowohl 3 als auch 6 Jahre nach der 4. Dosis eines
Ganzkeimimpfstoffes, zeigen sich deutlich héhere Raten an positiver CMI (S1=4) in
unserer Studie (PT: 53%, FHA:65%, PRN: 53%). Dieser Unterschied ist umso
erwahnenswerter, da der Abstand zur letzten Impfung in unserer Gruppe
durchschnittlich 10 Jahre betragt. Des Weiteren ist die Definition der positiven CMI-
Antwort in unserer Studie ein SI=4, in der Studie von Guiso et al. ist eine positive
CMI-Antwort bei einem SI=3 erreicht. Diese deutlich hbhere Rate an positiven CMI-
Antworten in unserer Studie bei den Probanden, die den Ganzkeimimpfstoff
erhielten, lieBe sich womdglich durch eine ausgepragtere Exposition unserer
Studienpopulation gegenlber B. pertussis Erregern mit einer starkeren Stimulation
der Immunitat erklaren. Es ist jedoch zu beriicksichtigen, dass in den Studien
unterschiedliche Ganzkeimimpfstoffe verwendet wurden. Mdéglicherweise sind die
bei den Probanden von Guiso et al. verwendeten Ganzkeimimpfstoffe (DTPw-
IPV/Hib; Pentacog™ oder PentHIBest™, Sanofi Pasteur) weniger immunogen als
der bei unseren Studienteilnehmer verwendete Ganzkeimimpfstoff (DPT-Impfstoff®
der Behringwerke).

Die bei Guiso et al. untersuchten Probanden mit azelluldrer Impfung erreichten
deutliche héhere Raten an positiver CMI als die Probanden mit Ganzkeim-Impfung.
Im Vergleich mit den Probanden unserer Studie, die mit azellularem Impfstoff geimpft
wurden, zeigten sich héhere Raten an positiver CMI gegenliber PT bei Guiso et al.
(81%) als in unserer Studie (Gruppe A: 38%; Gruppe B: 43%). Der prozentuale Anteil
an Probanden mit positiver CMI gegentber FHA und PRN war tendenziell héher bei
unseren Probanden. So betrug die Anzahl an CMI-positiven Probanden gegentber
FHA in unserer Studie 78% (Gruppe A) bzw. 62% (Gruppe B) und gegeniiber PRN
35% bzw. 62%, wohingegen die Werte bei Guiso et al. bei 33% (FHA) und 38%
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(PRN) lagen. Diese Unterschiede kdnnen wiederum auf eine Stimulation der CMI
aufgrund subklinischer Infektionen und folgender stiller Feiung des Immunsystems
basieren.

Die Grundimmunisierung mit Ganzkeimimpfstoff im Vergleich zu azellularer
Grundimmunisierung ergibt in unserer Studie keine Unterschiede in der
zellvermittelten Immunitat nach azellularer Auffrischimpfung. Die Verwendung von
sowohl azellularem Impfstoff als auch von Ganzkeimimpfstoff fihrt zu einer
deutlichen und vergleichbaren Induktion der CMI. Im Abschnitt zur Th1- bzw. Th2-
vermittelten Immunitdt (s. Abschnitt 5.3.2.) wird auf die nach Verwendung
unterschiedlicher Impfstoffe Uberwiegend eingeschlagene Richtung der Immunitat
genauer eingegangen. Im Allgemeinen induziert die Grundimmunisierung mit
Ganzkeimimpfstoff eine Immunantwort mit Th1-Praferenz (Peppoloni et al. 1991;
Ryan et al. 1997; Esposito et al. 2001), im Gegensatz zu einer heterogenen Th1-
/Th2-Antwort nach azellularer Impfung (Mills et al. 1993; Redhead et al. 1993;
Barnard et al. 1996; Ausiello et al. 1997; He et al. 1998; Ryan et al. 1998). Basierend
auf diesen Uberlegungen werden die Ganzkeimimpfstoffe als starkere Induktoren der
zellvermittelten Immunitat aufgefasst. Auch nach Studien mit Mausen hatte man eine
reduzierte CMI nach ausschlieBlicher Impfung mit azellularem Impfstoff im Vergleich
zu Ganzkeim-Impfung erwartet (Redhead et al. 1993). Dieser zu erwartende
Unterschied kdnnte jedoch durch subklinische Infektionen maskiert worden sein, die
zu einer vermehrten Induktion der CMI auch in der ausschlieBlich mit azellularem
Impfstoff geimpften Studienpopulation geflhrt haben kénnten. Andererseits konnte in
einer Studien zur Induktion der CMI jedoch auch den azellularen Impfstoffen eine
potente  Aktivierung der Lymphozytenproliferation nach Antigenstimulation
nachgewiesen werden (Zepp et al. 1996).

Der zellvermittelten Immunitat wird bei der Abwehr von Pertussis-Infektionen eine
wichtige Rolle zugesprochen. Die immunologischen Mechanismen des Schutzes vor
klinischer Infektion mit B. pertussis sind noch nicht vollstandig geklart. Es ist zwar
bekannt, dass die CMI eine bedeutende Rolle im Schutz vor Pertussis spielt (s.
Abschnitt 1.2.2.), jedoch ist es noch unklar, inwieweit Pertussis-spezifische CMI
neben der Serologie als zweiter nitzlicher Parameter zur Bestimmung der
Immunantwort nach Impfung und zur Pradiktion des Schutzes gegen B. pertussis
herangezogen werden kann. In unserer Studie konnten wir keinen Vorteil der

zellularen Immunitat gegenlber der Serologie als Langzeit-Parameter der Immunitat
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gegenilber Pertussis seit der letzten Impfung feststellen. Dies wurde auch in einigen
anderen Studien beobachtet (Tran Minh et al. 1998; Esposito et al. 2001). Es ist
jedoch zu berlcksichtigen, dass die humorale und zellulare Immunitat in unserer
Studie mdglicherweise durch natirliche Exposition gegentber B. pertussis
beeinflusst wurde. Dadurch ist eventuell die Diskrepanz zu anderen Studien
erklarbar, in denen eine langere Persistenz der CMI im Vergleich zur humoralen
Immunitat bei Kindern und Jugendlichen nach Impfung beschrieben wurde (Zepp et
al. 1996; Edelman et al. 2004; Edelman et al. 2007). Eine Messung der
ausschlieBlich durch Impfung induzierten Langzeitimmunitat ist in unserer
Studienpopulation somit nicht mdglich.

Eine prospektive Studie von Tran Minh et al. untersucht die Bedeutung Pertussis-
spezifischer CMI im Bezug auf Schutz vor klinischer Infektion bei 13-jahrigen
Kindern, die mehr als 10 Jahre zuvor mit Ganzkeimimpfstoff immunisiert wurden,
wahrend eines Pertussis-Ausbruchs an einer finnischen Schule. Dabei konnte eine
Korrelation zwischen dem Infektionsverlauf und der CMI zum Expositionszeitpunkt
festgestellt werden. Bei den Kindern, die im Verlauf der Beobachtung gesund
blieben, konnte eine positive CMI gegen PT, FHA und/oder PRN nachgewiesen
werden. Fehlende CMI flihrte zu einer gréBeren Wahrscheinlichkeit, an einer
subklinischen oder klinischen Infektion zu erkranken (Tran Minh et al. 1999).

Es ist wahrscheinlich, dass es auch bei nachlassender messbarer zellvermittelter
Immunitat zu einer sofortigen kraftigen Stimulation derselben nach Infektion oder
Auffrischimpfung aufgrund einer effektiven Vorbereitung einer Gedachtnisantwort auf
relevante Pertussisantigene kommen kann (Zepp et al. 1996; Tran Minh et al. 1998).
Da Lymphozyten durch Zytokine induziert und reguliert werden, haben wir die Profile
einiger wichtiger Zytokine untersucht, die von peripheren mononukledren Zellen

durch in vitro Stimulation mit B. pertussis Antigenen ausgeschittet werden.

5.3. Zytokine und Th1- bzw. Th2-vermittelte Immunitat
5.3.1. Verfahren zur Bestimmung von Zytokinen

Zytokine kénnen durch verschiedene Verfahren bestimmt werden. In dieser Studie
wurde mit dem ,Cytometric Bead Array” System gearbeitet. Diese Methode ermittelt
die quantitative Zytokinkonzentration, ermdglicht jedoch keine sichere Zuordnung der
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sezernierten Zytokine zu den produzierenden Zellen. Der hochsensitive Nachweis
von Zytokinen auf Ebene einzelner Zellen und die Zahl der zytokinproduzierenden
Zellen innerhalb eines Ansatzes lasst sich mittels der Technik des ,Enzyme linked
Immunospot Assay“ (ELISPOT) bestimmen, dabei ist jedoch eine sichere
Quantifizierung der ausgeschiedenen Menge an Zytokinen nicht méglich.

Weitere Mdglichkeiten der Zytokinbestimmung sind ELISA-Verfahren, die
Bestimmung der Expression der zu den Zytokinen gehérenden mRNA mit Hilfe der
PCR oder die quantitative Bestimmung der fluoreszenzmarkierten intrazellular
vorhandenen Zytokine mittels Durchflusszytometrie (Janeway 2002).

FOr mehrere Zytokine (u. a. fir TNF-a und IFN-y) wurden erhebliche Diskrepanzen
zwischen der Expression von mRNA und der Produktion der Proteine an sich
beschrieben (Favre et al. 1997). Da Zytokine die biologisch relevanten Effekte
induzieren, ist die Bestimmung der aktiven Form und nicht nur der mRNA sinnvoll,
daher erfolgte die Untersuchung mittels dem ,Cytometric Bead Array“ System.
Dieses bietet auch aus arbeitsbkonomischer Sicht den Vorteil, in einem
Versuchsdurchlauf 6 verschiedene Zytokine in den jeweiligen Proben messen zu
kénnen.

Es kann sein, dass nur einige wenige Zellen durch eine starke Zytokinausschittung
charakterisiert sind oder aber dass viele Zellen wenig Zytokine produzieren. Des
Weiteren ist nicht bekannt, welche Zytokinkonzentrationen bendtigt werden, um
einen Effekt an den Zielzellen des bestimmten Zytokins herbeizuflihren. Daher sind
genaue Aussagen Uber die Effektorfunktion von Zytokinen allein anhand ihrer

Konzentrationen schwierig zu treffen.

5.3.2. Th1-betonte Immunantwort nach azellularer Auffrischimpfung bei

Probanden mit Ganzkeim- und azellularer Grundimmunisierung

Da beide Ebenen der T-zellularen Immunitat fir die Entwicklung eines Impfschutzes
gegen B. pertussis relevant sind (s. Abschnitt 1.4.3.), ist die Untersuchung der
vorwiegend eingeschlagenen Richtung der Immunantwort nach Impfung mit
azellularem bzw. Ganzkeimimpfstoff und natirlicher Infektion sowie subklinischer
Infektion von groBer Bedeutung. Sie hilft, die Komplexitat der Immunitat beztglich B.

pertussis Infektionen und die Mechanismen der Impfung besser zu verstehen.
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Pathophysiologisch lasst sich die besondere Bedeutung der zellularen Immunitat
durch die Funktion von B. pertussis als partiell intrazellularem Erreger ableiten. Zur
Eliminierung intrazellularer Erreger ist auch die Aktivierung der Th1-vermittelten
zellularen Immunitat notwendig (Mills et al. 1993; Redhead et al. 1993; Ryan et al.
1997).

Mehrere Arbeiten haben sich mit der Zytokinproduktion und der davon abhangigen
Th1-/Th2-Praferenz der Immunantwort nach Infektion und nach Impfung mit den
unterschiedlichen Impfstoffen beschéaftigt. Mausversuche und Ergebnisse von
Studien bei Menschen beschreiben zusammenfassend eine deutlich Th1-gerichtete
Immunantwort nach Impfung mit Ganzkeimimpfstoffen und nach klinischen sowie
subklinischen Infektionen (Peppoloni et al. 1991; Ryan et al. 1997; Esposito et al.
2001). Im Gegensatz dazu kommt es direkt nach der Impfung mit azellularem
Impfstoff zu einer vorwiegend Th2-vermittelten Immunantwort (Mills et al. 1993;
Redhead et al. 1993; Barnard et al. 1996; Ausiello et al. 1997; He et al. 1998; Ryan
et al. 1998).

Unsere Untersuchungen zeigen eine deutliche Tendenz zur Th1-vermittelten
Immunantwort in allen drei Gruppen mit hohen IFN-y- und TNF-a-Werten nach
Stimulation mit B. pertussis Antigenen. Nur bei 8 Probanden konnten (ber dem
Detektionslevel liegende IL-5 Werte gemessen werden, die fir eine zusatzliche
Beteiligung der Th2-vermittelten Immunantwort sprechen. Diese Ergebnisse passen
zu der Hypothese einer vorher stattgefundenen Boosterung (,stille Feiung®) des
Immunsystems durch subklinische Infektionen. Aufgrund der unterschiedlichen
Grundimmunisierungen der drei Gruppen héatte man deutlichere Unterschiede in der
Zytokin-Antwort zwischen den mit Ganzkeimimpfstoff geimpften Kindern und denen,
die mit azellularem Impfstoff geimpft wurden, erwartet. Es wird angenommen, dass
subklinische Infektionen zu einer Induktion beziehungsweise Verstarkung der Thi-
Antwort fihren und diese Exposition gegentber dem Erreger somit zu einem
Persistieren des Schutzes vor Erkrankung fihrt. Dadurch lieBe sich erklaren, warum
es in den von uns untersuchten Gruppen mit azellularer Grundimmunisierung zu
einem vorwiegenden Auftreten der Th1-gerichteten Immunantwort kommt, obwohl
azellulare Impfstoffe vor allem als starke Induktoren der humoralen Th2-Zellantwort
gelten.

Eine Studie von Ryan et al. bestatigt, dass Stimulation mit Pertussisantigenen bei
nicht-geimpften akut an Keuchhusten erkrankten sowie rekonvaleszenten Kindern zu
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einer bevorzugten Aktivierung des Th1-Zytokinmusters mit selektiv gesteigerter IFN-y
Produktion und niedriger bis nicht nachweisbarer IL-5 Produktion gefihrt hat. Bei 11
von 53 nicht-geimpften Kindern ohne klinische Pertussis-Infektion in der Anamnese
kam es nach in-vitro Stimulation der Lymphozyten mit Pertussis-Antigenen zur
Proliferation und/oder Sekretion von IFN-y. Dies kbénnte Zeichen einer
durchgemachten subklinischen Infektion sein und flr eine bevorzugte Thi-
Aktivierung sprechen (Ryan et al. 1997). Antikdrpertiter gegen die Pertussis-Antigene
wurden nicht bestimmt. Eine ein Jahr spater durchgeflihrte Untersuchung derselben
Arbeitsgruppe erbrachte zusatzliche Resultate, die im Einklang mit der Hypothese
der durch subklinische Infektionen induzierten Th1-Immunantwort stehen. Dabei
zeigte sich bei kurz zuvor mit azellularem Impfstoff geimpften Kindern eine positive
IL-5 Produktion, eine starkere Th1-Antwort mit héheren IFN-y Werten trat bei Kindern
mit 1&ngeren Intervallen zur letzten azellularen Impfung auf. Mdglicherweise ist ein
Teil der Th1-Antworten, die nachgewiesen werden konnten, nicht in Folge der
Impfung, sondern im Rahmen von subklinischen Infektionen aufgetreten (Ryan et al.
1998).

Eine weitere Arbeit, die zwei Gruppen mit azellularer Impfung und eine Gruppe mit
Ganzkeimimpfstoff bezlglich der Zytokin-mRNA-Bildung und der Zytokin-Sekretion
im Uberstand einen Monat nach Grundimmunisierung vergleicht, unterstiitzt
zusatzlich die genannte Hypothese (Ausiello et al. 1997). Hier kommt es bei
Ganzkeimimpfstoff-Empfangern zu einer Th1-vermittelten Immunantwort, IL-5 wird
nur selten nachgewiesen. Zusétzlich zur Produktion von IFN-y kommt es bei den
beiden Gruppen mit azellularen Impfstoffen zu einer bestédndigen, Antigen-
abhangigen Produktion der Typ 2 Zytokine IL-4 und IL-5. Dieses kurz nach Impfung
beobachtete gemischte Th1/Th2-Profil ist 3-4 Jahre spater in eine Th1-vermittelte
Immunantwort Ubergegangen (Ausiello et al. 1999). Die deutlich existierenden
Unterscheide in den Zytokinprofilen zwischen den Empféangern von Ganzkeim- und
azellularem Impfstoff, die nach Grundimmunisierung im durchschnittlichen Alter von
7 Monaten nachzuweisen waren, haben sich im Laufe der Zeit verloren. Auch diese
Ergebnisse passen gut zu der Hypothese, dass die gesteigerte Th1 Antwort in den
mit azelluldarem Impfstoff geimpften Gruppen durch subklinische Infektionen zustande
gekommen sein kdnnte.

Die in diesem Zusammenhang zuvor erwahnte Studie von Ryan et al. beobachtete

eine Th1-vermittelte Immunantwort mit Sekretion von IFN-y nach Impfung mit einem
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potenten Ganzkeimimpfstoff und beschrieb ein heterogenes Th1/Th2-Zytokinprofil
nach azellularer Impfung mit zusatzlichem Auftreten von IL-5 (Ryan et al. 1998). Im
Gegensatz dazu beobachteten Zepp et al. eine bevorzugte Produktion von IFN-y
und IL-2 in Reaktion auf Stimulation mit Pertussisantigenen bei Kindern, die mit
azellularem Impfstoff immunisiert wurden. Allerdings wurden auch dort niedrige IL-10
Werte bei einigen Probanden nachgewiesen. Es zeigte sich jedoch eher eine
Praferenz der Th1-vermittelten Immunantwort (Zepp et al. 1996). Zu berlcksichtigen
ist, ob die Auswahl von IL-10 als reprasentatives Typ-2-Zytokin in dieser Studie
aussagekraftig ist, da IL-10 nicht von allen Th2-Zellen sezerniert wird und auch
Monozyten es produzieren kénnen. Spezifische Typ-2-Zytokine wie IL-4 und IL-5
wurden in der erwahnten Studie nicht untersucht. Die Studie von Zepp et al. wurde
zwischen 1992 und 1995 in Deutschland durchgefthrt. In diesem Zeitraum ist von
einer hohen Zirkulation von B. pertussis in der Bevélkerung auszugehen (s. Abschnitt
1.1.1.). Eine Beeinflussung der Studienergebnisse in Richtung einer Th1-gewichteten
Immunantwort durch Exposition gegentiber B. pertussis ware somit denkbar.

He at al. verglichen die Zytokinproduktion bei Schulkindern und Erwachsenen nach
Auffrischimpfung mit azelluldrem Impfstoff und natdrlicher Infektion. Dies geschah
durch Untersuchung der Expression von mRNA der Th1- und Th2-Zytokine mittels
RT-PCR und durch Bestimmung der Zytokinkonzentrationen im Uberstand spezifisch
stimulierter Kulturen. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede im Muster der
produzierten Zytokine, azellulare Auffrischimpfung und natlrliche Infektion
induzierten die Expression von mRNA der Th1- und Th2-Typ Zytokine in ahnlicher
Weise (He et al. 1998). Infolge spezifischer Antigen-Stimulation wurden bei den
Immunisierten und Infizierten signifikant héhere Mengen an INF-y, IL-4 und IL-5 als
bei der Kontrollgruppe gesunder Ungeimpfter produziert. Diese Studie zeigte im
Unterschied zu anderen Studien (Peppoloni et al. 1991; Ryan et al. 1997), die die
Th1-/Th2-Praferenz des Immunsystems nach Infektion mit B. pertussis untersucht
haben, eine nicht nur auf den Th1-Typ beschrankte Immunantwort nach Infektion.
Auch Esposito et al. verglichen die Langzeitimmunitat gegenlber Pertussis flnf
Jahre nach azellularer Grundimmunisierung mit DTaP-HBV und natdrlicher Infektion.
Daflir untersuchten sie die Antikérperproduktion, Lymphozytenproliferation und
Zytokin-Sekretion nach spezifischer Antigenstimulation. Die finf Jahre nach Impfung
vorhandene Immunitat war der nach durchgemachter Infektion sehr &hnlich, in den
serologischen Ergebnissen gab es bis auf eine haufigere und hdhere
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Antikdrperantwort auf PRN bei geimpften Kindern keine Unterschiede zwischen den
Gruppen. Die Proliferationsaktivitat nach B. pertussis Antigenstimulation war
ebenfalls vergleichbar, auch dort war in der geimpften Gruppe eine starkere
Lymphozytenproliferation nach PRN-Stimulation zu verzeichnen. Es konnte nur noch
bei einer Minderheit der Kinder eine Zytokinproduktion nachgewiesen werden, dabei
bestatigte sich bei den Kindern mit natdrlicher Infektion die bevorzugte Thi-
Immunantwort und eine Th2-betonte Impfantwort nach azellularer Impfung (Esposito
et al. 2001).

Zusammenfassend zeigt sich in den erwahnten Studien eine unterschiedliche
Praferenz der Immunantwort nach Impfung mit Ganzkeim- bzw. azellularem
Impfstoff, subklinischen und klinischen Infektionen. Wir beobachteten eine Th1-
betonte Immunantwort auch in den Gruppen, die mit azellularem Impfstoff eine
Grundimmunisierung erhielten. Dies deckt sich mit den Ergebnissen verschiedener
anderer Studien, die das Auftreten von subklinischen Infektionen fir die vorwiegende
Stimulation des Th1-Typs der Immunantwort in diesen Gruppen verantwortlich
machen.

Im Gegensatz zu Mausversuchen und Untersuchungen an geklonten T-Zellen von
Menschen muss jedoch bei humanen PBMCs von einer gréBeren Variabilitat
innerhalb der Zytokinmuster ausgegangen werden und von einer allzu strikten
Trennung der Th1- von der Th2-Immunantwort Abstand genommen werden (Zepp et
al. 1996). Da es praktisch immer neben der zellvermittelten Immunitat auch zur
Bildung von Antikdérpern kommt, mussen beide Arme der Immunitat zumindest zu
einem bestimmten AusmaB aktiviert werden. Dies schlieBt eine bevorzugte
Aktivierung der Thi1- bzw. Th2-gewichteten Immunitat durch unterschiedliche

Impfstoffe bzw. Erkrankungen jedoch nicht aus.

5.4. Anstieg von CD69+ aktivierten CD8+ T-Zellen nach azellularer

Auffrischimpfung

Um die durch azellulare Auffrischimpfung bei unterschiedlicher Grundimmunisierung
aktivierten T-Zell-Antworten und -Subpopulationen genauer zu definieren,
untersuchten wir die Phanotypen der Lymphozyten sowie die Expression von
Aktivierungsmarkern der Zelloberflache nach Antigenstimulation der Lymphozyten.
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Es zeigte sich dabei ein Anstieg der CD69+ aktivierten CD8+ T-Zellen nach
Stimulation mit allen 4 Pertussis-Antigenen vier Wochen nach der azellularen
Auffrischimpfung. CD69 wird als ein friiher Aktivierungsmarker angesehen, der als
ein Indiz flr kirzlich stattgefundene Stimulation der Lymphozyten aufgefasst wird
(Frey et al. 2003). Der Anstieg des Aktivierungsmarkers (CD69+) konnte
Uberraschenderweise nicht fir die CD4+ T-Zellen nachgewiesen werden. In
verschiedenen Arbeiten wurde wiederholt die Wichtigkeit von CD4+ T-Zellen in der
Immunantwort gegen Pertussis hervorgehoben (Mills et al. 1993; Petersen et al.
1993) und eine Stimulation und Proliferation dieser durch azellulare und Ganzkeim-
Impfungen nachgewiesen (Ryan et al. 1998).

So konnten Mills et al. in Tierversuchen zeigen, dass der Transfer CD4+ T-Zellen
immuner Mause auf nicht-immune oder immunsupprimierte Mause nachweisbar zur
Eliminierung des Erregers nach intrabronchialer Exposition gegeniber B. pertussis
fihrte (siehe auch Abschnitt 1.2.2., S. 11). In dem gleichen Versuch konnte durch
den Transfer von CD8+ T-Zellen keine Verringerung bzw. Eliminierung der
intrapulmonalen Erregerzahlen erreicht werden.

Auch in einer Studie von Zepp et al. wurde hauptsachlich eine Aktivierung von CD4+
T-Zellen und eine Hochregulierung des Oberflachenmarkers CD45R0O dieser Zellen
registriert (Zepp et al. 1996). Dieser Oberflaichenmarker wird den
Aktivierungsmarkern zugerechnet, findet sich jedoch auch auf Subpopulationen
CD4+ und CD8+ T-Gedéachtniszellen. Es konnte zudem ein leichter prozentualer
Anstieg der Menge der CD8+ Zellen mit CD45RO-Expression im Laufe der
Grundimmunisierung und ersten Auffrischimpfung von durchschnittlich 1% auf 2%
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu zeigen unsere Untersuchungen
ausschlieBlich einen Anstieg der CD8+/CD69+ aktivierten T-Zellpopulation. Dieser
lag in &hnlichen Dimensionen wie bei Zepp et al., durchschnittlich kam es zu einem
Anstieg der prozentualen Menge an CD8+/CD69+ Zellen von unter 1% auf max.
1,4%. Da wir fir unsere Studie nur die Aktivierungsmarker CD69 und CD25
untersucht haben, lassen sich unsere Ergebnisse jedoch nicht direkt mit denen von
Zepp et al. vergleichen.

Bei vielen Infektionskrankheiten spielen sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zellen eine
wichtige Rolle. Dabei wird die relative Verteilung und Aktivierung der T-Zell-Subtypen
vor allem durch die Art und den Ort der Erreger-Replikation mitbestimmt. CD4+ Th1-
Zellen stimulieren u. a. durch IL-2- und INF-y-Sekretion die phagozytaren Funktionen
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von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten. Zusatzlich sind sie, wie auch
zytotoxische CD8+ T-Lymphozyten, in der Lage, mit intrazellularen Erregern wie z. B.
Viren, Listerien und Mykobakterien infizierte Zellen abzutdéten (Mills et al. 1993). Da
B. pertussis auch eine intrazellulare Phase aufweist und in dieser Form der
humoralen Immunabwehr entgehen kann, scheint eine wichtige Rolle der CD8+ T-
Lymphozyten in der Bekdmpfung des Pertussis-Erregers mdglich.

In vielen Studien konnte nachgewiesen werden, dass Immunisierungen gegenuiber
verschiedenen Pathogenen nicht nur einen Effekt auf CD4+ B- und T-Zellen
auslben, sondern auch zytotoxische CD8+ T-Zellen aktivieren kénnen. Dies konnte
z. B. bei Immunisierung gegeniiber dem Varizella-Zoster-Virus (Frey et al. 2003),
dem Hepatitis B Virus (Dikopoulos et al. 2003), dem Enzephalomyokarditis-
auslésenden Virus (Neal and Splitter 1998) und dem Ilymphozytéaren
Choriomeningitis-Virus (Zimmermann et al. 1999) nachgewiesen werden. Ein
wichtiger Mechanismus scheint dabei die Generierung aktivierter CD8+ T-Zellen
durch Antigen- bzw. Peptidkontakt zu sein. Diese Zellen reagieren auf erneuten
Kontakt mit dem Fremdpeptid mit einer kurzfristigen Hochregulierung von
Aktivierungsmarkern wie z. B. CD69 und der a-Kette des IL-2-Rezeptors. Sie kdnnen
durch die vermehrte Induktion von Zytokinrezeptoren und von Aktivierungsmarkern
auf der Zelloberflaiche somit schneller als naive CD8+ T-Zellen aktiviert werden.
Nach in vitro Aktivierung mit Peptidantigenen kommt es durch CD8+ T-
Gedachtniszellen zu einer Sekretion héherer Level von Zytokinen, wie z. B. INF-y
und IL-2, als durch naive CD8+ T-Zellen (Pihigren et al. 1999). AuBerdem liegt der
Schwellenwert zur Aktivierung dieser CD8+ T-Zellen in vitro in Gegenwart von IL-2
bei 10- bis 50-fach niedrigeren Peptidkonzentrationen als der Schwellenwert der
CD8+ T-Zellen naiver Mause (Pihigren et al. 1996).

Diese Unterschiede zwischen naiven CD8+ T-Zellen und aktivierten CD8+ T-
Gedachtniszellen kénnten eine bedeutende Rolle in der zellularen Immunantwort
nach Impfung, vor allem bei fakultativ intrazellularen Erregern wie B. pertussis,
spielen. Aufgrund dieser Uberlegungen ist ein Anstieg der CD8+/CD69+ T-
Lymphozyten mit der Funktion als T-Gedachtniszellen zum Erhalt eines lang
anhaltenden Schutzes nach Impfung vorstellbar.
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6. Zusammenfassung

Seit 1940 werden weltweit Impfungen gegen Pertussis mit Ganzkeimimpfstoffen
(wcP) durchgefliihrt. Die nachlassende Akzeptanz auf Seiten der Eltern und Padiater
aufgrund der relativ hohen lokalen und systemischen Reaktogenitat der
Ganzkeimimpfstoffe flhrte zur Entwicklung von besser vertraglichen azelluldren
Pertussis-Impfstoffen (aP). Diese sind seit 1994 in Deutschland zugelassen und
werden heutzutage vorwiegend in industrialisierten Landern eingesetzt. Unabhangig
davon wurde in Landern mit traditionell hohen Durchimpfungsraten bei Sauglingen
und Kleinkindern (z. B. USA, neue Bundeslander) seit Beginn der 90er Jahre eine
deutliche Verschiebung der Erkrankungsinzidenz aus dem Sauglings- und
Kindesalter in das Jugend- und Erwachsenenalter beobachtet. Neuere
Impfempfehlungen der STIKO beinhalten deshalb auch Auffrischimpfungen bei
Jugendlichen und Erwachsenen mit Kontakt zu Neugeborenen, sowie seit diesem
Jahr eine erste generelle Erwachsenenimpfung, um Pertussis-Erkrankungen
vorzubeugen und um eine Ubertragung auf besonders gefahrdete ungeschiitzte
Sauglinge einzudammen.

Ziel der Arbeit war, Unterschiede in der Langzeit-Immunitat gegen Pertussis und in
der Immunantwort auf eine azellulare Pertussis-Auffrischimpfung bei 78
Jugendlichen im Alter von 10 bis 14 Jahren zu erfassen, welche zuvor entweder 5
Dosen azellularen Pertussis-Impfstoff (letzte Dosis mit 4-6 Jahren), 4 Dosen
azellularen Pertussis-Impfstoff (letzte Dosis mit 18-24 Monaten) oder 4 Dosen
Ganzkeim-Pertussisimpfstoff (letzte Dosis mit 18-24 Monaten) erhalten hatten. Dazu
wurde einerseits die Pertussis-spezifische humorale Immunitdt mittels IgG-
Antikdrpertitern gegen Pertussistoxin (PT), filamentdses Hamagglutinin (FHA),
Pertactin (PRN) und Fimbrien (FIM) gemessen. Zum anderen wurde die
zellvermittelte Immunitat mittels Proliferation der T-Lymphozyten nach Antigen-
Stimulation, Zytokinen im Kulturlberstand und T-Zell-Aktivierungsmarkern
gemessen.

Die Untersuchungen vor der azellularen Pertussis-Auffrischimpfung zeigten eine
noch vorhandene humorale und zellulare Restimmunitat in der Studienpopulation.
IgG-Antikérper konnten in 39% (PT), 83% (FHA) bzw. 75% (PRN) der Seren
nachgewiesen werden. Eine spezifische zellulare Immunitat (S1=4) bestand bei 43%
der Jugendlichen gegentber PT, 71% gegenlber FHA, 47% gegentber PRN und
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56% gegeniber FIM, ohne signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. Die
niedrigen PT-AntikGrpertiter lassen die Frage nach dem Vorliegen eines
ausreichenden Impfschutzes bei den Jugendlichen aufkommen und unterstreichen
die Notwendigkeit von Pertussis-Auffrischimpfungen. Von besonderer Bedeutung ist
das Vorhandensein einer spezifischen humoralen und zellularen Immunreaktion
gegenlber Pertussis-Antigenen, die nicht in dem zuvor verwendeten azellularen
Biken-Impfstoff enthalten waren (PRN und FIM). Diese Immunitat ist méglicherweise
durch wiederholte Expositionen und subklinische Infektion mit B. pertussis in dem
Zeitraum zwischen Grundimmunisierung und Auffrischimpfung zu erklaren. Da diese
subklinischen Infektionen zur nattrlichen ,Boosterung“ des Immunsystems fiihren
kénnen, liefern sie einen Beitrag zur Pertussis-spezifischen Immunitat. Es ist bisher
nicht vollstandig geklart, inwieweit diese subklinischen Infektionen fir die
Langzeitimmunitat gegen B. pertussis von Bedeutung sind.

Die azellulare Pertussis-Auffrischimpfung flhrte in allen drei Gruppen zu einer sehr
ahnlichen humoralen und zellularen Immunantwort. Es kam zu einem zwischen den
Gruppen vergleichbaren 2-fachen Titeranstieg gegenliber den Pertussis-spezifischen
Antigenen (Gruppe A/ B/ C; PT: 78% / 83% / 78%, FHA: 92% / 100% / 89% und
PRN: 100% / 100% / 94%). AuBerdem kam es zu einer signifikanten Zunahme der
zellularen Immunitat, es zeigten sich dabei keine Unterschiede zwischen den
Gruppen. Diese Ergebnisse unterstitzen zusatzlich die Hypothese der subklinischen
Infektionen durch B. pertussis, da man aufgrund der Literatur im Vergleich zur
Ganzkeim-Pertussis-Impfung nach ausschlieBlich azellulérer Pertussis-Impfung eher
eine reduzierte CMI erwartet hatte.

Interessanterweise zeigten sich signifikant héhere Werte in den PT-Antikdrpertitern
nach Auffrischimpfung in der Gruppe mit Ganzkeimimpfstoff-Grundimmunisierung im
Vergleich zu den beiden Gruppen, die ausschlieBlich azelluldre Pertussis-Impfstoffe
erhielten. Dieser Unterschied war unabhangig von der Anzahl der Dosen, also auch
bei einer zusatzlichen 5. Dosis in der Gruppe, deren Grundimmunisierung mit
azellularem Pertussis-Impfstoff erfolgte, noch nachweisbar. Es ware moglich, dass
die signifikant héheren PT-Antikérpertiter durch eine bessere Induktion von
spezifischen B-Gedéachtniszellen durch den friiher verwendeten Pertussis-Ganzkeim-
Impfstoff hervorgerufen sein konnten. In diesem Zusammenhang waren weitere
Untersuchungen, wie z. B. die Messung von Pertussis-spezifischen B-
Gedachtniszellen nétig, auch eine Wiederholung der Studie in einer anderen
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Population mit einer traditionell hohen Durchimpfungsrate und niedriger Zirkulation
von B. pertussis erscheint sinnvoll. Méglicherweise deuten diese Ergebnisse auch
eine bessere klinische Wirksamkeit der hier verwendeten Ganzkeim-Impfstoffe
gegenuber den azelluldren Pertussis-Impfstoffen an. Dies konnte durch einige
klinische Wirksamkeits-Studien far Ganzkeim-Pertussisimpfstoffe nach
Grundimmunisierung gezeigt werden (Liese et al. 1997; Edwards 2008).

Die beobachtete Verschiebung der Erkrankungsinzidenz ins Jugend- und
Erwachsenenalter belegt die Wichtigkeit der Pertussis-Auffrischimpfung im Jugend-
und Erwachsenenalter. Hierdurch kann einerseits die Morbiditat bei Erwachsenen
vermindert, andererseits auch die Ubertragung auf ungeimpfte Sauglinge vermieden
werden. Die Auffrischimpfung fihrt zu einer guten Induktion der humoralen und
zellularen Immunitat. Die niedrigen PT-Antikérpertiter in allen Gruppen vor
Auffrischimpfung und die starkere Induktion von PT-Antikérpern nach
Auffrischimpfung bei Jugendlichen, deren Grundimmunisierung mit Ganzkeim-
Pertussisimpfstoff erfolgte, weisen moglicherweise auf eine geringere Immunogenitat
der azellularen Pertussis-Impfstoffe im  Vergleich zu den Ganzkeim-
Pertussisimpfstoffen hin. Es bleibt jedoch unklar, ob dies mit einer verminderten
Schutzrate korreliert. Zum einen lieBen sich in unseren Untersuchungen keine
signifikanten Unterschiede in der zellvermittelten Immunitdt nachweisen, zum
anderen gibt es bisher lediglich bei Sauglingen und Kleinkindern Daten, die eine
geringgradig bessere Wirksamkeit der heute nicht mehr verfigbaren Pertussis-
Ganzkeim-Impfstoffe suggerieren.

Ein weiterer Grund, Auffrischimpfungen in regelmaBigen Abstanden gemaB den
aktuellen Empfehlungen der STIKO einzusetzen, sind die in unserer Studie
gefundenen Hinweise auf wahrscheinliche subklinische B. pertussis Infektionen, die
zu einer Auffrischung bzw. Aufrechterhaltung der Pertussis-spezifischen Immunitat
fihren. Bei steigender Durchimpfungsrate ist von einer verminderten Zirkulation und
damit einer verminderten Exposition gegentber B. pertussis auszugehen. Damit
kommt es moglicherweise zu einer deutlichen Reduktion bzw. zum Wegfall von
subklinischen Infektionen und Boosterungen im Sinne einer ,Stillen Feiung“. Die
konsequente Durchfihrung von Auffrischimpfungen bei Jugendlichen und
Erwachsenen ist daher notwendig, um Pertussisinfektionen und ihre Morbiditat und
Mortalitat weiterhin erfolgreich zu kontrollieren.
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Mg Microgramm
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Abb. Abbildung
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CD Cluster of Differentiation

CDC Center for Disease Control, USA
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