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1. Einleitung

1. Uberblick zur Tuberkulose

Die Tuberkulose ist eine durch Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis)
verursachte Infektionskrankheit, welche die Menschheit bereits seit
Jahrtausenden begleitet. Die dltesten Funde des Erregers stammen aus der Zeit
9000 v. Chr. Aus Knochenfunden einer Frau und ihrem Kind konnte mittels DNA-
Analyse M. tuberculosis isoliert werden [Hershkovitz et al., 2008]. In der Antike
beschaftigte sich Hippokrates mit der Erkrankung und beschreibt die ,phthisis“
(griechisch: Schwund) als ,,...in der Zeit haufigste und unaufhaltsam in den Tod
fiilhrende Erkrankung“ [Herzog, 1998]. Von der Antike bis zur frithen Neuzeit
schien dann die Pest das Leid der Menschen zu bestimmen.

Insbesondere mit der Urbanisierung trat die Tuberkulose als epidemische
Erkrankung wieder in den Vordergrund. In London des 17. Jahrhunderts schatzte
man die Tuberkulose-Pravalenz auf 1.000 pro 100.000 Einwohner [Krause,
1928]. Die hohen Fallzahlen fiihrten auch dazu, dass sich Wissenschaftler
vermehrt mit dem Ratsel der Pathogenese der Tuberkulose beschaftigten.
Wihrend man iiber Jahrhunderte eine hereditire Atiologie der Erkrankung
vermutete, beschrieb der englische Mediziner Benjamin Marten 1720 erstmalig,
dass er eine infektibse Ubertragung durch einen Organismus fiir
wahrscheinlicher halt. Einen Meilenstein in der Erforschung der Tuberkulose
setzte der deutsche Mediziner und spatere Nobelpreistrager Robert Koch 1882
mit der Isolierung von M. tuberculosis als Erreger der Tuberkulose [Koch, 1882].
Wahrend des ersten und zweiten Weltkrieges stieg die Tuberkulose-Inzidenz
und Mortalitat der betroffenen Lander dramatisch an [Smallman-Raynor und
Cliff, 2004]. Nach dem zweiten Weltkrieg mit Verbesserung der sozialen
Umstdnde und Entwicklung der antimykobakteriellen Chemotherapie sank die
Tuberkulose-Inzidenz. In Lindern mit niedrigem Einkommen, Uberbevélkerung
und hoher Pravalenz des Humanen-Immundefizienz-Virus (HIV) verbleiben die
Tuberkulose-Fallzahlen jedoch hoch [Tamm, 1990]. 1993 erklarte die World
Health Organization (WHO) die Tuberkulose zum ,global emergency“ (WHO,
1993].



Die Tuberkulose-Fallzahlen sind seit 2002 riicklaufig, dennoch erkrankten 2011
laut Schatzungen der WHO weltweit 8,7 Millionen Menschen neu oder
rezidivierend an Tuberkulose. 13 % der Erkrankten sind mit HIV ko-infiziert.
Uber 60.000 Fille von ,multidrug-resistant® (MDR) Tuberkulosefille wurden
2011 in Landern mit hoher Tuberkulose-Pravalenz registriert. Die regionalen
Unterschiede der Tuberkulose-Inzidenzen sind in Abbildung 1 dargestellt [WHO,
2012].

Abbildung 1 stellt die regionalen Unterschiede der geschitzten Tuberkulose Inzidenzraten fiir 2011
dar. (Die Verwendung der Abbildung wurde freundlicherweise von der WHO genehmigt.© WHO, 2012,
alle Rechte vorbehalten)

Die Erreger der Tuberkulose werden als M. tuberculosis-Komlexes
zusammengefasst. Zu diesem Erreger-Komplex zahlt M. tuberculosis,
Mycobacterium  bovis, Mycobacterium caprae, Mycobacterium microti,
Mycobacterium pinnipedii, Mycobacterium africanum und Mycobacterium canetti
[Schaaf und Zumla, 2009, S.50]. Einige Erreger bevorzugen als Wirt Tiere wie
Rinder, Ziegen und Seehunde.

Bei der humanen Tuberkulose wird als Erreger am haufigsten M. tuberculosis
detektiert. Es ist wie die anderen Spezies ein aerobes, grampositives

Stabchenbakterium. Dazu besitzt es eine komplex aufgebaute lipidreiche



Zellwand, welche unter anderem die Ursache fiir seine Pathogenitit und
Resistenz gegen viele Antibiotika ist. Als lipophile und aerobe Organismen halten
sich die Mykobakterien in Fliissigkeiten, wie zum Beispiel Sputum, in Aerosolen
auf.

M. tuberculosis wird meist durch Inhalation von Mykobakterien-enthaltenden
Aerosolen von Mensch zu Mensch tlibertragen. Die inhalierten Mykobakterien
gelangen in die unteren Atemwege und initileren dort zunachst eine
unspezifische Immunreaktion, auf diese folgt zeitlich verzogert die spezifische T-

Zell-vermittelte Immunreaktion.

Nach erstmaliger M. tuberculosis-Exposition infiziert sich der Exponierte
entweder mit dem Erreger und es kommt zu einer Primdrinfektion oder das
Immunsystem ist in der Lage, die Mykobakterien ganzlich abzutdten, und es
findet keine Infektion statt. Die Primdrinfektion manifestiert sich entweder als
latente Tuberkuloseinfektion, bei der der Erreger in einem inaktiven Zustand
tiber Jahre latent iiberdauern kann, oder als Primartuberkulose.

Symptome der Primdrtuberkulose konnen Lymphadenopathie, Fieber,
Gewichtsverlust und Nachtschweif3 sein, allerdings kann die Erkrankung auch
asymptomatisch verlaufen.

Eine postprimdre Tuberkulose kann durch Reaktivierung einer latenten
Tuberkuloseinfektion oder seltener durch Re-Infektion mit M. tuberculosis
entstehen. Meist manifestiert sich die granulomatdse Erkrankung als pulmonale
Tuberkulose in den Lungen. Husten iiber 2 Wochen, subfebrile Temperaturen,
Gewichtsverlust, Nachtschweifd und Abgeschlagenheit sind klassische Symptome
einer pulmonalen Tuberkulose. Sind andere Organe als die Lunge betroffen, wird
von einer extrapulmonalen Tuberkulose gesprochen. Bei der extrapulmonalen
Tuberkulose treten neben der B-Symptomatik weitere organspezifische
Symptome auf. Eine Miliartuberkulose liegt bei hamatogener Dissemination des
Erregers vor.

Diagnostiziert wird die aktive Tuberkulose (Primartuberkulose oder post-
primare Tuberkulose) primar mikrobiologisch, wobei die kulturelle Anzucht der
Mykobakterien der Gold-Standard ist. Des Weiteren stehen die mikroskopische

Untersuchungen und Nukleinsdureamplifikationstechnik  (NAT) sowie



bildgebende Verfahren zur Verfligung. Die Diagnose einer latenten Tuberkulose
wird anhand von Kontaktanamnese, individueller Risikoevaluierung und
immunbasierter Tests wie Tuberkulin-Hauttest (THT) und IFN-gamma (IFN-y)
Release Assays (IGRA) gestellt [Herold, 2010].

Zur Behandlung einer aktiven Tuberkulose, ohne Risikofaktoren fiir eine
Medikamentenresistenz, werden als Erstrangmedikamente eine
Kombinationstherapie bestehend aus Isoniazid, Rifampicin, Pyrazinamid und
Ethambutol liber zwei Monate verabreicht (Anfangsphase) und anschlief3end
[soniazid und Rifampicin fiir weitere 4 Monate (Konsolidierungsphase). Bei
Resistenzen gegen genannte Antituberkulostatika koénnen unter anderem
weitere Aminoglykoside und Fluorchinolone eingesetzt werden. Zur Therapie
der latenten Tuberkuloseinfektion wird Isoniazid fiir 9 Monate, eine Rifampicin
Monotherapie flir 4 Monate oder eine Kombinationstherapie aus Isonizid und

Rifampicin fiir 3 bis 4 Monate empfohlen [Schaberg et al.,, 2012].

2. Tuberkulose im Kindesalter: Charakteristika und

Besonderheiten

2.1 Epidemiologie

Laut Schatzungen der WHO sind im Jahr 2011 weltweit mindestens 490.000
Kinder (< 15 Jahre) an einer Tuberkulose erkrankt. 64.000 Kinder verstarben
weltweit an den Folgen der Erkrankung. Etwa Dreiviertel der Fille treten in den
Tuberkulose-Hochinzidenzlandern auf. Es ist eine weit hohere Tuberkulose-
Inzidenz und -Prdvalenz im Kindesalter wahrscheinlich, da die Datenerhebung
von Tuberkulose-Fillen im Kindesalter schwierig ist. Die Tuberkulose im
Kindesalter kann haufig nicht durch eine positive Kultur bewiesen werden und
Informationen tiber Tuberkulose-Fille bei Kindern werden selten von nationalen
Tuberkulose-Programmen erfasst [WHO, 2012; Nelson und Wells, 2004; Donald
etal,, 2007].



Europaweit wurde fiir die Linder der Europdischen Union (EU) und der
Europaischen Handelsgesellschaft (EEA) fiir 2011 eine Tuberkulose-Melderate
der 0-14-]Jahrigen von 6,7 pro 100.000 Einwohner ermittelt. Im Vergleich zu
Vorjahren ist die Fallzahl im Kindesalter in Lindern hoher Tuberkulose-
Pravalenz zuriickgegangen. In Landern geringer Tuberkulose-Pravalenz
hingegen stagnierte die Melderate. In zehn der 29 Staaten, inklusive Deutschland,
traten mehr als die Halfte der registrierten Kinder-Tuberkulose-Falle bei
Kindern unter fiinf Jahren auf [European Centre for Disease Prevention and

Control, 2013].

Fir 2011 wurden deutschlandweit 179 Tuberkulose-Neuerkrankungen bei
Kindern unter 15 Jahren registriert. Dies entspricht einer Tuberkulose-Inzidenz
fir die unter 15-Jahrigen von 1,7 pro 100.000 Einwohner. Im Vergleich zu den
Vorjahren stieg die Inzidenz im Kindesalter minimal und kontinuierlich an

[Robert Koch-Institut, 2012].

2.2 Pathogenese und Klinik

Die Infektion mit M. tuberculosis findet meist tiber die Inhalation von in kleinsten
sogenannten ,droplet nuclei“ abgehusteten Mykobakterien statt. Die
Wahrscheinlichkeit der Infektion steigt mit der Infektiositit der erkrankten
Person (Sputumpositivitit) aber auch der Dauer und Intensitat der Exposition.
[st die Bezugsperson eines Kindes an einer aktiven Tuberkulose erkrankt, ist das
Kind dem Bakterium besonders stark ausgesetzt und dadurch entsteht ein
erhohtes Infektionsrisiko [Feja und Saiman, 2005].

Die inhalierten Mykobakterien-enthaltenden Aerosole gelangen in die
respiratorischen Epithelien der unteren Atemwege. Hier initiieren die lokalen
Immunzellen die immunologische Antwort auf die Erreger.

Nach Exposition mit M. tuberculosis findet entweder eine vollstindige
Eliminierung der Bakterien oder eine primadre Tuberkuloseinfektion statt
[Marais, Gie, Schaaf, Beyers et al., 2006]. Bei der Primarinfektion kommt es zur

Ausbildung des Primarkomplexes, bestehend aus dem im Lungenparenchym



lokalisierten  Epitheloid-Granulomen (Ghon-Fokus) und einer lokalen

Lymphknotenbeteiligung (Primar- oder Ghon-Komplex).

2.2.1 Latente Tuberkuloseinfektion

Nach Infektion mit M. tuberculosis migrieren Epitheloidzellen, Makrophagen und
Lymphozyten zum Entziindungsort. Makrophagen inkorporieren die
Mykobakterien und formieren sich mit Hilfe der anderen Immunzellen zu sehr
kleinen Epitheloid-Granulomen, welche in der Rontgenaufnahme des Thorax
nicht darstellbar sind [Ulrichs et al., 2005]. Die Mykobakterien sind wiederum in
der Lage mesenchymale Stammzellen anzulocken, welche Stickoxide freisetzen,
um so die Immunantwort weiterer Lymphozyten zu unterdriicken. Es wird
vermutet, dass die Mykobakterien iliber diesen Mechanismus eine Balance
zwischen Toxizitdt und Immunabwehr des Wirtes schaffen und somit im Wirt
tiber Jahrzehnte latent iliberleben koénnen [Raghuvanshi et al, 2010]. Die
Pathogenese der latenten Tuberkuloseinfektion ist allerdings noch nicht ganzlich

verstanden.

2.2.2 Aktive Tuberkulose

2.2.2.1 Primdartuberkulose

Mit M. tuberculosis primar infizierte Sauglinge haben ein 40%iges Risiko eine
Priméartuberkulose zu entwickeln. Dieses Risiko nimmt mit steigendem Alter ab
[Marais, Donald et al. 2005; Beyers et al., 1997; Ling et al, 2011]. Bei der
Priméartuberkulose kommt es insbesondere bei den unter 5-Jdhrigen zu einer
ausgepragten Lymphadenopathie. Durch die relativ kleinen Bronchien und
groBen Lymphknoten mit assoziierten Odemen kann es zur
Atemwegsobstruktion kommen [Marais, Gie, Schaaf, Beyers et al. 2006]. Die
zentrale Nekrose des Granuloms kann sich auf das umliegende
Lungenparenchym und die Bronchien ausweiten, welche teilweise radiologisch
als Kavernen sichtbar werden [Marais, Donald et al, 2005]. Erste klinische
Erkrankungszeichen konnen verspdtet auftreten und sehr unspezifisch sein.
Symptome sind: Husten iiber 2 Wochen, Appetitlosigkeit, Gewichtsverlust,

Nachtschweif3, subfebrile Temperaturen und ein generelles Fatigue-Syndrom



[Magdorf und Detjen, 2008]. Sauglinge und unter 3-Jahrige sind insbesondere
gefahrdet, eine tuberkulése Meningits oder eine Miliartuberkulose zu entwickeln
[Marais; Gie; Schaaf; Hesseling; Enarson; Beyers 2006]. Besonders schwere
Auspragungen der Tuberkulose treten haufig bei immungeschwachten Kindern,
beispielsweise bei HIV-Ko-Infektion, auf. [Marais, Gie, Schaaf, Hesseling et al,

2006; Lewinsohn et al.,, 2004].

2.2.2.2 Postprimdre Tuberkulose

Eine postprimare oder ,adult-type“ (Englisch: Erwachsenen-Typ) Tuberkulose
kann nach Jahren Latenzzeit durch endogene Reaktivierung einer fritheren
Primérinfektion oder durch Re-Infektion entstehen [Schaaf und Zumla, 2009,
S.133-45]. Pubertierende Jugendliche sowie immunsupprimierte Patienten sind
von der Ausbildung einer postprimdren Tuberkulose gefdhrdet [Marais, Donald
etal, 2005].

Erste unspezifische Symptome sind Husten, Appetitlosigkeit und
Abgeschlagenheit. Mit fortschreitender Erkrankung stehen Symptome wie
chronischer Husten, Brustschmerz, Lethargie, Anorexie und Nachtschweifd im

Vordergrund [Marais, Gie, Schaaf, Hesseling et al., 2006].

2.2.2.3 Komplikationen

Eine haufige Komplikation der pulmonalen Tuberkulose ist die verkdsende
Einschmelzung der Granulome, die zur Destruktion des Lungenparenchyms und
Bronchialsystems fiihrt.

Eine extrapulmonale Tuberkulose entsteht durch lokale, aber auch durch
hamatogene oder lymphogene Ausbreitung der Bakterien. Haufig manifestiert
sich die extrapulmonale Tuberkulose als periphere Lymphadenopathie. Die
gelaugfige Manifestation im Zentralen-Nervensystem wird als tuberkuldse
Meningitis bezeichnet. Bei spater Diagnosestellung ist die tuberkulése Meningitis
haufig letal oder mit Langzeitschdaden assoziiert. Als weitere extrapulmonale
Organe konnen unter anderem der Gastrointestinal-Trakt, die Wirbelsaule, die

Dermis oder der Urogenital-Trakt betroffen sein.



Die Miliartuberkulose beschreibt die hamatogene, generalisierte Ausbreitung des
Erregers und kann sowohl die Lungen mit der pathognomonischen
hirsekornartigen Darstellung in der Thorax-Rontgenaufnahme, als auch alle
extrapulmonalen Organe betreffen. Klinische Kennzeichen sind: Fieber, Anorexie,
Abgeschlagenheit und Luftnot mit der Gefahr einer Ateminsuffizienz. Eine
seltene Maximalauspragung der Miliartuberkulose ist die haufig letal
verlaufende Landouzy-Sepsis [Marais, Donald et al., 2005; Marais, Gie, Schaaf,
Beyers et al. 2006; Magdorf und Detjen, 2008; Schaaf und Zumla, 2009, S.133-
45].

2.3 Differentialdiagnosen

Die Symptome der Tuberkulose im Kindesalter sind unspezifisch. Prasentiert
sich der Patient mit Husten, Abgeschlagenheit und Fieber bei negativer
Kontaktanamnese zu M. tuberculosis, ist eine virale oder bakterielle
Atemwegsinfektion in Liandern mit niedriger Tuberkulose-Inzidenz die
wahrscheinliche Diagnose. In Lindern mit hoher Tuberkulose-Inzidenz ist die
Differenzierung von an Tuberkulose erkrankten und nicht an Tuberkulose
erkrankten Kindern schwierig [Marais, Gie et al,, 2005]. Persistierender, nicht
direkt Ubertragbarer Husten wund plétzlich einsetzende, persistierende
Abgeschlagenheit gelten als spezifische und sensitive Symptome einer
Tuberkulose im Kindesalter [Marais, Gie et al., 2005].

Bei Symptomen wie Lymphadenopathie, Gewichtsverlust, Fieber und
Abgeschlagenheit ist auch eine maligne Erkrankung differentialdiagnostisch in
Betracht zu ziehen.

Eine Lymphadenopathie kann auch Zeichen einer durch nicht-tuberkulése
Mykobakterien (NTM) ausgeldsten Erkrankung sein. Patienten, die sich mit einer
unilateralen, zervikalen, indolenten und Antibiotika-resistenten
Lymphadenopathie prasentieren, sollten auch auf eine NTM-Erkrankung
untersucht werden. Diese wird am haufigsten durch Mycobacterium avium oder
Mycobacterium intercellulare verursacht [Magdorf und Detjen, 2008; Griffith et
al, 2007]. In Landern mit niedriger Tuberkulose-Pravalenz wie Deutschland ist
die Inzidenz der NTM-Erkrankungen verglichen mit der der Tuberkulose-

Inzidenz in der gleichen Altersgruppe hoher [Cassidy et al., 2009].



2.4 Diagnostik

Die Diagnose der Tuberkulose stellt im Kindesalter eine besondere
Herausforderung dar [Marais, Gie, Schaaf, Beyers et al., 2006]. Ursache dafiir sind
die unspezifischen Symptome der Tuberkulose und die geringere Sensitivitat der
immunologischen sowie bildgebenden Testverfahren.

Zur Diagnose einer latenten Tuberkuloseinfektion wird zunachst anamnestisch
das Risiko einer M. tuberculosis-Exposition beurteilt. Dies ist speziell in Landern
mit niedriger Tuberkulose-Inzidenz von Bedeutung. Wichtige Kriterien hierbei
sind die Kontaktanamnese und Zugehorigkeit zu einer Risikogruppe. Eine
positive Kontaktanamnese besteht, wenn Elternteile oder Bezugspersonen des
Kindes an einer aktiven Tuberkulose erkrankt sind. Zu den Tuberkulose-
Risikogruppen zdhlen Kinder mit einem Immundefekt, wie eine HIV-Infektion
oder Kinder, die aus einem endemischen Land abstammen oder hiufig ein Land
mit hoher Tuberkulose-Inzidenz besuchen [Magdorf und Detjen, 2008]. Die
Umgebungsuntersuchung erfolgt in Deutschland bei einem klinisch stabilen Kind
nach einem speziellen Algorithmus. Hierbei werden immunbasierte Tests (THT
und IGRA) zum Ein- oder Ausschluss einer latenten Tuberkuloseinfektion
verwendet. Bei einem positiven Testergebnis erfolgt anschliefiend eine
Rontgenaufnahme des Thorax zum Ein- oder Ausschluss einer aktiven
Tuberkulose [Diel et al,, 2011].

Der Gold-Standard zur Diagnose der aktiven Tuberkulose ist der kulturelle
Nachweis der Mykobakterien. Zusdtzlich stehen neben der Anamnese und
immunbasierten Tests die Mikroskopie, NAT und bildgebende Diagnostik zur
Verfiigung.

Die immunbasierte Diagnostik wird unter Abschnitt 1.3.3 ndher erlautert.
Typische Veranderungen in der Rontgenaufnahme des Thorax ist der fiir nur
kurze Zeit sichtbare parenchymale Rundherd (Ghon-Fokus) mit der lokalen
Lymphknotenvergrofderung (Ghon-Komplex). Die Lymphknotenvergrofderung
bleibt meist bestehen, wobei bei disseminierter Erkrankung die massive
Lymphknotenvergréfderung zur Trachealobstruktion fiihren kann [Magdorf und
Detjen, 2008]. Bei der postprimdren Tuberkulose sind meist Kavernen in den
apikalen Lungenfeldern erkennbar [Burrill et al., 2007]. Bei einer komplizierten,

pulmonalen Tuberkulose oder einer Miliartuberkulose kann eine Computer-



Tomographische-Abbildung weiteren Aufschluss tiiber die Ausbreitung der
Erkrankung  geben. Eine  tuberkuldse Meningitis  kann durch
Magnetresonanztomographie (MRT) als Kontrastmittelanreicherung der
Meningen oder als lokale Rundherde im zentralen Nervensystem dargestellt
werden [Uysal et al,, 2001].

Die Probe zur kulturellen Anzucht von M. tuberculosis als diagnostischen Gold-
Standard wird bevorzugt iliber induziertes Sputum oder insbesondere bei
Sauglingen und Kleinkindern iiber Magensaftaspirate gewonnen [Zar et al,
2005]. Zur Kultivierung sowie zur Resistenztestung konnen auch entsprechend
der Organmanifestation Liquorpunktat, Vollblut, Biopsien oder Aspirate
verwendet werden. Meist werden zur Kultivierung zwei Fest- und ein
Flissigmedium verwendet, dadurch ist eine Anzucht der Mykobakterien
innerhalb von 2 bis 4 Wochen moglich [Magdorf und Detjen, 2008; Schaaf und
Zumla, 2009, S.169-78]. Mikroskopisch ist der Nachweis der Mykobakterien
mittels der Ziehl-Neelsen- oder Fluoreszenzfarbung moglich. Durch die NAT ist
ein Erregernachweis binnen weniger Tage moglich, sowie die Analyse der Art
und Genotyps des Mykobakteriums [Herold, 2010]. Zur Antibiotika-
Resistenzbildung kann sowohl die Kultur als auch die NAT verwendet werden
[Herold, 2010]. Auf Grund der geringen Dichte und Anzahl der Erreger im
respiratorischen  Material (pauzibazillire = Tuberkulose) koénnen die
Mykobakterien haufig trotz aktiver Erkrankung nicht dargestellt werden
[Magdorf und Detjen, 2008].

2.5 Pravention

Zur Immunisierung wird der Impfstoff Bacillus Calmette-Guérin (BCG)
verwendet. Dieser enthdlt denaturierte, avirulente Antigene vom Mycobacterium
bovis. Die Impfempfehlungen weltweit divergieren. In Hochpravalenz-Lindern
gilt die Empfehlung, alle Neugeborenen zu impfen. In Deutschland hingegen wird
eine Immunisierung seit 1998 nicht mehr empfohlen [Robert Koch-Institut,
2013].

Die BCG-Impfung scheint insbesondere vor einer Miliartuberkulose oder einer

tuberkulésen Meningitis im Kindesalter zu schiitzen [Trunz et al, 2006].



Aufgrund von Impfkomplikationen ist die BCG-Impfung bei HIV-infizierten

Sauglingen kontra-indiziert [Hesseling et al., 2008].

2.6 Therapie

Bei einer latenten Tuberkuloseinfektion wird Isoniazid fiir neun Monate oder
eine kombinierte Chemotherapie aus Isoniazid und Rifampicin fiir drei bis vier
Monate empfohlen [Magdorf und Detjen, 2008; Bright-Thomas et al., 2010].
Exponierte Kinder <5 Jahren mit initial negativen immunologischen Test
erhalten fiir drei Monate eine Expositionsprophylaxe mit Isoniazid, die im
Anschluss bei einem immunolgischen Nachweis einer M. tuberculosis-Infektion
gegebenenfalls als Chemopravention auf neun Monate verlangert wird [Magdorf
und Detjen, 2008].

Zur Therapie einer aktiven Tuberkulose wird, um das Entstehen von Resistenzen
zu vermindern, eine kombinierte Chemotherapie tiber mindestens sechs Monate
angewandt. Bei unkomplizierter, pulmonaler Tuberkulose ist, im Gegensatz zur
Therapie bei Erwachsenen, eine dreifach Chemotherapie mit Isoniazid,
Rifampicin und Pyrazinamid fiir zwei Monate und fiir weitere vier Monate eine
Fortfiihrung der Therapie mit Isoniazid und Rifampicin indiziert. Bei einer
komplizierten Tuberkulose, unbekannter Sensibilitdt oder bei Verdacht auf eine
Medikamentenresistenz wird eine vierfach Chemotherapie mit Ethambutol als
viertes Antibiotikum empfohlen [Schaberg et al, 2012]. Bei Polyresistenzen
stethen = Aminoglykoside,  Fluorchinolone @ und  weitere  sogenannte

Zweitrangmedikamente zur Verfiigung [Seddon et al., 2012].

3.  Immunantwort und immunbasierte Diagnostik speziell im

Kindesalter

3.1 Unspezifische und zellulire Immunantwort auf M. tuberculosis

Die Bakterien enthaltenden Aerosole werden inhaliert und gelangen so in die
respiratorischen Epithelien der unteren Atemwege. Im Alveolargewebe werden
die Virulenzfaktoren der mykobakteriellen Zellwand von Toll-like Rezeptoren

der Antigen-prasentierenden Zellen (APC), wie Makrophagen und dendritischen
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Zellen, erkannt. Uber immunologische Botenstoffe, die Zytokine, erfolgt die
Aktivierung weiterer APC und die Phagozytose der ersten Bakterien. Nach sechs
bis acht Tagen drainieren einige der dendritischen Zellen zu lokalen
Lymphknoten. Dort prdsentieren sie die prozessierten mykobakteriellen
Antigene naiven T-Lymphozyten [Cooper, 2009]. Die Antigene werden
iiberwiegend liber den ,major histocompatibility complex“ (MHC) II prasentiert.
Mit Hilfe weitere Chemokine fiihrt dies zur Aktivierung spezifischer CD4+ T-
Helferzellen. Dadurch proliferieren und bilden sich tiberwiegend T-Helferzellen
vom Typ 1 (Th-1) aus. Diese Polarisierung wird tiber Zytokine der APC, wie IFN-
y und Chemokine, wie IP-10, vermittelt. Die Th-1 Zellen produzieren unter
anderem die Zytokine Interleukin (IL)-2, IFN- y und ,tumornecrosis-factor-
alpha“ (TNF-a).

Lymphozyten, Granulozyten, Natiirliche Killerzellen und Makrophagen migrieren
nun, Chemokin-vermittelt, zum Entzliindungsherd. Die Eliminierung der
Mykobakterien erfolgt durch Apoptose von T-Lymphozyten, und Natiirliche
Killerzellen sowie durch Phagozytose und Lyse der Makrophagen [Schaaf und
Zumla, 2009, S.75-87]. Die Bildung der kompetenten Immunantwort
beansprucht ca. 18-20 Tage. In dieser Zeit konnen sich die Erreger ungehindert
replizieren.

Gelingt keine vollstandige Abtotung der Bakterien, werden diese inaktiviert und
es kommt zur Ausbildung von Erreger-enthaltenden Epitheloidzell-Granulomen.
Das nekrotische (verkdsende) Zentrum wird von Langerhans-Riesenzellen
begrenzt. In der peripheren Zone befinden sich zelluldre Infiltrate aus Epitheloid-
Zellen, dendritischen Zellen, T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und Fibroblasten.
[Schaaf und Zumla, 2009, S.75-87]

Die erfolgreiche Eliminierung der Bakterien ist abhdngig vom Immunsystem des
Exponierten. Insbesondere Kleinkinder, HIV-Infizierte und Patienten unter
immunsuppressiver Therapie (z.B. Anti-TNF-a-Therapie) haben eine
verminderte Immunabwehr gegen Mykobakterien [Schaaf und Zumla, 2009,

S.75-87; Cooper, 2009; Solovic et al,, 2010].



3.2 Bedeutung der immunbasierten Diagnostik

Die immunbasierte Diagnostik wird insbesondere zur Diagnose der latenten
Tuberkuloseinfektion angewandt. Immunbasierte Tests sind bei der Diagnose
der aktiven Tuberkulose ein hinweisender Baustein, die aufgrund des
erschwerten mikrobiologischen Nachweises im Kindesalter oft aus
verschiedenen Faktoren wie Anamnese, bildgebenden Verfahren und

immunbasierten Tests zusammengesetzt wird.

3.3 Prinzip, Verfahrensweise und diagnostische Einschrinkungen

immunbasierter Testverfahren

Es existieren zwei Standardverfahren zur immunologischen Diagnostik der
aktiven Tuberkulose und latenten Tuberkuloseinfektion: der seit liber einem
Jahrhundert etablierte Tuberkulin-Hauttest und die neueren T-Zell-vermittelten
IFN- vy-Release-Assays. Beide Testverfahren sind nicht zur diagnostischen
Unterscheidung zwischen aktiver Tuberkulose und latenter
Tuberkuloseinfektion geeignet [Chegou et al., 2009; Huebner et al., 1993].

Die B-Zell-vermittelten Testverfahren sind bisher von geringer diagnostischer

Bedeutung [Steingart et al.,, 2011].

3.3.1 Tuberkulin-Haut-Test
Der THT wird nach dem Mendel-Mantoux-Schema angewandt [Mantoux, 1912].

Das ,purified protein derivate” (PPD) von M. tuberculosis wird streng intrakutan
in die volare Seite des linken Unterarms injiziert. In Deutschland werden als
Standarddosierung zwei Tuberkulin Einheiten des Protein-Derivates (2 TU RT23,
Statens Serum Institute Copenhagen) verwendet [Magdorf und Detjen, 2008].
Das Derivat besteht aus liber 200 verschiedenen Antigenen, die neben M.
tuberculosis auch in Mycobacterium bovis, Mycobacterium avium-intercellulare-
Komplex und anderen NTM vorkommen. Nach 48 bis 72 Stunden wird die
transversale Induration der Injektionsstelle gemessen. Die Induration entsteht
durch eine T-Zell-vermittelte Immunreaktion vom Typ IV. Der Test wird in
abhidngig von der Grofde der Induration, M. tuberculosis-Exposition, Immunstatus
und Alter des Kindes unterschiedlich interpretiert [American Thoracic Society

und Centers for Disease Control and Prevention, 2000].
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Die Sensitivitat und Spezifitit des THT ist eingeschrankt. Insbesondere bei
schweren Ausprdagungen der Tuberkulose, wie Miliartuberkulose oder
tuberkuléser Meningitis kann der Test falsch negativ ausfallen [Huebner et al,
1993; Mahadevan et al., 2005]. Falsch positive Testergebnisse kénnen auf Grund
von Kreuzreaktionen bei BCG-geimpften oder NTM-erkrankten Kindern
auftreten. Ein falsch positiver THT bei NTM-Erkrankten ist besonders in einem
Land wie Deutschland relevant, in dem die geschatzte NTM-Inzidenz im
Kindesalter hoher liegt als die der Tuberkulose [Haimi-Cohen et al., 2001; Farhat
etal., 2006].

3.3.2 In-vitro Testverfahren

3.3.2.1 T-Zell-vermittelt
Die T-Lymphozyten sind von mafigebender Bedeutung bei der Immunabwehr

gegen M. tuberculosis. Hierbei nimmt das von den T-Zellen, tiberwiegend CD4-
und weniger CD8-positiven, sezernierte Zytokin IFN-y eine Schliisselrolle ein
[Leung et al., 2009; Nikolova et al,, 2013].

Das Zytokin IFN- y aktiviert die MHC I- und II-Antigen-Prasentation, die
Apoptose infizierter Makrophagen, die Induktion von Chemokinen, die
Produktion der mykobakteriell-toxischen Nitritoxide und die Migration von
Leukozyten zum Herd der Entziindung [Schaaf und Zumla, 2009, S.83]. Patienten
mit [FN-y- oder IL-12-Rezeptorendefekt erkranken haufiger an NTM-
Erkrankungen und entwickeln vermehrt nach BCG-Immunisierung eine
generalisierte BCG-Infektion [Hesseling et al., 2006; Casanova et al., 1995; van de
Vosse et al, 2004; Rosenzweig und Holland, 2005]. Diese Neigung zu
mykobakteriellen Erkrankung wird als ,mendelian susceptibilty to
mycobacterial diseases“ bezeichnet [Doéffinger et al., 2000].

Die in den letzten Jahren entwickelten IGRA basieren auf der direkten oder
indirekten Messung von IFN- y. M. tuberculosis spezifische Antigene stimulieren
die spezifsichen T-Zellen zur Zytokin-Freisetzung [Pai et al., 2008]. Als Antigene
werden ,early secreted antigenic target” 6-kDa (ESAT-6) und ,culture filtrate
protein“ 10 (CFP-10) verwendet, welche in der ,region of differentiation (RD)-1

kodiert werden. Diese Genregion ist sowohl bei allen weltweit verwendeten BCG-



Stammen, als auch bei den meisten NTM deletiert [Mahairas et al., 1996; Pollock
und Andersen, 1997; Rolinck-Werninghaus et al., 2003]. Daraus lasst sich die
hohe Spezifitat der IGRAs erklaren.

Es existieren zwei unterschiedliche kommerziell erhaltliche IGRAs, der ,T-
SPOT®.TB Test” (T-Spot) (Oxford Immunotec, Abingdon, United Kingdom) ein
,enzym-linked immuno-spot assay“ und der ,QuantiFERON®-TB Gold in-Tube"
(QFT-IT) (Cellestis, Qiagen Company, Victoria, Australia), ein ,enzyme-linked
immuno sorbent assay“ (ELISA).

Fir den T-Spot-Test werden aus einer Vollblutprobe, die nach Zentrifugierung
sedimentierten peripheren mononukledren Blutzellen (PBMC) isoliert. Diese
werden auf eine mit Antigenen vorbeschichtete Mikrotiterplatte gegeben. Die
Antigen-spezifischen PBMC sezernieren IFN- y. Die Zytokine binden sich an
spezifische IFN- y-Antikorper. Diese Antigen-Antikorper-Reaktion wird mithilfe
von Enzymen als ,spots“ auf der Mikrotiterplatte sichtbar [Oxford Immunotec,
2013].

Fir den QFT-IT-Test werden die entnommen Vollblutproben fiir 48 Std. mit M.
tuberculosis-Antigenen inkubiert. Neben ESAT-6 und CFP-10 wird zusatzlich das
Protein TB 7.7 der Genomregion RD-11 eingesetzt. Die Antigen-spezifischen T-
Zellen sezernieren IFN- y. Nach der Inkubation werden nun Plasmaproben zur
Durchfithrung des ELISAs verwendet. Die Bestimmung der IFN- y Konzentration
in [U/ml erfolgt mit Hilfe eines Spektrometers. Zur Qualitiatssicherung muss eine

Negativ- und Positivkontrolle durchgefiihrt werden.

In einigen Studien wird die Sensitivitat und Spezifitat der IGRA zur Diagnose der
latenten Tuberkuloseinfektion iiber die Senstivitit und Spezifitat der IGRA bei
der aktiven Tuberkulose ermittelt, da ein Gold-Standard zur Diagnose der
latenten Tuberkuloseinfektion fehlt [Pai et al., 2008].

Die Sensitivitat und Spezifitit der IGRA zur Diagnose der aktiven Tuberkulose
bei Erwachsenen variiert je nach Tuberkulose-Inzidenz des entsprechenden
Landes. Der T-Spot und QFT-IT (93% bzw. 98%) sind hochspezifische Tests zur
Diagnose der aktiven Tuberkulose in Lindern mit niedriger Tuberkulose-

Pravalenz [Pai et al, 2008]. Die geringere Spezifitit in Landern mit hoher
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Tuberkulose-Pravalenz kann mit der hohen Pravalenz der latenten
Tuberkuloseinfektion in den jeweiligen Landern erklart werden [Sester et al,
2011]. Die geringere Sensitivitit des QFT-IT-Tests in Lander mit hoher
Tuberkulose-Pravalenz (70%) im Vergleich zu Landern mit geringer
Tuberkulose-Pravalenz ist moglicherweise mit der hohen Pradvalenz an HIV-
Koinfektionen und/oder Mangelernahrung in den jeweiligen Landern assoziiert
[Pai et al., 2008]. Untersuchungen der IGRA bei Patienten mit HIV-Ko-Infektion
lassen vermuten, dass bei einer HIV-Infektion die Sensitivitit und Spezifitit
geringer ist [Metcalfe et al., 2011].

Ein positives Testergebnis nach Exposition mit M. tuberculosis scheint nicht
zuverldssig die spdtere Entwicklung zu einer aktiven Tuberkulose

vorauszusagen [Rangaka et al,, 2011].

Uber die Anwendung der IGRAs im Kindesalter existieren derzeit wenige Daten,
v.a. bei Sduglingen und Kleinkindern [Mandalakas et al., 2011].

Die Sensitivitit des QFT-IT- und T-Spot-Tests zur Diagnose der aktiven
Tuberkulose sind ahnlich (83% bzw. 84%) [Mandalakas et al, 2011]. Die
Sensitivitit des QFT-IT- (86%) und des T-Spot-Tests (86%) in Landern mit
geringer Tuberkulose-Inzidenz scheint, dhnlich wie bei den Erwachsenen, héher
zu sein als in Landern mit hoher Tuberkulose-Inzidenz (QFT-IT 58% und T-Spot
77%). Beim Vergleich der IGRA- und THT-Ergebnisse zur Diagnose der aktiven
Tuberkulose und latenten Tuberkuloseinfektion wurde festgestellt, dass die
IGRAs dem THT nicht iiberlegen sind [Mandalakas et al., 2011; Kampmann et al,,
2009; Sun et al., 2011; Machingaidze et al., 2011].

Die Spezifitit der IGRAs zur Diagnose der aktiven Tuberkulose und latenten
Tuberkuloseinfektion ist im Kindesalter, unabhangig vom BCG-Impfstatus, sehr
hoch, fiir den QFT-IT-Test 91% und fiir den T-Spot-Test 94% [Mandalakas et al,,
2011]. Der IGRA kann bei positivem THT zur Unterscheidung einer Tuberkulose
von einer NTM-Erkrankung hilfreich sein [Detjen et al., 2007].

Neben der nicht zufriedenstellenden Sensitivitat, ist als weitere diagnostische
Einschrankung der IGRA im Kindesalter die erhohte Rate an nicht
interpretierbaren Testergebnissen auf Grund von unzureichender IFN- y-

Konzentration bei den Positiv-Kontrollen zu erwdhnen. Dies gilt insbesondere



fir Patienten mit Immunsuppression und/oder Kleinkinder unter fiinf Jahren

[Hausstein et al., 2009; Connel et al,, 2010; Mandalakas et al,, 2011].

3.3.2.2 B-Zell-vermittelt
Derzeit ist die serologische Bestimmung spezifischer Antikérper unzureichend

sensitiv (0%-100%) und spezifisch (58%-100%), um zur Diagnose der aktiven

Tuberkulose verwendet zu werden [Steingart et al., 2011].

3.4 Neue Biomarker

Die IGRA fiir die Diagnose der Tuberkulose im Kindealter verfiigen nur tiber eine
suboptimale Sensitivitit und es kommt vermehrt zum Auftreten von nicht-
interpretierbaren Testergebnissen. Dariiberhinaus ist mittels der IGRA keine
Unterscheidung zwischen latenter Tuberkuloseinfektion und aktiver
Tuberkulose moglich. Aus diesen Griinden werden alternative Biomarker
insbesondere fiir die Tuberkulose-Diagnostik im Kindesalter benotigt.

Haufig wurden die Biomarker aus QFT-IT-Uberstidnden bestimmt, welche zuvor
mit den M. tuberculosis spezifischen Antigenen ESAT-6, CFP-10 und TB7.7,
stimulierten wurden.

Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die Konzentrationen von
,epidermal growth factor und ,macrophage inflammatory protein“-1-f3 in Seren
von Tuberkulose-Patienten und latent Tuberkulose-Infizierten erhéht waren und
diese Biomarker in Kombination mit weiteren spezifischern Proteinen eine
Unterscheidung zwischen Tuberkulose und latenter Tuberkuloseinfektion
ermoglichen kdnnten [Chegou et al., 2009].

Ruhwald et al. bestimmten die ,IFN- y inducible protein® (IP)-10- und Interleukin
(IL)-2-Konzentrationen in M. tuberculosis-Exponierten oder M. tuberculosis
infizierten Kindern in Nigeria. Nach Plasmastimulation mit M. tuberculosis-
spezifischen Antigenen waren die IP-10- und IL-2-Konzentrationen deutlich
erh6oht [Ruhwald, Petersen et al., 2008].

2008 testeten Ruhwald et al. erneut die IP-10- und ,monocyte chemotactic
protein“-2-Konzentrationen in Plasmen Tuberkulose-Erkrankter, die ein
positives Kultur- oder PCR-Ergebnis zeigten, im Vergleich zu einer gesunden
Kontrollgruppe, die nicht mit M. tuberculosis exponiert waren. Auch hierbei

wurde festgestellt, dass die Plasmaspiegel beider Biomarker in der Gruppe der
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Tuberkulose-Erkrankten deutlich im Vergleich zu den nicht Erkrankten erhéht

waren. [Ruhwald, Bodmer et al., 2008].

4.  Stand der Forschung: Chemokin IP-10 als Biomarker bei

Tuberkulose

Nach Stimulation mit spezifischen Antigenen wurde IP-10 in deutlich héheren
Konzentrationen sezerniert als andere untersuchte Biomarker. Aus diesem
Grund konzentrierten sich weitere experimentelle Untersuchungen auf das
Chenokin IP-10 [Ruhwald et al., 2007; Ruhwald, Petersen et al., 2008; Ruhwald,
Bodmer et al., 2008].

4.1 1IP-10 als Chemokin

Chemokine sind Zytokine mit iiberwiegend chemotaktischer Funktion. Sie sind
Polypeptide, deren Grofie wenige Kilo-Dalton betragen. Die meisten Chemokine
konnen an verschiedenen Rezeptoren unterschiedlicher Zellen andocken. Es
werden insbesondere zwei grofie Unterfamilien der Chemokine anhand der
jeweiligen Proteinstruktur unterschieden, die CC- und die CXC-Chemokine. In der
Gruppe der CC-Chemokine liegen die ersten beiden Cysteine direkt benachbart,
wobei in der Gruppe der CXC-Chemokinen die ersten beiden Cysteine durch
einen Aminosaurerest getrennt werden [Murphy et al., 2008, S.83-9; Zlotnik und
Yoshie, 2000].

Von besonderer Bedeutung bei der immunologischen Reaktion gegen M.
tuberculosis scheint das Chemokin CXCL10 der CXC-Unterfamilie zu sein. Das
Chemokin CXCL10 wird auch als IFN- y inducible protein 10 (IP-10) bezeichnet
und wird von Keratinozyten, Fibroblasten, Makrophagen, T-Zellen und dem
Endothel gebildet [Ruhwald und Ravn, 2009; Murphy et al.,, 2008, S.83-9]. Es
wird insbesondere bei chronisch-infektiosen und proliferativen Prozessen
vermehrt sezerniert [Oppenheim et al., 1991].

[P-10 bindet an CXCR3, einen G-Protein gekoppelten Rezeptor. Im Rahmen der
Immunreaktion gegen M. tuberculosis fiihrt die Rezeptor-Liganden-Bindung zur
Aktivierung von T-Zellen, Natiirlichen Killerzellen und Monozyten und zur

chemotaktischen Migration der jeweiligen Zelle zum Entziindungsherd. Dariiber



hinaus wird die Ausreifung und Polarisierung zu Th-1-Zellen aktiviert [Ruhwald

und Ravn, 2009; Murphy et al., 2008, S.83-9; Lighter et al., 2009].

Lymphknoten

T-Lymphozyt

IFN-y ~ ) 3
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Abbildung 2 zeigt die pathophysiologische Interaktion von IP-10 und IFN-y. (Die
Abbildung wurde freundlicherweise von M.Ruhwald zur Verfiigung gestellt)

4.2 1P-10 als Biomarker

Bereits 1987 konnte gezeigt werden, dass nach dermaler Injektion von PPD, IP-
10 vermehrt in Makrophagen, Keratinozyten und Endothelzellen gebildet wird
[Kaplan et al., 1987].

Dartiber hinaus wurde festgestellt, dass die IFN -y- mit der [P-10-Genexpression
korreliert. IFN- y ist in der Lage, die Transkription von IP-10 in Makrophagen
und anderen APC zu aktivieren. Daher stammt der Name des Proteins: '[FN- y
inducible protein 10' (siehe Abbildung 2)[Luster und Revetch, 1987; Kaplan et
al,, 1987; Rhoades et al,, 1995].

Zur Formierung der Epitheloidgranulome sind Leukozyten, Makrophagen und

neutrophile Granulozyten notwendig, die durch Chemokine zum Entziindungsort
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gelockt werden. Diese Chemokine wurden im Rahmen der Erforschung neuer
Tuberkulose-Diagnostik untersucht. Juffermans et al. stellten fest, dass die [P-10
Konzentrationen im Blutplasma Tuberkulose-Erkrankter und bei Personen mit
Tuberkulose-Haushaltskontakt im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe
erh6ht waren [Juffermans et al., 1999].

In den folgenden Jahren wurde die Untersuchung des Chemokins IP-10 zur
Diagnose der aktiven und latenten Tuberkuloseinfektion intensiviert.

Die Sensitivitit und Spezifitit des I[P-10-Tests bei Patienten mit aktiver
Tuberkulose scheint, dhnlich wie bei den IGRAs, je nach epidemiologischem
Hintergrund des Patienten zu variieren. In Ldndern mit niedriger Tuberkulose-
Pravalenz wurde eine Sensitivitat von 81% bis 83% und eine Spezifitat von 97%
ermittelt [Ruhwald, Bodmer et al,, 2008; Ruhwald et al., 2011]. In Landern mit
hoher Tuberkulose-Pravalenz hingegen konnte eine Sensitivitdt von 92,5% und
eine Spezifitat von 48% berechnet werden. Die geringe Spezifitat konnte mit der
hohen Pravalenz der latenten Tuberkuloseinfektion erklart werden [Kabeer et
al, 2010]. Beim Vergleich des QFT-IT- mit dem IP-10-Test konnte eine hohe
Konkordanz der Testergebnisse festgestellt werden [Ruhwald et al. 2011,
Rohwald, Bodmer et al., 2008]. Der IP-10-Test fiel allerdings haufiger positiv aus.
Dies konnte entweder mit einer hoheren Sensitivitdt oder mit einer geringeren
Spezifitat von IP-10 im Vergleich zu IFN-y erklart werden [Ruhwald et al,, 2011].
Die [P-10-Sekretion scheint nur geringfiigig von einem supprimierten
Immunsystem, wie bei HIV-Infizierten, beeinflusst zu sein [Goletti et al., 2010;

Aabye etal,, 2010].

Eine Zunahme der Sensitivitit bei gleichbleibend hoher Spezifitit wurde bei
Kombination des QFT-IT- und IP-10-Tests festgestellt [Ruhwald, Bodmer et al,,
2008; Kabeer et al., 2010; Ruhwald et al., 2011].

4.2.1 IP-10 als Biomarker bei nicht-tuberkulésen Erkrankungen

[P-10 ist neben immunolgischen Reaktionen auf M. tuberculosis auch bei
chronisch-inflammatorischen Prozessen und Tumorwachstum beteiligt [Verbeke
et al, 2012; Vandercappellen et al, 2008]. Bei letzterem bewirkt IP-10 eine
Angiostase und fordert die Freisetzung von anti-tumoralen Lymphozyten [Yates-

Binder et al, 2012]. Vor und wahrend der Therapie von Patienten mit



chronischer Hepatitis C-Infektionen koénnen IP-10-Konzentrationsspiegel als
Prognosemarker bestimmt werden [Larrubia et al., 2008; Lagging et al., 2011].
Ebenso scheint IP-10 bei fortgeschrittener Leberzirrhose erhoht zu sein
[Anderson et al, 2011]. Moglicherweise kann IP-10 als Biomarker bei
rheumatischen Nierenerkrankungen im Kindesalter Verwendung finden [Das

und Brunner, 2009].

4.3 IP-10 und Kindertuberkulose

[P-10 scheint auch zur Diagnostik der aktiven Tuberkulose oder latenter
Tuberkuloseinfektion im Kleinkindes- und Kindesalter Verwendung zu finden
[Lighter et al., 2009; Whittaker et al, 2008; Petrucci et al, 2008; Ruhwald,
Peterson et al.,, 2008]. Einige Studien zeigten, dass IP-10 im Gegensatz zu IFN- y
weniger durch ein unreifes Immunsystemen von Sduglingen und Kleinkindern
beeinflusst zu sein scheint [Lighter et al, 2009; Bergamini et al, 2009;
Mandalakas et al., 2011; Connel et al., 2010; Hausstein et al., 2009].

Allerdings existieren bisher nur sehr wenige Daten zu IP-10 im Kindesalter. Auch
steht offen, ob mittels [P-10-Bestimmung eine Unterscheidung von Tuberkulose-
erkrankten oder latent Tuberkulose-infizierten Kindern und Kindern mit NTM-

Erkrankung moglich ist.
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2. Ziele der Arbeit

1. Hauptziel

Die diagnostischen Mittel zur Diagnose der aktiven Tuberkulose und latenten
Tuberkuloseinfektion im Kindesalter sind nicht zufriedenstellend. Daher werden
neue Methoden zur Tuberkulose- und latenten Tuberkuloseinfektions-
Diagnostik benotigt. In der vorliegenden Dissertationsschrift wurde untersucht,
ob der neue Biomarker IP-10 zur Diagnose der Tuberkulose und latenten

Tuberkuloseinfektion im Kindesalter Verwendung finden kann.

2. Einzelziele

1. Bestimmung der [P-10-Plasmakonzentrationen nach Stimulation mit M.
tuberculosis-spezifischen Antigenen bei Kindern mit Tuberkulose (TB),
latenter Tuberkuloseinfektion (LTBI), Erkrankung mit nicht-tuberkulésen
Mykobakterien (NTM) oder Atemwegsinfektion (AWI).

2. Beurteilung, ob eine diagnostische Unterscheidung von TB und LTBI
mittels IP-10-Plasmakonzentration bei Kindern méglich ist.

3. Vergleich des neuen IP-10-basierten Testverfahrens mit einem bereits
etablierten IFN-y-basiertem Testverfahren hinsichtlich der Diagnostik der
TB und LTBI im Kindesalter.

4, Untersuchung, inwieweit die IP-10-Plasmakonzentration bei Kindern mit
TB, LTBI, NTM-Erkrankung oder AWI nach unspezifischer Mitogen-

Stimulation mit dem Alter des Kindes korreliert.



3. Methoden

1. Studiendesign

1.1 Art der Studie

Es wurde eine Fall-Kontroll-Studie mit prospektivem experimentellen

Studienanteil durchgefiihrt.

1.2 Auswahl der Studienteilnehmer

Von Januar 2008 bis Juli 2009 wurden alle von der Klinik fiir Padiatrie mit
Schwerpunkt Pneumologie und Immunologie der Charité-Universititsmedizin
und des HELIOS Klinikums Emil von Behring angeforderten QFT-IT-Tests im
Institut fiir Mikrobiologie, Immunologie und Laboratoriumsmedizin des zuletzt
genannten Klinikums durchgefiihrt. Die jeweiligen Testergebnisse wurden in
einer speziellen QFT-IT-Test-Datenbank gespeichert. Alle Studienteilnehmer
wurden Uber diese Datenbank ausgewahlt.

Einen QFT-IT-Test erhielten alle Kinder, bei denen auf Grund einer
Atemwegsinfektion und/oder Lymphadenopathie eine Tuberkulose
differentialdiagnostisch ausgeschlossen bzw. diagnostiziert wurde. Auch Kinder
mit positiver Risikoanamnese erhielten zum Aus- oder Einschluss einer latenten

Tuberkuloseinfektion einen QFT-IT-Test.

Die Fallzahl wurde mittels nQuery Advisor 7.0 von Dr. rer. nat. Neumann,
Mitarbeiter des Instituts fiir Biometrie und Epidemiologie der Charité
Universitatsmedizin Berlin, berechnet. Es wurde eine minimale Fallzahl von
n=11 pro Gruppe ermittelt.

Es wurden alle Kinder in die Studie eingeschlossen, die zum Zeitpunkt des fiir die
Studie verwendeten QFT-IT-Testes nicht alter als fiinf Jahre waren und deren
QFT-IT-Testergebnisse beurteilbar waren. In den Gruppen, in denen keine

minimale Fallzahl von 11 Teilnehmern erreicht wurde, erweiterten wir das Alter
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als Einschlusskriterium auf nicht alter als 8 Jahre, trotzdem konnte in der NTM-

Gruppe keine minimale Fallzahl von 11 Teilnehmern erreicht werden.

1.2.1 Einteilung der Studiengruppen

Alle Studienteilnehmer wurden entweder in die Gruppe der aktiven Tuberkulose
(TB), der Ilatenten Tuberkuloseinfektion (LTBI), der nicht tuberkulésen
Mykobakteriose (NTM) oder der Atemwegsinfektion (AWI) eingeteilt. Zur Fall-
Gruppe zahlten die TB- und LTBI-Gruppe und diese wurde als M. tuberculosis
Infizierte bezeichnet. Zur Kontroll-Gruppe zahlte die NTM- und AWI-Gruppe und

diese wurden als nicht M. tuberculosis-Exponierte bezeichnet.

1.2.1.1TB

In die TB-Gruppe wurden (n = 11) Kinder mit pulmonaler und extrapulmonaler
Tuberkulose eingeschlossen bei denen eine positive M. tuberculosis-Kultur
nachgewiesen werden konnte, die zusatzlich oder stattdessen in bildgebenden
Verfahren TB-spezifische Zeichen aufwiesen (siehe Diagnostik, 1.2.4).
Hinzukommend litten alle Kinder unter mindestens zwei der TB-spezifischen

Symptome, wie Husten, Nachtschweif3, Abgeschlagenheit und Fieber.

1.2.1.2 LTBI

In die LTBI-Gruppe wurden (n = 14) Kinder eingeteilt: die einen dokumentierten
positiven Kontakt zu einer an TB-erkrankten Index-Person hatten, einen
positiven THT und/oder einen positiven IGRA-Test. Keines der zugeordneten
Kinder litt unter TB-spezifischen Symptomen und kein bildgebendes Verfahren

zeigte TB-spezifische Veranderungen (siehe 1.2.4.).

1.2.1.3NTM

Der NTM-Gruppe wurden (n = 8) Kinder zugeteilt, die symptomatisch unter einer
zwei Wochen Antibiotika-Therapie resistenten, cervikalen Lymphadenopathie
litten und aus deren exzidierten Lymphknoten kulturell NTM nachgewiesen
wurden und/oder histologisch eine Epitheloidzellgranulomatose festgestellt
werden konnte. Fir kein Kind der NTM-Gruppe wurde eine positive

Kontaktanamnese zu einem TB-Patienten dokumentiert. Bei einem positiven



THT-Ergebnis wurde ebenso ein IGRA-Test durchgefiihrt und nur bei negativem

IGRA-Testergebnis wurde das Kind in die NTM-Gruppe eingeschlossen.

1.2.1.4 AWI

In die AWI-Gruppe wurden (n = 15) Kinder eingeteilt, die unter lang
andauernden respiratorischen Infektionen litten. Keines der Kinder hatte einen
dokumentierten Kontakt zu einem TB-Patienten. Die THT- und IGRA-

Testergebnisse waren stets negativ.

I Kinder < 8 Jahre mit beurteilbaren QFT-IT |

— ! N T

Atemweginfektion

A
! Keine TB Exposition und negativer

IGRA und wenn verfiigbar negative

1

T; .

Studienpopulation

Abbildung 3 zeigt schematisch die Zusammensetzung der Studienpopulation und die
Unterteilung in die vier Studiengruppen.

1.2.2 Ausschlusskriterien

Aus der Studie ausgeschlossen wurden diejenigen Kinder, die entweder unter
einer oder mehreren der folgenden Erkrankungen litten: einem angeborenen
oder erworbenen Immundefekt, wie einer HIV-Infektion, einem Diabetes

mellitus und/oder einer in den letzten drei Monaten mit Steroiden
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behandlungsbediirftigen Erkrankung. Ebenso wurden diejenigen Kinder aus der
Studie ausgeschlossen, bei denen keine eindeutige TB-Exposition ein- oder
auszuschliefden war und/oder eine eindeutige Zuordnung in TB-, LTBI-, NTM-
oder AWI-Gruppe nicht moéglich war. Abbildung 3 zeigt schematisch die
Zusammensetzung der Studienpopulation und die Unterteilung der einzelnen

Gruppen.

2. Datenerhebung und -verwaltung

Die personenspezifischen Daten zu den quantitativen QFT-IT-Testergebnissen,
mykobakterielle Kultur-, Mikroskopie- und PCR-Befunde wurden iiber die
Datenbank  des  Institus fiir = Mikrobiologie, Immunologie  und
Laboratoriumsmedizin am HELIOS Klinikums Emil von Behring gewonnen.
Daten zur Kontaktanamnese (Kontakt zu einem TB-Indexfall oder Aufenthalt in
einem Land mit hoher TB-Pravalenz), Symptomen (z.B. Husten, Nachtschweif3
und Abgeschlagenheit), THT-Ergebnisse und gegebenenfalls Réntgenthorax-
Aufnahmen wurden den QFT-IT-Anforderungsbogen entnommen. Die
Anforderungsbogen enthielten aufierdem demographische Informationen zur
Testperson und weitere Erlduterungen die eine Notwendigkeit des QFT-IT-
Testes erklarten.

Zur Komplettierung der erforderlichen medizinischen Daten der
Studienteilnehmer wurden Arztbriefe des jeweiligen Patienten herangezogen.
Arztbriefe von Patienten der Padiatrischen Abteilung des HELIOS Klinikums Emil
von Behring wurden elektronisch iiber das Patientdokumentationsprogramm
archiviert. Die Arztbriefe enthaltenen Akten von Patienten der Abteilung
Padiatrie mit Schwerpunkt Immunologie und Pneumologie der Charité wurden
aus dem Zentral-Archiv der Charité entnommen.

Zur systematischen Datenerfassung wurde ein ,case report form“ erstellt. Als
biographische Daten wurde der Familienname, Vornamen und Geburtsdatum
erhoben. Aufierdem wurde das Alter des Kindes zum Zeitpunkt des zum
experimentellen Studienanteil verwendeten QFT-IT-Testes notiert. Folgende
medizinische Daten wurde erfasst: die Kontaktanamnese, Datum und Induration
der maximal letzten drei THT-Teste, Datum und Ergebnisse der maximal letzten

drei QFT-IT-Teste, wenn erhaltlich auch Ergebnisse der T-Spot-Tests,



radiologische Befunde (Rontgenthorax oder MRT-Aufnahmen), histologische
Befunde, mykobakteriologischer PCR-, Mikroskopie- und/oder Kultur-Nachweis.
Aufserdem wurde die Auspriagung der TB und falls vorhanden, negative Mitogen-
Kontrollen sowie Nebenerkrankungen vermerkt. Die unten abgebildete Tabelle 1

stellt das verwendeten ,case report form“ exemplarisch dar.

THT | THT | THT IGRA IGRA IGRA Befunde Kultur/ Ku tur/ Kultur/
PCR PCR PCR

Nr. Vorname Nachname Geburtsdatum Alter TB-Kontakt 1 2 3 1 2 3 Symptome Radiologische 1 2 3 Kommen! tar

Tabelle 1. ,case report form*

3. Experimenteller Studienanteil: IP-10-Bestimmung

3.1 Probengewinnung

Zur IP-10-Bestimmung wurden die Plasmaiiberstinde des QFT-IT-Testes
verwendet.

Die  Durchfiihrung des QFT-IT-Testes erfolgte entsprechend des
Gebrauchshinweises des Herstellers [QuantiFeron®-TB Gold (In-Tube-Method),
Package Insert For In Vitro Diagnostic Use]. Jedem Patienten wurden 3 ml
vendses Blut entnommen und in weniger als 16 h zum Labor transportiert. Je 1
ml Vollblut wurde in drei maschinell vorbeschichtete Rohrchen pipettiert. Das
erste Rohrchen (= Antigen stimulierte Probe) war mit den TB-spezifischen-
Antigenen ESAT-6, CFP-10 und TB7.7. beschichtet (siehe auch 1.3.3). Das zweite
Rohrchen (= Mitogen-stimulierte Probe) enthielt die Positiv-Kontrolle. Es war
somit mit der mitogenen Substanz Phythemagglutinin [Geha und Merler, 1974]
beschichtet und das dritte Rohrchen (unstimulierte Probe oder Null) war als
Negativ-Kontrolle unbeschichtet und enthielt daher das unstimulierte vendse
Blut. Nach dem Verteilen des Vollblutes auf die drei Rohrchen erfolgte die
Inkubation der Proben fiir 16 h bis 24 h und die Zentrifugation zur Gewinnung
von Plasmaiiberstanden. Aus diesen Proben wurden 100 pl abpipettiert und zur

Durchfithrung der weiteren Arbeitsschritte des QFT-IT-Testes verwendet. Die
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nicht weiter benoétigten QFT-IT-Plasmaiiberstinde wurden in unbeschichtete 5
ml Tuben umgefiillt und mit einer Testnummer sowie dem Namen des Patienten
versehen. Die Asservate wurden bei -20 °C in einer Gefriertruhe des Institus fir
Mikrobiologie, Immunologie und Laboratoriumsmedizin am HELIOS Klinikums
Emil von Behring aufbewahrt.

Antigen-stimulierte Proben nach Subtraktion des unstimulierten Wertes mit
einer IFN- y Konzentration = 0,35 Ul/ml (= 17,5 pg/ml) galten als positiv. Das
Testergebnis wurde als nicht auswertbar betrachtet, wenn die Mitogen-Kontrolle
nach Subtraktion des unstimulierten Wertes < 0,5 [U/ml (= 25 pg/ml) und/oder
die nicht stimulierte Negativ-Kontrolle > 8,0 Ul/ml (= 400 pg/ml) lag
[QuantiFeron®-TB Gold (In-Tube-Method), Package Insert For In Vitro Diagnostic
Use].

3.2 Probentransport

Die Asservate wurden zum Transport in einer Box gelagert, die mit 23 kg
Trockeneis, bestehend aus schockgefrostetem Kohlendioxid (,Ice-clou”,YARA
Industrial GmbH, Deutschland), gefiillt war. Somit konnte gewahrleistet werden,
dass die Proben fiir mindestens drei Tage bei -80 °C gefroren blieben. Die
Plasmatiberstinde wurden binnen 20 h zum Klinischen Forschungszentrum der
Universitdit von Kopenhagen ins Hvidovre Hospital in Hvidovre, Danemark,
transportiert.

Vor Ort wurden die Proben nach Vornamen sortiert, so dass jeder Antigen-
stimulierten Plasmaprobe die zugehorige Mitogen-stimulierte und unstimulierte
Probe zugeordnet werden konnte. Diese wurde dann zur Erwdrmung auf

Raumtemperatur zentrifugiert.

3.3 IP-10-ELISAs

3.3.1 Materialliste
Folgende Materialien wurden fiir den gesamten ELISA verwendet:

a) 96-Well-Mikrotiterplatte x (Nunc MaxiSorp®,Roskilde, Ddnemark)

b) Waschpufferlésung aus ,phosphat-buffered saline“ (PBS), pH 7,4 (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, USA) und 0,1 % Tween-20 (Sigma-Aldrich®, St. Louis,
USA)



c) Blockpuffer, StableGuard (Pierce, Rockford, US)
d) Inkubator (Thermo Fisher Scientific Inc.©, Ashville, US)
e) Vortex (USA Scientific®, Orlando, USA)

Folgende Materialien wurden fiir die Vorbeschichtung verwendet:
a) Carbonatpuffer 9,6 pH (Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA)
b) Monoklonal hergestellte IP-10-Antikérper aus Mausen (hauseigene
Herstellung des Klinischen Forschungszentrums der Universitit von

Kopenhagen, Hvidovre Hospital, Hvidovre, Danemark)

Folgende Materialien wurden zur Herstellung des Standards verwendet:
a) Humane, unkonjugierte [P-10-Stocklésung (PeproTeche, Rocky Hill, USA)
b) Verdiinnungslésung aus 2 % ,bovine-serum-albumin“ (BSA) (Roche,
Schweiz), in PBS pH 7,4 (Sigma-Aldrich®, St. Luis, USA) und 0,1 % Tween-
20 (Sigma-Aldrich®, St. Luis, USA)
c) Nicht absorbierbare 96-Well-Mikrotiterplatte (NUNC® Platte, Roskilde,

Danemark)

Folgende Materialien wurden zur IP-10-Detektion verwendet:

a) Biotinylierte anti-human IP-10-Antikérper aus Ratten (hauseigene
Herstellung des Klinischen Forschungszentrums der Universitit von
Kopenhagen, Hvidovre Hospital, Hvidovre, Danemark)

b) Streptavidin-,horseradish peroxidase” (HRP) (BD Pharmingen™, Franklin
Lakes, USA)

c) 1M HSOs (Klinisches Forschungszentrum der Universitit von
Kopenhagen, Hvidovre Hospital, Hvidovre, Danemark)

d) ELISA-Spektrophotometer (ELX50, BioTek®, Winooski, USA)
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3.3.2 Durchfiihrung

3.3.2.1 Vorbeschichtung der Messplatten

Bereits vor Ankunft der Proben wurden die 96-Well-Mikrotiterplatten
vorbeschichtet. Jeder Vertiefung wurde 100 pl 0,05 M Carbonatpuffer und 0,3 pg
monoklonal hergestelltes [P-10-Antigen hinzugefiigt. Die Platte wurde abgedeckt
und tber Nacht bei 2-8 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Platte dreimal
mit 300 pl/Vertiefung Waschpuffer gewaschen. Nach jedem Waschzyklus wurde
die Platte trocken geklopft. Das Ziel des Waschens war, ungebundene
Restreagenzien aus den Vertiefungen zu entfernen. Anschliefend wurden 150 pl
Blockpuffer pro Vertiefung hinzugefiigt. Die Mikrotiterplatte wurde abgedeckt
und erneut fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Platte
erneut flinfmal mit Waschpuffer gewaschen und nach jedem Waschzyklus

trocken geklopft.

3.3.2.2 Herstellung des Standards

Fir jede der 96-Well-Mikrotiterplatten wurde jeweils ein individueller Standard
hergestellt.

Zur Herstellung des jeweiligen Standards gab man 100 pl in ein Eppendorf-
Rohrchen. Diese IP-10-Stocklésung enthielt 4000 pg IP-10, welche in 1900 pl
Losung verdiinnt wurde. Der erste Standard wurde somit 1:20 verdiinnt. Der
Inhalt des Gefidfdes wurde durch dreimaliges Resuspendieren gemischt. Die
weiteren Verdlinnungen wurden ausgehend vom ersten Standard jeweils 1:2
verdiinnt. Auf je 500 pl Verdiinnungslosung wurde jeweils 500 pl Standard
pipettiert, bis hin zu einer IP-10 Konzentration von 62,5 pg/ml. Daraus ergaben
sich folgende Standardkonzentrationen: der erste Standard enthielt 4000 pg/ ml],
der zweite 2000 pg/ml, der dritte 1000 pg/ml, der vierte 500 pg/ml, der flinfte
250 pg/ml, der sechste 125 pg/ml und der letzte und siebte Standard enthielt
62,5 pg/ml IP-10 Antigen Losung.



3.3.2.3 Probenverdiinnung

Aus den drei Plasmaproben jedes Studienteilnehmers wurden jeweils 25 pl
entnommen und auf eine nicht absorbierende Mischwellplatte iibertragen.
Anschlief3end wurden die Proben 1:10 mit 225 pl Verdiinnungspuffer verdiinnt.

Der Inhalt der Vertiefungen wurde durch dreimaliges Resuspendieren gemischt.

3.3.2.4 Nachweis von IP-10

Sowohl die Standards als auch die Plasmaproben wurden in einer
Doppelbestimmung untersucht. 250 pl des Standards wurden in die jeweilige

vorbeschichtete Vertiefung pipettiert. Von der Titerplatte wurden 100 pl der

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12.

Blank Blank negativ negative Sample 8 Sample 8 Sample 16 Sample 16 Sample 24 Sample 24 Sample 32 Sample 32
Std A Std A antigen antigen Sample 9 Sample 9 Sample 17 Sample 17 Sample 25 Sample 25 Sample 33 Sample 33
Std B Std B positiv positiv Sample 10 Sample 10 Sample 18 Sample 18 Sample 26 Sample 26 Sample 34 Sample 34
Std C Std C Sample 3 Sample 3 Sample 11 Sample 11 Sample 19 Sample 19 Sample 27 Sample 27 Sample 35 Sample 35
Std D Std D Sample 4 Sample 4 Sample 12 Sample 12 Sample 20 Sample 20 Sample 28 Sample 28 Sample 36 Sample 36
Std E Std E Sample 5 Sample 5 Sample 13 Sample 13 Sample 21 Sample 21 Sample 29 Sample 29 Sample 37 Sample 37
Std F Std F Sample 6 Sample 6 Sample 14 Sample 14 Sample 22 Sample 22 Sample 30 Sample 30 Sample 38 Sample 38
Std G Std G Sample 7 Sample 7 Sample 15 Sample 15 Sample 23 Sample 23 Sample 31 Sample 31 Sample 39 Sample 39

Abbildung 4 stellt exemplarisch die schematische Beschickung der Mikrotiterplatte dar. Std = Standard.

Probenldsung mittels einer Multikanalpipette aus jeder Vertiefung pipettiert und
auf die mit [P-10-Antikérpern vorbeschichtete Titerplatte iibertragen. Die
Titerplatte mit Standards und Proben wurde mit einer Folie abgedeckt und fiir
eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Platten dreimal gewaschen.

Zur Beschickung der Mikrotiterplatten wurden die ersten zwei horizontalen
Felder mit Waschpufferlosung gefiillt. In den zwei ersten Spalten wurde somit
der Standard in absteigender Stirke verdiinnt. Von der 3. bis zur letzten 12.
Spalte befanden sich die Plasmaproben. Wie fiir die erste Probe dargestellt,
wurde jeweils in die zwei nebeneinander liegenden Vertiefungen der nachsten

zwei Spalten die Negativ-Kontrolle eingefiillt, in die darunterliegenden
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Vertiefungen die Antigen-stimulierte Probe und zuletzt die Mitogen-stimulierte
Positiv-Kontrolle. Diese Anleitung zur Beschickung der Mikrotiterwellplatten

wurde identisch fiir alle Platten verwendet (siehe Abbildung 4).

Zur Detektierung von IP-10 wurde ein [P-10-Antikérper verwendet (siehe
Materialliste). Dieser wurde 1:4000 mit Streptavidin-HRP verdiinnt. Somit
enthielt die IP-10-Antikérper enthaltene Losung 0,125 ul IP-10 Antikérper in
499,875 pl Verdiinnungslésung. In einem weiteren Verdiinnungsschritt wurden
3,2 pl von dieser Losung abpipettiert und in 12 ml Verdiinnungslésung gegeben.
Nun wurde jeweils 100 pl dieser verdiinnten Losung in jede Vertiefung der
Mikrotiterplatte gegeben. Alle Platten wurden mit einer Folie abgedeckt und fiir
45 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Platten erneut dreimal
gewaschen. Nun wurde jedem Well 100 pl Tetramethylbenzidin (TMB) Substrat
hinzugegeben. Darauf folgte eine lichtgeschiitzte Inkubation fiir 10 min bei
Raumtemperatur. Durch die Hinzugabe von 100 pl/Vertiefung einer 1 M
Schwefelwassersaure wurde die Farbreaktion gestoppt. Die optische Dichte der
Vertiefungen wurde mittels einem ELISA- Spektrophotometer bei 450 nm
gemessen. Die IP-10-Konzentration der Plasmaproben konnte jetzt anhand der
Standardkurve errechnet werden. Die Abbildung 5 zeigt die Standardkurve der

ersten gemessenen Mikrotiterplatte.
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Abbildung 5 zeigt exemplarisch die Standardkurve (in blau) der ersten gemessenen Mikrotiterplatte.



4. Datenverwaltung

Die Daten wurden digital in Excel-Tabellen gespeichert.

5. Datenanalyse

Zur Auswertung wurde jeweils der Mittelwert der doppelt bestimmten IP-10-
Werte festgelegt, geltend fiir alle Proben und die Standards.

Um die rein durch die TB-spezifischen Antigene bzw. Mitogen-stimulierten IP-
10-Werte zu erhalten, wurde von allen gemessenen Antigen-stimulierten Werten
die Werte der jeweiligen unstimulierten Negativ-Kontrolle subtrahiert.

Zur Beurteilung eines bindren Testergebnisses wurde nach Lighter et al. der ,,cut-
off” fiir ein positives Testergebnis bei einer IP-10-Konzentration von 982 pg/ml
festgelegt [Lighter et al., 2009].

Die Werte wurden mit dem statistischen Analyse-Programm ,GraphPad Prism®,
Version 4 (GraphPad Prism Software, California, USA) ausgewertet.

Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant und ein p-Wert < 0,001 als hoch

signifikant angesehen.

5.1 IP-10-Konzentrationen in den drei Stimulationsmodi

Die gemessenen [P-10-Werte in den drei unterschiedlichen Stimulationsmodi
pro Gruppe wurden deskriptiv aufgefiihrt. Zur Beschreibung der zentralen
Tendenz wurde der Median verwendet. Die Dispersion der Werte wurde durch
den Minimal- und Maximalwert und die 25%- und 75%-Perzentile, der

Interquartilspanne (IQR), angegeben.

5.2 Unterscheidung LTBI vs. TB

Zur Beurteilung, ob eine Unterscheidung zwischen TB und LTBI mittels der IP-10
Bestimmung moglich ist, wurden die IP-10-EILSA Werte der TB-Gruppe mit
denen der LTBI- Gruppe verglichen. Um beurteilen zu kénnen, ob eine
Unterscheidung zwischen LTBI- und TB-Gruppe mittels IGRA méglich ist,
wurden ebenso die QFT-IT-Werte der TB- und LTBI-Gruppe verglichen. Es wurde
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jeweils der nicht parametrischen Rangsummentest (Mann-Whitney-Test)

verwendet.

5.3 Korrelation und Konkordanz der IP-10- und QFT-IT-Ergebnisse

Zur Beurteilung, ob eine Korrelation zwischen den IP-10- und IFN- y-
Konzentrationen in der TB- und LTBI-Gruppe einzeln und zusammengefasst
besteht, wurde die lineare Regression berechnet. Des Weiteren wurde als nicht-
parametrischer Test der Spearman-Korrelationskoeffizient bestimmt.

Die Konkordanz beider Testverfahren wurde mittels Cohen’s kappa beurteilt.

5.4 Korrelation von IP-10 Konzentration und Alter der Patienten

Zur Beurteilung, ob die sezernierte IP-10-Plasmakonzentration mit dem Alter
der Kinder korreliert, wurde ebenso die lineare Regression und die Spearman-

Korrelationsanalyse verwendet.

6. Ethik

Im Rahmen vorangegangener Studien zur Untersuchung des QFT-IT- und T-Spot-
Testes im Kindesalter von 2006 bis November 2009 wurden die Patienten selber
und/oder ein zugehoriger Erziehungsberechtigter befragt, ob sie der
Datenspeicherung zur Person und Testergebnissen sowie der Asservierung von
Blutiiberstinden zu Forschungszwecken zustimmen. Die Patienteneinwilligung
erfolgte in schriftlicher Form.

Die Ethikkommission der Charité, Berlin stimmte dem Erweiterungsantrag zur
Verwendung der gespeicherten Daten und asservierten Proben im Rahmen des
Dissertationsvorhabens zu (Antragsnummer: EA2/028/04, 27.11.2009, siehe
Anhang)

In dieser Studie wurden nach Abschluss des experimentellen Studienanteils,
ausschliefdlich anonymisierte Datensatze zur Auswertung der gemessenen Werte
verwendet.

Die Datenerhebung und diagnostischen Untersuchungen der vorgestellten Studie
galten der routinemadfdigen Diagnosestellung und wurden nicht zu

Forschungszwecken fiir die Studien erhoben bzw. durchgefiihrt.



4. Ergebnisse

1. Charakteristika der Studienpopulation

Mittels der QFT-IT-Datenbank wurden 116 Kinder von Januar 2008 bis
November 2009 erfasst, von denen 48 Kinder in die Studie eingeschlossen
wurden. Von diesen 48 Kindern waren 11 an einer TB, 14 an einer LTBI, 8 an
einer NTM-Erkrankung und 15 an einer AWI erkrankt. Das mittlere Alter aller
Kinder betrug 54 Monate. Das jiingste teilnehmende Kind war 13 Monate und
das dlteste 107 Monate alt. 31 (65%) der teilnehmenden 48 Kinder waren
mannlich.

Tabelle 2 fasst die einzelnen Charakteristika der Studienteilnehmer in den vier

unterschiedlichen Diagnose-Gruppen zusammen.

TB LTBI NTM AWI
N 11 14 8 15
Alter Median (Bereich) 64.5(19-97) 64.5(17-95) 56 (16-107) 45 (13-67)
Geschlecht m/w (m %) 7/4 (63.6) 10/4 (71.4) 4/4 (50) 10/5 (66.7)
TB-Exposition N 11 14 0 0
THT THT negativ 0 1 2 8
THT nicht durchgefiihrt
2 (18.2) 0(0) 4 (50) 7 (46.7)
(%)
Diagnose
bestatigt durch:
Kultur, N (%) 10 (90.9) N/A 6 (75) N/A
Histologie, N (%) 2 (25)

Tabelle 2 zeigt die Charakteristika der Studienteilnehmer in den vier unterschiedlichen Diagnosegruppen.
TB= Tuberkulose; LTBI= latente Tuberkuloseinfektion; NTM = nicht-tuberkulése Mykobakterien; AWI=
Atemwegsinfektion; N= Anzahl der jeweiligen Studienteilnehmer; m= mannlich; w= weiblich; N/A= nicht
verfligbar.
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2. IP-10-Konzentration in den drei Stimulationsmodi

2.1 TB-Gruppe

Elf der an Tuberkulose erkrankten Kinder wurden in die TB-Gruppe
aufgenommen. Der Median der Null-Werte lag bei 704 pg/ml (IQR: 537 pg/ml -
1.761 pg/ml). Nach Stimulation mit spezifischen TB-Antigenen war die mediane
[P-10-Konzentration 14.365 pg/ml (IQR: 10.113 pg/ml - 18.692 pg/ml). Nach
Abzug der Null-Werte betrug die mediane IP-10-Konzentration nach Antigen-
Stimulation 12.702 pg/ml (IQR: 9.759 pg/ml - 16.339 pg/ml). Nach Mitogen-
Stimulation lag die mediane IP-10-Konzentration bei 13397 pg/ml (IQR: 10.182
pg/ml - 23.643 pg/ml). Nach Abzug der Null-Werte war die mediane IP-10-
Konzentration nach mitogener Stimulation 12.966 pg/ml (IQR: 9.478 pg/ml -
22.910 pg/ml).

Abbildung 6 zeigt die einzelnen IP-10-Werte der TB-Gruppe fiir nicht stimulierte

Proben, Antigen- und Mitogen-Stimulation mit und ohne Substraktion der Null-

Werte.
TB-Gruppe
35000~
30000+
= 25000
E
E 20000 )
o 15000 e e E—
- - .
o 10000 .
5000 .
<,
O_J&Y 4 :
e&\ ¥ es\ & S
4 .xO
?9 @\\ QQ’Q
@A{\O

Abbildung 6 zeigt die IP-10-Konzentration in den drei Stimulationsmodi der TB-Gruppe mit und ohne
Substraktion der Null-Werte. Die IP-10-Plasmakonzentrationen der Antigen-stimulierten Proben sind
signifikant hoher, verglichen mit den nicht stimulierten Proben, p-Wert < 0,001. ,Null’ steht fiir die IP-10
Plasmakonzentration ohne Stimulation, ,Ag’ nach Antigen und ,Mitogen’ nach Mitogen Stimulation.
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Abbildung 7 zeigt die IP-10-Konzentration in den drei Stimulationsmodi der LTBI-Gruppe mit und ohne
Substraktion der Null-Werte. Die IP-10-Plasmakonzentrationen der Antigen-stimulierten Proben sind
signifikant hoher, verglichen mit den nicht stimulierten Proben, p-Wert < 0,001. Null’ steht fiir die IP-10
Plasmakonzentration ohne Stimulation, ,Ag’ nach Antigen und ,Mitogen’ nach Mitogen Stimulation.

2.2 LTBI-Gruppe

Vierzehn latent TB-infizierte Kinder wurden in die LTBI-Gruppe aufgenommen.
Der Median der Null- Werte lag bei 366,5 pg/ml (IQR: 241,5 pg/ml - 954,0
pg/ml). Nach Stimulation mit spezifischen TB-Antigenen war die mediane IP-10-
Konzentration 10.243pg/ml (IQR: 3.008 pg/ml - 18.310 pg/ml). Nach Abzug der
Null-Werte betrug die mediane IP-10-Konzentration nach Antigen-Stimulation
9.109 pg/ml (IQR: 1.496 pg/ml-14.737 pg/ml). Nach Mitogen-Stimulation lag die
mediane IP-10-Konzentration bei 13.709 pg/ml (IQR: 7.178 pg/ml - 17.114
pg/ml). Nach Abzug der Null-Werte war die mediane IP-10-Konzentration nach
mitogener Stimulation 10.232 pg/ml (IQR: 6.936pg/ml - 14.810 pg/ml)

Abbildung 7 zeigt die einzelnen IP-10-Werte der LTBI-Gruppe fiir nicht
stimulierte Proben, Antigen- und Mitogen-Stimulation mit und ohne

Substraktion der Null-Werte.

2.3 NTM-Gruppe

Acht an NTM erkrankte Kinder wurden in die NTM-Gruppe aufgenommen. Der
Median der nicht-stimulierten IP-10-Werte lag bei 309,0 pg/ml (IQR: 153,5
pg/ml - 501,0 pg/ml). Nach Stimulation mit spezifischen TB-Antigenen war die
mediane IP-10 Konzentration 589,0 pg/ml (IQR: 232,5 pg/ml - 622,5 pg/ml).
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Nach Abzug der Null-Werte betrug die mediane IP-10-Konzentration nach
Antigen-Stimulation 97 pg/ml (IQR: 69,5 pg/ml - 164 pg/ml) Nach Mitogen-
Stimulation lag die mediane [P-10-Konzentration bei 11.313 pg/ml (IQR: 6.577
pg/ml - 17.129 pg/ml). Nach Abzug der Null-Werte war die mediane IP-10-
Konzentration nach mitogener Stimulation bei 11.197 pg/ml (IQR: 6.386 pg/ml -
16.339 pg/ml).

Abbildung 8 zeigt die einzelnen IP-10-Werte der NTM-Gruppe fiir nicht
stimulierte und Mitogen-Stimulation mit und ohne

Proben, Antigen-

Substraktion der Null-Werte.
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Abbildung 8 Abbildung 9

Abbildung 8 und 9 zeigen die IP-10-Konzentration in den drei Stimulationsmodi der NTM- und AWI-Gruppe
mit und ohne Substraktion der Null-Werte. Die IP-10-Plasmakonzentrationen der Antigen-stimulierten
Proben beider Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant von den nicht stimulierten Proben, p-Wert =
0.83.,Null’ steht fiir die IP-10 Plasmakonzentration ohne Stimulation, ,Ag’ nach Antigen und ,Mitogen’ nach
Mitogen Stimulation.

2.4 AWI-Gruppe

Flinfzehn Kinder mit AWI wurden in die AWI-Gruppe aufgenommen. Der Median
der Null- Werte lag bei 694 pg/ml (IQR: 326 pg/ml - 1.048 pg/ml). Nach
Stimulation mit spezifischen M.tuberculosis-Antigenen war die mediane IP-10-
Konzentration 743 pg/ml (IQR: 410 pg/ml - 1476 pg/ml). Nach Abzug der Null-
Werte betrug die mediane [P-10-Konzentration nach Antigen-Stimulation bei 84

pg/ml (IQR: -10 pg/ml - 427 pg/ml). Nach Mitogen-Stimulation lag die mediane



[P-10-Konzentration bei 6.056 pg/ml (IQR: 3333 pg/ml - 13933 pg/ml). Nach
Abzug der Null-Werte war die mediane [P-10-Konzentration nach mitogener
Stimulation 5.401 pg/ml (IQR: 3.135 pg/ml - 12.885 pg/ml).

Abbildung 9 =zeigt die einzelnen IP-10-Werte der AWI-Gruppe fiir nicht
stimulierte Proben, Antigen- und Mitogen-Stimulation mit und ohne

Substraktion der Null-Werte.

2.5 TB-, LTBI-, NTM- und AWI-Gruppe im Vergleich

Die Antigen-stimulierte IP-10-Konzentration nach Substraktion der Null-Werte
der M. tuberculosis-Exponierten in den Gruppen (TB und LTBI) war signifikant
grofder, als die der nicht M. tuberculosis-Exponierten (NTM und AWI); p-Wert <
0,001 (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10 zeigt die [P-10-Konzentration der Antigen-stimulierten Proben in der TB-, LTBI-, NTM- und
AWI-Gruppe.

3. Unterscheidung von TB und LTBI

Der Median der IP-10-Werte bei dem IP-10-ELISA lag nach Antigen-Stimulation
in der TB-Gruppe bei 12.702 pg/ml und in der LTBI-Gruppe bei 9.109 pg/ml
(siehe Abbildung 10).
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Obwohl der Median der IP-10-Konzentration in der TB-Gruppe im Vergleich zur
LTBI-Gruppe erhoht war, konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den

beiden Gruppen ermittelt werden; p-Wert = 0,24.

4. Vergleich des IP-10-Testes mit dem QFT-IT-Test

Die mediane IFN-y-Plasmakonzentration nach M. tuberculosis-spezifischer
Antigen-Stimulation betrug fir die TB-Gruppe 453,5 pg/ml (IQR: 370,0 pg/ml -
663,5 pg/ml), fir die LTBI-Gruppe 183,5 pg/ml (IQR: 34,25 pg/ml - 529,0
pg/ml), fiir die NTM-Gruppe 0 pg/ml (IQR: 0 pg/ml - 0 pg/ml) und fir die AWI-
Gruppe 0 pg/ml (IQR: 0 pg/ml - 2 pg/ml).

Tabelle 3 gibt eine Ubersicht der Antigen-stimulierten medianen

Plasmakonzentration beider Biomarker in den vier Gruppen.

Mediane Antigen- TB LTBI NTM AWI
stimulierte

Plasmakonzentration

in pg/ml

IP-10 12702,0 9109,0 97,0 84,0
IFN- y 453,5 183,5 0,0 0,0

Tabelle 3 zeigt die mediane Antigen-stimulierte Plasmakonzentration in den unteschiedlichen Diagnose-
Gruppen fiir die Biomarker IP-10 und [FN-y.

4.1 Konkordanz

Der Vergleich der Testergebnisse der TB-, LTBI-, NTM- und AWI-Gruppe des IP-
10-ELISAs und des QFT-IT-Testes wurde per Vier-Felder-Tafel dargestellt (siehe
Tabelle 4-7).

TB IFN-vy LTBI IFN-vy
IP-10 positiv negativ IP-10 positiv negativ
positiv 10 0 10 positiv 11 1 12
negativ 0 1 1 negativ 0 2 2
10 1 11 11 3 14

Tabelle 4. Vier-Felder-Tafel zur TB-Gruppe

Tabelle 5. Vier-Felder-Tafel zur LTBI-Gruppe.




NTM IFN-y AWI IFN-y
IP-10 positiv negativ IP-10 positiv negativ
positiv 0 0 0 positiv 0 0 0
negativ 0 8 8 negativ 0 15 15
0 8 8 0 15 15
Tabelle 6. Vier-Felder-Tafel zur NTM- Tabelle 7. Vier- Felder-Tafel zur AWI-
Gruppe. Gruppe.

Zusammenfassend zeigt sich, dass die Testergebnisse in der NTM- und AWI-
Gruppe konkordant bei allen Patienten negativ waren. Ahnliches galt fiir die
Testergebnisse der TB-Gruppe. 10 der 11 Kinder wiesen ein libereinstimmendes
positives Testergebnis auf. Der eine Patient mit kulturell nachgewiesener
Tuberkulose wies sowohl ein falsch negatives Testergebnis fiir den QFT-IT, als
auch fiir den [P-10-ELISA auf. In der LTBI-Gruppe lief3 sich die grofdte Variabilitat
der Testergebnisse der zwei Tests aufzeigen. Die QFT-IT- und IP-10-ELISA-
Ergebnisse von 11 Patienten von 14 sind konkordant positiv. Drei Patienten
wiesen negative QFT-IT-Ergebnisse auf. Von diesen drei Patienten waren zwei
im IP-10-ELISA ebenso negativ und einer positiv. Das Cohen’s Kappa zur
Ubereinstimmung der beiden Tests betrug in der LTBI-Gruppe k = 0,76. Fiir die
TB-, NTM- und AWI-Gruppe x = 1. Insgesamt wurde eine hohe Ubereinstimmung
der beiden Test festgestellt (k = 0,96) (siehe Tabelle 8).

IFN-y

IP-10 | + .

+ 21 1 22

- 0 26 26
21 27 48

Tabelle 8 stellt die IP-10- und QFT-IT-Testergebnisse aller teilnehmenden Patienten dar. ,+“ = positives
Testergebnis, ,-“ = negatives Testergbenis.

41



4.2 Korrelation

Bei der Untersuchung der Antigen-stimulierten Plasmakonzentration von IP-10
und IFN-y in der TB- und LTBI-Gruppe wurde eine positive Korrelation
festgestellt. Die Korrelation wurde sowohl einzeln fiir die TB- und LTBI-Gruppe
als auch zusammengefasst, also fiir die Gruppe der M. tuberculosis-Infizierten,
bestimmt.

Der Spearman-Korrelationskoeffizient (rsp) flir die Plasmaspiegel von IP-10 und
IFN- y betrug fir die TB-Gruppe rsp= 0,65 bei einem p-Wert = 0,03 und fiir die
LTBI- Gruppe rsp= 0,79 bei einem p-Wert < 0,001. Fiir die zusammengefasste TB-
und LTBI-Gruppe, die Gruppe der M. tuberculosis-Infizierten, betrug der
Korrelationskoeffizient rsp= 0,69 bei einem p-Wert von < 0,001.

Die lineare Funktion der Regressionsgerade fiir die TB- und LTBI-Gruppe einzeln

und zusammengefasst wird in den Abbildungen 10 bis 12 dargestellt.
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Abbildung 11 stellt Korrelation der IP-10- und
IFN- y- Plasmakonzentration in der LTBI-Gruppe
dar. Die Regressionsgeraden ist in orange
abgebildet.

Abbildung 10 stellt Korrelation der IP-10- und IFN-
y- Plasmakonzentration in der TB-Gruppe dar. Die
Regressionsgeraden ist in rot abgebildet.
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Abbildung 12 stellt Korrelation der IP-10- und IFN- y-
Plasmakonzentration in der Gruppe der M.tuberculosis-
Infizierten dar. Die Regressionsgeraden ist in rot-orange
abgebildet. ,M tb.“ = M. tuberculosis.

Beim Vergleich der Sekretionsmenge von IP-10 und IFN-y nach Antigen-
Stimulation waren die IP-10-Plasmakonzentration im Median 18-fach hoher als

die von [FN-y (siehe Abbildung 13).
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Abbildung 13 stellt die absolute Sekretionsmenge von IP-10 and IFN- y nach spezifischer TB-Antigen-
Stimulation dar.

5. Korrelation der IP-10-Sekretion mit dem Alter

Es konnte keine Korrelation des Alters der Kinder und der IP-10-Konzentration

nach Mitogen-Stimulation feststellt werden.
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Der Median der Mitogen-stimulierten Proben nach Abzug der Null-Werte in der
TB-, LTBI-, NTM und AWI-Gruppe lag jeweilig bei 12.966 pg/ml; 10.232 pg/ml;
11.197 pg/ml und 5.401 pg/ml.

Die zusammengefasste Spearman-Korrelationskoeffizienten aller Gruppen
betrug rsp = 0,1 (95% CI -0,19 - 0,37; p-Wert = 0,49). Fiir die jeweiligen Gruppen
separat stellte er sich wie folgt dar: fiir TB-Gruppe rsp = 0,01 (95 % CI -0,61 - 0,
62; p = 0,99), fir LTBI-Gruppe rsp = 0,26 ( 95 % CI -0,33 - 0,71; p-Wert = 0,37),
fir NTM-Gruppe rsp = -0,41 ( 95 % CI -0,59 - 0,33; p-Wert = 0,37) und fiir die
AWI-Gruppe rsp = 0,04 (95 % CI -0,49 - 0,55; p-Wert = 0,89).

Bei der separaten Betrachtung der Altersgruppen wurde eine mediane Mitogen-
stimulierte IP-10-Konzentration der Altersgruppe < 2 Jahre von 10.875 pg/ml
(IQR 2.315 - 19.702) festgestellt. Von den sechs Kindern war eines an
Tuberkulose erkrankt. Bei den zwei- bis fiinfjahrigen Kindern lag die mediane IP-
10-Konzentration bei 11.694 pg/ml (IQR 5.856-16.157). In dieser Altersgruppe
waren vier von 22 Kindern an Tuberkulose erkrankt. Die mediane IP-10-
Konzentration nach Mitogen-Stimulation bei den Kindern, die dlter als fiinf und
unter acht Jahren alt waren betrug 13.682 pg/ml (IQR 7.409-20.651), von diesen

17 Kindern waren finf an Tuberkulose erkrankt.
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Abbildung 14 zeigt die Mitogen-stimulierten IP-10-Plasmakonzentration und das zugehorige Alter des
Kindes zum Zeitpunkt der Probenentnahme.



5. Diskussion

In der vorliegenden Doktorarbeit wurde das diagnostische Potential des
Biomarkers IP-10 fiir die Diagnose der Tuberkulose und der latenten
Tuberkuloseinfektion im Kindesalter in Deutschland, einem Land mit niedriger
Tuberkulose-Pravalenz, untersucht.

Zuniachst wurde die [P-10-Plasmakonzentration nach  spezifischer
M.tuberculosis-Antigen-Stimulation bei Kindern mit Tuberkulose, latenter
Tuberkuloseinfektion, NTM-Erkrankung oder Atemwegsinfektion bestimmt.
Dartiiber hinaus wurde tiberpriift, ob mittels IP-10-Bestimmung eine statistisch
signifikante = Unterscheidung  zwischen = Tuberkulose @ und latenter
Tuberkuloseinfektion moglich ist. Des Weiteren wurden die IP-10-ELISA-
Testergebnisse quantitativ und qualitativ mit denen eines etablierten IFN- y-
basierten Testverfahrens, dem QFT-IT-Test verglichen. Abschliefend wurde
beurteilt, ob eine Korrelation zwischen der sezernierten [P-10-Konzentration

und dem Alter der Testperson besteht.

1. IP-10-Plasmakonzentration nach spezifischer M. tuberculosis -
Antigen-Stimulation

In nur wenigen Studien wurde bisher die IP-10-Plasmakonzentration von
Kindern mit Tuberkulose oder latenter Tuberkuloseinfektion untersucht.
[Ruhwald, Petersen et al, 2008; Lighter et al, 2009; Whittaker et al., 2008;
Petrucci et al.,, 2008]. Im Vergleich zu vorangegangen Studien wurden in der
vorliegenden Doktorarbeit erstmalig auch die IP-10-Konzentrationen bei
Kindern mit NTM-Erkrankung untersucht.

Die Ergebnisse dieser Dissertationsschrift zeigen, dass die IP-10-
Plasmakonzentrationen nach Stimulation mit den spezifischen M. tuberculosis-
Antigenen ESAT-6, CFP-10 und TB7.7 bei Kindern mit aktiver TB oder LTBI im
Vergleich zur Kontrollgruppe (NTM- und AWI-Gruppe) signifikant erhéht waren
(12702 pg/ml und 9109 pg/ml versus 84 pg/ml und 97 pg/ml, p-Wert < 0,001).

Es konnte auch gezeigt werden, dass die IP-10-Plasmakonzentrationen der TB-
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und LTBI-Patienten nach spezifischer M. tuberculosis-Antigen-Stimulation
verglichen mit der [P-10-Plasmakonzentration der nicht stimulierten Proben um
ein Vielfaches hoher waren (14.356 pg/ml versus 704 pg/ml und 10.243 pg/ml
versus 366,5 pg/ml, p-Wert < 0,01). In der NTM- und AWI-Gruppe konnte
hingegen  kein  signifikanter = Unterschied  zwischen  der  IP-10-
Plasmakonzentration der M. tuberculosis-Antigen-stimulierten und nicht
stimulierten Proben festgestellt werden (589 pg/ml und 743 pg/ml versus 309
pg/ml und 694 pg/ml, p-Wert = 0,83).

2007 demonstrierten Ruhwald et al. erstmalig,z, dass die IP-10-
Plasmakonzentration bei Tuberkulose-Patienten nach Stimulation mit den
Antigenen ESAT-6, CFP-10 und TB7.7 im Vergleich zu einer gesunden Kontroll-
Gruppe deutlich erhoht waren [Ruhwald et al, 2007]. Diese spezifischen
Antigene werden auch im QFT-IT-Test verwendet. Daher sind die QFT-IT-
Uberstinde eine gute Basis zur Bestimmung der IP-10-Plasmakonzentration und
werden somit haufig in [P-10-Studien verwendet. [Ruhwald et al, 2007;
Ruhwald, Petersen et al, 2008; Lighter et al, 2009; Petruchi et al, 2008;
Whittaker et al., 2008].

Lighter et al. untersuchten den Biomarker IP-10 fiir die Diagnostik der TB und
der LBTI bei Kindern in den USA mit hohem Risiko einer LTBI, mit geringem
oder keinem Infektionsrisiko und TB-Erkrankte. Nach M. tuberculosis-
spezifischer Antigen-Stimulation mit ESAT-6, CFP-10 und TB7.7 waren die IP-10-
Plasmakonzentrationen bei Kindern mit hohem Risiko einer LTBI im Vergleich
zu Kindern ohne oder mit geringem Infektionsrisiko signifikant erhoht [Lighter
et al, 2009]. Whittaker et al. wiesen ebenso nach, dass die IP-10-
Plasmakonzentrationen nach spezifischer M. tuberculosis-Stimulation bei
Kindern in Grofdbritannien mit TB oder LTBI im Vergleich zu Kindern ohne M.
tuberculosis-Exposition signifikant erh6ht waren [Whittaker et al., 2008]. Beide
Studien wurde, wie auch die vorliegenden Doktorarbeit, in Lindern mit niedriger
Tuberkulose-Pravalenz durchgefiihrt [Whittaker et al, 2008; Lighter et al,
2009].

Auch in Liandern mit hoher Tuberkulose-Pravalenz zeigte der Biomarker IP-10

ahnliche Ergebnisse fiir die Diagnose der latenten Tuberkuloseinfektion und



Tuberkulose im Kindesalter [Ruhwald, Petersen et al, 2008; Petrucci et al,,
2008]. Ruhwald et al. verglichen in einer Studie in Nigeria die M. tuberculosis-
Antigen-stimulierten IP-10-Plasmakonzentration von Kindern mit einem hohen
M. tuberculosis-Infektionsrisiko mit den Plasmakonzentrationen von Kindern
ohne M. tuberculosis-Infektionsrisiko. Diese Studie zeigte ebenfalls, dass die IP-
10-Plasmakonzentration bei Kindern mit hohem Infektionsrisiko signifikant im
Vergleich zu Kindern ohne Infektionsrisiko erh6ht war [Ruhwald, Petersen et al.,
2008]. Ergebnisse einer Studie aus Brasilien und Nepal demonstrierten, dass IP-
10-Plasmakonzentrationen bei Kindern mit hohem Risiko einer LTBI hoher im
Vergleich zu Kindern mit geringerem Risiko einer LTBI waren [Petrucci et al,,
2008]. Yassin et al. ermittelten ebenso in einer Studie in Athiopien erhéhte IP-
10-Plasmakonzentration bei M. tuberculosis-exponierten Kindern im Vergleich zu
nicht-exponierten Kindern. Die Positiv-Rate der Testergebnisse schien mit der
nachgewiesenen Erregerdichte und -anzahl im Sputum der Indexperson positiv
zu korrelieren [Yassin et al., 2013].

Die Studienergebnisse in Liandern mit hoher und niedriger Tuberkulose-
Pravalenz lassen vermuten, dass die IP-10-Testergebnisse nicht von der lokalen
Tuberkulose-Pravalenz beeinflusst werden [Whittaker et al., 2008; Lighter et al,,
2009; Ruhwald, Petersen et al., 2008; Petrucci et al., 2008; Yassin et al.,, 2013;
Ruhwald et al., 2012]. Allerdings fehlen bisher Metaanalysen, welche die IP-10-
Testung in Landern unterschiedlicher Tuberkulose-Pravalenz vergleichen.

Im Einklang mit vorangegangenen Studien bestitigen die vorliegenden
Ergebnisse der Doktorarbeit, dass IP-10 im Plasma von Kindern mit TB oder
LTBI nach spezifischer Antigen-Stimulation im Vergleich zu nicht M. tuberculosis-
exponierten Kindern signifikant erhoht ist [Lighter et al., 2009; Whittaker et al,,
2008; Petrucci et al., 2008; Ruhwald, Petersen et al., 2008].

Des Weiteren konnte erstmals demonstriert werden, dass die IP-10-
Plasmakonzentration der Kinder mit NTM-Erkrankung nach Stimulation mit den
Antigenen ESAT-6, CFP-10 und TB7.7 nicht erhoht waren. Dieses Ergebnis war
zu erwarten, da die genannten Antigene im Genom der in Europa am haufigsten
vorkommenden NTM deletiert sind [Rolinck-Werninghaus et al., 2007; Griffith et

al, 2007]. Somit konnte der Beweise erbracht werden, dass IP-10 nach
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Stimulation mit M. tuberculosis-Antigenen spezifisch bei padiatrischen TB- und
LTBI-Patienten, jedoch nicht bei NTM-Erkrankten, sezerniert wird.

In der vorliegenden Studie konnten keine erhdéhten  IP-10-
Plasmakonzentrationen bei Kindern mit Atemwegsinfektionen und ohne
M.tuberculosis-Exposition gefunden werden. Dies gilt flir die Proben ohne
Stimulation als auch fiir die mit spezifischer M.tuberculosis-Stimulation.
Allerdings konnte in einigen Studien gezeigt werden, dass das Chemokin IP-10
als Biomarker inflammatorischer Immunprozesse bei anderen Erkrankungen als
AWI erhoht ist. Khandany et al. zeigten, dass die IP-10-Konzentration bei
Patienten mit akuter lymphatischer Leukdmie erhoht war [Khandany et al,
2012]. Auch bei akuter, viral induzierter Asthma-Exazerbation waren die IP-10-
Konzentrationen bei nachgewiesener Rhinovirus-Infektion erhéht. [Wark et al,,
2007] Das et al. zeigten, dass bei Kindern, die an einer Lupus-Nephritis leiden,
die IP-10-Konzentrationen ebenso erhoht sind [Das und Brunner, 2009].

Auf Grund der geringen Datenlage sind weitere Unterschungen noétig, um zu
evaluieren, inwieweit die IP-10-Konzentration von Komorbidititen der

untersuchten Patienten beeinflusst wird.

2. IP-10 als Biomarker zur Unterscheidung zwischen aktiver TB

und LTBI

Eine diagnostische Unterscheidung zwischen aktiver Tuberkulose und latenter
Tuberkuloseinfektion ist bisher mittels etablierter, immunbasierter Diagnostik

nicht moglich [Chegou et al., 2009; Huebner et al., 1993].

Es wurde daher in der vorliegenden Dissertation untersucht, ob sich die IP-10-
Plasmakonzentrationen signifikant in den Patientengruppen mit TB und LTBI
unterscheiden. Die IP-10-Plasmakonzentrationen der Patientengruppe mit TB
waren im Vergleich zur Patientengruppe mit LTBI erhoht, allerdings konnte kein
statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden (12.702 pg/ml versus
9.109 pg/ml, p-Wert: 0,24).

Hong et al. zeigten ebenso bei Erwachsenen, dass die [P-10-Konzentrationen bei

Patienten mit aktiver TB im Vergleich zu LTBI-Patienten zwar erhoht waren,



allerdings konnte auch hier kein signifikanter Unterschied festgestellt werden

[Hong et al., 2012; Azzurri et al., 2005].

Whittaker et al. und Lighter et al. stellten ebenfalls fiir padiatrische Patienten
fest, dass der Biomarker [P-10 nicht zur Unterscheidung von aktiver TB und
LTBI im Kindesalter geeignet scheint. Interessanterweise wurde in diesen
Studien gezeigt, dass die IP-10-Plasmakonzentrationen bei Kindern mit LTBI
hoher als bei Kindern mit aktiver TB waren. Allerdings waren auch diese
Konzentrationsunterschiede ohne statistische Signifikanz [Whittaker et al., 2008;

Lighter et al., 2009].

Bei Betrachtung der individuellen IP-10-Konzentration nach M. tuberculosis-
unabhangiger Mitogen-Stimulation wurde in der vorliegenden
Dissertationsschrift eine starke interindividuelle Varianz der IP-10-
Plasmakonzentration festgestellt. Moglicherweise spiegeln diese
unterschiedlichen Ergebnisse zu den IP-10-Plasmakonzentrationsdifferenzen die
interindividuelle Variabilitit der IP-10-Konzentration nach M. tuberculosis-

Exposition, TB und LTBI wider.

Chegou et al. detektierten andere Biomarker als IP-10 aus den
Plasmaiiberstinden des QFT-IT-Testes und stellten fest, dass die Biomarker
,epidermal growth factor”, ,soluble CD40 ligand“, ,macrophage inflammatory
protein-If“ ,vascular endothelial growth factor®, ,transforming growth factor-“
und Interleukin-la fiir die Unterscheidung von TB und LTBI genutzt werden
konnten [Chegou et al., 2009]. Lu et al. untersuchten Transkriptions-Profile von
peripheren mononukledren Zellen nach Stimulation mit PPD als spezifische M.
tuberculosis-Antigene. Bedeutsam fiir die Unterscheidung von aktiver TB und
LTBI scheint laut den Studienergebnissen die Kombination der Genprodukte

ATP10A, TLR6 und IP-10 zu sein [Lu et al,, 2011].

Unter Berticksichtigung aktuell publizierten Daten und den vorliegenden
Ergebnissen der Doktorarbeit ist zu schlussfolgern, dass eine Unterscheidung
zwischen TB und LTBI alleinig mittels des Biomarkers IP-10 nicht méglich ist. Ob
[P-10 moglicherweise doch in Kombination mit weiteren Genprodukten und
Biomarkern zur Unterscheidung von aktiver TB und LTBI beitragen kann, sollte

in weiteren Studien untersucht werden.
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3. Der IP-10-Test im Vergleich zu etablierten immunbasierten

Testverfahren zur TB- und LTBI-Diagnostik

Zur Beurteilung, in wie weit der Biomarker IP-10 in Zukunft zur Diagnose der TB
und LTBI im Kindesalter verwendet werden kénnte, wurden die Testergebnisse

mit einem anderen immunbasierten diagnostischen Test verglichen.

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die Testergebnisse des
[P-10-ELISAs im Vergleich mit den QFT-IT-Testergebnissen stark qualitatitv und

quantitativ miteinander korrelieren (k = 0,96; rsp= 0,69, P-Wert < 0,001;).

Anders als in der vorliegenden Studie wurde der IP-10-Test in vorangegangen
Forschungsarbeiten sowohl mit dem QFT-IT-Test als auch mit dem THT
verglichen. Diese Daten bestétigen eine starke Korrelation und Konkordanz des
[P-10-ELISAs und des QFT-IT-Testes. Beim Vergleich der Testergebnisse des THT
und [P-10-Testes wurde allerdings eine geringere Korrelation im Vergleich zum
QFT-IT festgestellt [Petrucci et al.,, 2008; Ruhwald, Petersen et al., 2008; Lighter
et al.,, 2009; Yassin et al., 2013].

Dies kann moglicherweise mit der eingeschrinkten Sensitivitit und Spezifitat
des THT erklart werden. Schwere Auspriagungen der Tuberkulose fiihren zu
falsch negativen Testergebnissen und zusdtzlichen koénnen THT-
Kreuzreaktionen bei BCG-geimpften und NTM-erkrankten Patienten auftreten
[Huebner et al.,, 1993; Mahadevan et al,, 2005; Haimi-Cohen et al., 2001]

Der hohe Grad der Korrelation des IP-10-Testes mit dem QFT-IT kann durch das
enge Zusammenspiel beider Biomarker bei der Immunantwort gegen M.
tuberculosis erklart werden. Nach Antigenprasentation iiber MHC II-Komplex
kommt es zur Zytokin-getriggerten Aktivierung insbesondere spezifischer Th1-
Zellen. Diese Lymphozytenaktivierung fiihrt zur IFN-y-Sekretion. Die
freigesetzten Zytokine wiederum aktivieren Monzyten zur I[P-10-Sekretion.
Rickkoppelnd induziert IP-10 Lymphozyten zur weiteren Sekretion von IFN-y,
welches tiber [FN-y zur Autostimulation von IP-10 fithrt [Ruhwald und Ravn,

2009; Lighter et al., 2009; Chegou et al., 2009; Gangur et al., 1998].



Wie oben erwdahnt, korrelierten auch die einzelnen Testergebnisse des IP-10-
und QFT-IT-Testes eng miteinander. Drei Studienteilnehmer, ein Kind mit
Tuberkulose und zwei Kinder, die mit latenter Tuberkuloseinfektion
diagnostiziert wurden, wiesen sowohl im QFT-IT als auch im IP-10-ELISA
ein  falsch negatives Testergebnis auf. Die Mitogen-stimulierten
Plasmakonzentrationen waren fiir alle drei Studienteilnehmer hoch positiv, so
dass man von einer kompetenten Immunantwort ausgehen konnte. Die zwei
Kinder der LTBI-Gruppe waren ein einjahriges und ein siebenjdhriges Kind.
Beide Patienten hatten einen engen Kontakt zu einem Tuberkulose-Index-Fall,
einen hoch positiven THT und zeigten keine Symptome einer aktiven
Tuberkulose oder NTM-Erkrankung. Auf Grund der hochgradigen Exposition

wird ein falsch positiver THT als unwahrscheinlich erachtet.

Der dritte Patient mit positivem THT aber negativem IP-10- und QFT-IT-Test, ein
39 Monate altes Kind, litt unter einer kulturell gesicherten Tuberkulose. Die
Mitogen-Kontrolle beider Tests war auch bei diesem Kind deutlich positiv. Flr
den QFT-IT wurde in vorherige Studien bereits das Vorkommen von falsch
negativen Testergebnissen bei der aktiven Tuberkulose festgestellt. Daher ist
eine aktive Tuberkulose nicht auf der Basis eines negativen IGRA Testes

auszuschliefden [Kampmann et al., 2009; Sester et al., 2011].

Falsch negative Testergebnisse scheinen auch haufig mit negativen Mitogen-
Kontrollergebnissen assoziiert zu sein. Gare et al. und Connel et al. stellten fest,
dass bei der QFT-IT-Testung insbesondere jiingere Kinder mit Tuberkulose,
latenter Tuberkuloseinfektion oder gesunde Sauglinge und Kleinkinder auf
Grund des unreifen Immunsystems ungiiltige Testergebnisse mit negativer
Mitogen-Kontrolle aufwiesen [Grare et al., 2010; Connel et al., 2010]. Yassin et al.
konnten interessanterweise zeigen, dass bei ausgepragter Tuberkulose im
Kindesalter die absolute Anzahl an Lymphozyten sinkt, insbesondere der Anteil
an CD3+ und CD4+ T-Zellen, welche fiir die Sezernierung von IFN-y von

Bedeutung sind [Yassin et al.,, 2011].

Da allerdings alle drei falsch negativen Kinder eine deutlich positive Mitogen-
Kontrolle im [P-10-ELISA und QFT-IT-Test aufwiesen, kann eine generell

verminderte Immunabwehr nicht die Erklarung sein. Um das Auftreten von
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falsch negativen IP-10- und QFT-IT-Testergebnissen besser zu verstehen, sollten

weitere Studien mit gréfierer Studienteilnehmerzahl konzipert werden.

Ein Vergleich von Sensitivitat und Spezifitit des IP-10- und QFT-IT-Testes war in
der vorliegenden Studie nicht méglich, da auf Grund der geringen Fallzahl und

nur einem diskordanten Ergebnis keine sinnvolle Aussage ermittelbar war.

Die multizentrische Studie von Ruhwald et al. konnte hingegen zeigen, dass man
die Sensitivitat des QFT-IT-Tests durch zusatzliche IP-10-Testung zur Diagnose
von Tuberkulose bei Patienten jeden Alters von 84%auf 87% bei
gleichbleibender Spezifitit erhohen kann. In dieser Studie wurde auch
festgestellt, dass bei Patienten mit hohem Verdacht auf eine LTBI der IP-10-Test
haufiger positiv ausfiel im Vergleich zum QFT-IT-Test. [Ruhwald et al.,, 2011].
Ahnliches stellten Lighter et al. zur Diagnose der latenten Tuberkuloseinfektion
im Kindesalter fest. Bei Kombination der IFN-y- mit der [P-10-Testung wurde die
Sensitivitat zur Diagnose der LTBI insbesondere in der Altersgruppe unter 5

Jahren erhé6ht [Lighter et al., 2009].

Auf Grund der vorgestellten Daten und vorangegangener Studien kann vermutet
werden, dass IP-10 trotz der hohen Korrelation und Konkordanz mit dem QFT-
IT-Testes als ergianzender Biomarker zur Diagnose von TB und LTBI im

Kindesalter hilfreich seien konnte.

4. Diagnostische Vor- und Nachteile des Biomarkers IP-10

In der vorliegenden Dissertationsarbeit wurde untersucht, ob die Sekretion von
[P-10 mit dem Alter korreliert. Es konnte keine Korrelation zwischen Alter und
Mitogen-stimulierter [P-10-Konzentration bei Betrachtung aller
Studienteilnehmer gemeinsam festgestellt werden (rsp= 0,1; p-Wert = 0,49). Bei
seperater Betrachtung der Altersgruppen unter 2 Jahren, 2 bis unter 5 Jahren
und 5 bis unter 8 Jahren fiel ein nicht signifikanter Anstieg der medianen

Mitogen-stimulierten IP-10-Konzentrationen mit zunehmendem Alter auf.

Im Einklang mit den vorliegenden Ergebnissen konnte in der Studie von Lighter
et al. ebenso wenig ein statistischer Zusammenhang zwischen Mitogen-

stimulierter IP-10-Konzentration und dem Alter des Kindes gefunden werden.



Allerdings wurde eine erh6hte Sekretion von [FN-y bei Kindern iiber 5 Jahren, im

Vergleich zu Kindern unter 5 Jahren festgestellt [Lighter et al., 2009].

Auch die Studien von Mandalakas et al. und Lewinsohn et al. zeigten, dass die
Sensitivitat der IGRA bei Sauglingen und Kleinkindern herabgesetzt zu sein
scheint und die Verwendung der IGRA bei Kindern unter 5 Jahren noch genauer
untersucht werden muss [Lewinsohn et al., 2010; Mandalakas et al., 2011]. Auch
die Studienergebnisse von Hausstein et al. legten nahe, dass die
Wahrscheinlichkeit von ungiiltigen QFT-IT-Testergebnissen auf Grund von
unzureichender IFN-y-Konzentration nach Mitogen-Stimulation invers mit dem
Alter der Kinder korreliert [Hausstein et al., 2009]. Ahnliches konnten Connel et
al. feststellen. Die Rate an ungiiltigen QFT-IT-Testergebnissen war signifikant bei

Kindern unter 5 Jahren erhoht [Connel et al.,, 2010].

Die Testglite der IGRA und des THT scheint auch von einer HIV-Koinfektion
beeinflusst zu sein [Metcalfe et al., 2011; James et al, 2013]. Vanini et al
verglichen die Sensitivitit vom [P-10-ELISA mit dem QFT-IT bei Erwachsenen
mit TB oder LTBI mit HIV-Koinfektion wund reduzierter CD4+
Lymphozytenanzahl in einem Land niedriger Tuberkulose-Pravalenz. Sie stellten
fest, dass der IP-10-ELISA weniger durch eine reduzierte CD4+ Zellzahl
beeinflusst zu sein scheint als der QFT-IT [Vanini et al, 2012]. Goletti et al.
untersuchten die IP-10-Plasmakonzentration nach M. tuberculosis-spezifischer
Antigen- und Mitogen-Stimulation bei HIV-koinfizierten Patienten mit aktiver TB
und ohne TB in einem Land mit hoher TB-Inzidenz. Auch deren
Studienergebnisse zeigten, dass die Mitogen-stimulierten IP-10-Konzentrationen
nicht durch eine HIV-Koinfektion beeinflusst wurde, wohingegen die IFN-y-
Konzentrationen bei Patienten mit HIV-Koinfektion im Vergleich zu HIV-

negativen Patienten signifikant geringer waren [Goletti et al., 2010].

Ob die IP-10- im Vergleich zur IFN-y-Sezernierung tatsachlich altersunabhdngig
ist und nicht durch eine HIV-Koinfektion beeinflusst wird, sollte in weiteren
grofderen Studien untersucht werden. Insbesondere wire eine Betrachtung des
immunologischen Zusammenhangs von IP-10-Konzentration und Anzahl der IP-
10-sezernierenden Zellen wie Leukozyten und der jeweilige Lympho- und

Monozytenanteil interessant.
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Das Chemokin [P-10 ist an vielen akut und chronisch inflammatorischen
Erkrankungen unterschiedlicher Atiologie beteiligt (siehe 1.4.2.3).Die
Ergebnisse der vorliegenden Studie stellen dar, dass die unstimulierten
medianen  IP-10-Plasmakonzentrationen aller  untersuchten Gruppen
unterschiedlich erh6ht waren. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass
die IP-10-Konzentrationen der TB- und AWI Gruppe im Vergleich zur LTBI- und
NTM-Gruppe fast um das Doppelte erhoht war (704 pg/ml und 694 pg/ml vs.
366,5 pg/ml und 309 pg/ml). Diese Feststellung spiegelt moglicherweise die
vermehrte IP-10-Sekretion bei akuten Erkrankungsgeschehen wider. Jedoch war
die IP-10-Konzentration nach spezifischer M. tuberculosis-Stimulation in der TB-
und LTBI-Gruppe jeweils signifikant im Vergleich zu den unstimulierten-IP-10-
Werten erhoht. Auch bei Patienten mit rheumatoider Arthritis (RA), die
zusatzlich unter TB, LTBI oder keiner Komorbiditat litten, wurden erhohte
unstimulierte [P-10-Plasmakonzentrationen festgestellt. Nach spezifischer
M.tuberculosis-Antigen-Stimulation wurden allerdings auch signifikant erhéhte
[P-10-Plasmakonzentrationen bei RA-Patienten mit TB oder LTBI im Vergleich
zu RA-Patienten ohne Verdacht auf eine M. tuberculosis-Infektion festgestellt

[Chen etal, 2011].

Die Testergebnisse der vorliegenden Doktorarbeit zeigten, dass IP-10 in vielfach
hoheren Konzentrationen im Vergleich zu I[FN-y sezerniert wird. Selbst nach
Subtraktion der unstimulierten [P-10-Konzentration ist die IP-10-
Plasmakonzentration noch um ein Vielfaches im Vergleich zur IFN-y-
Konzentration erhoht. Bereits publizierte Daten bestdtigen das Testergebnis der
vorliegenden Studie [Lighter et al., 2009; Whittaker et al., 2008; Ruhwald et al,,
2007]. Auf Grund der hohen Antigen-stimulierten IP-10-Konzentration konnte in
Erwagung gezogen werden, den ,cut-off* fiir positive Testergebnisse flr
zukiinftige IP-10-ELISA herabzusetzen. Somit kénnte die Sensitivitat der IP-10-
Testung erhoht werden. Dies konnte allerdings zur Folge haben, dass der IP-10-
Test an Spezifitat verlieren wiirde. Ein Gewinn an Sensitivitdt mit Verlust von

Spezifitit ist allerdings in einigen Patientengruppen sehr erwiinscht,



beispielsweise bei Sduglingen mit engem Kontakt zu einem Patienten mit einer
aktiven TB. Sduglinge entwickeln haufig nach M. tuberculosis-Exposition eine
aktive TB und erleiden besonders schwere extrapulmonale Ausprdgungen, wie
eine tuberkulése Meningitis [Marais, Donald et al,, 2005; Magdorf und Detjen,
2008]. Durch die hohere Sensitivitat konnten mehr Sduglinge mit TB oder LTBI
frithzeitig detektiert und behandelt werden. Allerdings ist die Datenlage zu IP-10
im Sauglingsalter noch zu gering, um die Moglichkeit eines Herabsetzen des ,cut-

offs“ im Sauglingsalter zu beurteilen.

Ein Herabsetzten des ,cut-off‘-Wertes ist derzeit wiederum nicht fiir den QFT-IT
moglich. Es konnte gezeigt werden, dass die IFN-y-Werte in Konzentrationen
unterhalb des bestehenden ,cut-off‘-Wertes der einzelnen Patienten stark

variieren [Cellestis, 2011].

Die Forschungsarbeiten von Aabye et al. zeigten, dass auf Grund der hohen IP-
10-Konzentration eine Detektierung von IP-10 aus einem Papierfilterstreifen
moglich ist. Ein Papierfilterstreifen wird gingigerweise als Methode zum
Neugeborenenscreening verwendet. Aabye et al. untersuchten das Blut von
Patienten mit positiven QFT-IT-Testergebnissen im Vergleich zu einer gesunden
Kontrollgruppe mit negativen QFT-IT-Ergebnissen. Die Blutproben der
Studienteilnehmer wurden mit M. tuberculosis-spezifischen Antigenen stimuliert.
Ein Teil der Proben wurde zur Isolierung von Plasma verwendet und
gespeichert. Ein Plasma-Anteil wurde fiir den herkémlichen IP-10-ELISA weiter
verwendet. Der restliche Proben- bzw. Plasma-Anteil wurde entweder als Bluts-
oder Plasmatropfen auf einen speziellen Papierfilterstreifen appliziert.
Anschlief3end wurde die IP-10-Konzentration auch anhand eines ELISAs aus dem
Papierfilterstreifen bestimmt. Die Testergbenisse zeigten, dass die IP-10-
Konzentrationen aller drei unterschiedlichen Methoden gut miteinander
korrelieren und eine Detektion einer M. tuberculosis-Infektion mittles der
Verwendung eines Papierfilterstreifens moglich ist [Aabye et al, 2012]. Die
Verwendung von Papierfilterstreifen hitte den Vorteil, dass Blut- oder
Plasmaproben einfach gespeichert und transportiert werden kénnten. Dies trafe

beispielsweise auch fiir Proben aus Landern mit hoher TB-Inzidenz und
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eingeschrankten laboratechnischen Madglichkeiten zu, die mittels des
Papierfilterstreifens zu moderneren Laboren mit den nétigen Einrichtungen

transportiert werden kdnnten [Aaybe et al,, 2012; Mei et al,, 2001].

Cannas et al. zeigten, dass bei Patienten ohne Nierenfunktionsseinschrankung IP-
10 im Urin von Patienten mit TB und andern Lungenerkrankungen im Vergleich
zu gesunden Studienteilnehmern signifikant erhoht war. Eine einfache non-
invasive Diagnostik per Urinstreifen, wie besipielsweise der beta-HCG-
Schwangerschaftstest, ware insbesondere fiir Kinder von grofiem Vorteil

[Cannas et al., 2010].

Zur Evaluation inwieweit robustere [P-10-Testmethoden in der Praxis zur TB-
und LTBI-Diagnostik verwendet werden koénnen, sind allerdings noch weitere

Untersuchungen notwendig.

5. Einschrdnkungen der Studie

Die Fallzahlschiatzung der vorgestellten Studie ergab, dass zur signifikanten
Unterscheidung zwischen den jeweiligen Erkrankungsgruppen (TB-, LTBI-, NTM-
und AWI-Gruppe) mittels IP-10 eine minimale Gruppenteilnehmerzahl von 11
bendétigt wird. In allen Gruppen bis auf die NTM-Gruppe wurden mindestens 11
oder mehr Kinder eingeschlossen. Trotzdem ist die Studienteilnehmerzahl
gering, und somit ist die Aussagekraft der vorliegenden Dissertation
eingeschrankt. Daher wurden die vorgestellten Studienergebnisse in
Zusammenhang mit den Ergebnissen anderer kleinen Studien zu IP-10 zur
Diagnose einer Tuberkulose und latenten Tuberkuloseinfektion im Kindesalter
beurteilt. Lighter et al. untersuchten 7 Kinder mit TB und 12 Kinder mit hohem
Verdacht auf eine LTBI, Whittaker et al. untersuchten 17 Kinder mit TB und 16
mit LTBI und Ruhwald et al. untersuchten 59 Kinder mit hohem Verdacht auf
eine LTBI [Lighter et al., 2009; Whittaker et al., 2008; Ruhwald, Petersen et al,,
2008].

Auf Grund der niedrigen Inzidenz der TB- und NTM-Erkrankungen in

Deutschland konnten nicht gentligend Kinder unter 5 Jahren fiir die TB- und



NTM-Gruppe rekrutiert werden. Daher musste das Rekrutierungsalter in den
jeweiligen Gruppen auf 8 Jahre erweitert werden. Deshalb ist das mittlere Alter
der Studienteilnehmer in den vier Studiengruppen uneinheitlich. Der mittlere
Altersunterschied in den vier Gruppen ist allerdings gering, somit kann von einer

geringen Beeinflussung der Daten ausgegangen werden.

Zur Diagnosestellung einer LTBI existiert bis heute kein Gold-Standard, daher
wird die Diagnose mit Hilfe von Kombinationen diagnostischer Tests erhoben. Es
besteht daher die Moglichkeit, dass einige der Studienteilnehmer falsch in die
LTBI-Gruppe eingeteilt wurden. Das Fehlen eines internationalen Gold-
Standards zur Diagnose der LTBI ist ein globales Problem der TB-Forschung. Um
den Begriff der LTBI zu umgehen, wurden in einigen Studien Studienteilnehmer
mit engem Kontakt zu einer Tuberkulose-Indexperson mit Studienteilnehmer
ohne Kontakt zu einer Tuberkulose-Indexperson verglichen. Die Zuordnung in
die LTBI-Gruppe in der vorliegenden Studie basierte auf der Diagnosestellung
erfahrener Kinderarzte entsprechend der aktuellen Leitlinien. Somit wird die

Wahrscheinlichkeit einer Falschzuordnung als sehr gering geschatzt.

6. Zukunftsperspektiven

In weiteren grofderen Studien sollte genauer beurteilt werden, inwieweit der
Biomarker IP-10 die bisherige Diagnostik der TB und der LTBI im Kindesalter
verbessern konnte. Auf Grund der geringen Tuberkulose-Inzidenz in den
Industrienationen sind grof3e Studien mit vielen Studienteilnehmern schwer zu
realisieren. Das 2007 gegriindete padiatrische Tuberkulose-Netzwerk (PTBNET)
ist eine internationale Vereinigung von pddiatrischen Tuberkulosezentren mit
Europa als geographischen Schwerpunkt. Deren Ziel ist es, liber gemeinsame
,online“- Datenbanken viele Daten zu Epidemiologie, Diagnostik und Therapie
der TB und LTBI im Kindesalter zu sammeln. Eine grof3e Studie zum Biomarker
[P-10 zur Diagnose der TB und LTBI im Kindesalter tiber das PTBNET ware eine
Moglichkeit, um die Stellung von IP-10 als zusatzlichen Biomarker zu evaluieren.
Um beispielsweise die fragliche altersunabhingige IP-10-Sekretion genauer zu

analysieren, sind weitere Studien mit Teilnehmern unter 5 Jahren und
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Sauglingen notwendig. Es ware ebenso interessant zu tiberpriifen, inwieweit IP-
10 unabhidngig von der Lymphozytenzahl, insbesondere der CD4+
Lymphozytenzahl, und Monozytenzahl sezerniert wird. Insbesondere sollte auch
die Fragestellung geklart werden, inwieweit die alternative oder additive
Bestimmung von [P-10 bei falsch-negativen IGRA-Testergebnissen oder

ungilltigen IGRA-Testergebnissen hilfreich sein konnte.

In zeitnahen Untersuchungen von Kabeer et al. konnte gezeigt werden, dass IP-
10 moglicherweise zum Therapiemonitoring verwendet werden konnte. Die IP-
10-Konzentration war nach Ende der TB-Chemotherapie signifikant im Vergleich
zum Therapiebeginn erniedrigt [Kabeer et al, 2011]. In einer weiteren Studie
von Riou et al. wurde wiederum festgestellt, dass sich das Protein ,vascular
endothelial growth factor® (VEGF) vermutlich wesentlich besser zum
Therapiemonitoring eignet als IP-10. Denn anders als bei IP-10 korrelierte, der
Konzentrationsabfall von VEGF mit dem Zeitpunkt der Sputum-Konversion [Riou
et al.,, 2012]. Inwieweit der Biomarker [P-10 zum Therapiemonitoring verwendet
werden konnte, sollte moglicherweise auch in zukinftigen PTBNET-Studien

untersucht werden.

Staaten mit geringer Tuberkulose-Pravalenz sind an kosteneffizienten Screening-
Methoden fiir Menschen aus Risikogruppen wie Arbeiter in Heilberufen,
Immigranten aus Landern mit hoher Tuberkulose-Pravalenz oder Patienten mit
HIV-Koinfektion interessiert. In der SWITCH-Studie von Wrighton-Smith et al.
wurde festgestellt, dass ein Tuberkulose-Screening mittels Verwendung von
IGRAs fiir Arbeiter in Heilberufen zum einen weniger Kosten im Vergleich zum
THT verursacht und zum anderen eine hohere Compliance-Rate aufweist als
beim THT. Die Patienten miissen nur einmal zum IGRA-Test und kein zweites
Mal wie beim THT erscheinen [Wrighton-Smith et al., 2012]. Auch fiir die IP-10-
Testung wiirde ein einzelner Besuch zum Ausschluss einer TB oder LTBI
gentiigen. Insbesondere die neuen [P-10-Testmethoden mittels Papierfilter- und
Urinstreifen konnten vielversprechend fiir die kostengilinstige TB- und LTBI-
Diagnostik werden. Perspektivisch ist eventuell die Herstellung eines

unkomplizierten chromatographischen Urin- oder Bluttestes wie bei der HIV-



oder  Schwangerschaftsdiagnostik  denkbar. @~ Neben der  etwaigen
kostengiinstigeren Untersuchung, wiare es fiir Patienten aus abgelegenen,
dezentralen Gegenden von Vorteil, das Testergebnis zeitnah und direkt vor Ort
zu erhalten. Gerade im Kindes- und Kleinkindesalter wire es zusatzlich
wiinschenswert, wenn Kapillarblut- oder gar Urinproben zur TB- und LTBI-
Diagnostik ausreichen und nicht 3 ml Blut, wie derzeit fiir den QFT-IT-Test
bendtigt. Allerdings sind zundchst weitere Testoptimierungen und umfassende
Untersuchungen der Testgiite notig, bevor die neuen IP-10-Testmethoden

moglicherweise zur TB- und LTBI-Diagnostik verwendet werden kénnen.

7. Schlussfolgerung

Das Chemokin IP-10 scheint ein geeigneter Biomarker zur Diagnose der
Tuberkulose und latenten Tuberkuloseinfektion im Kindesalter zu sein. Ob [P-10
den bereits etablierten diagnostischen Biomarkern iiberlegen ist oder eine
kombinierte Bestimmung von IFN-y und IP-10 die Sensitivitit der M.
tuberculosis-Diagnostik signifikant verbessern wiirde, ist in weiteren Studien zu

untersuchen.

Auf Grund der generell hohen Konzentration an sezerniertem IP-10, der dadurch
moglichen Entwicklung von einfachen und non-invasiven Testverfahren und der
eventuell altersunabhdngigen Sezernierung von IP-10 liegt die Vermutung nahe,
dass [P-10 zur TB- und LTBI-Diagnose gerade im Kindesalter in Zukunft

Verwendung finden kdnnte.
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6. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Einleitung: Zur in-vitro Diagnostik der Tuberkulose (TB) und latenten TB
Infektion (LTBI) im Kindesalter werden derzeit zunehmend ,Interferon-gamma
(IFN-y) release assays“ (IGRA) verwendet. Die Sensitivitit der IGRA
insbesondere im Kindesalter ist umstritten. Auch eine diagnostische
Unterscheidung zwischen TB und LTBI ist mittels IGRA und anderen bisherigen
basierten Testverfahren nicht mdéglich. In vorangegangen Studien zeigte sich der
Biomarker ,IFN-y-inducible-protein-10“ (IP-10) als viel versprechend zur

Diagnose der TB und LTBI.

Ziele: In der vorliegenden Dissertationsschrift wurden die IP-10-
Plasmakonzentrationen von Kindern mit TB, LTBI, Atemwegsinfektion (AWI)
oder nicht-tuberkulése Mykobakterien (NTM)-Erkrankung ohne Stimulation der
Proben, nach unspezifischer Mitogen-Stimulation und nach spezifischer
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis)-Antigen-Stimulation bestimmt. Die
Antigen-stimulierten IP-10-Plasmakonzentrationen der TB- und LTBI-Gruppe
wurden mit denen der NTM- und AWI-Gruppe verglichen. Dariiberhinaus wurde
beurteilt, ob eine Unterscheidung zwischen TB und LTBI anhand der IP-10-
Plasmakonzentration moglich ist. Auferdem wurde die Konkordanz und
Korrelation zwischen dem IP-10-ELISA und QuantiFERON® -TB Gold In-Tube
(QFT-IT) Test beurteilt und untersucht, ob der Biomarker IP-10 altersabhingig

sezerniert wird.

Material & Methoden: 48 Kinder wurden in die Studie eingeschlossen. Das
mittlere Alter der Studienteilnehmer war 54 Monate. Alle Studienteilnehmer
wurden zuvor in Deutschland entweder mit einer TB (n=11), LTBI (n=14), NTM
(n=8) oder AWI (n=15) diagnostiziert. Unabhangig von der vorliegenden Studie
wurden bei allen teilnehmenden Kindern IFN-y-Werte mittels des QFT-IT-Testes
bestimmt. Im Rahmen des QFT-IT wurden die fiir den Test notwendigen
Blutproben entweder nicht stimuliert, mit einer unspezifischen Mitogenen-
Substanz oder mit spezifischen M.tuberculosis-Antigenen stimuliert. Die

jeweiligen Plasma-Uberstinde wurden asserviert und zur Bestimmung von IP-10



verwendet. Die IP-10-Konzentrationen wurden, in Zusammenarbeit mit dem
Klinischen Forschungszentrums der Universitdt von Kopenhagen, mittels einem

zu Forschungszwecken entwickelten ELISAs gemessen.

Ergebnisse: Die [P-10-Plasmakonzentrationen ohne Stimulation, mit
unspezifischer Mitogen- und spezifischer Antigen-Stimulation betrug fiir die TB-
Gruppe 704 pg/ml, 12.966 pg/ml und 12.702 pg/ml; fiir die LTBI-Gruppe 366,5
pg/ml, 10.232 pg/ml und 9.109 pg/ml; fiir die NTM-Gruppe 309 pg/ml, 11.197
pg/ml und 97 pg/ml; und fir die AWI-Gruppe 694 pg/ml, 5.401 pg/ml und 84
pg/ml. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der IP-10-
Konzentration der TB- und LTBI-Gruppe festgestellt werden (p-Wert= 0,24). Die
[P-10- und IFN-y- Plasmakonzentrationen der Kinder mit TB und LTBI
korrelierten stark miteinander (rsp=0,65; p-Wert = 0,03 und rsy=0,79; p-Wert <
0,001). Der IP-10-ELISA und QFT-IT Test zeigten ebenso eine hohe Konkordanz
(k =0,96). Die IP-10-Sekretion war 18fach hoher im Vergleich zur IFN-y-
Sekretion. Es konnte keine Korrelation zwischen dem Alter und der Mitogen-

stimulierten [P-10-Konzentration nachgewiesen werden.

Schlussfolgerungen: Die IP-10-Plasmakonzentration von Kindern mit TB und
LTBI im Vergleich zu Kindern mit NTM und AWI ist signifikant nach spezifischer
M.tuberculosis-Antigen-Stimulation erh6ht (p-Wert > 0,001). Die qualitativen und
quantitativen Testergebnisse des [P-10-ELISAs korrelieren stark mit denen des
QFT-IT-Testes. Im Vergleich zu IFN-y scheint IP-10 in hoheren Konzentrationen
und moglicherweise unabhangig vom Alter sezerniert zu werden. Das legt die
Vermutung nahe, dass IP-10 zur Diagnose der TB und LTBI im Kindesalter in

Zukunft Verwendung finden konnte.

2. Summary

Background: Interferon-gamma (IFN-y) release assays (IGRAs) are the
commercial in-vitro tests used to diagnose both tuberculosis (TB) and latent
tuberculosis infection (LTBI) in children. Their sensitivity is variable and, as is

the case with other immuno-based tests, IGRAs are not able to differentiate
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between TB and LTBI. Previous studies showed IFN-y-inducible-Protein-10 (IP-

10) to be a promising new biomarker for the diagnosis of TB and LTBI.

Objectives: In this study the unstimulated IP-10 plasma levels of children with:
TB and LTBI, non-tuberculous mycobacterial (NTM) disease and respiratory
tract infection (RTI) were measured. They were stimulated with both a mitogen
substance and with Mycobacterum tuberculosis (M. tuberculosis) specific
antigens. The M. tuberculosis antigen-stimulated IP-10 responses in children with
active TB and LTBI were compared to responses from children with NTM disease
and RTI. Additionally, an evaluation was made whether the IP-10 concentrations
differed significantly compared to the TB- and LTBI-group. The test agreement
between IP-10 and the QuantiFERON®-TB Gold In-Tube (QFT-IT) test was
assessed. Further, it was examined whether [P-10 release upon unspecific

mitogen stimulation was correlated with age.

Material & Methods: A total of 48 children were recruited (median age of 54
months) that were diagnosed in Germany with either active TB (n=11), LTBI
(n=14), NTM disease (n=8), or common RTI (n=15). Prior to this study, IFN-y
levels were measured, using QFT-IT. As part of the QFT-IT, IFN-y levels were
measured in three different plasma samples: without stimulation, after
stimulation with an unspecific mitgen substance and after specific
M.tuberculosis-antigen stimulation. The QFT-IT plasma supernatants were
stored. These supernatants were used to determine [P-10 concentrations, using

an in-house enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

Results: The median non-stimulated, antigen-stimulated and mitogen-stimulated
[P-10 levels in children with active TB were: 704 pg/ml, 12702 pg/ml and 12966
pg/ml; with LTBI they were: 366.5 pg/ml, 9109 pg/ml and 10232 pg/ml; with
NTM disease they were: 309 pg/ml, 97 pg/ml and 11197 pg/ml; and with RTI
they were 694 pg/ml, 84 pg/ml and 5401 pg/ml. There was no significant
difference between the antigen-stimulated IP-10 plasma concentration of the TB-
and LTBI-group (p-value = 0.24). A strong correlation between IP-10 and IFN-y
plasma concentration in children with active TB and LTBI was found (rsp= 0.65;
p-value 0.03 and rsp= 0.79; p-value <0.001). The Overall agreement between IP-
10 and QFT-IT assays was high (kx = 0.96). IP-10 was released in 18-times higher



concentrations when compared to IFN-y. [P-10 levels after mitogen stimulation

showed no association with age.

Conclusion: Antigen-stimulation induced IP-10 in the blood of children in the TB
and LTBI groups, which contrasted with the NTM and RTI groups (p-value <
0.001). There is a strong correlation between the IP-10 and IFN-y assay.
However, compared to IFN-y the IP-10 levels were higher, and IP-10 was
released independent of age. IP-10 therefore may represent an additional

biomarker in the paediatric population for the diagnosis of TB and LTBI.
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9. Anhang

1. Abkiirzungsverzeichnis

APC
BSA
CFP-10
CMV
ELISA
ESAT-6
HIV
HRP
[FN-y
IGRA
IL
IP-10
LTBI
M. tuberculosis
MDR
MHC
MRT
NAT
NTM
PBMC
PBS
PPD
PTBNET
QFT-IT
RA

RD

TB
T-Spot
Th-Zelle
THT
TMB
TNF-a
VEGF
WHO

Antigen-prasentierenden Zellen
bovine-serum-albumin

culture filtrate protein 10
Cytomegalie Virus
enzyme-linked immuno sorbent assay
early secreted antigenic target 6-kDa
Humanen Immundefizienz-Virus
horseradish peroxidase
Interferon-gamma

IFN-y-release assays

Interleukin

IFN-y inducible protein-10

Latente Tuberkuloseinfektion
Mycobacterium tuberculosis
multidrug-resistant

major histocompatibility complex
Magnetresonanztomographie
Nukleinsdaureamplifikationstechnik
nicht-tuberkulése Mykobakterien
periphere mononukleire Blutzellen
phosphat-buffered saline

purified protein derivat
padiatrische Tuberkulose-Netzwerk
QuantiFERON®-TB Gold in-Tube
Rheumatoide Arthritis

region of differentiation
Tuberkulose

T-SPOT®.TB Test

T-Helferzellen

Tuberkulin-Hauttest
Tetramethylbenzidin
tumornecrosis-alpha

vascular endothelial growth factor
World Health Organisation
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