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1 Zusammenfassung

Tuberkulose ist die zweittddlichste infektiose Erkrankung und zdhlt zu den hiufigsten Todesursachen
weltweit. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) hat eine End TB Strategy entwickelt, in der bis 2035
die Sterberate an Tuberkulose um 35 % und die Inzidenzrate um 90 % im Vergleich zu 2015 gesenkt
werden sollen. Um dieses Ziel zu erreichen, miissen zahlreiche medizinische Weiterentwicklungen
erfolgen, unter anderem im Bereich der Diagnostik. Bisher z&hlt der direkte Erregernachweis des
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) als Goldstandard in der Diagnostik einer aktiven
Tuberkulose. Zum Nachweis einer latenten Tuberkuloseinfektion (LTBI) dienen indirekte
Nachweisverfahren wie der Tuberkulinhauttest (TST) und der Interferon-Gamma Release Assay
(IGRA). Testverfahren, die einerseits eine sichere Differenzierung zwischen einer LTBI und einer
aktiven Tuberkuloseerkrankung erlauben und andererseits die Wahrscheinlichkeit der Progression einer
LTBI zu einer aktiven Tuberkulose vorhersagen konnen, werden dringend bendtigt, um die
Therapiestrategien fiir Patienten zu optimieren. Eine neue Generation der IGRAs, der QuantiFERON-
TB Gold Plus Test soll durch ein zusétzliches Réhrchen (TB-2) nicht nur CD4-T-Zellen, sondern auch
CD8-T-Zellen zur Interferon-gamma- (IFN-y) Produktion stimulieren. Die Differenz der Réhrchen
wirde demnach die CDS8-T-Zellantwort reprisentieren. Diese wiederum soll einerseits als
Surrogatmarker einer aktiven Tuberkulose beziehungsweise der Progression einer LTBI zu einer aktiven
Tuberkulose dienen und andererseits die Sensitivitit und Spezifitét des Testverfahrens bei Patienten mit
supprimierten CD4-T-Zellen steigern. Das Ziel dieser Arbeit war die Evaluation des QuantiFERON-TB
Gold Plus Tests in verschiedenen immunsupprimierten Probandengruppen hinsichtlich seiner Spezifitét
und Sensitivitét, der Differenz der beiden Rohrchen sowie der Quantifizierung der reagierenden T-

Zellen in der Durchflusszytometrie.

Die dafiir 448 eingeschlossenen Studienteilnehmer setzten sich aus 84 Kontrollen, elf Patienten mit
aktiver Tuberkuloseerkrankung (aTB) und 353 immunsupprimierten Personen zusammen. Wir konnten
zeigen, dass der QuantiFERON-TB Gold Plus Test mit einer Spezifitdt von 94,5 %, einer Sensitivitit
von 90,9 % sowie einer geringen Anzahl an unschliissigen Befunden (1,11 %) ebenfalls bei
immunsupprimierten Menschen als sicheres diagnostisches Mittel zum Nachweis einer LTBI
angewendet werden kann. Beim Vergleich der Hohe der IFN-y-Antworten aller als positiv getesteten
Probanden ergaben sich in unseren Untersuchungen sowohl flir das TB-1- (p=0,6174) als auch fur das
TB-2-Rohrchen (p=0,6654) keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontrollpersonen, aTB und den
immunsupprimierten Probanden. Unsere Ergebnisse zeigten, dass die beiden Rohrchen sehr gut
miteinander korrelierten (Korrelationsindex nach Spearman r=0,7443), ohne dass sich ein signifikanter
Unterschied in der Differenz des TB-2- und TB-1-Ro6hrchens zwischen Patienten mit aktiver und latenter
Tuberkulose nachweisen lie} (p=0,69). Anhand des Fragebogens konnte evaluiert werden, dass die
Patienten mit LTBI, die eine erhohte Differenz aufwiesen, nicht wissentlich einen kiirzlichen Kontakt

zu einem aTB hatten. Zudem zeigte das Follow-up keine Tuberkuloseentwicklung bei diesen Patienten.



Zur quantitativen und qualitativen Differenzierung der reagierenden T-Zellen der beiden Réhrchen
wurde zusitzlich eine Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Dort konnte bewiesen werden, dass einerseits
vor allem die CD4-T-Zellen IFN-y in beiden Réhrchen produzierten und dass sich andererseits in beiden
Rohrchen die CD4- und CDS8-T-Zellantworten nicht signifikant voneinander unterschieden (p>0,99).
Beim Vergleich der reagierenden Zellen zwischen den Probandengruppen stellte sich weder fiir die
CDA4-T-Zellen noch fiir die CD8-T-Zellen im TB-1- (p=0,2430 und p=0,8185) und TB-2-Roéhrchen
(p=0,5646 und p=0,8985) ecine signifikante Divergenz heraus. In der Durchflusszytometrie wurden
neben der Stimulation mit den TB-1- und TB-2-Antigenen zusétzlich Stimulationen mit PPD, ESAT-6,
CFP-10 und SEB/SEE durchgefiihrt. Interessanterweise zeigten lediglich die IFN-y produzierenden
CD8-T-Zellen auf den Stimulus ESAT-6 eine signifikante Unterscheidung in der Hohe der IFN-y-
Produktion zwischen aTB und gesunden Probanden (p=0,0117) und Personen mit LTBI (p=0,0037).

Zusammenfassend ldsst sich somit festhalten, dass sich der QuantiFERON-TB Gold Plus Test als
diagnostisches Mittel zur Detektion einer LTBI ebenfalls bei immunsupprimierten Patienten eignet.
Entgegen den Erwartungen stellte sich in unserem Patientenkollektiv keine erhohte IFN-y-Produktion
durch CD8-T-Zellen im TB-2-R6hrchen bei aTB dar. Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass sich die
CD4- und CDS8-T-Zellantwort in den beiden Rohrchen bei allen positiv getesteten Probanden in den
verschiedenen Probandengruppen nicht signifikant voneinander unterschied. Daher lieferte die
Differenz der Rohrchen keine Hinweise auf Unterschiede zwischen den Patientengruppen und keine
darauf, welche Patienten ein erhohtes Risiko zur Entwicklung einer aktiven Tuberkulose hatten. Deshalb
kann die Differenz nicht als Surrogatmarker einer aktiven Tuberkulose oder einer Progression von einer
LTBI zu einer aktiven Tuberkulose genutzt werden. Die Hinzugabe von ESAT-6 Peptiden in ein
weiteres Rohrchen konnte gegebenenfalls in Zukunft vorhersagen, welche Patienten mit LTBI ein
erhohtes Progressionsrisiko zu einer aktiven Tuberkuloseerkrankung haben und damit die Diagnostik

und die Praventivtherapien revolutionieren.



Summary

Tuberculosis is the second deadliest infectious disease and is one of the leading causes of death
worldwide. The World Health Organization (WHO) has developed an End TB Strategy, which aims to
reduce the mortality rate from tuberculosis by 35 % and the incidence rate by 90 % by 2035 compared
to 2015. Achieving this goal will require numerous medical developments, including in the field of
diagnostics. Until now, the direct detection of the pathogen Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis) has been the gold standard in the diagnosis of active tuberculosis. Indirect detection
methods such as the tuberculin skin test (TST) and the interferon-gamma release assay (IGRA) are used
to detect a latent tuberculosis infection (LTBI). Test procedures that allow a reliable differentiation
between LTBI and active tuberculosis on the one hand and can predict the probability of progression
from LTBI to active tuberculosis on the other hand are urgently needed in order to optimize treatment
strategies for patients. A new generation of IGRAs, the QuantiFERON-TB Gold Plus Test, is designed
to stimulate not only CD4-T-cells but also CD8-T-cells to produce interferon-gamma (IFN-y) through
an additional tube (TB-2). The difference between the tubes would therefore represent the CD8-T-cell-
response. The CD8-T-cell-response is intended to serve as a surrogate marker of active tuberculosis or
the progression of LTBI to active tuberculosis and to increase the sensitivity and specificity of the test
procedure in patients with suppressed CD4-T-cells. The aim of this study was the evaluation of the
QuantiFERON-TB Gold Plus Test in various immunosuppressed groups with regard to its specificity
and sensitivity, the difference between the two tubes and the quantification of the reacting T-cells in

flow cytometry.

The 448 recruited study participants consisted of 84 controls, eleven patients with active tuberculosis
(aTB) and 353 immunosuppressed individuals. We were able to show that the QuantiFERON-TB Gold
Plus Test with a specificity of 94.5 %, a sensitivity of 90.9 % and a low number of indeterminate results
(1.11 %) can also be used as a reliable diagnostic tool for the detection of LTBI in immunosuppressed
people. When comparing the level of IFN-y responses of all test subjects who tested positive, our study
revealed no significant differences between control persons, aTB and the immunosuppressed subjects
for the TB-1 (p=0,6174) and for the TB-2-tube (p=0,6654). Our results showed that the two tubes
correlated very well with each other (Spearman’s correlation index r=0,7443). There was no evidence
of statistical significancy in the difference between the TB-2-and TB-1-tubes in patients with active and
latent tuberculosis (p=0,69). The questionnaire was used to evaluate that the patients with LTBI who
showed an increased difference did not knowingly have recent contact with aTB. In addition, the follow-

up showed no development of tuberculosis in these patients.

For quantitative and qualitative differentiation of the reacting T-cells in both tubes, flow cytometry was
also performed. This showed that, on the one hand, the CD4-T-cells in particular produced IFN-y in
both tubes and that, on the other hand, the CD4- and CD8-T-cell-responses in both tubes did not differ
significantly from each other (p>0,99). When comparing the responding cells between the subject
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groups, there was no significant divergence for either the CD4-T-cells or the CD8-T-cells in the TB-1-
(p=0,2430 and p=0,8185) and TB-2-tube (p=0,5646 and p=0,8985). In flow cytometry, in addition to
simulation with the TB-1 and TB-2 antigens, stimulations with PPD, ESAT-6, CFP-10 and SEB/SEE
was also performed. Interestingly, only the IFN-y producing CD8-T-cells on the stimulus ESAT-6
showed a significant difference in the level of IFN-y production between aTB and healthy subjects

(p=0,0117) and subjects with LTBI (p=0,0037).

In summary, the QuantiFERON-TB Gold Plus test is also suitable as a diagnostic tool for the detection
of LTBI in immunosuppressed patients. Contrary to expectations, there was no increased IFN-y
production by CD8-T-cells in the TB-2-tube in aTB in our patient collective. In addition, it could be
shown that the CD4- and CD8-T-cell-response in the two tubes did not differ significantly from each
other in all subjects tested positive in the different study groups. Therefore, the difference in the tubes
provided no indication of differences between the patient groups and no indication of which patients
had an increased risk of developing active tuberculosis. Therefore, the difference in the tubes cannot be
used as a surrogate marker of active tuberculosis or progression from LTBI to active tuberculosis. The
addition of ESAT-6 peptides to another tube could possibly predict in the future which patients with
LTBI have an increased risk of progression to active tuberculosis. This would revolutionize diagnostics

and preventive therapies.
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2 Einleitung

Mumifizierte Kérper und Wandmalereien aus dem alten Agypten legen nahe, dass das Krankheitsbild
der Tuberkulose, auch unter den Namen Schwindsucht oder weille Pest bekannt, bereits seit
Jahrtausenden existiert [1]. Der Nachweis des M. tuberculosis gelang allerdings erst am 24. Mérz 1882
durch Robert Koch [2]. 1908 entwickelten Albert Calmette und Camille Guérin den Mycobacterium
bovis (M. bovis) Bacille Calmette-Guérin (BCG) Impfstoff in Frankreich [3]. Diese Errungenschaft und
die Entdeckung von Streptomycin als antituberkuldses Antibiotikum schiirten zuniachst Hoffnungen, die
Krankheit Tuberkulose rasch zu besiegen [4]. Die schnelle Entwicklung von Antibiotikaresistenzen und
die Veroffentlichung von Studien zur eingeschrinkten Wirksamkeit der Impfung fiihrten allerdings
dazu, dass die WHO Tuberkulose im Jahr 1994 zum globalen Notfall erklarte [5, 6].

1,3 Millionen Menschen starben 2022 gemill dem Global Tuberculosis Report 2023 der WHO an
Tuberkulose [7]. Die Krankheit zahlt damit zu den haufigsten Todesursachen weltweit und war bis zur
Corona-Pandemie verantwortlich fiir die meisten todlichen infektiosen Erkrankungen [7]. Fast ein
Viertel der Weltbevolkerung soll latent mit Tuberkulose infiziert sein [8]. In Deutschland lag die Zahl
der Neuinfektionen im Jahr 2022 bei 4076, was einer Inzidenz von 4,9 pro 100.000 Menschen entspricht
[9]. Aufgrund dieser Brisanz hat sich die WHO in ihrer End TB Strategy zum Ziel gesetzt, die Sterberate
an Tuberkulose bis 2035 im Vergleich zu 2015 um 95 % zu senken und die Inzidenzrate um 90 % zu
reduzieren. Einen Meilenstein stellte dabei das Jahr 2020 dar, in dem die Inzidenzrate um 20 % und die
Sterberate um 35 % niedriger sein sollten als 2015. Weltweit betrachtet zeigte sich jedoch lediglich ein
Riickgang der Inzidenz um 11 % und der Sterblichkeit um 9,2 % [10]. Um die Entwicklung zu forcieren,
bedarf es somit einer verbesserten Pravention, einer addquaten Diagnostik sowie geeigneter

Therapieverfahren.
2.1 Das Immunsystem

2.1.1 Antigenprisentation

Die Zellen des Immunsystems entstehen alle aus pluripotenten hdmatopoetischen Stammzellen im
Knochenmark. Diese entwickeln sich einerseits weiter zu lymphatischen Vorlduferzellen, aus denen die
B- und T-Zellen sowie die natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) hervorgehen und andererseits zu
myeloiden Vorlduferzellen, die die Grundlage fiir Granulozyten und Makrophagen sowie Thrombozyten

und Erythrozyten bilden [11].

Gelingt es einem Erreger, die natiirlichen Barrieren des Korpers zu iiberwinden und in diesen
einzudringen, wird dieser zunichst unspezifisch durch die Zellen des angeborenen Immunsystems
bekampft. Eine wichtige Rolle spielen hierbei die Phagozyten, zu denen Makrophagen, dendritische
Zellen und Granulozyten gehoren. Eine ihrer Aufgaben besteht darin, eine Entziindungsreaktion

auszulosen, wodurch liber Zytokine weitere Zellen zum Infektionsherd gelockt werden konnen. Als
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Zytokine werden Proteine bezeichnet, die die Figenschaft besitzen, eine Signaliibertragung zwischen
verschiedenen Zellen zu induzieren [11]. Eine weitere Aufgabe der Makrophagen und dendritischen
Zellen stellt die Antigenprdsentation dar, die auch durch B-Lymphozyten erfolgt. Die
Antigenprisentation zéhlt als Bindeglied zwischen der angeborenen und erworbenen Immunantwort.
Sie erfolgt durch die Zellen des angeborenen Immunsystems mithilfe der Glykoproteine Major
Histocompatibility Complex- (MHC) Molekiile. Ein Hauptunterschied der verschiedenen MHC-
Molekiile besteht in der Herkunft der priasentierten Antigene. MHC-Klasse-I-Molekiile binden vor allem
fremde Peptide des Zytosols, MHC-Klasse-1I-Molekiile hingegen vor allem jene, die von exogenen
Pathogenen stammen und zunédchst durch Endozytose in die Zelle aufgenommen werden miissen. Die
Antigenprisentation verlduft je nach MHC-Molekiil-Klasse unterschiedlich. Bevor das Antigen mit dem
MHC-Klasse-I-Molekiil interagieren kann, miissen die zytosolischen Proteine zunéchst fragmentiert
werden, was unter anderem im Proteasom stattfindet. Die zerkleinerten Peptidfragmente werden dann
iiber den Antigenpeptid-Transporter in das endoplasmatische Retikulum geschleust, wo das Peptid an
sein passendes MHC-I-Molekiil binden kann. Diese Verbindung wird {iber verschiedene
Zwischenschritte in ein Vesikel verpackt und gelangt anschlieBend {iber den Golgi-Apparat an die
Zelloberflache [11]. Erreger, welche sich in intrazelluliren Vesikeln vermehren oder die iiber
Endozytose aufgenommen wurden, kdnnen in der Regel nicht durch das Proteasom abgebaut werden.
Um die Pathogene dennoch eliminieren zu kdnnen, sinkt in diesem Fall der pH-Wert der Endosomen
ab. Dadurch werden die in den Vesikeln enthaltenen Proteasen aktiviert und die Pathogene konnen
fragmentiert werden. MHC-Klasse-I1I-Molekiile konnen nun in die angesduerten Endosomen eindringen
und eine Bindung mit den passenden Antigenfragmenten eingehen. Der Peptid-MHC-Klasse-II-
Komplex erreicht als Vesikel die Zelloberflache [11]. Naive T-Zellen konnen dann iiber ihren T-Zell-
Rezeptor die Peptid-MHC-Klasse-I- oder Klasse-II-Komplexe an den Zelloberfldchen erkennen. Dabei
interagiert das MHC-Klasse-I-Molekiil immer mit dem Rezeptor von T-Helfer-Zellen (Tu-Zellen) und
dem Corezeptormolekiil cluster of differentiation (CD) 4 und die MHC-Klasse-II-Molekiile mit dem T-
Zell-Rezeptor von zytotoxischen T-Zellen und deren Corezeptormolekiil CD8 [11]. Um aktiviert werden
zu konnen, bendtigt die naive T-Zelle zusétzlich ein costimulierendes Signal. Dabei handelt es sich
beispielsweise um ein Molekiil wie das B7 Molekiil auf antigenprisentierenden Zellen (APC), das mit
einem passenden Rezeptor, in diesem Fall dem CD28-Rezeptor, auf der T-Zelle interagieren muss.
Durch diese Interaktion beginnt die Aktivierung der naiven T-Zelle, die zur T-Effektorzelle

differenziert.

2.1.2 T- und B-Lymphozyten

Durch die zuvor beschriebene Aktivierung wird die T-Zelle zunichst zur Vermehrung und
entsprechender Differenzierung angeregt. Dabei spielt die Costimulation durch verschiedene Zytokine
eine entscheidende Rolle. Einen essenziellen Bestandteil fiir das Uberleben, die Proliferation sowie die

Differenzierung der naiven T-Zelle zur T-Effektorzelle stellen vor allem die Zytokine Interleukin- (IL)
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2 sowie der Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) dar [11]. Eine naive CD8-T-Zelle entwickelt sich
immer zu einer zytotoxischen T-Zelle. Die Hauptaufgabe einer zytotoxischen Zelle besteht darin, in den
Zellen, die sie erkennt, den programmierten Zelltod iiber zytotoxische Granula und den darin
enthaltenen zytotoxischen Proteinen auszuldsen [11]. Des Weiteren exprimieren CD8-T-Zellen unter
anderem die Zytokine TNF-a und IFN-y, die einen wichtigen Bestandteil der Immunantwort bilden. Die
CD4-T-Zellen hingegen konnen sich nach der Aktivierung zu unterschiedlichen Effektorzellen
differenzieren. Die zwei wichtigsten Untergruppen bilden dabei die Tul- und Tu2-Zellen, die sich
zundchst durch die Produktion ihrer Zytokine unterscheiden. Tu1-Zellen exprimieren vor allem IFN-y
und IL-12, wohingegen Tu2-Zellen hauptséchlich IL-4 und IL-5 produzieren [11]. Eine wichtige Rolle
der Tul-Zellen stellt die Aktivierung von Makrophagen dar, die vor allem mithilfe des Zytokins IFN-y,
aber auch durch TNF-a vollzogen werden kann. Danach gelingt es Makrophagen, Pathogene abzutdten,
die zuvor den Abwehrmechanismen entkommen konnten. Des Weiteren sezernieren Tul-Zellen
costimulierende Signale und interagieren mit B-Lymphozyten. Die B-Lymphozyten werden vor allem
von TH2-Zellen aktiviert, wenn sie an ihrem B-Zell-Rezeptor ein Antigen gebunden haben, das
gleichzeitig auch durch den T-Zell-Rezeptor erkannt wird. Diese Aktivierung fiihrt zur klonalen
Expansion der B-Lymphozyten, die sich weiter zu Plasmazellen differenzieren und Antikorper
produzieren. Antikdrper dienen der humoralen Immunantwort durch Neutralisation von Antigenen wie
beispielsweise von Viren, Bakterien oder auch von Blutgruppenantigenen. Des Weiteren fiihren sie zu
ihrer Opsonierung und der Aktivierung des Komplementsystems. Aktivierte B-Zellen konnen wiederum
durch Peptid-Prisentationen iiber MHC-Komplexe weitere T-Zellen aktivieren. Die Besonderheit des
adaptiven Immunsystems besteht in der Ausbildung eines immunologischen Gedéchtnisses von sowohl
T- als auch B-Gedéchtniszellen nach Antigenkontakt. Bei einer erneuten Infektion kénnen diese Zellen
direkt klonal expandieren, ohne vorher eine Aktivierung zu durchlaufen, wodurch eine sehr schnelle

und vor allem gezielte Immunantwort entsteht.

2.1.3 Die Rolle von IFN-y

Das Zytokin IFN-y wird vor allem von Tu1-Zellen, CD8-T-Zellen, NK-Zellen und dendritischen Zellen
sezerniert und beeinflusst auf vielzdhlige Weise die Immunantwort. Einerseits wirkt sich die IFN-y-
Sekretion der Zellen des angeborenen Immunsystems auf die Rekrutierung von weiteren Immunzellen
zum Entziindungsherd aus, andererseits auf die Differenzierung von naiven CD4-T-Zellen zu ihren T-
Effektorzellen. Eine der wichtigsten Wirkungen stellt die Makrophagenaktivierung dar, die der
Abtotung von intrazelluldren Erregern dient. Dabei wird unter anderem die Produktion von
Sauerstoffradikalen und Stickstoffmonoxid (NO) gesteigert. Ebenso wichtig ist die durch IFN-y
induzierte vermehrte Expression von MHC-Klasse-I- und Klasse-II-Molekiilen, wodurch die
Antigenpriasentation verbessert werden kann. Des Weiteren unterstiitzt IFN-y die B-Zell-

Differenzierung und die Aktivierung von NK-Zellen. Eine weitere wichtige Aufgabe besteht in der
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direkten Hemmung der Replikation von Viren. IFN-y wirkt sich ebenso immunmodulierend aus, indem

es das Wachstum von Tu2-Zellen hemmt.

2.2 Einfiihrung Mykobakterien

Aufgrund der verschiedenen Krankheitserreger lassen sich Mykobakterien in den M. tuberculosis-
Komplex (MTB-Komplex), M. leprae und die nicht-tuberkulosen Mykobakterien (NTM) einteilen. Zum
MTB-Komplex zéhlen neben dem Ausloser der Tuberkulose (M. tuberculosis) auch die Erregerstimme
von M. africanum, M. bovis, M. canetti, M. microti und M. pinnipedii [12]. Das M. tuberculosis stellt
ein obligat aerobes, fakultativ intrazelluldres, unbewegliches, langsam wachsendes Stibchenbakterium
der Familie der Mycobacteriaceae dar [13]. Ihr besonderer Zellwandaufbau mit Lipiden in der dufersten
Schicht, gefolgt von einem Mycol-, Arabinogalactan-, Peptidoglycan-Komplex verleiht ihnen ihre

Saurefestigkeit und schiitzt sie zudem vor vielen Antibiotika [14].

2.3 Immunpathogenese einer Infektion mit M. tuberculosis

Das M. tuberculosis wird meist durch Aerosole oder Feinstaub von infizierten Personen auf andere
Menschen iibertragen [13]. Die Atemwege stellen somit die Haupteintrittspforte dar, wodurch die
Bakterien schnell in tiefere Lungenabschnitte gelangen. Dort werden sie zunédchst von
Alveolarmakrophagen, dendritischen Zellen und interstitiellen Makrophagen phagozytiert und zu
regiondren Lymphknoten transportiert [15]. Das Phagosom wird normalerweise angesduert und
verschmilzt mit dem Lysosom zum Phagolysosom. Die im Lysosom enthaltenen Enzyme, Proteine und
Peptide konnen dadurch den Erreger zerstdren [11]. Mykobakterien besitzen jedoch die Fahigkeit, die
Verschmelzung des Phagosoms mit dem Lysosom zu inhibieren [11, 16]. Zusétzlich kdnnen sie die
Senkung des pH-Wertes verhindern [17], wodurch die Proteasen des Lysosoms inaktiv bleiben [11].
Allerdings kann die Frage, inwieweit diese Mechanismen fiir das intrazellulire Uberleben des
Bakteriums essenziell sind, noch nicht abschlieBend beantwortet werden. Zusétzlich zeigen die
Mykobakterien eine gewisse Resistenz gegeniiber Sauerstoffradikalen durch Lipoarabinomannan,
einem Glycolipid der Zellwand [18]. Um den Erreger dennoch zerstéren zu konnen, miissen die
Makrophagen durch IFN-y und ein weiteres Signal, wie beispielsweise eine Liganden-Interaktion
aktiviert werden [11]. Die Tul-Zellen erkennen dabei infizierte Makrophagen durch die
Peptidprisentation iiber MHC-II-Komplexe und exprimieren anschlieBend den CD40-Liganden, der mit
CD40 auf den Makrophagen interagiert und diese dadurch gegeniiber IFN-y sensibilisiert. Zudem
werden die Tul-Zellen durch die Interaktion mit den Makrophagen zur IFN-y Produktion angeregt.
Zytotoxische T-Zellen konnen ebenso Makrophagen aktivieren. Im aktivierten Makrophagen kdnnen
nun Phagosom und Lysosom besser miteinander verschmelzen, wodurch die Proteasen des Lysosoms
freigesetzt werden und ihre abtotende Wirkung entfalten kdnnen. Des Weiteren bilden die aktivierten
Makrophagen NO und Sauerstoffradikale sowie antimikrobielle Peptide und Proteasen, die die Abtotung

der Bakterien zusétzlich unterstiitzen. Durch die Synthese von IL-12 wird die Umwandlung naiver CD4-
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T-Zellen in ihre Effektorzellen aktiviert. Weitere Verdnderungen der Makrophagenoberfldche
unterstiitzen die Immunantwort. B7-Molekiile, TNF-Rezeptoren und MHC-Klasse-1I-Molekiile werden
auf der Oberfliache verstirkt exprimiert, sodass die Zelle einerseits die Peptidfragmente besser den T-
Zellen prasentieren kann und deren Entwicklung zu Effektorzellen verstirkt wird. Andererseits
reagieren die Makrophagen dadurch selbst empfindlicher auf die Aktivierung. Sie exprimieren
zusidtzlich TNF-a, der an TNF-Rezeptoren binden kann und zusammen mit IFN-y eine gute

antimikrobielle Wirkung erzielt [11].

Neben der Makrophagenaktivierung spielen die Tul-Zellen durch ihre Zytokinausschiittung eine
besondere Rolle bei der Bekdmpfung chronisch intrazellulérer Erreger. Makrophagen, die chronisch mit
Bakterien infiziert sind, konnen diese nicht mehr zerstéren. Die durch aktivierte Tul-Zellen
ausgeschiitteten Lymphotoxine- (LT) a und der Fas-Ligand kdnnen das exprimierte Fas von infizierten
Makrophagen erkennen und diese Zellen abtéten [11]. Die Stimulation neuer Makrophagen aus dem
Knochenmark wird vor allem durch IL-3 und dem Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
stimulierenden-Faktor angeregt, wohingegen TNF-a, LT-a und CXCL2 helfen, neue Makrophagen an
den Infektionsherd zu rekrutieren [11].

Es wird angenommen, dass nicht nur die CD4-T-Zellen eine wichtige Rolle bei der Immunabwehr gegen
M. tuberculosis spielen, sondern dass ebenso die CD8-T-Zellen fiir eine effiziente Erregerkontrolle
benotigt werden [19-21]. Wie bereits zuvor beschrieben, erkennen CD8-T-Zellen normalerweise
Pathogenbestandteile aus dem Zytosol infizierter Zellen iiber MHC-I-Komplexe. Es werden
verschiedene Moglichkeiten diskutiert, wie es den CD8-T-Zellen trotzdem gelingen kann, Zellen zu
identifizieren, die vom M. tuberculosis befallen sind. Es wurde festgestellt, dass sich Mykobakterien
nicht nur im Phagosom authalten, sondern auch im Zytosol zu finden sind [22]. Einerseits wird
angenommen, dass die Bakterien das Phagosom aktiv verlassen konnen, andererseits kann ihnen dies
iiber Mikroschdden in der Wand des Phagosoms gelingen [22, 23]. Wenn Mykobakterien die
Makrophagen durch Apoptose zerstoren, fiihrt dies zu apoptotischen Vesikeln, die durch dendritische
Zellen aufgenommen und iiber MHC-I-Komplexe an weitere CD8-T-Zellen prasentiert werden konnen
[24]. Neben den klassischen MHC-Komplexen gibt es weitere Molekiile, iiber die den CD8-T-Zellen
Erregerbestandteile des M. tuberculosis prasentiert werden konnen. Dazu zdhlen Humane-
Leukozytenantigen-System- (HLA) E-Molekiile, die unter anderem auf Trophoblasten vorkommen, und
CD1-Molekiile, die beispielsweise auf APC exprimiert werden [25]. Eine Kreuzpridsentation von
Pathogenen der APC auf CD8-T-Zellen findet ebenso statt, wodurch die Immunantwort der CD8-T-
Zellen induziert wird. Die Ausschiittung von Zytokinen wie TNF-o oder IFN-y durch CD8-T-Zellen
unterstiitzt, wie bereits oben erwahnt, die Makrophagenaktivierung bei einer Tuberkuloseinfektion [20].
Wenn die Makrophagenaktivierung nicht ausreicht, um alle Mykobakterien zu zerstoren, entwickelt sich
eine fiir Tuberkulose typische lokale Gewebsneubildung, ein Granulom. Dabei spielt vor allem das

durch Makrophagen und T-Zellen sezernierte TNF-a eine besondere Rolle. Es zeichnet sich dadurch
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aus, dass es zu Beginn der Granulombildung die Chemokinexpression und dadurch die Zellrekrutierung
verstirkt. Ebenso hilft TNF-a durch die Chemokinausschiittung, die Aufrechterhaltung des Granuloms
zu unterstiitzen [26]. In der Mitte des Granuloms befinden sich Makrophagen mit eingeschlossenen
Bakterien, die auch zu Langhans-Riesenzellen verschmelzen konnen oder durch Lipidakkumulation zu
Schaumzellen differenzieren [27, 28]. AuBlerhalb ordnen sich aktivierte T- und B-Zellen an, wodurch
die Erreger eingekreist werden, um deren weitere Ausbreitung einzuddmmen [29]. Folglich kdnnen die
Mykobakterien zwar in den Granulomen persistieren, aber nicht weiter wachsen, was eine LTBI darstellt
[30]. Das Granulom wird durch eine fibrotische Kapsel vom umgebenden Gewebe abgetrennt [29].
Studien zufolge stellt das Granulom eine dynamische Struktur dar, bei der Zu- und Abwanderung von
Makrophagen und T-Zellen beobachtet werden konnten [28]. Dies bedeutet, dass infizierte
Makrophagen das Granulom verlassen konnen, wodurch die Erreger sich hdmatogen ausbreiten kdnnen.
Ein Sauerstoffmangel und die zytotoxische Wirkung von Makrophagen kdnnen zum Absterben der
verschiedenen Zelltypen, des Gewebes sowie der Mykobakterien fithren, wodurch sich eine verkdsende
Nekrose definiert [11]. Die Vorginge der Nekrose und Apoptose stehen im Verdacht, dem Erreger eine
weitere Ausbreitung zu ermoglichen [28]. Die Zerstérung des Granulominneren kann zu dessen
Verflissigung und einer Granulomkavitation fithren, wodurch den Erregern ein Zugang zu den
Atemwegen geboten wird [31]. Dies wird als offene Tuberkulose bezeichnet, da beim Husten, Niesen

oder Spucken eine Tropfcheninfektion auf andere Menschen stattfinden kann [31].

2.4 Definition latente und aktive Tuberkulose

Als LTBI wird eine Infektion mit M. tuberculosis definiert, wenn weder die direkten Nachweisverfahren
noch radiologische oder klinische Nachweise eines Organbefundes existieren, aber die indirekten
Nachweisverfahren wie der TST und/oder ein IGRA (Kapitel 2.8) positiv ausfallen. Eine aktive
Tuberkulose bezeichnet die aktive Erkrankung eines Patienten durch M. tuberculosis, die zunachst meist
durch unspezifische Symptome wie subfebrile Temperaturen, Appetitminderung, Husten, Nachtschweif}
und Hamoptoe gekennzeichnet ist [32]. Eine Erstinfektion (Primirtuberkulose) kann sich als LTBI oder
aktive Tuberkulose darstellen. Bei den aktiven Tuberkulosen werden verschiedene Formen
unterschieden. Eine manifeste Primértuberkulose zeichnet sich dabei durch radiologische
Verianderungen aus. Diese kdnnen sich zum einen als ein intrapulmonaler spezifischer Tuberkuloseherd
(Ghon-Herd/Priméraffekt) darstellen, der im Zusammenhang mit einer lokalen Lymphknotenreaktion
als Primarkomplex bezeichnet wird [13]. Zum anderen kdnnen sich kleine Organherde, sogenannte
minimal lesions, zeigen, welche durch hdmatogene Streuung bei der Primérinfektion entstehen konnen.
In seltenen Féllen kann die Primértuberkulose auch als Hiluslymphknoten-Tuberkulose, Pleuritis- oder
Meningitis-Tuberkulosa oder Miliartuberkulose in Erscheinung treten. Als postprimére Tuberkulose
oder Zweitinfektion wird eine Organinfektion nach einer zuriickliegenden Erstinfektion bezeichnet, die
zu 80 % die Lunge und zu 20 % extrapulmonale Organe betrifft. Diese Form der aktiven Tuberkulose

entsteht durch eine endogene Reaktivierung alter Organherde oder seltener durch eine exogene
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Reinfektion einer bereits infizierten Person. Bei einer Aussaat der Erreger kann die extrapulmonale
Tuberkulose jedes Organ befallen, wie beispielsweise den Urogenitaltrakt oder die Haut [32]. In den
meisten Fillen verlauft eine Infektion latent ab, nur ca. 5-10 % der infizierten Patienten erkranken in

ithrem Leben an einer aktiven Tuberkulose [33].

2.5 Medikamentose Privention und Therapie der Tuberkulose

Um den Ausbruch einer aktiven Tuberkulose vermeiden zu konnen, sollen laut WHO alle
Haushaltskontakte von Personen mit bakteriologisch nachgewiesener aktiver Tuberkulose, Personen die
mit dem Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) infiziert sind, Kinder unter fiinf Jahren und
Risikopersonen nach Ausschluss einer aktiven Tuberkulose eine Chemoprophylaxe erhalten. Zusétzlich
sollen Kontaktpersonen von aTB mit nachgewiesener LTBI nach Durchfiihrung eines TSTs oder IGRAs
eine priaventive Therapie durchfiihren [34]. Diese kann entweder aus einer mindestens sechsmonatigen
téglichen Therapie mit Isoniazid (INH) sowie alternativ einer wochentlichen Gabe von Rifapentin und
INH fiir drei Monate oder der tiglichen Gabe dieser Kombination fiir einen Monat, einer téglichen Dosis
von Rifampicin und INH fiir drei Monate oder einer tdglichen Dosis Rifampicin fiir vier Monate
bestehen [7]. Eine weitere Maflnahme zur Prévention einer Tuberkulose stellt die Impfung dar. Bei der
weltweit am héaufigsten angewandten BCG-Impfung handelt es sich um einen attenuierten
Lebendimpfstoff, der aus M. bovis-Stimmen isoliert wird [32]. Seit 1998 wird das Vakzin in
Deutschland nicht mehr von der Stindigen Impfkommission (STIKO) am Robert-Koch-Institut
empfohlen. Dadurch folgt die STIKO den Empfehlungen der WHO. Diese rdt in Lindern mit einem
Infektionsrisiko fiir Tuberkulose unter 0,1 %, wie beispielsweise Deutschland, auf die Impfung aufgrund
des geringen Ansteckungsrisikos, aber der gleichzeitig bestehenden Impfrisiken zu verzichten [35]. Des
Weiteren schiitzt das Vakzin éltere Kinder und Erwachsene nur bedingt [36]. Bei Séuglingen konnte
eine Wirksamkeit von ca. 70 % nachgewiesen werden [37]. Verschiedene neue Impfstoffe sind
Gegenstand aktueller Forschungen. Die bisher an Probanden getesteten Kandidaten kommen zu
unterschiedlichen Ergebnissen. Der H4IC31 Impfstoff zeigt in Bezug auf eine QuantiFERON-
Konversion eine Wirkung von 30,5 % im Vergleich zur BCG-Auffrischimpfung, die eine Wirksamkeit
von 45,4 % aufweist [38]. Das Vakzin M72/AS01g hingegen induziert eine verstarkte Immunantwort
und zeigt nach einem Beobachtungszeitraum von drei Jahren eine Effektivitit von 49,7 % zur
Verhinderung der Progression einer LTBI in eine aktive Tuberkulose [39]. Weitere Forschungsansétze
und Langzeitstudien hinsichtlich der Vakzine miissen erfolgen, um eine suffiziente Pravention

gewihrleisten zu konnen.

Die Behandlung der aktiven Tuberkulose stellt sich aufgrund verschiedener Faktoren langwierig und
schwierig dar. Einerseits erschwert der Aufbau der bakteriellen Zellwand die Wirkung der Therapie mit
Antibiotika, andererseits haben sich seit Beginn der Verwendung von Antibiotika viele multiresistente
Stimme entwickelt. Patienten mit aktiver Tuberkulose, ohne Resistenzen und ohne Komorbiditéten

werden in der Intensivphase zundchst zwei Monate mit INH, Rifampicin, Ethambutol und Pyrazinamid
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behandelt. In der Fortsetzungsphase miissen sie fiir vier weitere Monate INH und Rifampicin
einnehmen. Neue Empfehlungen wie beispielsweise die Kombination aus einer zweimonatlichen Gabe
von INH, Rifapentin, Moxifloxacin und Pyrazinamid, gefolgt von einer erneuten zweimonatlichen Gabe
dieser Arzneimittel jedoch ohne Pyrazinamid, sollen durch verkiirzte Behandlungszeitraume die
Compliance der Erkrankten und damit einhergehend das Outcome verbessern [40]. Schwieriger wird die
Therapie bei Personen, die an einer multiresistenten Tuberkulose (MDR-TB) leiden. Hierbei weisen die
Erreger Resistenzen gegen INH und Rifampicin auf. Bei einer zusétzlichen Resistenz gegen
Fluorchinolone handelt es sich um eine pri-extrem arzneimittelresistente Tuberkulose (pra-XDR).
Ebenso sind die therapeutischen Mdglichkeiten bei Patienten mit XDR-TB, die sich durch Resistenzen
gegen INH, Rifampicin, Fluorchinolone und Bedaquilin oder Linezolid definiert, limitiert [7]. Insgesamt
miissen aufgrund der komplexen und nebenwirkungsreichen Behandlung individuelle

Antibiotikaregime erstellt werden, die von spezialisierten Zentren durchgefiihrt werden sollten.

2.6 Personen mit erhohtem Tuberkuloserisiko

Allgemein betrachtet, steigt das Risiko, an einer aktiven Tuberkulose zu erkranken und das Risiko der
endogenen Reaktivierung durch eine Immundefizienz an [41, 42]. Eine Immunsuppression kann zum
Beispiel iatrogen oder bei terminaler Niereninsuffizienz [43], bei einer Infektion mit HIV [44, 45],
Mangelerndhrung [46], Alkohol- [47] sowie Drogenabhingigkeit [48], Tumorerkrankungen,
Transplantationen [49, 50], Silikose [51] oder Diabetes mellitus [52] entstehen. In dieser Arbeit wurde
der QuantiFERON-TB Gold Plus Test in verschiedenen immunsupprimierten Patientengruppen
durchgefiihrt. Im Folgenden werden die Risikofaktoren zur Schwéchung des Immunsystems dieser

Probanden néher erlautert.

2.6.1 Patienten mit chronischer Nierenerkrankung und Dialysebehandlung

Verschiedene Studien zeigen, dass Patienten, die aufgrund einer chronischen Nierenerkrankung eine
Dialysebehandlung bené&tigen, hiufiger an Tuberkulose erkranken als die Normalbevolkerung [53-55].
Dies begriindet sich zum einen dadurch, dass die T-Zellaktivierung bei Dialysepatienten/chronic renal
failure (CRF) vermindert ist, da die costimulierenden Funktionen von APC eingeschrankt sind [56].
Zudem fuhrt die Dialyse zu einer inflammatorischen Aktivierung des Immunsystems, die durch eine
Uberproduktion von IL-6 gekennzeichnet ist, wodurch die Aktivierung von Effektorzellen zusitzlich
verringert wird [57]. Des Weiteren tragen die Begleiterscheinungen einer Nierenerkrankung wie
beispielsweise ein Vitamin-D-Mangel zu einem erhohten Aufkommen an Tuberkulose von CRF bei
[58]. Insbesondere in den ersten Jahren der Dialysebehandlung scheint das Risiko fiir die

Tuberkuloseentwicklung am hochsten zu sein [53, 55].
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2.6.2 Patienten nach Nierentransplantation

Um ecine AbstoBung zu vermeiden, miissen Patienten, die eine Nierentransplantation erhalten,
verschiedene Kombinationen aus Immunsuppressiva einnehmen. Diese beeinflussen auf
unterschiedliche Art und Weise das Immunsystem des Empfangers, wodurch das Risiko einer
TransplantatabstoBung minimiert wird, jedoch die Abwehr gegen Krankheitserreger, wie zum Beispiel
gegen M. tuberculosis, geschwicht ablauft. Eine mogliche immunsupprimierende Medikamentengruppe
nach einer Nierentransplantation stellen die Glucocorticoide dar. Sie binden an membrangebundene und
intrazelluldre Rezeptoren der Steroidrezeptorsuperfamilie. Durch die gebundenen Steroide kann der
Steroid-Rezeptor-Komplex die Kernmembran passieren, sich an genregulatorische Sequenzen der
Desoxyribonucleinsdure (DNA) heften und dort die Transkription verschiedener Gene beeinflussen.
Ebenso kann durch die Interaktion mit nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells
die Transkription dieser Gene verhindert werden. Diese Vorgénge fithren zu verschiedenen Effekten
wie zum Beispiel einer verminderten Produktion von Zytokinen und Adhéisionsmolekiilen, wodurch
weniger Immunzellen zum Infektionsherd gelangen konnen. AuBlerdem fiihren Leukozyten und
Lymphozyten verstérkt eine Apoptose durch. Durch die zusétzlich geminderte Proliferation kommt es
oft zu einer Lymphozytopenie, die auch durch die Umverteilung der Lymphozyten aus dem Blut in
andere Bereiche des Korpers erklart werden kann [11, 59]. Des Weiteren inhibieren Glucocorticoide
viele Funktionen der Makrophagen [60]. Dies erkldrt, warum Patienten, welche mit dieser
Medikamentengruppe behandelt werden, ein erhéhtes Risiko der Tuberkuloseentwicklung haben [61].
Zusétzlich werden zur Immunsuppression nach Transplantation Calcineurininhibitoren eingesetzt.
Aktiviertes Calcineurin fiihrt zur Dephosphorylierung und Aktivierung des Transkriptionsfaktors
nuclear factor of activated T-cells, der die Transkription von Genen fordert, die fiir die Bildung von
beispielsweise IL-2, TNF-a, IL-3, IL-4, CD40-Ligand und dem Fas-Liganden bendotigt werden. Da IL-
2 das Wachstum von T-Zellen beeinflusst, werden bei der Verwendung von Calcineurininhibitoren die
Aktivierung und die klonale Expansion der T-Zellen gehemmt [62]. Die Wirkstoffgruppe der
mammalian (mechanistic) target of rapamycin (mTOR) Inhibitoren wird aufgrund ihrer
immunsuppressiven Wirkung ebenso nach Nierentransplantationen eingesetzt. Sirolimus stellt dabei
eine der Leitsubstanzen dar. Seine Interaktion mit mTOR fiihrt zur Inhibition der IL-2 gesteuerten
Signaltransduktion, wodurch der Zellzyklus der T-Lymphozyten gehemmt wird [63]. Ein anderes
Medikament, das postoperativ nach der Transplantation genutzt werden kann, stellt der IL-2-Rezeptor-
Antagonist Basiliximab dar. Dieser chimére Antikdrper interagiert mit dem IL-2-Rezeptor und inhibiert
dessen weitere Signalkaskade. Dadurch werden die Differenzierung und die Proliferation von T-Zellen
verhindert [64]. Die Gruppe der Antimetabolite wird unter anderem durch Mycophenolatmofetil
reprasentiert. Die aktive Form Mycophenolsdure inhibiert Inosinmonophosphat-Dehydrogenase,
welches als Enzym fiir die Synthese der Guanosin-Nukleotide verantwortlich ist, was sich in erster Linie

auf die DNA-Synthese auswirkt. Dadurch wird hauptsédchlich die Proliferation von B- und T-Zellen
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gestoppt, da sie im Gegensatz zu den meisten anderen Zellen auf den Inosin-Monophosphat-Weg
angewiesen sind [11, 64]. Bei einer Nierentransplantation werden ebenso wie bei einer
Stammzelltransplantation Antikdrper verwendet, die gezielt Lymphozyten angreifen und eine
Lymphozytopenie verursachen. Dabei unterscheiden sich die depletierenden Antikorper, die die
Lymphozyten zerstoren, von den nicht depletierenden Antikérpern, die nur die Funktion ihrer Zielzelle
verhindern, ohne diese abzutéten [11]. Da diese verschiedenen Substanzklassen kombiniert
eingenommen werden und auf vielféltige Art und Weise das Immunsystem schwichen, erklért dies unter
anderem, wieso nierentransplantierte Patienten ein erhohtes Risiko fiir eine Tuberkuloseinfektion
aufweisen [65]. Dieses ist aufgrund der Stdrke der Immunsuppression vor allem im ersten Jahr nach der
Transplantation am hochsten [66]. Deshalb sollten Patienten vor einer moglichen Transplantation auf
eine LTBI gescreent werden. Bei einem positiven IGRA oder TST muss eine individuelle
Risikostratifizierung hinsichtlich einer méglichen priaventiven Therapie, wie in Kapitel 2.5 beschrieben,

erfolgen [67, 68].

2.6.3 Patienten nach Stammzelltransplantation

Stammzelltransplantationen stellen eine kurative Behandlungsméglichkeit bei verschiedenen malignen
Erkrankungen wie unter anderem Leukdmien, Lymphomen und dem multiplen Myelom dar [32].
Weitere Anwendungsgebiete finden sich beispielsweise bei der aplastischen Andmie oder der
homozygoten Sichelzellandmie [32]. Um eine Abstoungsreaktion der neuen Stammzellen zu
vermeiden, muss vor einer Transplantation zundchst eine Konditionierung des Immunsystems des
Empfiangers stattfinden. Verschiedene Medikamente werden dafiir verwendet, wovon die
Glucocorticoide, die Calcineurininhibitoren und die Antikdrper bereits im Abschnitt 2.6.2 beschrieben
wurden. Ebenso erhalten die Patienten im Vorfeld einer Stammzelltransplantation eine Chemotherapie
oder Radiatio, gegebenenfalls auch eine Kombination aus beidem, die der Konditionierung dienen und
je nach Grunderkrankung, Komorbidititen und anderen individuellen Faktoren, unterschiedlich
ausfallen [69]. Trotz dieser starken Immunsuppression zeigt sich in verschiedenen Studien fiir autologe
Transplantationen das gleiche Risiko zur Entwicklung einer Tuberkulose sowie ein nur leicht erh6htes
Risiko fiir allogene Transplantationen im Vergleich zur jeweiligen landesspezifischen gesunden
Bevolkerung [70-72]. Erkléren lésst sich dies einerseits dadurch, dass Stammzelltransplantationen vor
allem in Landern durchgefiihrt werden, in denen eine allgemein niedrige Tuberkuloserate vorliegt und

dass andererseits die Dauer der starken Immunsuppression bei diesen Patienten zeitlich begrenzt ist [ 73].

2.6.4 Patienten mit rheumatischen Erkrankungen

Fiir Patienten, die an Erkrankungen des rheumatoiden Formenkreises leiden (RA), insbesondere fiir jene
mit rheumatoider Arthritis, besteht ein erhohtes Risiko einer Tuberkuloseentwicklung im Vergleich zur
allgemeinen Bevolkerung [74-76]. Diese Patienten leiden aufgrund von Autoimmunreaktionen wie

autoreaktiven B- und T-Zellen héufig an Polyarthritis, Bursitis, Tendovaginitis und unspezifischen
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Allgemeinsymptomen [32]. Um dem Autoimmunprozess, der die Ausschiittung von
proinflammatorischen = Zytokinen, Autoantikérpern und Entziindungsmediatoren vorantreibt,
entgegenzuwirken, werden die Patienten mit verschiedenen immunmodulatorisch wirkenden
Medikamenten behandelt. Neben den bekannten Glucocorticoiden werden zur Therapie heutzutage
zusitzlich Disease Modifying Antirheumatic Drugs (DMARDs) und Biologicals verwendet, wodurch
das Immunsystem der Patienten eine iatrogene Schwichung erfahrt [32]. Zu den Biologicals zahlen
unter anderem die TNF-a-Antikorper Infliximab, Adalimumab, Certolizumab, Golimumab, sowie das
Fusionsmolekiil Etanercept [32]. Wie zuvor bereits beschrieben, spielt TNF-a eine wichtige Rolle bei
der Bekdmpfung der Tuberkuloseinfektion. Dadurch wird deutlich, weshalb die Gabe von Biologicals
zu einem erhéhten Reaktivierungsrisiko einer LTBI fiihrt [75, 77, 78]. Beim Vergleich der Priparate
untereinander féllt auf, dass fiir Infliximab und Adalimumab die Inzidenz der Entwicklung einer aktiven
Tuberkulose hoher ist als bei Etanercept [77, 79]. Ebenso stehen die DMARDs im Verdacht, die
Ausbreitung der Tuberkulose zu fordern [80, 81]. Aufgrund dieser Beobachtung sollte gemal3 den
aktuellen Leitlinien der Ausschluss einer Infektion mit M. tuberculosis vor jedem Therapiebeginn mit

TNF-a-Inhibitoren erfolgen [82, 83].

2.7 Diagnostik der aktiven Tuberkulose

Zur Diagnostik einer Tuberkulose werden verschiedene Instrumente eingesetzt. Neben der Anamnese
und den klinischen Symptomen konnen unter anderem hildre Lymphknotenvergroerungen, Kavernen
und fleckférmige Verschattungen auf Rontgenaufnahmen Hinweise fiir eine aktive Tuberkulose liefern.
Diese sind allerdings nicht spezifisch fiir Tuberkulose, sondern kdnnen auch auf verschiedene andere
Pathologien wie Tumore, Abszesse oder Zysten hindeuten. Um die Diagnose durch den direkten
Erregernachweis sicherstellen zu konnen, sollten Korperfliissigkeiten wie Sputumproben oder durch
Bronchoskopie beziehungsweise bronchoalveoldre Lavage gewonnene Bronchialsekrete kultiviert
werden. Die Moglichkeit der Resistenztestung stellt bei der Kultur einen groflen Vorteil dar [83]. Der
Nachteil dieses als Goldstandard definierten Verfahrens besteht darin, dass die Anzucht aufgrund des
langsamen Wachstums der Mykobakterien auf Festmedien ungeféhr vier Wochen und auf einer
Flissigkultur mindestens zwei Wochen dauert [32]. Die Mikroskopie wird als zweiter Pfeiler des
direkten Erregernachweises genutzt. Aufgrund der Sadurefestigkeit der Mykobakterien miissen spezielle
Féarbemethoden verwendet werden, wobei die Ziehl-Neelsen-, die Kinyoun- sowie die Fluoreszenz-
Férbung zur Verfiigung stehen [84]. Allerdings sind diese Férbungen nicht spezifisch fiir M.
tuberculosis, sodass auch andere sdurefeste Stibchenbakterien wie NTM angeférbt werden. Ebenso
kann sich aus verddchtigem Gewebe Biopsien entnehmen lassen, die anschliefend histologisch
untersucht werden [83]. Aufgrund der Invasivitit des Eingriffs stellt dies jedoch keine

Routinemafinahme dar.

Eine weitere Nachweismethode bietet der Nukleinsdureamplifikationstest (NAT). Dieser kann iiber

Nukleinsduresequenzen mykobakterielle DNA sowie Genmutationen nachweisen. Die Sensitivitét
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iibersteigt die der Mikroskopie, unterliegt allerdings der Kultur, weshalb diese weiterhin als
Goldstandard z&hlt [85, 86]. Eine neue Generation des NAT stellt der von der WHO empfohlene Xpert
MTB/RIF Ultra dar, der Rifampicin-Resistenzen erkennen kann [87, 88]. Die direkten
Nachweisverfahren spielen vor allem fiir die Diagnostik einer aktiven Tuberkulose eine Rolle,
wohingegen indirekte Methoden fiir den Nachweis einer LTBI bendtigt werden, da sich bei dieser

Infektion per definitionem kein Erreger nachweisen lésst.

2.8 Diagnostik der LTBI

2.8.1 Indirekte Nachweismethoden

Bei indirekten Nachweisverfahren wird nicht der Erreger selbst nachgewiesen, sondern es lassen sich
nur indirekt die verschiedenen Antworten des Immunsystems auf den Keim darstellen. Dies zeigt sich
beispielsweise durch eine erhdhte Expression von Zytokinen wie IFN-y nach Stimulation von T-Zellen,
die spezifisch fiir M. tuberculosis sind. Des Weiteren kann die Hautreaktion auf ein Antigen als indirekte
Nachweismethode eingestuft werden. Durch die kommerziell verfiigbaren indirekten Verfahren kann
die Diagnose einer aktiven Tuberkulose bisher nicht gestellt werden, da diese Tests keine
Differenzierung zu einer LTBI zulassen. Vielversprechende Ansitze zur Unterscheidung einer aktiven
Tuberkulose von einer LTBI liefern beispielsweise Untersuchungen, die das Zytokinprofil der reaktiven
T-Zellen der Menschen miteinander vergleichen [89]. Um eine sichere Differenzierung treffen zu

konnen, miissen die diagnostischen Verfahren weiterentwickelt werden [90].

2.8.1.1 Tuberkulinhauttest

Der TST kann zur in vivo Diagnostik einer LTBI verwendet werden. Dieser wird vor allem nach Mendel-
Mantoux durchgefiihrt, wobei eine definierte Menge Tuberkulin intrakutan in den Unterarm injiziert
und die Hautreaktion des Korpers erfasst wird. In Deutschland wird das PPD RT 23 SSI des Statens
Serum Instituts (SSI) Kopenhagen seit August 2005 als Tuberkulin benutzt [12]. PPD steht fir purified
protein derivate und ist ein Proteingemisch aus iiber 200 verschiedenen mykobakteriellen Antigenen
[91], die teilweise auch in BCG-Impfstimmen und NTM vorkommen, wodurch sich die
Kreuzreaktionen der unterschiedlichen Erregerstimme erkldren lassen [92]. 48-72 Stunden nach der
Injektion von Tuberkulin kann der Durchmesser der entstandenen Induration in Millimetern gemessen
werden. Diese entsteht aufgrund einer spezifischen Immunreaktion vom verzdgerten hypersensitiven
Typ. Durch das Tuberkulin kommt es bei einer bestehenden zelluldren Immunitét gegen Komponenten
des Tuberkulins zu einer spezifischen T-Zell-abhéngigen Zytokinausschiittung, die zu einer lokalen
Entziindungsreaktion fiihrt [93]. Durch die erhohte Permeabilitit der Blutgefia3e entsteht eine verhirtete
Schwellung an der Einstichstelle, deren Durchmesser fiir die Interpretation entscheidend ist [11, 83].
Allgemein wird die Induration je nach Grofle einem von drei Grenzwerten zugeteilt: 5 mm, 10 mm, 15

mm. Die Auswertung hdngt mit dem personlichen Risiko des Patienten zusammen. Beispielsweise
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gelten bei Immunsupprimierten und Patienten, die in engem Kontakt zu einer Person mit einer offenen
Tuberkulose standen, bereits Werte ab 5 mm als positiv. Durch andere Risikofaktoren wie das Leben in
einem Land mit hoher Tuberkuloserate verschiebt sich der Cut-off-Wert auf > 10 mm. Bei gesunden
Probanden wird ein Wert > 15 mm als LTBI gewertet [83]. Wie bereits zuvor erwdhnt, kann die
Kreuzreaktivitit zu falsch-positiven Befunden fiihren, wenn der Patient mit NTM infiziert ist oder er
eine BCG-Impfung erhalten hat. Die Beeinflussung des TST durch das Vakzin hdngt hauptsidchlich
davon ab, in welchem Alter die Person geimpft wurde und wie lange die Immunisierung zuriick liegt.
Eine Impfung im S&uglingsalter beeinflusst den TST nach zehn Jahren nur noch geringfiigig,
wohingegen Impfungen, die im Kindesalter oder spéter appliziert wurden, ldngerfristig falsch-positive
Testergebnisse hervorrufen konnen [94, 95]. Falsch-negative Befunde konnen vor allem bei
immunsupprimierten Menschen wie beispielsweise Nierentransplantierten oder HIV-Patienten sowie
bei Kleinkindern auftreten [96-98]. Die falsche Anwendung und Auswertung des Tests kann ebenso zu
falsch-negativen Ergebnissen fiihren, weshalb der TST nur durch geschultes Personal durchgefiihrt

werden sollte.

2.8.2 In vitro Diagnostik

Neben dem in vivo Verfahren wurden auch Screeningtests zur in vitro Diagnostik entwickelt. Dabei
lassen sich die bei der in vivo Diagnostik genannten Kreuzreaktionen umgehen, indem Antigene
verwendet werden, die spezifisch fiir den MTB-Komplex sind. Die beiden Antigene early secretory
antigenic target 6 (ESAT-6) und culture filtrate protein 10 (CFP-10), die auf der region of difference 1
(RD-1 Region) des M. tuberculosis Genoms kodiert werden, spielen dabei die wichtigste Rolle. Die M.
bovis-BCG-Impfstimme und NTM, auller M. kansasii, M. marinum, M. flavescens und M. szulgai,
weisen in dieser Region eine Deletion auf [99]. T-cell-IGRAs stellen in vitro Bluttests dar, die die
Antigene ESAT-6 und CFP-10 nutzen, um die IFN-y-Antwort von T-Zellen zu stimulieren, wodurch sie
Riickschliisse tiber eine zellvermittelte Immunantwort gegen M. tuberculosis zulassen [100]. Aufgrund
der fehlenden Kreuzreaktionen mit BCG-Impfstimmen und NTM weisen IGRAs eine hohere Spezifitit
als der TST auf[101-103]. Die in den vergangenen Jahren hauptséchlich verwendeten IGRAs waren der
T-SPOT.TB Test der Firma Oxford Immunotec und der QuantiFERON-TB Gold In-Tube Test der Firma
Cellestis/Qiagen. Das Prinzip des T-SPOT.TB Test beruht auf der Detektion der Anzahl der IFN-y-
produzierenden T-Zellen durch die Enzyme-Linked Immunospot Assay Methode (ELISPOT). Dabei
werden mononukleédre Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) mit den Antigenen ESAT-6 und CFP-10
auf einer Platte, die mit Antikorpern gegen IFN-y beschichtet ist, inkubiert. Die durch die Antigene
spezifisch stimulierten T-Zellen setzen IFN-y frei, das an die Antikorper der Mikrotiterplatte bindet.
Durch die Zugabe eines zweiten Antikorpers, der mit einem Enzym gekoppelt ist, das bei Substratzusatz
einen Farbumschlag bewirkt, entstehen farbige Spots. Diese repréasentieren die reaktiven T-Zellen, die
IFN-y produziert haben und miissen fiir die Auswertung ausgezdhlt werden [104]. Beim QuantiFERON-
TB Gold In-Tube Test wird die IFN-y-Konzentration (IU/ml) im Plasma durch Enzyme-Linked
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Immunosorbant Assay (ELISA) nachgewiesen. Dabei wird heparinisiertes Vollblut eines Patienten in
ein Rohrchen gefiillt, das mit den Antigenen der RD-1 Region ESAT-6 und CFP-10 sowie dem auf der
RD-11 Region lokalisierten Antigen TB-7.7 beschichtet ist. Dies fiihrt in der sich anschlieBenden
Inkubationszeit zur IFN-y-Produktion durch spezifisch stimulierte T-Zellen. Danach wird das Plasma
auf eine ELISA-Platte pipettiert, deren Boden mit Antikdrpern gegen IFN-y beschichtet ist. Das
gebundene IFN-y wird nun durch einen zweiten enzymmarkierten Antikorper nachgewiesen. Durch
Zugabe eines geeigneten Substrates fithrt das Enzym zu einem Farbumschlag. Nach dem Messen der
optischen Dichte dient entweder eine durch den Hersteller entwickelte Analysesoftware oder eine

Standardkurve der Berechnung der quantitativen IFN-y-Konzentration [105].

Aufgrund eines fehlenden Goldstandards fiir den Nachweis einer LTBI und unterschiedlichen
Studienergebnissen beziiglich der Spezifitit und Sensitivitit von TSTs und IGRAs gibt es verschiedene
Empfehlungen fiir die Diagnostik einer LTBI. Eine Metaanalyse von 2008 fand heraus, dass der
QuantiFERON-TB Gold Test eine Sensitivitit von durchschnittlich 78 % aufweist und der T-SPOT.TB
eine von 90 %. Die Spezifitdt betrug 99 % bei nicht geimpften und 96 % bei geimpften Probanden fiir
den QuantiFERON-TB Gold Test, beim T-SPOT.TB 93 % und fiir den TST bei nicht geimpften 97 %,
wohingegen bei geimpften Personen keine einheitliche Aussage aufgrund der erheblichen Streuung in
den einzelnen Studien getitigt werden konnte [106]. Bei einer Metaanalyse von 2011 lag die gepoolte
Spezifitit, die dem arithmetischen Mittel der Einzelstudien entspricht, fiir den QuantiFERON-TB Gold
In-Tube Test bei 100 % und fiir den T-SPOT.TB bei 98 %, wohingegen die gepoolte Spezifitit fiir den
TST bei 88,7 % lag [107]. Die Centers for Disease Control and Prevention (CDC) empfehlen
beispielsweise die IGRAs gegeniiber des TSTs bei Personen, die ein geringes bis mittleres Risiko haben,
aus einer LTBI eine aktive Tuberkulose zu entwickeln. Bei einem hohen Risiko fehlen den CDC
eindeutige Daten, um einen Test klar bevorzugen zu konnen [83]. Bei HIV-Patienten scheint die
Sensitivitdt der IGRAs gegeniiber immungesunden Personen, dhnlich wie die des TSTs, abzunehmen,
weshalb eine Alternative fiir die sichere Testung dieser Personengruppen benétigt wird [108].
Problematisch bleibt zusétzlich, dass durch keinen dieser Tests eine verldssliche Differenzierung
zwischen einer aktiven und latenten Tuberkulose moglich ist [90, 109]. Um dieses Problem zu 16sen,

werden dringend neue Screeningverfahren bendtigt.
2.8.3 Alternative Screeningverfahren

2.8.3.1 C-TB-Test

Die M. tuberculosis spezifischen Antigene ESAT-6 und CFP-10 werden in einem neuen Hauttest, dem
C-TB-Test, der vom SSI entwickelt wurde, anstelle von PPD verwendet. Die bereits erwahnte Mendel-
Mantoux-Technik wird auch bei diesem Test angewandt. Ersten Studien zufolge besteht bei diesem
Verfahren keine Kreuzreaktion mit BCG-Impfstdammen, wodurch die Spezifitit im Vergleich zum TST

erhoht ist [110, 111]. Allerdings konnte bei aTB eine niedrigere Sensitivitit (73,9 %) im Vergleich zum
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TST (89 %) festgestellt werden [112]. Es bleibt daher abzuwarten, ob sich der neue gegen den alten

Screeningtest durchsetzen kann.

2.8.3.2 QuantiFERON-TB Gold Plus

Eine neue Generation des QuantiFERON Tests, der QuantiFERON-TB Gold Plus, wurde von der Firma
Qiagen entwickelt. In diesem Test werden im TB-1-R6hrchen nur noch die Antigene ESAT-6 und CFP-
10 und nicht mehr TB7.7 genutzt. Die Innovation besteht jedoch in einem weiteren Rohrchen, dem TB-
2-Rohrchen, das eine zusitzliche Kombination aus kiirzeren CFP-10 Peptiden enthilt, die vor allem die
zytotoxischen CD8-T-Zellen anregen sollen. Dies kdnnte insbesondere fiir Menschen mit geringer CD4-
T-Zellzahl von Vorteil sein, da die Sensitivitit bei den aktuellen Tests bei diesen Patienten vermindert
ist. Durch das Ansprechen von CDS8-T-Zellen sollte die Sensitivitét in diesen Fallen gesteigert werden.
Ein weiterer Vorzug dieses Tests konnte die Differenzierung zwischen einer LTBI und einer aktiven
Tuberkulose darstellen. Es wird postuliert, dass vor allem bei aktiven Tuberkulosen die CD8-T-Zellen
eine wichtige Rolle spielen und vermehrt fiir die Inmunantwort verantwortlich sind [113]. Die Differenz
aus dem TB-2- und dem TB-1-Rdhrchen soll die CD8-T-Zellantwort darstellen und kdnnte daher ein
Surrogatmarker fiir die Wahrscheinlichkeit der Progression von einer LTBI zu einer aktiven

Tuberkulose werden [114].

2.8.3.3 Durchflusszytometrie

Ein nicht routineméBig durchgefiihrtes Verfahren zur Tuberkulosediagnostik stellt die
Durchflusszytometrie mittels fluorescene-activated-cell-sorter (FACS) dar. Hierbei wird Vollblut mit
verschiedenen Antigenen des MTB-Komplexes stimuliert. Durch die Zugabe eines Sekretionsinhibitors
akkumulieren die Zytokine in den Zellen, die sie exprimiert haben. Anschlieend erfolgt die Fixierung
der Zellen. Um es fluorochromgekoppelten Antikérpern zu ermoglichen, nicht nur an die
Oberflachenrezeptoren der einzelnen Zellen, sondern auch an die intrazelluldren Zytokine zu binden,
erfolgt die Permeabilisierung der Zellmembran durch das Hinzufiigen geeigneter Substanzen.
AnschlieBend fiihrt man die Zellen einzeln an einem Laser vorbei, der die fluorochromgekoppelten
Antikorper anregt. Dieser Vorgang ermdglicht es, quantitative und qualitative Aussagen iiber die Zelle
selbst und tiber ihre Zytokinexpression zu treffen [115]. Dies lésst sich in einem Dotplot-Diagramm

darstellen. Eine detaillierte Beschreibung erfolgt im Abschnitt 3 Material und Methoden.
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2.9 Ziele der Arbeit

Der neue QuantiFERON-TB Gold Plus Test stellt ein weiterentwickeltes Testverfahren zur
Tuberkulosediagnostik dar. Unter Verwendung eines neuen TB-2-Ro6hrchens sollen vermehrt CDS-T-
Zellen zur IFN-y-Produktion beitragen. Die Evaluierung dieses Tests wurde bisher nur an kleinen
Probandengruppen durchgefiihrt und die reagierenden Zellen wurden dabei selten hinsichtlich ihres
Ursprungs untersucht. Die vorliegende Arbeit dient der weiteren Analyse des QuantiFERON-TB Gold
Plus Tests und legt ein besonderes Augenmerk auf immunsupprimierte Patienten. Insbesondere soll
dabei die Moglichkeit der Anwendung des neuen Diagnostikums bei immundefizienten Menschen
untersucht werden. Zusétzlich sollen mithilfe der Durchflusszytometrie die reagierenden T-Zellen im
QuantiFERON-TB Gold Plus Test quantitativ und qualitativ analysiert werden und dabei die
Unterschiede der reagierenden Zellen auch hinsichtlich ihrer exprimierten Zytokine zwischen
immunsupprimierten und gesunden Probanden festgestellt werden. Nach zwei Jahren erfolgte ein
Follow-up, um die Progressionsrate der LTBI zu einer aktiven Tuberkuloseerkrankung zu bestimmen

und diese mit der Differenz der beiden R6hrchen zu vergleichen.
Die folgenden Hypothesen wurden untersucht:

e Der neue QuantiFERON-TB Gold Plus Test besitzt eine hohere Spezifitit als der
QuantiFERON-TB Gold In-Tube Test. Immungesunde Personen und Patienten ohne

Risikofaktoren dienen als Spezifitdtskontrolle.

e Die Sensitivitit des QuantiFERON-TB Gold Plus Test unterscheidet sich nicht bei
immungesunden Personen und immungeschwichten Patienten. Die Sensitivitdt wird durch die
Analyse des prozentualen Anteils positiver Testergebnisse immungesunder Personen und

immungeschwichter Patienten mit aktiver Tuberkulose ermittelt.

e Bei immungeschwichten Patienten hat der QuantiFERON-TB Gold Plus Test einen geringeren
Anteil unschliissiger Ergebnisse im Vergleich zum QuantiFERON-TB Gold In-Tube Test.

e Der positiv priadiktive Wert zur Vorhersage einer aktiven Tuberkulose erhoht sich durch

Anwendung des neuen Testverfahrens.

e Positive Testergebnisse im QuantiFERON-TB Gold Plus Test zeigen eine Assoziation mit

Risikofaktoren einer Exposition mit M. tuberculosis.

e Die reagierenden Zellen der immunsupprimierten Personen und der Kontrollen unterscheiden

sich nicht.

e Im TB-2-Rohrchen des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests reagieren vor allem CD8-positive-
T-Zellen.
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3 Material und Methoden

3.1 Probandenpopulation

Um den QuantiFERON-TB Gold Plus Test in verschiedenen Probandengruppen zu evaluieren, erfolgte
die Rekrutierung von 448 Personen. Diese wurden in die Gruppen Kontrollen, solide
organtransplantierte Patienten (SOTR), CRF, stammzelltransplantierte Patienten (SCTR), RA und aTB
unterteilt. Alle Probanden wurden iiber die Studie und die damit zusammenhéngende Blutentnahme
sowie das Follow-up aufgeklart und erteilten ihre schriftliche Zustimmung. Nach der Blutentnahme von
4,7 ml Lithium-Heparin, die zur Durchfiihrung des Testes notwendig waren, und einem 2,7 ml-
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-R6hrchen zur Erstellung eines Differenzialblutbildes, erfolgte
zusitzlich die Risikostratifizierung anhand eines Fragebogens. Ein Ethikvotum der Arztekammer des

Saarlandes liegt vor (Aktenzeichen 134/15, 221/15, 26/08).

Zur Gruppe der 81 CRF wurden Menschen gezéhlt, die an terminaler Niereninsuffizienz litten und daher
regelmiBig eine Himodialyse bekamen. Die 85 SOTR erhielten alle mindestens einmal in ihrem Leben
eine Transplantation eines soliden Organs. Der Funktionsverlust dieses Organs zum
Untersuchungszeitpunkt galt als Ausschlusskriterium. Es wurden 79 Patienten nach einer oder mehreren
Nierentransplantationen herangezogen, sowie einer mit einer kombinierten Nieren- und
Pankreastransplantation. Bei zwei Personen lag eine Lungen- und Nierentransplantation vor sowie bei
drei eine Lebertransplantation. Zu den Einschlusskriterien der 89 SCTR zihlte, dass die Personen
entweder eine oder mehrere autologe (34 Personen) oder allogene Stammzelltransplantationen (50
Probanden) erhielten oder eine Kombination aus den vorher genannten Transplantationsformen (fiinf
Personen). In die Gruppe der 98 RA wurden Menschen eingeschlossen, die an einer Erkrankung des
rheumatischen Formenkreises leiden und regelmiBig in der rheumatologischen Abteilung des
Universitétsklinikums des Saarlandes vorstellig wurden. Dabei machten die rheumatoide Arthritis (37
Personen), die Psoriasisarthritis (16 Personen) sowie der systemische Lupus erythematodes (15
Patienten) den tiberwiegenden Anteil der rheumatischen Krankheiten aus. Von den aTB wurde nur einer
am Universititsklinikum des Saarlandes rekrutiert, die anderen zehn waren Patienten im
Forschungszentrum in Borstel. Der QuantiFERON-TB Gold Plus Test dieser zehn Studienteilnehmer
wurde vor Ort in Borstel angewandt, um eine zeitnahe Durchfithrung des zu evaluierenden Tests nach
der Blutentnahme zu gewihrleisten. Dort wurde auf die zusétzliche Stimulation mit PPD verzichtet. Fiir
die Durchfiihrung der Durchflusszytometrie wurden uns fiir diese Studie Blutproben dieser Patienten
sowie eines zusétzlichen Probanden mit aktiver Tuberkuloseerkrankung zur Verfiigung gestellt. Mithilfe
eines etablierten Versandsystems wurden die Proben an die Universititsklinik des Saarlandes
verschickt, wodurch die Lebensfidhigkeit der Immunzellen in den einzelnen Proben gewéhrleistet
werden konnte. Als aktive Tuberkulose wurde eine Tuberkulose definiert, welche durch direkte

Nachweisverfahren bestéitigt wurde. Vier der Patienten erzielten ein positives Ergebnis in der
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Polymerase-Kettenreaktion, fiinf Patienten wurden anhand der Ziehl-Nelson-Farbung entdeckt und drei
Patienten wurden anhand der Kultur als positiv gewertet. In die altersgematchte Kontrollgruppe wurden
Probanden eingeschlossen, die keine der oben genannten Kriterien erfiillten. Ein Ausschlusskriterium
stellte eine HIV-Infektion dar. Weitere Details zu den Ein- und Ausschlusskriterien lassen sich Tabelle
1 entnehmen. Zusitzlich zum QuantiFERON-TB Gold Plus Test wurde bei 50 Probanden eine
Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Dabei wurden vor allem Personen mit bekannter Reaktivitét auf die
Antigene des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests ausgewdhlt, um die reagierenden Zellen genauer
beschreiben zu kdnnen. Dafiir erfolgten erneute Blutentnahmen bei insgesamt neun Kontrollpersonen,
16 CRF, zehn SOTR, drei SCTR und zwolf aTB. Bis auf fiinf CRF, eine Person mit
Stammzelltransplantation und eine Person mit aktiver Tuberkulose zeigte sich das QuantiFERON-TB

Gold Plus Testergebnis bei allen Probanden positiv.
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Tabelle 1. Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
Gesamt < 18 Jahre alt
> 18 Jahre alt fehlende schriftliche
schriftliche Einverstindniserklarung Einverstindniserklarung
HIV-Erkrankung
Kontrollen immunkompetent immunsupprimiert
CRF neu diagnostizierte Niereninsuffizienz
terminale Niereninsuffizienz mit _ _
. ) mit kiirzlich begonnener
Nierenersatztherapie > 2 Monate ) )
Nierenersatztherapie
SOTR mindestens eine solide Organtransplantation ) )
) Funktionsverlust des transplantierten
(Niere, Pankreas, Lunge, Leber oder
o Organs
Kombination)
SCTR mindestens eine autologe oder allogene
Stammzelltransplantation (oder aktuelle AbstoBBungsreaktion
Kombination)
RA Erkrankung des rheumatischen
Formenkreises mit regelhafter Vorstellung in
der Rheumatologie der Uniklinik Homburg
(rtheumatoide Arthritis, Psoriasisarthritis,
Lupus erythematodes, SAPHO-Syndrom, fehlende Anbindung an Uniklinik
Spondyloarthritis, Morbus Still, Polyarthritis, Homburg
Sarkoidose, Polymyalgia rheumatica,
Polymyositis, granulomatose Polyangiitis,
Polymyalgie, Colitis ulcerosa, Mucke-Wells-
Syndrom, primér systemische Vaskulitis)
aTB Diagnosesicherung durch direkte ) _
_ fehlender direkter Erregernachweis
Nachweismethoden
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3.2 Gerite und Materialien

Die fiir die Durchfiihrung des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests und der Durchflusszytometrie

benotigten Gerdte und Substanzen sind in den folgenden Tabellen 2-8 dargestellt:

Tabelle 2. Geriite und Materialien

Gerite und Materialien

Hersteller

Brutschrank (Hera cell 150 + 240i)
Vortex Mixer 7-2020

Zentrifuge Megafuge 1. OR
Safety-Multifly-Kaniile

S-Monovetten EDTA (2,7 ml)

S-Monovetten Lithium-Heparin (9 ml)
Kolbenhubenpipetten (0,5-10 ul, 100-1000 ul)
Pipettenspitzen fiir Kolbenhubenpipetten
Reagiergefafle (1,5 ml)

5 ml Polypropylen-Rundboden-Roéhrchen
FACS-Réhrchen (5 ml)

Durchflusszytometer (FACS CANTO II)
VICTOR™ X4 Multilabel Plate Reader
Sterile Werkbank (Hera Safe + Hera Safe KS)

Heraeus, Hanau

neoLab Migge Laborbedarf,
Heidelberg

Heraeus, Hanau

Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht
Abimed, Langenfeld
Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

BD Biosciences, Heidelberg
PerkinElmer Inc., Waltham, USA
Heraeus, Hanau PerkinElmer,

Rodgau
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Tabelle 3. Inhalt des QuantiFERON-TB Gold Plus ELISA-Kits von Qiagen

Inhalt

Hersteller

QuantiFERON NIL-R6hrchen
QuantiFERON TB-1-Ro6hrchen
QuantiFERON TB-2-Ro6hrchen
QuantiFERON Mitogen-Rohrchen
Mikrotiterstreifen [12 x 18 Wells]
IFN-y-Standard

Griine Verdiinnungslosung
Konjugatkonzentrat
Waschpufferkonzentrat
Enzymsubstratlosung
Enzymstopplosung

QFT-Plus Analyse Software

Tabelle 4. Chemikalien

Qiagen, Hilden Germany
Qiagen, Hilden Germany
Qiagen, Hilden Germany
Qiagen, Hilden Germany
Qiagen, Hilden Germany
Qiagen, Hilden Germany
Qiagen, Hilden Germany
Qiagen, Hilden Germany
Qiagen, Hilden Germany
Qiagen, Hilden Germany
Qiagen, Hilden Germany
Qiagen, Hilden Germany

Chemikalien Firma
Natriumazid (NaNs) Serva, Heidelberg
Brefeldin A (BFA) Sigma-Aldrich, Steinheim

Bovines Serumalbumin (BSA)

EDTA

fetales Kélberserum (FCS)

Lysing Solution

Paraformaldehyd (PFA)

Saponin (SAP)

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)

Aqua destilliert

FACS Clean, Flow, Rinse und Shutdown Solution

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Biochrom, Berlin

BD Biosciences, Heidelberg
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Fresenius Kabi, Bad Homburg
BD Biosciences, Heidelberg
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Tabelle 5. Puffer und Medien

Puffer und Medien

Zusammensetzung

10 % NaN3-Losung
BFA-Stocklosung
FACS-Puffer

4 % Paraformaldehyd-Stocklosung

1 % Paraformaldehyd-Stocklosung

5 % Saponin

0,1 % Saponin-Puffer

Tabelle 6. Antigene und costimulatorische Antikorper

10 g NaN3in 100 ml PBS

5 mg/ml in Ethanol

PBS, 5 % FCS, 0,5 % BSA, 0,07
% NaNj3

Stocklosung 20 mM/ml
Paraformaldehyd in PBS,

pH 7,4-7,6

25 ml PFA-4 % +75 ml PBS
Stocklésung 20 mM/ml in Aqua
destilliert

2 g Saponin in 39,7 ml sterilem
PBS + 0,28 ml 10 % NaNj3
FACS-Puffer, 0,1 % Saponin

Stimulanz [Klon]

Konzentration Stocklésung

(Endkonzentration Blut)

Firma

a-CD28 [L293]
a-CD49d [9F 10]
ESAT-6/CFP-10
PPD

Staphylococcus aureus

Enterotoxin B/E (SEB/SEE)

500 pg/ml (1 pg/ml)

1 mg/ml (1 pg/ml)
0,32 mg/ml (10 pg/ml)
1 mg/ml (7,32 pg/ml)

1 mg/ml (2,5 pg/ml)

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Lionex, Braunschweig

SSI, Kopenhagen

Sigma, Steinheim
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Tabelle 7. Antikorper mit gekoppelten Fluorochromen

Antikorpertarget Fluorochrom Klon

CD4 PE-Cy7 SK3

CD4 APC-H7 SK3

CD8 PerCP SK1

CDs8 V500 RPA-T8
CD69 Per-CP L78

IFN-y FITC 4S.B3

IL-2 PE MQ1-17H12
TNF-a V450 MADbI11

3.3 Durchfiihrung des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests

Der QuantiFERON-TB Gold Plus Test stellt eine neue Generation zur Diagnostik einer Infektion mit
M. tuberculosis dar. Das Testprinzip beruht auf einer in vitro Stimulation von Blutzellen mit dem MTB-
Komplex assoziierten Antigenen ESAT-6 und CFP-10 und dem darauthin exprimierten IFN-y, dessen
Konzentration mithilfe eines ELISAs quantifiziert wird. Die Bearbeitung der Blutproben richtete sich
nach den Vorgaben der Herstellerfirma Qiagen zum QuantiFERON-TB Gold Plus Test, die im

Folgenden vorgestellt werden.

Zur Testdurchfilhrung konnte das Blut der Patienten direkt in die QuantiFERON-ROhrchen
abgenommen werden oder alternativ konnte den Patienten Blut zunéchst in ein Lithium-Heparin-
Rohrchen entnommen werden. In dieser Studie wurde den Patienten jeweils 9 ml Blut in ein Lithium-
Heparin-Rohrchen zur Testdurchfiihrung und aus Studienzwecken zusétzlich 2,7 ml in ein EDTA-
Rohrchen entnommen, um ein kleines Differenzialblutbild anzufertigen. Das EDTA-RShrchen wurde
im Zentrallabor analysiert und das Blut des Lithium-Heparin-R6hrchens wurde bei Raumtemperatur
gelagert. Innerhalb von 16 Stunden wurde jeweils 1 ml Blut in jedes der vorgegebenen Rohrchen
pipettiert. Dabei diente das NIL-Rohrchen als Negativkontrolle und das Mitogen-Réhrchen als
Positivkontrolle. Am Boden aller Réhrchen befindet sich eine Gelbarriere, die bei der nach der
Stimulation durchgefiihrten Zentrifugation dazu dient, das Plasma und die Zellen voneinander zu
trennen. Die TB-1- und TB-2-Réhrchen sind an den Innenwinden jeweils mit getrockneten Peptiden
von ESAT-6 und CFP-10 beschichtet, dic Bestandteile des MTB-Komplexes sind und deswegen
zellvermittelte Immunreaktionen auslésen sollen. Im Vergleich zum TB-1-Réhrchen enthélt das TB-2-

Rohrchen zusitzlich eine Kombination aus kleineren Peptiden von CFP-10. Um die Antigene der
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Innenwénde des Rohrchens zu 16sen, musste jedes Rohrchen jeweils unmittelbar nach der Befiillung
zehnmal kréftig geschiittelt werden, sodass die gesamte Innenwand mit Blut benetzt wurde. Danach
wurden die Proben fiir 16-24 Stunden in einem Inkubator bei 37 °C und 5 % CO; gelagert. AnschlieSend
wurden die Réhrchen fiir 15 Minuten bei 3000 x g (relative Zentrifugalbeschleunigung) zentrifugiert.
Dabei trennte sich das Plasma von den Zellen durch die Gelbarriere. AnschlieSend wurde das Plasma,
das sich oberhalb der Gelbarriere befand, in 1,5 ml Reaktionsgefille pipettiert und bei - 20 °C bis zur

weiteren Verwendung gelagert.

Neben den kommerziell erhidltlichen Rohrchen des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests wurde ein
Polypropylen-Rundboden-Rohrchen mit 450 pl Blut und 3,3 pl PPD in einer Konzentration von 1 mg/ml
befiillt, mithilfe eines Vortexers vermischt und ebenfalls fiir 16-24 Stunden inkubiert. Alle weiteren
Schritte waren identisch mit den Schritten der Qiagen-Rohrchen und werden im Folgenden genauer

beschrieben.

Vor der Weiterverarbeitung mussten die Plasmaproben auf Raumtemperatur gebracht werden. Mit
destilliertem Wasser wurde der IFN-y-Standard rekonstituiert. Nach vollstédndiger Auflosung des Inhalts
ergab sich eine Losung mit einer Konzentration von 8,0 IU/ml. Diese zdhlte einerseits als SO-Standard
und wurde andererseits zur Herstellung einer zundchst 1:2 Verdiinnung von IFN-y in griiner
Verdiinnungslosung und anschlieBender 1:4 Verdiinnung genutzt. S1 enthielt 4,0 IU/ml, S2 1,0 IU/ml,
S3 0,25 IU/ml und S4 0 IU/ml (nur griine Verdiinnungslosung), wodurch S4 als Nullstandard diente.
Alle mussten als Doppelbestimmung getestet werden (Abbildung 1).

34



Empfohlenes Verfahren fir Doppelbestimmung der Standards
a. 4 Réhrchen mit ,S17, 52", ,53" bzw. ,S4" beschriften.

b. Je 150 pl GD in S1, $2, S3 und S4 geben.

c. 150 pl des Kitstandards in 51 geben und griindlich mischen.
d. 50 plvon S1 in S2 Gberfiihren und grindlich mischen.

e. 50 plvon S2 in S3 iberfiihren und griindlich mischen.

f. GD allein dient als Nullstandard (S4).

150 ul
50 i 50wl
™~ " "
.t'-::;:-;'.‘a [ - | —
s1 53 s4
| k=1
Standard 1 Stondard 2 Standard 3 Standard 4
Rekonstiluierda 4,0 1,0 0,25 0
Kitstandard I/ ml U/l U/ ml U/l [Crilne
Vardiinnungs-
lssung)

Abbildung 1. Herstellung des IFN-y-Standards
(Quelle: QuantiFERON®-TB Gold (QFT®) ELISA Packungsbeilage)

Das lyophilisierte 100x Konjugatkonzentrat wurde mit 0,3 ml destilliertem Wasser rekonstituiert. Das
gebrauchsfertig verdiinnte Konjugat wurde hergestellt, indem man die erforderliche Menge des
rekonstituierten 100x Konjugatkonzentrats in griiner Verdiinnungsldsung verdiinnte. In alle benétigten
Wells der ELISA-Platte wurden jeweils 50 pl des frisch zubereiteten, gebrauchsfertig verdiinnten
Konjugats mit einer Mehrkanalpipette pipettiert. Danach wurden je 50 ul der Plasmaproben in die
entsprechenden Vertiefungen und anschliefend 50 pl der Standards 1 bis 4 in die vorhergesehenen

Bereiche gegeben.
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Abbildung 2. Empfohlene Plattenbelegung (22 Tests pro Platte).
S1 (Standard 1), S2 (Standard 2), S3 (Standard 3), S4 (Standard 4)
1 N (Probe 1, Negativkontrolle-Plasma), 1 TB1 (Probe 1, TB1-Plasmal), 1
TB2 (Probe 1, TB2-Plasma), 1 M (Probe 1, Mitogen-Plasma)

Abbildung 2. Plattenbelegung
(Quelle: QuantiFERON®-TB Gold (QFT®) ELISA Packungsbeilage)

Durch die manuelle Mischung konnten sich Konjugat und Plasmaproben/Standards vermischen.
Darauffolgend wurden die abgedeckten Platten fiir 120 = 5 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert.
Wahrenddessen wurde ein Teil 20 x Waschpufferkonzentrat mit 19 Teilen destilliertem Wasser verdiinnt.
Je 400 pl dieser Mischung wurden genutzt, um die Wells damit mindestens sechsmal zu waschen. Der
Waschpuffer musste jeweils fiinf Sekunden einwirken und alle Wells waren bis oben mit Waschpuffer
gefiillt. Um noch vorhandenen Waschpuffer zu entfernen, wurden die Platten umgekehrt auf einem
Papierhandtuch trocken geklopft. 100 pl der Enzymsubstratlosung wurden in jede Vertiefung
hinzugefiigt, anschliefend die Wells abgedeckt und erneut gemischt. Nach einer 30-miniitigen
Inkubation bei Raumtemperatur wurden 50 ml Enzymstopplosung in jedes Well beigefiigt, sodass
innerhalb von fiinf Minuten nach dem Stoppen der Reaktion die optische Dichte jedes Wells mit einem
Mikrotiterplatten-Photometer unter Verwendung eines 450 nm Filter und eines Referenzfilters zwischen
620 und 650 nm gemessen wurde. Die Analysesoftware des Herstellers diente der Berechnung der
Ergebnisse, deren Interpretation durch die Herstellerangabe der Firma Qiagen erfolgte, die der

folgenden Abbildung 3 zu entnehmen ist.
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MNegativ- |TB]1 minus [TB2 minus  |Mitogen GFT-Plus Bericht/Interpretation
kontrolle |Negativ- Negativ- minus Testergebnis
(IU/ml) |kontrolle kontrolle Negativ-
(IU/ml) (IU/ml) kontrolle
U/ ml)*
=0,35 und
= 25?? der Beliebig
Negativ- _ )
kontralle o Infektion mit
Beliebig | Positiv M. tuberculosis
= 0,35 und o
> 259 d wahrscheinlich
Beliebig |\, : er
<8,0 egaliv
kontrolle
<0,35 Infekfion mit
= 0,5 Negativ M. tuberculosis
ODER NICHT wahrscheinlich
=0,35 und < 25% der
Negativkontrolle < 0,5 Wahrscheinlichkeit
Unschlissiat einer Infektion mit
nschiussig M. tuberculosis kann
> 8,08 Beliebig nicht ermittelt werden
Standard 1 Slondard 2 Standard 3 Standard 4
Rekonstilviera 4,0 1,0 0,25 0
Kitstandard IU/ml U/l I/ ml /el (Grilne
Verdimnungs-
lssung)

Abbildung 3. Interpretation des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests
(Quelle: QuantiFERON®-TB Gold (QFT®) ELISA Packungsbeilage)

3.4 Bildung der Differenz zwischen dem TB-2- und TB-1-Réhrchen

Qiagen als Hersteller des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests postuliert, dass durch die zusétzlichen
kleineren Peptidfragmente von CFP-10 im TB-2-Rohrchen vermehrt CD8-T-Zellen zur IFN-y-
Produktion angeregt werden sollen, von denen ausgegangen wird, dass sie vor allem bei der
Immunantwort einer aktiven Tuberkulose eine Rolle spielen. Die Differenz der beiden Réhrchen TB-2
und TB-1 sollte demnach die CD8-T-Zellantwort darstellen, da im TB-2-R6éhrchen IFN-y hauptsichlich
durch CD8-T-Zellen und CD4-T-Zellen produziert wird, wohingegen die Antigene im TB-1-Réhrchen
vor allem die CD4-T-Zellen zur IFN-y-Herstellung anregen. Bei allen als positiv eingestuften Patienten
wurde die Differenz der IFN-y-Antworten zwischen den TB-2- und TB-1-R6hrchen gebildet (Abbildung
12). Dabei wurden nur die aTB als einzelne Gruppe aufgetragen und die Personen aller anderen
Probandengruppen zum Kollektiv der latent Infizierten zusammengefasst. Basierend auf Studien von

Metcalfe und Barcellini wurde eine Nachweisgrenze von 0,6 IU/ml fiir eine signifikante Differenz
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zwischen den IFN-y-Antworten im TB-2- und TB-1-Réhrchen iibernommen, die fiir eine aktive

Tuberkulose oder eine erst kiirzlich stattgefundene Infektion sprechen sollen [116, 117].

3.4.1 Berechnung der Sensitivitit, Spezifitit und des positiv pridiktiven Wertes

Die Spezifitit des Tests wurde in dieser Arbeit erhoben, indem alle Patienten anhand eines Fragebogens
ermittelt wurden, die keine Risikofaktoren fiir eine bestehende LTBI aufwiesen. Um die Sensitivitit zu
errechnen, wurden aTB als Referenzwert herangezogen. Zur Berechnung des positiv priadiktiven Wertes
wurde eine Differenz von > 0,6 IU/ml sowohl bei den aTB als auch bei den Menschen mit LTBI gewdhlt.
Dies erfolgte unter der Annahme, dass die Differenz von > 0,6 IU/ml der Unterscheidung einer aktiven

von einer latenten Infektion mit Tuberkulose dienen soll.

3.4.2 Follow-up

Von den 438 an der Universitit des Saarlandes rekrutierten Patienten erfolgte nach mindestens zwei
Jahren bei 426 (97,2 %) eine erneute Befragung bzw. eine Untersuchung der Patientenakten hinsichtlich
des Outcomes, der Einnahme einer Chemopréivention sowie der Entwicklung einer aktiven Tuberkulose
(Tabelle 20). Zwolf Patienten konnten beim Follow-up aufgrund einer medianen Nachbeobachtungszeit

von 0,25 Jahren nicht inkludiert werden.

3.5 Durchflusszytometrie

Um die reagierenden Zellen genauer identifizieren zu kdnnen, wurde bei insgesamt 50 Probanden
zusétzlich eine durchflusszytometrische Messung mit sieben verschiedenen Stimuli durchgefiihrt. Als
Negativkontrolle wurde das NIL-Roéhrchen des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests verwendet. Ebenso
wurden die TB-1- und TB-2-Ro6hrchen dieses Tests als Stimuli benutzt sowie PPD, ESAT-6, CFP-10
und SEB (bzw. bei einem SEB-Nonresponder SEE). Als Detektionslimit (DL) der Durchflusszytometrie
diente ein Wert von 0,05 %, der urspriinglich fiir CMV-spezifische T-Zellen detektiert wurde und sich
im Bereich der Tuberkuloseforschung etablierte [89, 118]. Probanden mit bekannter Reaktivitét
basierend auf den zuvor beschriebenen QuantiFERON-TB Gold Plus Ergebnissen und davon
unabhingigen Blutentnahmen wurden eingeschlossen. Insgesamt wurden neun Menschen aus der
Kontrollgruppe erneut getestet sowie 16 CRF, zehn SOTR, drei SCTR und zwdlf aTB. In der Gruppe
der CRF wurden finf der 16 Getesteten nach dem Befund des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests als
negativ eingestuft sowie im Kollektiv der SCTR eine Person, die fiir die Korrelation der beiden
Testverfahren herangezogen wurden. Alle Patienten aus der Kontrollgruppe sowie die SOTR hatten ein
positives QuantiFERON-TB Gold Plus Ergebnis. Eine Person, die durch die direkten
Nachweisverfahren die Diagnose einer aktiven Tuberkulose erhielt und im QuantiFERON-TB Gold Plus
Test negativ gewertet wurde, wurde aufgrund der gesicherten Diagnose in allen FACS-Messungen zum
Kollektiv der aTB gezihlt. Zudem konnte, zusétzlich zu den elf Patienten der QuantiFERON-TB Gold
Plus Analyse, ein weiterer Proband mit aktiver Tuberkulose fiir die FACS-Messung rekrutiert werden.
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Zur genauen Differenzierung der Zellen mithilfe der durchflusszytometrischen Messung wurden die
Blutproben vorher in drei verschiedenen Abschnitten bearbeitet. Zunachst wurden die Lymphozyten mit
verschiedenen Antigenen stimuliert. Danach wurden unterschiedliche Oberflichenrezeptoren und
intrazelluldre Zytokine der stimulierten T-Zellen angefirbt, die Zellen fixiert und anschlieBend die

Messungen im Durchflusszytometer durchgefiihrt.

3.5.1 Stimulation der Immunzellen

Die Stimulation fiihrt zur Aktivierung spezifischer T-Zellen und deren Zytokinausschiittung. Fiir diese
wurden sieben verschiedene Stimuli verwendet, wobei das NIL-Rohrchen des QuantiFERON-TB Gold
Plus der Firma Qiagen als Negativkontrolle diente. Zusitzlich wurden die TB-1- und TB-2-Rhrchen
von Qiagen als Stimuli benutzt. Dabei wurde, wie zuvor beschrieben, jeweils 1 ml Blut in jedes
Rohrchen pipettiert, diese geschiittelt und anschlieBend wurden 300 pl Blut dieser Rohrchen in ein
Polypropylen-Rohrchen {iberfiihrt. Des Weiteren dienten SEB, PPD, ESAT-6 und CFP-10 jeweils in
ihren in Tabelle 6 beschriebenen Konzentrationen als Stimuli in 300 pl Vollblut. Dabei wurde in der
Regel der polyklonale Stimulus SEB als Positivkontrolle verwendet. Dieser besitzt die Eigenschaft der
antigenunabhéngigen polyklonalen Stimulation durch die gleichzeitige direkte Bindung an Vp-Ketten
des T-Zellrezeptors und MHC-II-Molekiile der APC und der daraus resultierenden starken
Zytokinproliferation. Bei fehlenden Vf-Ketten des T-Zellrezeptors erfolgt auf SEB keine
Zytokinexpression, wodurch diese Patienten als SEB-Nonresponder gelten. In solchen Féllen wird SEE
verwendet, das zusitzlich an die a-Kette des T-Zellrezeptors binden kann. In dieser Studie musste bei

einem Patienten SEE verwendet werden.

AnschlieBend wurden jeweils die costimulatorischen Antikérper a-CD28 und a-CD49d in einer
Konzentration von je 1 pg/ml hinzugefiigt und die Rohrchen fiir 2 Stunden im Brutschrank mit lose
angeschraubten Deckeln bei 37 °C inkubiert. Durch die Zugabe des Sekretionsinhibitors BFA in einer
Konzentration von 10 pg/ml akkumulierten die Zytokine intrazelluldr. Darauffolgend wurden die Proben
fiir 4 Stunden erneut bei 37 °C inkubiert. Die folgenden Schritte dienten der Fixierung der Zellen, wozu
zunéchst die Zell-Zell-Kontakte getrennt und die Adhésionen der Zellen von der Wand des Rohrchens
gelost werden mussten. Dies gelang durch das Hinzufiigen von 2 mM EDTA (aus 20 mM Stockldsung)
in jedes Rohrchen, die anschlieBend fiir zehn Sekunden durchmischt und 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert wurden. Das Beifiigen von neun ml Becton Dickinson Lysingsolution pro
Milliliter Vollblut fiihrte nach dem Durchmischen der R6hrchen und einer erneuten Inkubationszeit von
zehn Minuten bei Raumtemperatur zur Lyse der Erythrozyten und Fixierung der Zellen. Anschliefend
wurden die Réhrchen fiir sieben Minuten bei 1300 rpm zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Um
das entstandene Zellpellet zu 16sen, wurde jedes Polypropylen-R6hrchen liber ein Gitter gezogen. Durch
die Zugabe von zwei ml FACS-Puffer (PBS-5 % FCS-0,5 %B SA-0,07 % NaNs), dem sieben-miniitigen
Zentrifugieren bei 1300 rpm und anschlieBendem Absaugen wurde das Zellpellet gewaschen. Zuletzt
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wurde das Zellpellet durch das Hinzufiigen von 200 pl FACS-Puffer pro R6hrchen aufgenommen. An

dieser Stelle war eine Lagerung iiber Nacht moglich, bevor die Zellen gefarbt wurden.

3.5.2 Intrazellulire Zellfirbung

Die Féarbung mit Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern diente dem Nachweis spezieller Zytokine sowie
Oberflichenmolekiile der T-Zellen, wodurch sich deren quantitative und qualitative Eigenschaften

differenzieren lielen.

Es wurden jeweils 200 pl der Zellsuspensionen auf FACS-Rohrchen verteilt. Die Permeabilisierung der
Zellmembran erfolgte durch das Hinzupipettieren von zwei ml Saponin-Puffer (FACS-Puffer/0,1 %
Saponin) wihrend einer Inkubationszeit von zehn Minuten bei Raumtemperatur. Die Permeabilisierung
der Zellmembran stellte den wesentlichen Schritt zur intrazelluléren Bindung der Antikorper dar. Nach
Absaugen des Uberstandes wurde eine Mischung aus Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern, 5 %
Saponin und FACS-Puffer in einem Gesamtvolumen von 50 pl pro Probe hinzugefiigt (Tabelle 8). Dies
wurde anschlieBend durchmischt und fiir 30-45 Minuten bei Raumtemperatur im Dunklen inkubiert,
bevor erneut drei ml FACS-Puffer zum Herauswaschen der nicht gebundenen Antikdrper hinzugegeben
wurden. Diese Losung wurde bei 1300 rpm fiir sieben Minuten zentrifugiert und der Uberstand
abgesaugt, bevor das Zellpellet letztendlich in 150 ul 1 %-igem PFA aufgenommen wurde. Nach

erneutem Mischen der Proben konnten diese bis zur Messung bei 4 °C gelagert werden.
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Tabelle 8. Antikérpermengen des Firbeansatzes mit gekoppelten Fluorochromen

Antikorper Fluorochrome Menge|[pl]
CD4 PE-Cy7 1,00

CDS8 APC 0,50

CD69 PerCP 2,00
IFN-y FITC 0,50

IL-2 PE 2,00
TNF-a V-450 1,00

SAP 5% 1,00
FACS-Puffer 42,00
Gesamt 50

Die Antikdrpermengen beziehen sich auf 300 pl Vollblut.

3.5.3 Messung und Auswertung

Die Messung erfolgte mit dem Durchflusszytometer FACS CANTO II. Dabei saugte das Gerit die Probe
durch eine Kapillare an und fiihrte jede Zelle einzeln an einem Laser vorbei. Dadurch wurde das Licht
des Lasers durch die Zelle gestreut. Das Vorwiértsstreulicht wurde durch den Forward Scatter (FSC)
aufgefangen und gilt als MaB fiir die Groe und das Volumen der Zelle. Informationen iiber die
Zellgranularitit und die Zellkomplexitit ergaben sich aus dem Seitwartsstreulicht, das durch den Side
Scatter (SSC) aufgenommen wurde. Die Unterscheidung zwischen Monozyten, Granulozyten und
Lymphozyten konnte so auch ohne Férbung erfolgen. Weitere Moglichkeiten zur Differenzierung
verschiedener Zellen generierten die an Antikorper gekoppelten Fluorochrome, die durch Laserstrahlen
angeregt wurden. Beim Zuriickfallen auf ihr Grundniveau emittierten die unterschiedlichen
Fluorochrome dabei Licht verschiedener Wellenldangen, welche durch Detektoren erfasst wurden und
Hinweise tiber die vorher angeférbten Zellbestandteile wie Oberflaichenmolekiile oder die exprimierten
Zytokine lieferten. Uber die Analysesoftware erfolgte die Generierung eines Dotplots. Die
verschiedenen Zellpopulationen lielen sich durch Gatingstrategien weiter analysieren. Dabei wurden in
dieser Arbeit einerseits die CD4-T-Zellen, die den Oberfldchenmarker CD69 tragen und zusétzlich IFN-
vy als Zytokin exprimieren, betrachtet und auf ihre Koexpression der Zytokine TNF-o und IL-2

untersucht (Abbildung 4). Andererseits wurden auf diese Koexpression ebenso die CD69-positiven- und
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IFN-negativen-CD4-T-Zellen exploriert, sodass sich die Anzahl der CD4-T-Zellen, die entweder ein,
zweli oder alle drei Zytokine exprimierten, bestimmen lie. Das gleiche Vorgehen wurde in Bezug auf

CD8-T-Zellen durchgefiihrt (Abbildung 5).
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Abbildung 4. Gatingstrategie der Durchflusszytometrie von CD4-T-Zellen eines QuantiFERON-TB Gold Plus Test
positiven Patienten mit dem Antigen SEB. Beginnend bei der Lymphozytenpopulation wurden die CD69-CD4-positiven-T-
Zellen zundchst durch die vorhandene bzw. fehlende Koexpression von IFN-y aufgeteilt und diese Subpopulationen

anschlieend auf das Vorhandensein von TNF-o und IL-2 untersucht.
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Abbildung 5. Gatingstrategie der Durchflusszytometrie von CD8-T-Zellen eines QuantiFERON-TB Gold Plus Test
positiven Patienten mit dem Antigen SEB. Beginnend bei der Lymphozytenpopulation wurden die CD69-CD8-positiven-T-
Zellen zunéchst durch die vorhandene bzw. fehlende Koexpression von IFN-y aufgeteilt und diese Subpopulationen

anschlieend auf das Vorhandensein von TNF-o und IL-2 untersucht.
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3.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der verschiedenen Daten und deren grafische Darstellung erfolgte mit der
Graph Pad Prism Software 8.0. In Abhéngigkeit der unterschiedlichen Auswertungen wurden die
entsprechenden Testverfahren, wie beispielsweise der Bartlett’s test for equal variances und der
Kruskal-Wallis-Test, verwendet. Korrelationskoeffizienten wurden nach Spearman berechnet. Die
jeweils angewandten Tests sind im Ergebnisteil in den jeweiligen Abbildungen beschrieben. Als

statistische Signifikanz wurde ein p-Wert <0,05 vorausgesetzt.

4 Ergebnisse

4.1 Uberblick Patientenkollektiv

Der QuantiFERON-TB Gold Plus Test wurde mit Blutproben von insgesamt 448 Personen durchgefiihrt,
die in sechs verschiedene Probandengruppen eingeteilt wurden. Neben 84 gesunden Kontrollpersonen
waren 81 CRF, 85 SOTR, 89 SCTR, 98 RA und elf aTB Teil der Studie. Insgesamt ergab sich eine
gleichmiBige Geschlechtsverteilung mit einem Frauenanteil von 48,44 %. Das durchschnittliche Alter
der Probanden betrug 57,61 Jahre. Die iiberwiegende Anzahl der Probanden stammte aus Deutschland.
Von allen Teilnehmern lief3 sich bei 13,6 % eine BCG-Impfung sicher evaluieren, wohingegen fiir 33,7
% eine BCG-Impfung ausgeschlossen werden konnte. Zudem ergab sich bei 53,3 % der Teilnehmenden
eine Raucheranamnese. Weitere Details zu den Probandengruppen sind in Tabelle 9 zusammengefasst.
Der p-Wert des Alters wurde mit dem Bartlett’s test for equal variances berechnet, die anderen p-Werte

mit dem Chi-Quadrat-Test.

45



Tabelle 9. Uberblick iiber das Patientenkollektiv

Gesamt | Kon- CRF SOTR SCTR RA aTB |p-Werte
trollen
n 448 84 81 85 &9 98 11
(%) (100) | (18,75) | (18,08) | (18,97) [ (19,87) |(21,88)| (2,46)
Alter, Jahre 57,61+ [ 57,35+ | 68,11+ | 55,34+ | 56,50+ [53,20+| 46,07+ 0.017

MW+SD 16,23 18,78 14,53 14,25 13,14 | 15,20 | 20,59 '
Geschlecht 231/217| 39/45 54/27 42/43 57/32 | 29/69 10/1 0.0001

< b

m/w (%) (48,44) | (53,57) | (33,33) (50,6) (35,96) [ (704 | (O,

BCG-Impfung | 60/151 12/42 13/28 9/20 12/26 | 12/34 2/1 0.0001
< b
ja/nein (%) 33,7 (50) (34,6) (23,9 (29,2) | (34,7) )

Raucher 207/209 | 18/65 46/34 40/34 47/31 | 48/43 8/2 0.49
ja/nein (%) (46,7) (77,3) (41,9 (40) (34,8) (43,9 | (18,2) ’
Immigrant 55/362 4/79 5/74 14/59 15/65 8/84 9/1 0.0001

< b
ja/nein (%) (80,8) (94) (91,31) (69.4) (73) (85,7) C)

4.2 Uberblick iiber die QuantiFERON-TB Gold Plus Ergebnisse

Die Ergebnisse des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests lieBen sich fiir alle Probanden auswerten

(Tabelle 10). Aufgrund einer zu geringen Reaktivitét in der Positivkontrolle kam es bei fiinf Probanden

zu einem unschliissigen (indeterminate) Befund. Dieser fand sich bei einem Dialysepatienten, einem

organ- und einem stammzelltransplantierten Patienten sowie bei zwei RA. Insgesamt betrachtet ergaben

sich iiberwiegend iibereinstimmende Ergebnisse im TB-1- und TB-2-Rohrchen (98,21 %). Bei 390

Probanden (87 %) fand sich ein negatives Testresultat. Bei 1,79 % der Studienteilnehmer stimmte die

Auswertung der beiden Rohrchen nicht iiberein. Dabei erzielten drei Personen nur im TB-1-Réhrchen

ein positives Testergebnis fiir eine LTBI, wohingegen fiinf nur im TB-2-Réhrchen positiv getestet

wurden.
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Tabelle 10. Uberblick QuantiFERON-TB Gold Plus Ergebnisse

TB-1 TB-2 TB-1 und TB-2 TB-1 und/oder TB-2
iibereinstimmend
Positiv 48 50 45 53
Negativ 395 393 390 390
Indeterminate 5 5 5 5

4.3 Gruppenspezifische Auswertung des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests

Bei der Auswertung des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests diente das NIL-Rohrchen als
Negativkontrolle und stellte die Hintergrundreaktion des Immunsystems dar, weshalb die IFN-y-
Antwort dort in der Regel am geringsten ausfiel. In dieser Studie lag der Median der ersten fiinf
Probandengruppen in diesem Stimulationsansatz bei 0,00 IU/ml, wohingegen das Kollektiv der aTB
einen Median von 0,11 IU/ml zeigte. Im Vergleich dazu fiel die Antwort in der Positivkontrolle, dem
Mitogen-Rohrchen, bei der Mehrzahl der Patienten am stérksten aus, wodurch eine adiquate
Immunantwort reprisentiert wurde. Die NIL- und Mitogen-Antwort unterschied sich in allen
Probandengruppen signifikant (p<0,0001, die p-Werte wurden mit dem Dunn’s Multiple Comparison
Test berechnet). Ebenso zeigte sich eine signifikante Differenz sowohl zwischen der TB-1- und der
Mitogen-Antwort als auch zwischen der TB-2- und der Mitogen-Antwort (p<0,0001) in allen
Patientenkollektiven aufler den aTB. Dort ergab sich kein Unterschied zwischen dem Stimulus TB-
1/TB-2 und Mitogen (p=0,45/p=0,49). Es fiel auf, dass in der Kontrollgruppe alle Personen eine starke
Mitogen-Reaktion aufwiesen, wohingegen einzelne Menschen in den Patientenkollektiven mit einer
abgeschwichten IFN-y-Antwort reagierten. Der Median lag dennoch in den ersten fiinf
Probandengruppen beim im Test messbaren Hochstwert von 12 IU/ml und bei den aTB bei 10 IU/ml.
Beim Vergleich der Reaktionen des Immunsystems im TB-1- und TB-2-Roéhrchen, fiel innerhalb einer
Gruppe kein signifikanter Unterschied auf (Abbildung 6, 7). Die hochsten IFN-y-Antworten in diesen
Rohrchen fanden sich bei den aTB, bei denen der Median im TB-1-R6hrchen bei einem Wert von 0,84
IU/ml und im TB-2-Réhrchen von 0,89 IU/ml lag. Laut Herstellerangabe muss die
Hintergrundreaktivitit von den Reaktivitdten nach spezifischer Stimulation abgezogen werden, sodass
die normierten Werte zur endgiiltigen Auswertung herangezogen werden konnen (Abbildung 7). Die
IFN-y-Antworten stellten sich bei diesen normierten Werten fiir das Mitogen-Réhrchen dhnlich denen
der vorherigen Abbildung dar. Alle Probandenkollektive hatten eine mediane IFN-y-Antwort von 12
IU/ml, mit Ausnahme der SCTR, deren Median bei 11,98 IU/ml lag und der aTB, deren Median 9,87
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IU/ml betrug. Eine ausreichende Immunantwort der Probanden zeigte sich durch die allgemeine
Reaktivitit der Positivkontrolle mit einem durchschnittlichen Median von 12 IU/ml. Erneut stellte sich
die Reaktion auf das TB-1-Rohrchen und das TB-2-R6hrchen im Vergleich zum Mitogen-Réhrchen in
den ersten fiinf Probandengruppen signifikant niedriger dar (p<<0,0001). In Bezug auf die aTB lieB sich
nur eine Signifikanz zwischen dem TB-1-Réhrchen und dem Mitogen-Rohrchen herausstellen
(p=0,047). Auch nach der Normierung war unter allen Kontrollprobanden eine deutliche Reaktivitit in
der Positivkontrolle detektierbar, wohingegen in den immunbeeintrichtigten Probandengruppen

einzelne Personen schwécher reagierten.
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Abbildung 6. Darstellung der IFN-y-Antworten [IU/ml] der einzelnen Probandengruppen pro Réhrchen. Dargestellt
sind jeweils die IFN-y-Antworten als Reaktion auf die Negativkontrolle (NIL), auf die Stimulation mit den verschiedenen M.
tuberculosis-Antigengemischen (TB-1, TB-2) und der Positivkontrolle (Mitogen) fiir Kontrollprobanden (n=84), CRF (n=81),
SOTR (n=85), SCTR (n=89), RA (n=98) und aTB (n=11). P-Werte beziehen sich auf den Vergleich zwischen TB-1- und TB-
2-Rohrchen in den jeweiligen Gruppen und wurden mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test berechnet. Balken

repréasentieren den Median und den Interquartilsabstand (IQR).
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Abbildung 7. Darstellung der normierten IFN-y-Antworten [IU/ml] der einzelnen Probandengruppen pro Réhrchen.
Dargestellt sind jeweils die normierten Werte nach Abzug der Reaktivitdt in der Negativkontrolle als Reaktion auf die
Stimulation mit den verschiedenen M. tuberculosis-Antigengemischen (TB-1, TB-2) und der Positivkontrolle (Mitogen) fiir
Kontrollprobanden (n=84), CRF (n=81), SOTR (n=85), SCTR (n=89), RA (n=98) und aTB (n=11). Die errechneten p-Werte
beziehen sich auf den Vergleich der IFN-y-Antwort zwischen dem TB-1- und TB-2-Réhrchen pro Patientengruppe, die mit

dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test errechnet wurden. Balken reprisentieren den Median und den IQR.
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4.3.1 TB-1- und TB-2-Rohrchen spezifische Auswertung und Korrelation

Nachfolgend werden die IFN-y-Antworten der einzelnen Patientengruppen jeweils im TB-1 und TB-2-
Rohrchen miteinander verglichen (Abbildung 8).
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Abbildung 8. TB-1- und TB-2-IFN-y-Antwort der verschiedenen Patientengruppen im Vergleich. Dargestellt sind die
normierten Werte als Reaktion auf die Stimulation mit den verschiedenen M. tuberculosis-Antigengemischen in den Réhrchen
TB-1 (Panel A) und TB-2 (Panel B) fiir die Kontrollprobanden (n=84), CRF (n=81), SOTR (n=85), SCTR (n=89), RA (n=98)
und aTB (n=11). Die Signifikanz der p-Werte wurde mit dem Kruskal-Wallis-Test errechnet. Als Posttest wurde der Dunn’s
Multiple Comparison Test verwendet. Die gestrichelte Linie stellt das DL dar. Balken représentieren den Median und den IQR.

Insgesamt stellten sich die Reaktivititsmuster der einzelnen Gruppen untereinander sowohl fiir die
Stimuli TB-1 als auch TB-2 éhnlich dar. Eine Ausnahme davon bildeten die IFN-y-Antworten der aTB,
die zu allen anderen Kollektiven einen signifikanten Unterschied (p<0,0001) aufwiesen. Um die
Relevanz der M. tuberculosis spezifischen Reaktivititen zu analysieren, liegt im Folgenden das

Augenmerk auf den Patienten, deren Test als positiv eingestuft wurde (Abbildung 9).
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Abbildung 9. Direkte Vergleiche der TB-1- und TB-2-Antworten. Fiir alle als positiv gewerteten Probanden zeigt Panel A
die IFN-y-Antworten im TB-1-Rohrchen und Panel B die IFN-y-Antworten im TB-2-Réhrchen (Kontrollen n=11, CRF n=13,
SOTR n=10, SCTR n=5, RA n=4, aTB n=10). Panel C verbindet die Antworten der Probanden aus Panel A und B miteinander
und vergleicht zusdtzlich die Probandenantworten der als negativ eingestuften Patienten (QuantiFERON negativ: Kontrollen
n=73, CRF n=67, SOTR n=74, SCTR n=83, RA n=92, aTB n=1). Dabei wird die Hohe der TB-1-Antwort durch einen Kreis
repréasentiert und die der TB-2-Antwort durch ein Quadrat. Probanden, deren Ergebnis sich im TB-1- und TB-2-Réhrchen
unterschied, sind in Panel C und D jeweils mit einem roten Symbol gekennzeichnet. Panel D veranschaulicht die Korrelation
der beiden Rohrchen untereinander (n=443). Zur statistischen Analyse wurden jeweils der Friedman Test (A und B), der
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (C) und die Korrelationsanalyse nach Spearman (D) verwendet. Die in allen Panels

gestrichelte Linie stellt das DL fiir ein positives Testergebnis laut Herstellerangabe bei 0,35 IU/ml dar.

Ein positives Testergebnis wurde laut Herstellerangabe bei Patienten deklariert, deren normierte IFN-y-
Antworten im TB-1-Réhrchen und/oder im TB-2-Rohrchen eine Hohe von > 0,35 IU/ml erreichten und
bei denen die normierten IFN-y-Antworten > 25 % der Negativkontrolle entsprach. Diese Befunde
setzten sich zusammen aus elf Kontrollprobanden, 13 CRF, zehn SOTR, fiinf SCTR, vier RA und zehn
aTB. Interessanterweise wurde ein Patient mit aktiver Tuberkulose anhand des Ergebnisses weder im

TB-1- noch im TB-2-Roéhrchen als positiv eingestuft, weshalb diese Person in diese Auswertung nicht
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einbezogen wurde. Die Hohe der Reaktivititen im TB-1- und TB-2-Réhrchen unterschied sich auch bei
alleiniger Betrachtung der als positiv eingestuften Probanden jeweils nicht zwischen den einzelnen
Gruppen (TB-1: p=0,6174, TB-2: p=0,6654, Abbildung 9 A, B). Insgesamt ergab sich bei acht
Probanden ein divergentes Testergebnis bei der Betrachtung des TB-1- und TB-2-Réhrchens. Auf die
TB-1-Stimulation reagierten dabei zwei CRF, ein Organtransplantierter, ein Patient mit einer
rheumatischen Erkrankung und ein Patient mit aktiver Tuberkuloseerkrankung unterhalb der
Nachweisgrenze, die daher nur anhand des TB-2-R6hrchens mit einem positiven Testresultat eingestuft
wurden. Im Vergleich wurde durch das Testergebnis des TB-2-Rohrchens ein Dialysepatient und zwei
aTB als nicht erkrankt eingestuft, die nur durch das TB-1-Rohrchen als positive Probanden erkannt
wurden. Insgesamt zeigten sich jedoch bis auf zwei Ausnahmen alle IFN-y-Werte in der Nahe des DL.
Die Hohe der IFN-y-Sekretion in den einzelnen Réhrchen pro Patientenkollektiv unterschied sich bei
den QuantiFERON-TB Gold Plus positiven Menschen nur in der Gruppe der SOTR signifikant
(p=0,0195). Dabei lag der Median im TB-2-Réhrchen mit einem Wert von 1,939 IU/ml hoher als der
des TB-1-Réhrchens (1,673 IU/ml). Im Gegensatz dazu zeigte sich bei den QuantiFERON-TB Gold
Plus negativen Probanden nur im Kollektiv der SCTR ein signifikanter Unterschied zwischen den TB-
1- und TB-2-Antworten (p=0,0055). Die mediane IFN-y-Antwort lag hingegen bei beiden Rohrchen bei
0,0 IU/ml. Um die Ubereinstimmung zwischen dem TB-1- und TB-2-Réhrchen zu quantifizieren, wurde
der Korrelationskoeffizient nach Spearman berechnet (Abbildung 9 D). Sowohl in der Gruppe der
negativ getesteten Menschen als auch im Kollektiv der positiv getesteten Personen ergab sich eine
signifikante Korrelation nach Spearman (jeweils p<0,0001). Diese stellte sich in der negativen Gruppe
als miBige (r=0,5981), in der positiven Gruppe (r=0,9340) hingegen als sehr gute Ubereinstimmung
nach Spearman dar. In der Zusammenschau aller Probanden zeigte sich demnach eine insgesamt gute
Korrelation nach Spearman (p<0,001, r=0,7443). Die Ubereinstimmung der Testergebnisse mit einem
Cohens-Kappa-Wert von 0,91 (Tabelle 11) verdeutlichte die starke Korrelation der beiden Rohrchen.
Von den acht als unterschiedlich getesteten Patienten lieBen sich nur zwei eindeutig abgrenzen. Die

restlichen sechs Patienten befanden sich im Grenzbereich des DLs (Abbildung 9 D).

Tabelle 11. Vierfeldertafel der TB-1- und TB-2-Ergebnisse

TB-1 positiv TB-1 negativ
TB-2 positiv 45 5
TB-2 negativ 3 390

Kappa fiir positive Ergebnisse: 0,849, Kappa fiir negative Ergebnisse: 0,979, Gesamt-Kappa: 0,91
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4.3.2 Einteilung nach QuantiFERON-TB Gold Plus Ergebnissen

Zur genaueren Evaluation der Aussagekraft des Tests wurden die Probandengruppen anhand ihres
QuantiFERON-TB Gold Plus Testergebnisses in drei verschiedene Kollektive eingeteilt. Die Personen,
die durch direkte Nachweisverfahren wie beispielsweise der Anzucht von Bakterien auf Kulturmedien
sicher als aTB evaluiert worden sind, bildeten dabei die Gruppe der aktiven Tuberkulosen. Die anderen
Probandenkollektive wurden anhand ihres QuantiFERON-TB Gold Plus Testergebnisses in negativ oder
latent eingeteilt. Dabei wurden jene Patienten als latent eingestuft, die anhand ihrer normierten Werte
entweder im TB-1- und/oder im TB-2-Rohrchen eine IFN-y-Antwort iiber dem bereits zuvor

beschriebenen DL erreichten und deren normierte IFN-y-Antwort > 25 % der Negativkontrolle betrug.
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Abbildung 10. Evaluation des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests. Die Gruppen wurden anhand des Ergebnisses des
QuantiFERON-TB Gold Plus Tests in negativ (n=389) oder latent (n=43) eingeteilt. Die Gruppe der aktiven Tuberkulosen
(n=11) wurde durch direkte Nachweisverfahren kategorisiert. P-Werte wurden anhand des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests

berechnet. Die gestrichelte Linie stellt das DL bei 0,35 IU/ml dar. Balken représentieren den Median und den IQR.
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Durch diese Einteilung lieBen sich nun, unabhédngig vom Immunstatus der Probanden, Unterschiede
zwischen den Reaktivititen in beiden Rohrchen herausstellen. Die IFN-y-Antworten der negativen
Probanden unterschied sich signifikant (p=0,0002), obwohl die mediane Reaktivitit in beiden R6hrchen
0,0 IU/ml betrug. Ebenso fand sich ein signifikanter Unterschied bei den latenten Patienten (p=0,043),
mit einer medianen IFN-y-Antwort von 2,25 IU/ml im TB-1-R6hrchen und 2,29 IU/ml im TB-2-
Rohrchen. Da die Anzahl der aTB sich nicht verdnderte, lieB sich dort weiterhin kein signifikanter
Unterschied feststellen (p=0,1934). Beim Vergleich der IFN-y-Antworten auf die Stimulation des TB-
1-Rohrchens der latenten und der aktiven Probanden ergab sich ebenso wie beim Vergleich der IFN-y-
Antworten auf das TB-2-Rohrchen zwischen diesen beiden Kollektiven kein signifikanter Unterschied
(jeweils p=0,15). Auffallend erschienen die drei latenten Personen, die mit ihrer IFN-y-Antwort auf TB-
1 deutlich unterhalb des DLs reagierten. Da es keinen Goldstandard fiir die Detektion einer LTBI gibt,
bleibt die Frage offen, ob diese Probanden durch das zusétzliche TB-2-Roéhrchen als richtig-positiv oder
falsch-positiv eingestuft wurden. Um in dieser Hinsicht einen weiteren Hinweis fiir eine mdgliche echte
Infektion zu gewinnen, wurden alle Patientenproben mit Ausnahme der aTB zusitzlich in einem
weiteren Stimulationsansatz mit dem Antigen PPD inkubiert. PPD gilt als nicht spezifisches Antigen in
der Infektionsdiagnostik mit M. tuberculosis, da es ein Peptidgemisch aus vielen mykobakteriellen
Antigenen darstellt, weswegen geimpfte Probanden und Menschen mit Kontakt zu anderen
Mykobakterien-Stimmen wie beispielsweise M. bovis, M. kansasii oder M. marinum, positiv auf dieses
Antigen reagieren konnen. Von den 389 QuantiFERON negativen Menschen zeigten 249 (64 %) eine
starke Reaktion auf PPD (Tabelle 12 und Abbildung 11). 140 QuantiFERON negative Patienten (36 %)
reagierten ebenso auf PPD negativ. In der Gruppe der QuantiFERON positiven Probanden reagierten
fast alle (93 %) deutlich positiv auf PPD. Auftillig erschienen allein die drei Studienteilnehmer, die im
PPD-Stimulationsansatz als negativ eingestuft wurden, wenn das DL dem des QuantiFERON-TB Gold
Plus Tests gleichgesetzt wurde. Alle drei galten ausschlieBlich aufgrund eines Rohrchens als positive
Probanden, wobei eine Person nur anhand der Reaktivitit im TB-1-Rohrchen und zwei Menschen durch

die Reaktivitiat im TB-2-Rohrchen als Personen mit LTBI eingestuft wurden.
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Abbildung 11. Vergleichende Darstellung der IFN- y -Expression der Probanden mit Ausnahme der aTB auf die Stimuli
TB-1, TB-2 und PPD. Die Personen, die im QuantiFERON-TB Gold Plus Test als negativ eingestuft wurden (n=389), sind
links dargestellt, die als positiv Eingestuften (n=43) rechts. Die roten Symbole reprisentieren die Patienten, bei denen sich eine
Divergenz zwischen dem QuantiFERON Test und dem PPD-Ergebnis ergab. Die gestrichelte Linie bei 0,35 IU/ml stellt das
DL dar.

Tabelle 12. QuantiFERON vs. PPD

PPD negativ PPD positiv
QuantiFERON negativ 140 249
QuantiFERON positiv 3 40
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4.4 Logistische Regression

Um potenzielle Einflussfaktoren der Probanden fiir ein positives PPD bzw. ein positives QuantiFERON-
TB Gold Plus Testergebnis zu evaluieren, wurden logistische Regressionsanalysen durchgefiihrt
(Tabelle 13, 14). Dabei wurde die Kontrollgruppe jeweils als Standardgruppe gewéhlt. Die untersuchten
Merkmale waren einerseits die unterschiedlichen Probandengruppen, andererseits das Geschlecht, der
Impf- sowie Immigranten-Status, eine Diabetes mellitus Erkrankung, die Ethnie sowie der
Raucherstatus. Patientengruppen erzielten dabei mit signifikant hoherer Wahrscheinlichkeit ein
negatives PPD-Testresultat im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die weiteren untersuchten
Einflussfaktoren beeinflussten ein positives PPD-Testergebnis nicht signifikant. Im Vergleich dazu
unterschieden sich die Gruppen hinsichtlich der Wahrscheinlichkeit, ein positives QuantiFERON-TB
Gold Plus Testresultat zu erzielen, nur in Bezug auf das Geschlecht. Ménner hatten im Gegensatz zu

Frauen eine 2,4-fach hohere und somit signifikant hohere Wahrscheinlichkeit positiv getestet zu werden.

57



Tabelle 13. Logistische Regression fiir PPD-Ergebnisse

Total n Odds 95 % Standard p-Wert
Ratio Konfidenz- Fehler
Intervall

Patienten- Kontrollen 33 1
gruppen

CRF 79 027 0.11: 0.66 0,12 0,004

RA 91 0,24 0,1; 0,53 0,98 0,001

SOTR 7 0,22 0,1: 0,52 0,97 0,001

SCTR 79 0.1 0,04: 0.21 0,04 0,001
Geschlecht weiblich 202 1

ménnlich 202 1,06 0.67: 1,69 025 0.802
BCG- nein 149 1
Impfung

unbekannt 198 0,91 0.56: 1.48 0,23 0,703

ja 57 1,46 0,70; 3,04 0,55 0313
Immigrant | nein 359 1

ja 45 1,35 0,63; 2,88 0,52 0,436
Diabetes nein 334 1

ja 70 1,55 0,82; 2,92 0,50 0,173
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0,
] Odds % Standard Wert
otal n a -Wer
Ratio R Fehler P
Intervall
Ethnie afroameri- 3 1
kanisch
asiatisch 2 1,03 0.24: 44.26 1,98 0,988
kau- 397 1,49 0,11: 20,17 1,98 0,765
kasisch
spanisch 1 1
unbekannt 1 1
Raucher nein 206 1 1
Ja 198 1,43 0,90; 2,28 0,34 0,079
Gesamt 404

ELISA unschliissige Ergebnisse inkludiert, unbekannter Diabetes-, Immigranten- und Raucherstatus

exkludiert, Pseudo R2=0,0870, log likelihood= -233,06437
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Tabelle 14. Logistische Regression fiir ELISA-Ergebnisse (QuantiFERON-TB Gold Plus)

Total n Odds 95 % Standard p-Wert
Ratio Konfidenz- Fehler
Intervall

Patienten- Kontrollen 83 1
gruppen

CRF 78 1,08 0,40: 2.97 0.56 0.875

RA 89 031 0.88: 1.1 0.2 0,067

SOTR 71 0,67 0,22: 1,97 037 0471

SCTR 78 0,29 0,08; 1 0.18 0,050
Geschlecht weiblich 198 |

minnlich 201 2.4 1,13: 5,09 0,92 0,022
BCG- nein 147 |
Impfung

unbekannt 196 1,94 0.91: 4.1 0,75 0,087

ja 56 0,19 0,23; 1,61 0,21 0,128
Immigrant | nein

355 1

ja 44 1,86 0,63: 5.45 1,02 0,258
Diabetes nein 330 1

ja 69 1,01 0,41; 2,47 0,46 0,906
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Total n Odds 95 % Standard p-Wert
Ratio Konfidenz- Fehler
Intervall

Ethnie afroameri- 3 1

kanisch

asiatisch 2 2,08 0,43; 100,96 4,12 0,711

kau- 392 0,26 0,02; 4,2 0,37 0,341

kasisch

spanisch 1 |

unbekannt 1 |
Raucher nein 204 |

12 195 1,056123 | 0,52;2,16 0,39 0,881
Gesamt 399
ELISA unschliissige Ergebnisse, unbekannter Diabetes-, Immigranten- und Raucherstatus exkludiert,
Pseudo R2=0,1152, log likelihood= -116,89569

4.5 Differenz des TB-2- und TB-1-Rohrchens

Bei den meisten Patienten mit LTBI lag die Differenz des TB-2- und TB-1-R&éhrchens zwischen 0 IU/ml

und 0,6 IU/ml. In der Gruppe der aTB bewegte sich die Mehrheit der Ergebnisse in der Nahe dieses

Grenzwertes. Im Kollektiv der Patienten mit LTBI wiesen zehn von insgesamt 43 positiven Probanden

(23,3 %) eine IFN-y-Antwort mit einer Differenz > 0,6 IU/ml auf, in der Gruppe der aTB hingegen vier

von elf Patienten (36,4 %). Im Gegensatz dazu ergab sich bei 15 Personen mit LTBI und vier aTB eine

negative Differenz zwischen dem TB-2- und TB-1-Roéhrchen.
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Abbildung 12. Differenz des TB-2- und TB-1-Réhrchens in den Personengruppen mit latenter (n=43) und aktiver (n=11)
Tuberkuloseinfektion. Es wird postuliert, dass ein Unterschied von > 0,6 IU/ml eine klinisch relevante Differenz darstellt
[116, 117], weshalb dieser Wert als gestrichelte Linie hervorgehoben wird. Der p-Wert wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test

berechnet. Balken reprisentieren den Median und den IQR.

4.6 Sensitivitit, Spezifitit und positiv pradiktiver Wert

In dieser Arbeit ergab sich anhand der Kontrollkollektive sowie der aTB eine Spezifitit des
QuantiFERON-TB Gold Plus Tests von 94,5 % und eine Gesamtsensitivitit von 90,9 %. Bei der
Unterteilung des Tests in die einzelnen Rohrchen ergab sich fiir die Spezifitdt kein Unterschied. Es
zeigte sich eine Sensitivitidt von 81,8 % fiir das TB-1-Rohrchen und eine von 72,7 % fiir das TB-2-
Rohrchen. Ein Patient mit Kultur-positiver aktiver Tuberkulose wurde weder durch das TB-1- noch
durch das TB-2-Réhrchen erkannt. Zusétzlich zu diesem Patienten stufte das TB-1-Rohrchen einen
Probanden als falsch-negativ ein und das TB-2-Roéhrchen noch zwei weitere. Der in dieser Arbeit
ermittelte positiv priadiktive Wert des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests fiir eine aktive
Tuberkuloseerkrankung betrug 28,6 %. Bei der alleinigen Betrachtung der Menschen mit einer LTBI,

die im Verlauf an einer aktiven Tuberkulose erkrankten, ergab sich anhand des zweijahrigen Follow-up
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ein positiv priadiktiver Wert von 0 %, da niemand aus dieser Gruppe eine aktive Tuberkulose

entwickelte.

4.7 Charakterisierung der reaktiven T-Zellen mittels Durchflusszytometrie

Eine durchflusszytometrische Untersuchung wurde zur genauen Evaluation der reagierenden Zellen bei
50 Probanden, die in Kapitel 3.1 genauer beschrieben werden, durchgefiihrt. Hierbei wurde neben PPD
und den Peptidgemischen des TB-1- und TB-2-R6hrchens zudem mit ESAT-6 und CFP-10 Proteinen

sowie mit SEB/SEE als Positivkontrolle stimuliert.
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Abbildung 13. Prozentuale Anteile der reaktiven CD4-T-Zellen in der durchflusszytometrischen Messung. Es wurden
nur Patienten mit positivem QuantiFERON-TB Gold Plus Test eingeschlossen (n=44). Gezeigt werden die prozentualen Anteile
der reaktiven CD4-T-Zellen, basierend auf der Co-Expression des Aktivierungsmarkers CD69 mit den Zytokinen IFN-y (A,
D), TNF-a (B, E) und IL-2 (C, F), die auf die Stimuli NIL, TB-1, TB-2, PPD, ESAT-6, CFP-10 und SEB/SEE reagieren. Panel
A, B und C zeigen die gemessenen Ergebnisse, Panel D, E und F die normierten Werte nach Abzug der Negativkontrolle (NIL).
Die gestrichelte Linie stellt das DL bei 0,05 % dar. Zur statistischen Auswertung wurde der Kruskal-Wallis-Test sowie der

Dunn’s Multiple Comparison Test verwendet. Balken repréisentieren den Median und den IQR.

Die Daten aus den durchflusszytometrischen Messungen zeigten den prozentualen Anteil der
reagierenden CD4-T-Zellen, die alle auch CD69 positiv waren und zudem entweder IFN-y, TNF-a oder
IL-2 exprimierten. Der Oberflachenrezeptor CD69 diente dabei als frither Aktivierungsmarker. Von den
gemessenen Werten (Abbildung 13 A, B, C) musste der Wert der Negativkontrolle subtrahiert werden,
um die reinen Reaktivitdten auf die Stimuli zu erhalten (Abbildung 13 D, E, F). In jedem Panel war die

Reaktivitdt in den Positivkontrollen SEB/SEE signifikant am stdrksten (p<0,0001), wobei ein
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Dialysepatient auf SEB/SEE unterhalb des DLs reagierte. Die Stimuli TB-1, TB-2, ESAT-6 und CFP-
10 zeigten eine signifikant geringere Reaktivitit der T-Zellen im Hinblick auf alle drei Zytokine im
Vergleich zu PPD. Beim Vergleich der Stimulationen mit TB-1 und TB-2 waren keine signifikanten
Unterschiede erkennbar (p>0,99), unabhéngig davon, welches Zytokin betrachtet wurde. Im Median
reagierten 0,033 % IFN-y-produzierende-CD69-positive-CD4-T-Zellen auf das Antigen ESAT-6 und
0,049 % auf das Antigen CFP-10. Die Reaktivitit auf CFP-10 war im Median hoher als auf ESAT-6,
der Unterschied verhielt sich jedoch bei jedem betrachteten Zytokin ohne statistische Signifikanz
(p>0,99). Ebenso war der prozentuale Anteil an reaktiven T-Zellen nach Stimulationen mit ESAT-6 und
CFP-10 im Median geringer als nach Stimulation mit der Kombination der beiden Antigene in den TB-

1- und TB-2-R6hrchen. Dennoch zeigte sich dieses Ergebnis ebenfalls ohne statistische Signifikanz.

Im Vergleich sind im Folgenden die prozentualen Anteile der reaktiven CD8-CD69-positiven-T-Zellen

mit den drei Zytokinen dargestellt (Abbildung 14).
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Abbildung 14. Prozentuale Anteile der reaktiven CD8-T-Zellen in der durchflusszytometrischen Messung. Es wurden
nur Patienten mit positivem QuantiFERON-TB Gold Plus Test eingeschlossen (n=44). Gezeigt werden die prozentualen Anteile
der reaktiven CD8-T-Zellen, basierend auf der Co-Expression des Aktivierungsmarkers CD69 mit den Zytokinen IFN-y (A,
D), TNF-a (B, E) und IL-2 (C, F), die auf die Stimuli NIL, TB-1, TB-2, PPD, ESAT-6, CFP-10 und SEB/SEE reagieren. Panel
A, B und C zeigen die gemessenen Ergebnisse, Panel D, E und F die normierten Werte nach Abzug der Negativkontrolle. Die
gestrichelte Linie stellt das DL bei 0,05 % dar. Zur statistischen Auswertung wurde der Kruskal-Wallis-Test sowie der Dunn’s

Multiple Comparison Test verwendet. Balken représentieren den Median und den IQR.

Insgesamt stellte sich der prozentuale Anteil der CD8-T-Zellantwort schwécher dar als der prozentuale

Anteil der CD4-T-Zellen. Die Reaktivitit in der Positivkontrolle SEB/SEE war wie schon bei den CD4-
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T-Zellen in allen Panels und im Vergleich zu allen Antigenen signifikant am stérksten (p<0,0001). Es
lieBen sich keine weiteren signifikanten Unterschiede feststellen. Derselbe Dialysepatient, der mit seiner
CD4-T-Zellreaktivitat auf die Positivkontrolle unterhalb des DLs reagierte, zeigte hier ebenfalls keine

ausreichende Reaktivitét.

Im QuantiFERON-TB Gold Plus Test lieB sich im Vergleich zur Durchflusszytometrie zwar die IFN-y
Produktion, nicht aber die reagierenden Zellen genauer quantifizieren. Zur besseren Vergleichbarkeit
der Verfahren wurde daher im Folgenden die Summe der reaktiven IFN-y-produzierenden CD4- und
CD8-T-Zellen gebildet und durch die Summe der Gesamt-CD4- und CD8-T-Zellen dividiert. Ein
Vergleich der Stimuli TB-1, TB-2, ESAT-6 und CFP-10 sowie der Summe aus ESAT-6 und CFP-10 ist
in Abbildung 15 dargestellt.
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Abbildung 15. Vergleich der reaktiven CD4- und CD8-T-Zellantworten auf die verschiedenen Stimuli. Die dargestellten
Werte der y-Achse wurden berechnet, indem man die Summe der reaktiven CD4- und CDS8-T-Zellen durch die Summe der
Gesamt-CD4-CDS8-T-Zellen dividierte (n=50 bei TB-1 und TB-2 und n=48 bei ESAT-6 und CFP-10). Dies diente der
Vergleichbarkeit mit dem QuantiFERON-TB Gold Plus Test, da dort bei der IFN-y-Produktion nicht zwischen CD4- und CD§-

T-Zellen unterschieden werden kann. Die gestrichelte Linie stellt das DL bei 0,05 % dar. Zur statistischen Auswertung wurde
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der Kruskal-Wallis-Test sowie der Dunn’s Multiple Comparison Test verwendet. Die nicht aufgefiihrten p-Werte sind alle

>0,99 und wurden zur besseren Ubersicht nicht dargestellt. Balken reprisentieren den Median und den IQR.

Ebenso wie beim getrennten Vergleich der CD4- und CD8-T-Zellen ergab sich auch bei deren Summe
kein statistisch signifikanter Unterschied in Bezug auf die einzelnen Stimuli. Der einzig signifikante
Unterschied zeigte sich erwartungsgemil auf die Summe der Stimuli ESAT-6 und CFP-10 im Vergleich
zum alleinigen Stimulus mit ESAT-6 (p=0,02). Die T-Zellen im TB-1-Rohrchen reagierten ohne
signifikante Unterschiede zu den T-Zellen des TB-2-Rohrchens (p>0,99). Des Weiteren zeigte sich eine
statistische Vergleichbarkeit der Reaktionen auf die Antigene im TB-1- und TB-2-R6hrchen mit der
Summe aus ESAT-6 und CFP-10 (p>0,99).

4.7.1 Korrelation Durchflusszytometrie und QuantiFERON-TB Gold Plus Test

Um die Frage beantworten zu konnen, ob die prozentualen Anteile der mittels Durchflusszytometrie
gemessenen T-Zellen mit der Hohe der IFN-y Sekretion im QuantiFERON-TB Gold Plus Test
miteinander korrelieren und bei welchen Stimuli die Korrelation am stirksten ist, wurde eine

Korrelationsanalyse durchgefiihrt.
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Abbildung 16. Korrelationen zwischen den verschiedenen Stimuli der FACS-Analyse und dem QuantiFERON-TB Gold
Plus Test. Die Werte der x-Achse wurden berechnet, indem man die Summe der reaktiven CD4- und CD8-T-Zellen durch die
Summe der Gesamt-CD4-CD8-T-Zellen dividierte (n=50 bei TB-1 und TB-2 und n=48 bei ESAT-6 und CFP-10). Dies diente
der Vergleichbarkeit mit dem QuantiFERON-TB Gold Plus Test, da dort die IFN-y-Produktion sowohl durch CD4- als auch
CD8-T-Zellen erfolgt. Die p- und r-Werte wurden mit dem Spearman-Korrelationstest berechnet. Auf der y-Achse sind die
Werte des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests dargestellt. Die rote Markierung zeigt Proben von aTB. Die gestrichelten Linien
markieren die DLs des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests bei 0,35 IU/ml und der Durchflusszytometrie bei 0,05 %.

67



Die kombinierten Anteile reaktiver (CD69- und IFN-y-positiver) CD4- und CD8-T-Zellen aus den
durchflusszytometrischen Analysen wurden mit den [FN-y-Werten des QuantiFERON-TB Gold Plus
Tests jeweils fiir die verschiedenen Stimuli verglichen. Neben der signifikanten Korrelation (p<0,0001,
r=0,6285) von TB-1 in der FACS-Analyse und dem QuantiFERON-TB Gold Plus Test (Abbildung 16
A) zeigte sich auch eine signifikante Korrelation beim Vergleich von TB-2 zwischen beiden
Testverfahren (p<0,0001, r=0,6532, Abbildung 16 B). Da sich die im QuantiFERON-TB Gold Plus Test
verwendeten Antigene in den Rohrchen TB-1 und TB-2 aus unterschiedlichen Kombinationen von
Peptiden der Antigene ESAT-6 und CFP-10 zusammensetzen, wurden die Ergebnisse der
QuantiFERON-R6hrchen auferdem mit den durchflusszytometrisch detektierten Antworten auf die
einzelnen Antigene ESAT-6 bzw. CFP-10 und deren Summe korreliert. Die stirkste Korrelation
(p<0,0001, r=0,5640, Abbildung 16 H) zeigte sich dabei zwischen der Summe aus ESAT-6 und CFP-
10 (FACS) und TB-2 (QFT-Plus), dem Antigengemisch, das zusétzlich kleinere MHC-Klasse |
bindende CFP-10 Peptidfragmente enthilt. Die schwichste, aber dennoch eine signifikante Korrelation
(p<0,0052, r=0,3969, Abbildung 16 D), stellte sich hingegen fiir das in der FACS-Analyse verwendete
ESAT-6 Antigen und das TB-2-Réhrchen (QFT-Plus) ein.

Neben der direkten Korrelationsanalyse der quantitativen Werte lassen sich auch die qualitativen
Testergebnisse miteinander vergleichen. Einerseits wurden die qualitativen QuantiFERON-TB Gold
Plus Ergebnisse inklusive der aTB im Vergleich zu den Ergebnissen der durchflusszytometrisch
evaluierten Antworten im TB-1- und TB-2-Rohrchen sowie in beiden zusammen betrachtet.
Andererseits wurden die qualitativen QuantiFERON-TB Gold Plus Ergebnisse mit der
durchflusszytometrisch gemessenen Summe aus reaktiven T-Zellen gegen ESAT-6 und CFP-10
verglichen. Als Nachweisgrenze fiir eine positive Reaktion dienten 0,35 IU/ml fiir den QuantiFERON-
TB Gold Plus Test und 0,05 % fiir die Durchflusszytometrie. Die Auswertung erfolgte jeweils mit dem
Chi-Quadrat-Test.
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Tabelle 15. Vierfeldertafel der QuantiFERON-TB Gold Plus Ergebnisse im Vergleich zu den durchflusszytometrischen

TB-1- und TB-2-Ergebnissen

TB-1 und/oder TB-2 positiv TB-1 und TB-2 negativ
QuantiFERON
25 18
positiv
QuantiFERON . 6
negativ
p=0,0313

Tabelle 16. Vierfeldertafel der QuantiFERON-TB Gold Plus Ergebnisse im Vergleich zu den durchflusszytometrischen
Ergebnissen der Summe aus ESAT-6 und CFP-10

ESAT-6 + CFP-10 positiv ESAT-6 + CFP-10 negativ
QuantiFERON
27 14
positiv
QuantiFERON . 6
negativ
p=0,0105

Tabelle 17. Vierfeldertafel der durchflusszytometrischen TB-1-Ergebnisse im Vergleich zur Summe aus ESAT-6 und

CFP-10

ESAT-6 + CFP-10 positiv

ESAT-6 + CFP-10 negativ

TB-1 positiv

24

TB-1 negativ

20

p<0,0001
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Tabelle 18. Vierfeldertafel der durchflusszytometrischen TB-2-Ergebnisse im Vergleich zur Summe aus ESAT-6 und

CFP-10

ESAT-6 + CFP-10 positiv

ESAT-6 + CFP-10 negativ

TB-2 positiv

23

TB-2 negativ

20

p<0,0001

Tabelle 19. Vierfeldertafel der durchflusszytometrischen TB-1- und TB-2-Ergebnisse im Vergleich zur Summe aus

ESAT-6 und CFP-10

ESAT-6 + CFP-10 positiv

ESAT-6 + CFP-10 negativ

TB-1 und/oder

24 0
TB-2 positiv
TB-1 und TB-2
3 21
negativ
p<0,0001

Insgesamt zeigt sich jeweils eine signifikante Ubereinstimmung der Testergebnisse, wodurch die

Vergleichbarkeit der unterschiedlichen diagnostischen Moglichkeiten zusétzlich bestatigt wird.
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4.7.2 Stimulationsspezifische durchflusszytometrische Auswertung innerhalb
der Probandengruppen
Im Folgenden werden die durch die Durchflusszytometrie ermittelten prozentualen Anteile reaktiver T-

Zellen der einzelnen Probandengruppen miteinander verglichen. Dabei wurden die Patienten mit einem

positiven QuantiFERON-TB Gold Plus Test und die aTB in die Analyse eingeschlossen (Abbildung 17).
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Abbildung 17. Vergleich der prozentualen Anteile der reaktiven CD4-IFN-y-T-Zellen auf verschiedene Stimuli bei
Patienten mit positivem QuantiFERON-TB Gold Plus Test. Es wurden QuantiFERON-TB Gold Plus Test positive
Patienten und alle aTB fiir die Auswertung herangezogen. Panel A bis F zeigen die prozentualen Anteile der reaktiven CD4-
T-Zellen auf die unterschiedlichen Stimuli TB-1, TB-2, PPD, ESAT-6, CFP-10 und SEB/SEE in den einzelnen
Patientengruppen (n=44 bei TB-1, TB-2, PPD und SEB/SEE, n=42 bei ESAT-6 und CFP-10). P-Werte wurden durch den

Kruskal-Wallis-Test errechnet. Die gestrichelte Linie stellt das DL von 0,05 % dar. Balken représentieren den Median und
den IQR.

der verschiedenen

Probandengruppen zeigten auf keinen der verwendeten Stimuli einen signifikanten Unterschied

Die prozentualen Anteile reaktiven CD69-CD4-positiven-T-Zellen der
(Abbildung 17). Die Frequenzen der reaktiven CD4-T-Zellen auf TB-1 und TB-2 lagen im Vergleich zu
den einzelnen Antigenen ESAT-6 und CFP-10 erwartungsgeméal hoher, wohingegen die Frequenzen
erwartungsgemal auf PPD und SEB/SEE die hochsten Werte in den einzelnen Kollektiven aufwiesen.
Als einzige Gruppe mit reaktiven CD4-T-Zellen unterhalb des DLs auf die Stimuli TB-1 (Median:
0,02 %) und TB-2 (Median: 0,036 %) zeigten sich die SCTR. Bei den Antigenen PPD, ESAT-6 und
CFP-10 war die Reaktion dieser Patientengruppe im Median am geringsten, wohingegen diese bei

SEB/SEE mit einem Median von 14,53 % am stirksten reagierte.
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Die durchflusszytometrischen Ergebnisse stimmten fiir das TB-1-Rohrchen mit den qualitativen
Gesamtergebnissen des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests bei sechs Kontrollen, acht CRF, sieben
SOTR und zehn aTB iiberein (Tabelle 15 und Abbildung 17). Die Anzahl an positiven und negativen
Testergebnissen der Probanden auf den Stimulus TB-1 und TB-2 stimmte in allen Gruppen aufer der
Gruppe der aTB {iiberein. Zwei aTB reagierten nach Stimulation mit TB-1 Peptiden in der FACS-
Analyse unterhalb des DLs, wohingegen dies fiir vier Probanden nach Stimulation mit TB-2 zutraf. Der
aktive Tuberkulosepatient, der anhand des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests als negativ eingestuft
wurde, zeigte im Gegensatz dazu ein positives FACS-Ergebnis. Bei der alleinigen Betrachtung der
Stimulation mit ESAT-6 und CFP-10 in der FACS-Auswertung lieBen sich weniger Menschen mit LTBI
nachweisen. Durch beide Antigene wurden jeweils vier Kontrollpersonen als Probanden mit LTBI
deklariert. ESAT-6 hingegen erfasste weiterhin fiinf CRF, drei SOTR und sieben aTB als positiv
getestete Personen, wohingegen CFP-10 zusétzlich zwei Patienten mehr als Probanden mit LTBI
einstufte. Von den Menschen mit Frequenzen oberhalb des DLs waren sechs CRF, sechs SOTR und
fiinf aTB. Im Folgenden werden die gleichen Auswertungen fiir die CD69-CD8-positiven-T-Zellen
gezeigt (Abbildung 18).
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Abbildung 18. Vergleich der prozentualen Anteile der reaktiven CD8-IFN-y-T-Zellen auf verschiedene Stimuli bei
Patienten mit positivem QuantiFERON-TB Gold Plus Test. Es wurden nur QuantiFERON-TB Gold Plus Test positive
Patienten und alle aTB fiir die Auswertung herangezogen. Panel A bis F demonstrieren die prozentualen Anteile der reaktiven
CD8-T-Zellantworten auf die unterschiedlichen Stimuli TB-1, TB-2, PPD, ESAT-6, CFP-10 und SEB/SEE in den
verschiedenen Patientengruppen (n=44 bei TB-1, TB-2, PPD und SEB/SEE, n=42 bei ESAT-6 und CFP-10). P-Werte wurden
durch den Kruskal-Wallis-Test errechnet. Die gestrichelte Linie stellt das DL von 0,05 % dar. Balken représentieren den
Median und den IQR.

Insgesamt waren die prozentualen Anteile der reaktiven CDS8-T-Zellantworten im Median geringer im
Vergleich zu den prozentualen Anteilen der reaktiven CD4-T-Zellantworten (Abbildung 17), mit
Ausnahme des Stimulus SEB/SEE, auf den sie dhnlich stark reagierten. In den Panels gab es keine
signifikanten Unterschiede innerhalb der reaktiven CD8-T-Zellantworten zwischen den einzelnen
Gruppen, mit Ausnahme des statistisch signifikanten Unterschieds der Kontrollgruppen und den aTB
auf das Antigen ESAT-6 (p=0,0166). Im Kollektiv der SOTR, das lediglich aus zwei Probanden bestand,
stellte sich ein sehr niedriges Reaktivitdtsmuster auf die Stimulation mit PPD, ESAT-6 und CFP-10 dar.
Wiirde man als alleinige diagnostische Basis die CD8-T-Zellantwort mit einem DL bei 0,05 % nutzen,
so wiirden weniger Personen ein positives Testergebnis im Vergleich zur CD4-T-Zellantwort erzielen.
Durch die Antigene des TB-1-Rohrchens wiirden anhand der FACS-Analyse nur ein Dialysepatient, ein
Organtransplantierter und fiinf aTB als positiv gewertet werden. Auf die TB-2-Antigene reagierten die
CDS8-T-Zellen von ausschlieBlich einer Kontrollperson und von vier aTB oberhalb des DLs. Im
Gegensatz dazu wurden durch den Stimulus ESAT-6 und die darauf reagierenden CD8-T-Zellen sogar

sechs aTB als solche erkannt, wohingegen dies auf das Antigen CFP-10 lediglich bei zwei Personen
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zutraf. Beide Stimuli dienten mit ihren CDS8-T-Zellreaktivititen der Erkennung einer LTBI von jeweils
einer Kontrollperson und einem Organtransplantierten. Vergleicht man diese Ergebnisse mit denen der
im vorherigen Abschnitt beschriebenen CD4-T-Zellen, dann stellt sich heraus, dass sowohl auf den
Stimulus TB-1 als auch auf TB-2 mehr Menschen anhand ihrer CD4-T-Zellantwort als positiv erkannt
wurden im Gegensatz zu ihrer CD8-T-Zellantwort. Des Weiteren zeigte sich eine stirkere Frequenz der
reaktiven CD4-T-Zellen auf ESAT-6 und CFP-10 bei allen Patienten im Vergleich zur Frequenz der
reaktiven CD8-T-Zellen. Bei der ndheren Betrachtung der CD8-positiven-T-Zellen wurde deutlich, dass
diese in der Gruppe der aTB ofter auf TB-1 reagierten als auf TB-2 und haufiger auf ESAT-6 als auf
CFP-10 obwohl im TB-2-Rohrchen des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests vermehrt, kurze CFP-10
Peptide zur Stimulation von CD8-T-Zellen hinzugefiigt wurden. Um weitere Unterschiede herausstellen
zu konnen, wurden die Patienten im Folgenden anhand ihres QuantiFERON-TB Gold Plus Tests in die
Kollektive negativ oder latent infiziert und anhand der direkten Nachweisverfahren in die Gruppe der

aTB eingeteilt.
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4.7.3 Stimulationsspezifische durchflusszytometrische Auswertung anhand des

QuantiFERON-TB Gold Plus Testergebnisses
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Abbildung 19. Vergleich der durchflusszytometrisch gemessenen IFN-y-Antworten der prozentualen Anteile der
reaktiven CD4- und CD8-T-Zellen auf die Stimuli TB-1 und TB-2 mit Einteilung der Patienten in die Gruppen der
QuantiFERON-TB Gold Plus Test negativen und latenten Probanden sowie aTB. Die Einteilung der Patientengruppen
(n=50) erfolgte aufgrund des Ergebnisses des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests in negative und latent infizierte Probanden.
aTB wurden durch direkte Erregernachweisverfahren dieser Gruppe zugeteilt. P-Werte wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test

berechnet. Die gestrichelte Linie stellt das DL von 0,05 % dar. Balken représentieren den Median und den IQR.

Die Reaktivitdtsmuster der CD69-CD4- und CD69-CD8-positiven-T-Zellen auf die Stimuli TB-1 und
TB-2 wurden anhand des QuantiFERON-TB Gold Plus Testergebnisses bei negativen und latenten
Probanden und anhand des direkten Erregernachweises bei aTB untersucht (Abbildung 19). Die
reaktiven CD69-CD4-positiven-T-Zellen zeigten jeweils signifikante Unterschiede in den Frequenzen
zwischen den negativen Patienten zu den anderen beiden Probandengruppen (Abbildung 19 A, B).
Zwischen den latenten Studienteilnehmern und den aTB gab es beziiglich der Frequenzen allerdings

keine signifikanten Unterschiede. Im Vergleich dazu reagierten die reaktiven CD8-T-Zellen auf die
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Stimuli TB-1 und TB-2 nicht signifikant unterschiedlich in den einzelnen Gruppen. Der Median der aTB
lag beim Stimulus TB-1 mit 0,005 % (Abbildung 19 C) zwar leicht hoher als der Median des Stimulus
TB-2 mit 0,0 % (Abbildung 19 D), aber dennoch deutlich unterhalb der fiir CD4-T-Zellen etablierten
Nachweisgrenze von 0,05 %. Im Kollektiv der aTB zeigten sich bei fiinf (Abbilddung 19 C) bzw. vier
Patienten (Abbildung 19 D) die prozentualen Anteile der reaktiven CDS8-T-Zell-Antworten deutlich
oberhalb des DLs. Die Reaktivitdtsmuster der CD69-CD4- und CD69-CD8-positiven-T-Zellen auf die
Antigene ESAT-6 und CFP-10 wird im Folgenden analysiert (Abbildung 20).
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Abbildung 20. Vergleich der IFN-y-Antworten der prozentualen Anteile der reaktiven CD4- und CD8-T-Zellen auf die
Stimuli ESAT-6 und CFP-10 mit der Einteilung der Patienten in die Gruppen der QuantiFERON-TB Gold Plus Test
negativen und latenten Probanden sowie aTB. Die Einteilung der Patientengruppen erfolgte aufgrund des Ergebnisses des
QuantiFERON-TB Gold Plus Tests in negative und latente Probanden. Die Probanden, die als aTB eingestuft wurden, wurden
mithilfe von direkten Nachweisverfahren dieser Gruppe zugeteilt (n=48). P-Werte wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test
berechnet. Die gestrichelte Linie stellt das DL von 0,05 % dar. Balken reprisentieren den Median und den IQR.
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Auf den Stimulus ESAT-6 war der prozentuale Anteil der CD4-T-Zellen der negativen Probanden
signifikant geringer (p=0,0057) als der der aTB. Zwischen den latenten Studienteilnehmern und den
aTB stellte sich kein signifikanter Unterschied dar, ebenso gab es keine signifikanten Unterschiede
zwischen den negativen und latenten Probanden in Bezug auf die CD4-T-Zell-Antwort. Es fiel auf, dass
der Median der aTB mit einem Wert von 0,076 % oberhalb des DLs lag (Abbildung 20 A). Die Frequenz
der aTB iiberstieg auch bei den CDS8-T-Zellen auf die Stimulation mit ESAT-6 das DL (Abbildung 20
C). In Bezug auf das Antigen ESAT-6 lieBen sich bei der Betrachtung der CD8-T-Zellen signifikante
Unterschiede einerseits zwischen den aTB und den Probanden mit LTBI (p=0,0037) und andererseits
den aTB und den Probanden mit negativem QuantiFERON-TB Gold Plus Test feststellen (p=0,0117,
Abbildung 20 C). Im Gegensatz dazu lielen sich dabei zwischen den negativen und latenten Personen
keine Unterschiede beobachten, sodass anhand dieses Parameters erstmalig eine Unterscheidung
zwischen gesunden Menschen, Personen mit LTBI und aTB getroffen werden konnte. Bei der
Betrachtung des Antigens CFP-10 fiel ein signifikanter Unterschied in den Frequenzen der reaktiven
CD4-T-Zellen zwischen den negativen und latenten Personen auf (p=0,0131, Abbildung 20 B), jedoch
nicht zwischen den Probanden mit einem negativen oder latenten QuantiFERON-TB Gold Plus Ergebnis
und aTB. Im Vergleich dazu unterschied sich die Frequenz der reaktiven CD8-T-Zellen auf den Stimulus
CFP-10 in den einzelnen Kollektiven nicht signifikant (p=0,7851, Abbildung 20 D). Neben den
Unterschieden zwischen den einzelnen Probandengruppen wurden ebenso die interindividuellen

Unterschiede der einzelnen Studienteilnehmer analysiert.
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Abbildung 21. Interindividuelle Darstellung der reaktiven CD4- und CD8-T-Zell-Antworten der einzelnen Probanden
auf die unterschiedlichen Stimuli. Die Einteilung der Patientengruppen erfolgte aufgrund des Ergebnisses des
QuantiFERON-TB Gold Plus Tests (n=50) in negative (Panel A, D) und latente Probanden (Panel B, E). Personen, die als aTB
eingestuft wurden, wurden mithilfe von direkten Nachweisverfahren identifiziert (Panel C, F). Die verschiedenen Linien
verbinden die Hohe der Reaktivitdt auf einen Stimulus fiir die jeweiligen Probanden miteinander. Die rote Linie reprasentiert

den Median. Die gestrichelte Linie stellt das DL bei 0,05 % dar.

Alle Patienten mit negativem Testergebnis reagierten sowohl anhand ihrer CD4-, als auch anhand der
CDS8-T-Zellantworten stark in der Positivkontrolle und deutlich unterhalb des DLs auf die Stimuli TB-
1, TB-2, ESAT-6 und CFP-10 (Abbildung 21 A, D). Die Probanden mit einer héheren CD4-T-
Zellantwort auf die Stimulation mit TB-1 und TB-2 zeigten auch eine hohere ESAT-6 und CFP-10 T-
Zellantwort. Bis auf zwei Personen reagierten die CD4-T-Zellen aller negativ getesteten
Studienteilnehmer oberhalb des DLs auf das Antigen PPD (Abbildung 21 A). Die CD4-T-Zellantworten
der Patienten mit positivem QuantiFERON-TB Gold Plus Ergebnis stellten sich insgesamt
uneinheitlicher dar als die der negativ getesteten Studienteilnehmer. Dennoch lief3 sich erkennen, dass
bei der Mehrzahl der Personen die CD4-T-Zellen auf die Stimuli TB-1, TB-2, ESAT-6 und CFP-10
entweder einheitlich iiber dem DL oder einheitlich darunter reagierten. Bei den Menschen, die nur
anhand ihrer Reaktion auf eines der Antigene ESAT-6 oder CFP-10 ein negatives Testresultat erzielen
wiirden, befanden sich die Frequenzen dieser Antigene liberwiegend im Bereich des DLs. Eine
Ausnahme davon bildeten vier Patienten, bei denen jeweils eines der Antigene ESAT-6 (bei einer Person)

oder CFP-10 (bei drei Personen) eine sehr schwache Reaktivitéit hervorrief. Im Gegensatz dazu 16ste das
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jeweils andere Antigen sowie die Stimuli TB-1 und TB-2 eine sehr starke T-Zellantwort aus (Abbildung
21 B). Im Vergleich dazu wiirde sich bei der alleinigen Auswertung der Frequenzen der reaktiven CD8-
T-Zellen, unter der Annahme des lediglich fiir CD4-T-Zellen etablierten und somit fiir CD8-T-Zellen
hypothetischen DLs, bei fast allen als latent getesteten Probanden ein negatives Testergebnis einstellen.
Zwei Studienteilnehmer bildeten davon eine Ausnahme. Einer zeigte eine Reaktivitit auf die Stimuli
TB-1 und ESAT-6 knapp oberhalb des hypothetischen DLs, wohingegen eine deutliche T-Zellantwort
auf CFP-10 sichtbar wurde und die Antwort auf TB-2 negativ ausfiel. Bei einer anderen Person stellte
sich auf das Antigen CFP-10 eine deutliche Reaktivitit und auf die Stimuli ESAT-6 sowie TB-2 eine
knapp oberhalb des DLs liegende CD8-T-Zellantwort ein, wohingegen die TB-1-Antwort unterhalb des
DLs lag (Abbildung 21 E). Von den aTB reagierten in ihrer CD4-T-Zellantwort drei Patienten auf die
Stimuli TB-1, TB-2, ESAT-6 und CFP-10 einheitlich positiv sowie zwei weitere einheitlich negativ.
Die Frequenzen von drei Studienteilnehmern auf die verschiedenen Antigene stellte sich sehr
uneinheitlich dar, wobei alle Werte bei diesen Personen um das hypothetische DL schwankten. Im
Gegensatz dazu reagierten die CD4-T-Zellen von drei Probanden deutlich positiv auf alle Stimuli bis
auf CFP-10, wohingegen der umgekehrte Fall, dass alle Stimuli bis auf ESAT-6 deutlich positiv waren,
nur bei einem weiteren Studienteilnehmer auftrat (Abbildung 21 C). Ahnlich zur CD4-T-Zellantwort
stellten sich die Resultate fiir die CDS-T-Zellantwort der aTB dar. Bei fiinf Personen kam es zu einem
einheitlich positiven oder negativen Befund auf die Stimuli TB-1, TB-2, ESAT-6 und CFP-10. Bei drei
weiteren Studienteilnehmern lie3 sich eine starke Reaktivitit auf all diese Antigene bis auf CFP-10
erkennen. Ein Proband erzielte das gleiche Ergebnis jedoch auf die Stimulation mit ESAT-6.
Interessanterweise gab es drei Studienteilnehmer, die jeweils starke Reaktivititen auf die einzelnen
Antigene aufwiesen, jedoch einmal eine schwache Reaktion auf TB-2 und zweimal eine schwache

Reaktion auf CFP-10 (Abbildung 21 F) zeigten.

4.8 Follow-up

Nach einem medianen Follow-up von 3,07 Jahren (IQR 1,692) lebten noch 362 der Patienten. Insgesamt
verstarben 64 Patienten nach einer medianen Beobachtungszeit von 1,08 Jahren (IQR 1,24). Nur ein
Organtransplantierter erhielt aufgrund des positiven ELISA-Ergebnisses und eines in zeitlicher Ndhe
stattgefundenen Kontaktes zu einer Person mit aktiver Tuberkulose eine Chemopréavention mit INH. Bei
keinem der langfristig nachverfolgten Patienten entwickelte sich eine aktive Tuberkulose iiber den
Beobachtungszeitraum. Der aktive Tuberkulosepatient, der an der Universitét des Saarlandes rekrutiert
wurde, wurde leitliniengerecht mit den vier Standardantibiotika ab Juni 2016 behandelt.
Interessanterweise entwickelte dieser im September 2017 als einziger Patient eine erneute pulmonale
aktive Tuberkulose, worauthin nochmals das Antibiotikaregime angewandt wurde. Leider kam es bei
diesem Patienten nach 1,32 Jahren Beobachtung zu einem loss-of-follow-up, sodass keine weiteren

Aussagen iiber seinen aktuellen Gesundheitszustand getroffen werden kénnen.
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Tabelle 20. Follow-up-Daten

Patienten- Total lebend verstorben loss-of- Entwicklung

ruppen Sfollow-up einer aktiven

sTpP Tuberkulose
Gesamt 438 362 64 0 )
Kontrollen ’4 77 6 : .
CRF ’1 49 1 0 .
SOTR 35 7 1 : .
SCTR 39 7 14 3 .
aTB 1 0 0 1 1

5 Diskussion

Mit weltweit 1,7 Milliarden Infizierten betrifft die Erkrankung Tuberkulose etwa ein Viertel der
Weltbevolkerung [119]. Im Vergleich zum Vorjahr stieg die Anzahl an Neuerkrankungen im Jahr 2022
von 6,4 auf 7,5 Millionen Menschen. Dies zihlt seit Beginn der Aufzeichnungen der WHO leider als
Rekordhoch. 1,3 Millionen Erkrankte starben 2022 aufgrund ihrer Infektion [7]. In Anbetracht dieser
Zahlen wird deutlich, wie wichtig es ist, die Ausbreitung der Tuberkulose begrenzen zu kdnnen. Hierfiir
spielen die diagnostischen Verfahren zur Detektion einer Infektion mit M. fuberculosis eine grofie Rolle.
Ein Bluttest, der der Unterscheidung zwischen einer aktiven und einer latenten Infektion dienen kénnte
oder ein Bluttest, der eine neu aufgetretene von einer ldnger bestehenden latenten Infektion
differenzieren konnte, wiirde die Mdglichkeit einer gezielten Antibiotika-Therapie er6ffnen und somit
den Ausbruch der Krankheit einddmmen. Ein durch die Firma Qiagen neu entwickelter IGRA, der
QuantiFERON-TB Gold Plus Test, soll vornehmlich im TB-2-Rohrchen CD8-T-Zellen zur IFN-y-
Produktion stimulieren [114]. Es wird postuliert, dass diese Zellen vor allem bei neu aufgetretenen
Tuberkuloseinfektionen und aktiven Tuberkulosen vorkommen [113, 120]. Das Hauptaugenmerk dieser
Arbeit lag deshalb auf der Evaluierung dieses neuen Verfahrens. Dabei wurden die Ergebnisse des
Testes bei Immungesunden und bei verschiedenen Patientengruppen mit Immundefizienz miteinander

verglichen und analysiert. Diese Analysen bildeten eine Subgruppe einer europdischen
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Multicenterstudie zur Evaluation dieses Testverfahrens bei immunsupprimierten Patientengruppen.
Zudem wurden in einem ausgewihlten Kollektiv die reagierenden Zellen durchflusszytometrisch
dargestellt und ausgewertet, um die jeweiligen Anteile der reagierenden Zellen quantitativ nachweisen

sowie eingehender charakterisieren zu kdnnen.

5.1 Evaluation des Studienkollektivs

Zunéchst erfolgte eine Analyse der Studienteilnehmer hinsichtlich des Alters. Das Alter der Gruppen
unterschied sich nur im Hinblick auf die Dialysepatienten signifikant (p=0,017) zu jeder Kohorte, alle
anderen Kollektive stellten sich einheitlich dar. Dieses Phianomen lésst sich dadurch erkléren, dass eine
regelmiBige Dialyse aufgrund von Nierenversagen meist erst im fortgeschrittenen Alter notwendig
wird, wohingegen die anderen Erkrankungen gehiuft in frilheren Lebensabschnitten auftreten. Ein
Dialysepatient zeigte zudem in der Durchflusszytometrie auf den Stimulus SEB eine Reaktivitit
unterhalb des DLs, wohingegen sich eine starke Expression auf die Antigene TB-1, TB-2 und ESAT-6
einstellte, weshalb davon ausgegangen wurde, dass seine T-Zellen in der Lage waren, zu reagieren.
Griinde fiir das fehlende Ansprechen auf SEB konnten eine inkorrekte Stimulierung sein (ausbleibende
Zugabe von SEB oder BFA) oder dass der Patient auf Basis seiner T-Zellrezeptorausstattung als SEB
Non-Responder zéhlte.

5.2 Ergebnisse des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests

Im Folgenden werden die unterschiedlichen Ergebnisse des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests
diskutiert.

5.2.1 Unschliissige Ergebnisse

In dieser Studie kam es bei fiinf immunsupprimierten Patienten, was einem prozentualen Anteil von
1,11 % entsprach, zu einer zu geringen Mitogen-Reaktion, weshalb die Testergebnisse dieser Personen
bei gleichzeitig negativer Reaktion der spezifischen Stimuli als unschliissige Befunde gewertet werden
mussten. Mit 2 % unschliissigen Resultaten lagen dabei die RA am hochsten im Vergleich zu den CRF,
SOTR und SCTR, die jeweils zu ca. 1 % unschliissige Ergebnisse erzielten. Dass sich sowohl bei
immunsupprimierten als auch bei immungesunden Personen beim QuantiFERON-TB Gold Plus Test
eine sehr geringe Anzahl an unschliissigen Befunden zeigte und sich der Test daher auch in diesem
Patientenkollektiv anwenden lasst, konnte in weiteren Studien bestdtigt werden [121, 122]. In einer
fritheren Multicenter-Studie, in der die Ergebnisse eines Vorldufers des QuantiFERON-TB Plus Testes
(QuantiFERON-TB Gold In-Tube) untersucht wurden, ergaben sich weitaus hohere Anteile von
unschliissigen Befunden von bis zu 20 % bei organtransplantierten und stammzelltransplantierten
Patienten [123]. Grant et al. stellten aullerdem einen Anteil von 7,5 % an unschliissigen Resultaten bei
Dialysepatienten im QuantiFERON-TB Gold In-Tube Test fest [124]. Dahingehend kénnte man eine
erhebliche Verbesserung des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests im Vergleich zu dem Vorgénger bei
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immunsupprimierten Patienten annehmen. Allerdings wurde bei der direkten Gegeniiberstellung der
beiden Testverfahren mit dem gleichen Patientenkollektiv bei immunkompromittierten Patienten
jeweils eine dhnliche Rate an unschliissigen Befunden von 3,2 % (10/317) festgestellt [125]. Da bislang
nur wenige Studien einen direkten Vergleich der beiden Testgenerationen in Patientenkollektiven mit
immunsupprimierten Personen durchfiihrten, lasst sich nicht sicher sagen, ob der QuantiFERON-TB
Gold Plus Test gegeniiber seinem Vorgénger in diesen Patientengruppen eine Verbesserung hinsichtlich
der unschlissigen Ergebnisse liefert. Da ein unschliissiger Befund allein auf der Reaktivitiat im NIL-
bzw. Mitogen-Rohrchen beruht, kdnnen tatséchliche Unterschiede des Anteils unschliissiger Resultate
zwischen beiden Testverfahren ausschlieBlich auf Unterschiede in diesen beiden Rohrchen
zuriickzufiihren sein. Ein Grund hierfiir konnte die Antigenbeschichtung darstellen, da diese in den
Rohrchen des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests, im Vergleich zu einer Harzbeschichtung beim
QuantiFERON-TB Gold In-Tube Test, sprithgetrocknet ist. Durch das Beschichtungsverfahren sollen
sich die Antigene besser mit dem Patientenblut vermischen. Dies wiederum konnte zu einer erhdhten
IFN-y-Mitogenreaktion fithren, welche oft den limitierenden Faktor bei unschliissigen Ergebnissen
darstellt [126]. AbschlieBend lasst sich zusammenfassen, dass der QuantiFERON-TB Gold Plus Test

keine Nachteile im Vergleich zu seinem Vorgénger hinsichtlich unschliissiger Testergebnisse aufweist.

5.2.2 Positive und negative Testergebnisse

In der vorliegenden Arbeit erzielten 11,8 % (53/448) der Probanden ein positives Testergebnis, was
anndhernd der LTBI-Rate von ca. 10 % in Deutschland entspricht. In der japanischen Bevdlkerung liegt
diese bei ca. 5 %, weshalb das Ergebnis der mit dem QuantiFERON-TB Gold Plus ermittelten LTBI-
Rate fiir nierentransplantierte Personen in Japan von ca. 5 % mit unseren Resultaten sehr gut
iibereinstimmt [127]. Barcellini et al. erzielten vergleichbare Werte in der Gruppe der aTB und
niedrigere Raten an positiven Ergebnissen in der Kontrollgruppe [121]. Dies lésst sich anhand der
Vorselektion der Gruppe erkldren, da in unserer Studie immungesunde Probanden als Kontrollgruppe
eingeschlossen wurden, welche jedoch nicht weiter hinsichtlich der moglichen Risikofaktoren fiir eine
TB selektiert wurden. Im Gegensatz dazu wurden in der Studie von Barcellini ausschlieBlich Personen,
die anamnestisch ein geringes TB-Risiko aufwiesen, inkludiert [121]. In unserer Arbeit wurden positive
Raten von nur 6 % und 4 % bei den SCTR und RA detektiert. Diese abweichende Prozentzahl an
positiven Ergebnissen im Vergleich zu den anderen Probandengruppen ldsst sich am ehesten durch die
natiirliche Varianz der Studienpopulation erkléren. Beim Vergleich der Reaktionsprofile von SCTR und
RA mit den anderen Probandengruppen zeigten sich in dieser Studie sowohl bei den positiv getesteten
Probanden als auch bei den negativ getesteten Probanden keine Unterschiede. Es gibt daher keine
Hinweise fiir eine verminderte Reaktivitit der T-Zellen der SCTR und der RA auf die verwendeten
Antigene. Dies steht im Einklang mit Beobachtungen, dass sich bei Personen mit immunsuppressiver
Biologika-Therapie deutliche Reaktivititen auf die TB-1- und TB-2-Roéhrchen feststellen lassen,
solange ausreichende Mengen an CD4- und CDS8-T-Zellen vorhanden sind [122, 128, 129].
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Mit der einerseits sehr geringen Rate an unschliissigen Befunden (1,11 %) und der andererseits der
LTBI-Rate entsprechend festgestellten positiven Ergebnissen, kann der neue QuantiFERON-TB Gold
Plus Test adquivalent zum Vorgidnger auch bei Immunsupprimierten angewandt werden. Diese
Erkenntnisse wurden im direkten Vergleich des QuantiFERON-TB Gold In-Tube Tests mit der neuen
Version, dem QuantiFERON-TB Gold Plus Test, bestitigt. Dort zeigte sich eine hohe Ubereinstimmung
beider Testverfahren von bis zu 96 % sowohl fiir immungesunde als auch immunsupprimierte Personen

[125, 130-133].

5.2.3 Diskordante Ergebnisse

In Ubereinstimmung mit bisher publizierten Daten zeigte der QuantiFERON-TB Gold Plus Test in
unserer Studie eine sehr gute Korrelation zwischen dem TB-1- und TB-2-Réhrchen. [130, 134, 135].
Trotz der sehr guten Korrelation stellten sich regelhaft diskordante Befunde der beiden Rohrchen dar.
Dabei ergaben sich, wie auch in unserer Studie gezeigt, hiufiger positive Ergebnisse im TB-2- als im
TB-1-Rochrchen [126, 130, 135]. Allgemein stellt sich bei diskordanten Resultaten die Frage, durch
welches Rohrchen das wahre Testergebnis anzeigt wird. Um diese beantworten zu konnen, wurde
aufgrund fehlender Goldstandards in der Diagnostik der LTBI das Blut aller Probandengruppen, mit
Ausnahme der Blutproben aller aTB, zusétzlich mit dem Antigen PPD stimuliert. PPD ist nicht
spezifisch fiir das M. tuberculosis, weshalb mehr Menschen positiv auf dieses Antigen im Vergleich zu
den im QuantiFERON-TB Gold Plus Test spezifischen Antigenen ESAT-6 und CFP-10 ansprechen.
Daher liegt die Vermutung nahe, dass Patienten, die im PPD nicht stark genug reagierten, als falsch-

positiv durch die jeweiligen Rohrchen des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests detektiert wurden.

Im Vergleich zu unseren Ergebnissen zeigten andere Studien eine bei aTB verstirkte, alleinige IFN-y-
Reaktion auf das TB-2-Rohrchen [121, 136-138]. Griinde dafiir kdnnten die zusétzlich eingefiigten
kleinen CFP-10 Peptide im TB-2-Roéhrchen sein, welche die CD8-T-Zellen zu einer IFN-y-Reaktion
anregen sollen [139]. Diese Erkenntnis wird theoretisch durch die wichtige Rolle der CD8-T-Zellen bei
der Bekdmpfung von insbesondere aktiven Tuberkulosen gestiitzt [120, 140, 141]. Praktisch lief3 sich
jedoch in unserer Studie durch die Durchflusszytometrie feststellen, dass bei aTB im TB-2-Roéhrchen
nicht vermehrt CD§-T-Zellen an der Immunabwehr beteiligt waren und sich der Anteil an CD8-T-Zellen
im TB-1- im Vergleich zum TB-2-Réhrchen im Median sogar hoher darstellte (eine detaillierte
Diskussion dieser Erkenntnisse folgt in Abschnitt 5.3.1). Ein anderer Grund fiir die diskordanten
Befunde konnte die Testvariabilitdt darstellen, bei der es in Mehrfachtestungen zu unterschiedlichen
Testergebnissen trotz derselben Probanden und derselben Untersuchungsbedingungen kommt [133,
142-144]. Die Testvariabilitit kann erkldren, warum diskordante Resultate {iberhaupt entstehen konnen
und wieso manche Probanden ausschlielich auf das TB-1- und nicht auf das TB-2-Réhrchen reagierten,
obwohl im TB-2-Roéhrchen die gleichen Antigene enthalten sind und zusétzlich noch weitere. Neben
der Testvariabilitiat und den falsch-positiven Resultaten kann auch die Hohe des DLs bei 0,35 IU/ml zu
diskordanten Ergebnissen fiihren. Die Bereiche zwischen 0,2 IU/ml — 0,34 IU/ml und 0,35 IU/ml — 0,69
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[U/ml wurden fiir den QuantiFERON-TB Gold In-Tube Test als Grauzone bezeichnet und von einigen
Autoren fiir die neue Generation der IGRAs iibernommen [122, 134, 145]. In unserer Studie befanden
sich sechs von acht diskordanten Ergebnissen innerhalb des Grauzonenbereichs. Es bestehen
Empfehlungen dafiir, Personen im Grauzonenbereich erneut zu testen bzw. Werte im Bereich des DLs
nicht strikt zu interpretieren [133, 142, 146]. In der Praxis sollte vor allem bei diesen Patienten das
anamnestische und klinische Risiko einer Infektion erhoben und bei weiterhin bestehender Unsicherheit

der Test wiederholt werden.

5.2.4 Logistische Regression

Personen mit Risikofaktoren wie Diabetes mellitus, Rauchen und der Abstammung aus Léndern mit
hoher Inzidenzrate weisen ein erhohtes intrinsisches Risiko auf, an Tuberkulose zu erkranken.
Schitzungsweise stehen 15 % aller Tuberkulosefille weltweit in Verbindung mit einer Diabetes mellitus
Erkrankung [147]. Die Tuberkuloseprivalenz bei Diabetes mellitus Patienten ist im Gegensatz dazu
gering, was durch die Resultate der logistischen Regression bestitigt werden konnte [148]. Zwischen
dem Risikofaktor Rauchen und einer Tuberkuloseerkrankung konnte eine starke Assoziation ermittelt
werden [ 147]. Die Ergebnisse in dieser Studie erscheinen zunichst kontrdr dazu. Jedoch konnten Aabye
et al. nachweisen, dass Raucher vermehrt falsch-negative oder unschliissige Befunde im QuantiFERON-
TB Gold In-Tube Test erzielten [149]. Auch wenn Daten hierzu noch fehlen, kann davon ausgegangen
werden, dass sich diese Erkenntnisse auf den QuantiFERON-TB Gold Plus Test iibertragen lassen.
Personen mit dem Risikofaktor Immigration aus Landern mit einer hdheren Tuberkuloseinzidenz zeigen
allgemein ein groferes Risiko fiir ein positives Testergebnis. Diese Tendenz entsprach der 1,8-fach
hoéheren Chance dieser Personengruppe gegeniiber Menschen ohne Migrationshintergrund, erreichte
jedoch am ehesten aufgrund der geringen Probandenzahl keine Signifikanz. Der einzig signifikante
Unterschied im QuantiFERON-TB Gold Plus Test war das Merkmal ménnliches Geschlecht. Dass
Maénner ein hoheres Risiko als Frauen fiir eine aktive Tuberkulose in Lindern mit niedrigem oder
mittlerem Einkommensniveau haben, wurde schon in den 90-er Jahren festgestellt und konnte 2016
erneut bekréftigt werden [150]. Dies wurde auf eine geringere Nutzung von Gesundheitseinrichtungen
durch Ménner und daher einer verminderten Diagnostik- und Therapiemdglichkeit von Ménnern
zuriickgefiihrt. Ebenso bestitigten neuere Daten aus Monaco und aus China ein erhohtes LTBI-Risiko
bei ménnlichen Probanden [151, 152]. Griinde fiir diese Resultate in Lé&ndern mit niedrigem
Tuberkuloserisiko sowie niedrigem bis hohem Einkommensniveau konnten noch nicht eindeutig
exploriert werden und miissten mit spezialisierten Fragebdgen evaluiert werden. Risikofaktoren fiir
einen positiven TST und somit auch Risikofaktoren fiir ein positives PPD-Ergebnis stellen generell ein
hoheres Lebensalter und das mannliche Geschlecht dar [153]. Diese Faktoren stimmten nicht mit denen
der logistischen Regression dieser Studie iiberein, in der sich als einzig signifikantes Merkmal die
Zugehorigkeit zur Kontrollgruppe zeigte. Es gibt keine groferen Studien, die dieses Resultat bestétigen

konnen, sodass davon ausgegangen werden muss, dass es sich um ein zufdlliges Bias in der
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Kontrollgruppe handelte. Im Gegensatz dazu ergab eine BCG-Impfung keinen signifikanten
Zusammenhang mit einem positiven PPD-Testergebnis. Dies steht im Kontrast zu fritheren Arbeiten, in
welchen signifikante Assoziationen zwischen BCG-Impfung und positivem TST nachgewiesen werden
konnten [154, 155]. Insgesamt zeigte sich jedoch eine 1,4-fach hohere Chance als Geimpfter ein
positives PPD-Ergebnis zu bekommen, sodass davon ausgegangen werden kann, dass eine Signifikanz

bei grofleren Probandenzahlen erreicht werden kann.

5.2.5 Spezifitit und Sensitivitit

Die in dieser Studie ermittelte Spezifitit des neuen IGRA von 94,5 % stimmt mit der bestehenden
Literatur iiberein, in der Werte zwischen 95 % und 100 % erreicht wurden. Dabei wurden in der Studie
von Barcellini et al. nur ca. 4 % immunsupprimierte Probanden eingeschlossen und in der Studie von
Sauzollo et al. keine [121, 156]. Ebenso beschreiben die Herstellerangaben eine Spezifitit von > 97 %
und eine Sensitivitit von > 94 % [114]. Die neue Generation zeigte sich daher sogar bei
immunsupprimierten Probanden dquivalent zum QuantiFERON-TB Gold In-Tube Test [157, 158]. Bei
der Betrachtung der Sensitivitdten der einzelnen Roéhrchen waren diese im Vergleich zur festgestellten
Gesamtsensitivitdt von 90,9 % geringer. Dabei ergab sich fiir das TB-1-Réhrchen eine Sensitivitit von
81,8 % und fiir TB-2 eine von 72,7 %. Eine Metaanalyse zum QuantiFERON-TB Gold Plus Test fand
im TB-1-R6hrchen mit einer gepoolten Sensitivitit von 91 % und im TB-2-Réhrchen von 95 % weitaus
hohere Sensitivititen verglichen mit unseren Daten [159]. Dies lésst sich dadurch erkldren, dass in
unserer Studie vor allem immunsupprimierte Probanden untersucht wurden (78,8 %), bei deren Testung
eher falsch-negative Testergebnisse zu erwarten sind. Im Vergleich dazu beschreibt die Studie von
Sotgiu et al. explizit in den Limitationen, dass immunsupprimierte Personen nicht ausreichend in der
Gesamtkohorte vertreten waren [159]. In der Studie von Barcellini et al. konnte beim Ausschluss von
immunsupprimierten Probanden ein Anstieg der Sensitivitit erreicht werden [121]. Die
Gesamtsensitivitit von 94 % stimmte jedoch anndhernd mit unseren Daten iiberein. Weitere Studien
verzeichneten ebenfalls mit unseren Ergebnissen vergleichbare Sensitivitdten. Im Gegensatz zu unserer
Arbeit gibt es jedoch Studien, bei denen das TB-2-Rohrchen die Sensitivitdt erhdhte [121, 128, 156].
Dieser Unterschied konnte sowohl durch die geringe Probandenzahl in der Gruppe der aTB in unserem
Patientenkollektiv erklart werden, als auch durch die vorwiegende Testung von immunsupprimierten
Probanden. Insgesamt fand sich in den beschriebenen Untersuchungen jedoch eine statistisch nicht
signifikante Verbesserung der Sensitivitit gegeniiber der des QuantiFERON-TB Gold In-Tube Tests
[90, 160]. Zusammenfassend ldsst sich der neue IGRA als Diagnostikum aufgrund der insgesamt hohen

Spezifitdt und Sensitivitit auch bei immunsupprimierten Patienten einsetzen.
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5.2.6 Differenz des TB-2- und TB-1-Rohrchens und positiv pradiktiver Wert

Der Hersteller postuliert, dass durch die zusétzlichen Peptide im TB-2-Réhrchen vor allem die CD8-T-
Zellen die IFN-y-Produktion iibernehmen und dies bevorzugt bei aTB oder Personen vorkommt, die sich
erst kiirzlich infiziert haben oder geringe CD4-T-Zell-Level aufweisen [114]. Die Differenz aus den
IFN-y-Werten des TB-2- und des TB-1-Rohrchens sollte diesem Prinzip folgend stellvertretend fiir die
CDB8-T-Zellantwort stehen. Der in dieser Studie errechnete positiv pradiktive Wert des QuantiFERON-
TB Gold Plus Tests fiir aTB betrug 28,6 %. Bei Betrachtung des positiv pradiktiven Wertes zur
Entwicklung einer aktiven Tuberkulose bei Patienten mit LTBI ergab sich in dieser Studie ein Wert von
0 %. Anamnestisch stand kein Patient mit LTBI kiirzlich in Kontakt zu einer Person mit aktiver
Tuberkulose. Dies erschwerte einen Vergleich unserer Studie mit der Metaanalyse von Zhou et al., in
dem ein gepoolter positiv pradiktiver Wert von 4,8 % fiir den QuantiFERON-TB Gold In-Tube Test in
insgesamt 23 Studien festgestellt wurde [161]. Zusammenfassend zeigt sich jedoch, dass die alleinige
Verwendung der QuantiFERON-Tests keine valide Aussage tiber das Progressionsrisiko einer LTBI zu
einer aktiven Tuberkulose treffen kann und dass auch die Verwendung der beiden Rdhrchen des
QuantiFERON-TB Gold Plus Tests nicht ausreicht, um eine aktive von einer latenten Tuberkulose zu
unterscheiden. Stattdessen sollte der individuelle klinische Zustand des Patienten betrachtet und
weiterhin die direkten Nachweisverfahren genutzt werden. Unsere Ergebnisse zeigten, dass zwar
prozentual mehr aTB eine Differenz > 0,6 IU/ml aufwiesen, die zum Teil als klinisch relevante Differenz
postuliert wird [117]. Letztendlich konnte aber keine statistische Signifikanz (p=0,69) zwischen den
Differenzen der aTB und Patienten mit LTBI dargestellt werden. Eine grofe Multicenterstudie mit iiber
686 Patienten bestitigte die These, dass die Differenz kein Marker fiir eine kiirzlich stattgehabte
Infektion darstellt [162]. Diese Erkenntnisse werden von weiteren Studien unterstiitzt [132, 138, 163].
Andere hingegen stellten einen signifikanten Unterschied in der Differenz von Personen mit LTBI und
aktiver Tuberkulose und zwischen Personen, die vermehrt oder erst kiirzlich exponiert waren, fest [117,
130, 136, 146, 164]. Die Frage, warum es verschiedene Resultate hinsichtlich der Differenz gibt, konnte
einerseits durch die geringe Grof3e der einzelnen Studienpopulationen beantwortet werden. Andererseits
zeigten unsere durchflusszytometrischen Messungen, dass sich die Hohe der CD8-T-Zellantwort weder
im TB-1- noch im TB-2-Roéhrchen signifikant zwischen den als negativ, latent oder aktiv getesteten
Personen unterschied. Daher ldsst sich die erhohte mediane IFN-y-Antwort im TB-2-Réhrchen der als
positiv getesteten Patientengruppen, die ebenfalls in anderen Studien bestétigt wurde, durch eine erhohte
IFN-y-Produktion von sowohl CD4- als auch von CDS8-T-Zellen auf die zusitzlich eingesetzten kleinen
CFP-10 Peptide erkldren [126, 128, 134, 138, 156, 165, 166]. Zusammenfassend bleibt festzuhalten,
dass die Differenz der beiden Rohrchen nicht als Parameter einer aktiven Tuberkulose oder kiirzlich

stattgefundener Infektion herangezogen werden sollte.
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5.3 Durchflusszytometrische Analyse des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests

Die Durchflusszytometrie gilt sowohl bei Gesunden als auch bei Immunsupprimierten als etabliertes
Verfahren zur Detektion einer Infektion mit M. tuberculosis [96, 167-169]. Dies konnte durch die hoch
signifikante Korrelation (p<0,0001) zwischen der FACS-Analyse und den QuantiFERON-TB Gold Plus
TB-1- und TB-2-Rohrchen bestitigt werden. Wie zu erwarten, stellten sich die starksten Korrelationen
(r=0,5534, r=0,5640) zwischen den TB-1- und TB-2-Réhrchen und der Summe aus den IFN-y-
Antworten auf die ESAT-6 und CFP-10 Proteine ein. Dies ldsst sich dadurch erkldaren, dass in beiden
Rohrchen die Antigene ESAT-6 und CFP-10 enthalten sind und somit ein Aquivalent zur separaten
Stimulation mit diesen beiden darstellen. Die nicht signifikante (p>0,99), jedoch im Median hohere
Reaktion der Zellen auf die Summe aus ESAT-6 und CFP-10, kann auf die unterschiedliche Proteinldnge
der Antigene zuriickgefiihrt werden. Je nach Peptidlénge werden die T-Zellen unterschiedlich stark zur
Reaktivitit angeregt [170]. Im TB-1- und TB-2-Réhrchen wurden kleinere Peptidgemische verwendet,
wohingegen die von uns verwendeten ESAT-6 und CFP-10 Antigene Proteine darstellen, wodurch sich
die unterschiedliche Starke der Reaktivitat erklaren lasst. Das Resultat der Korrelationsanalyse spiegelte
sich auch beim Vergleich der qualitativen Ergebnisse wider. Aufgrund des gleichen Testprinzips
erbrachten die durchflusszytometrisch gemessenen Resultate eine hdhere Abhéngigkeit untereinander
als die beim Vergleich des QuantiFERON-TB Gold Plus Tests mit den durchflusszytometrisch
gemessenen Daten. Insgesamt zeigten sich jedoch alle Vergleiche mit statistischer Signifikanz. Diese
Arbeit fiihrte zum ersten Mal eine Korrelationsanalyse zwischen den Stimuli des QuantiFERON-TB
Gold Plus und den Antigenen ESAT-6 und CFP-10 in den oben genannten Patientenkollektiven durch.
Ebenso wurde die qualitative Auswertung bisher nie beschrieben, weshalb ein Vergleich mit der
Literatur zum aktuellen Zeitpunkt nicht moglich ist. Insgesamt ergab die durchflusszytometrische
Analyse, dass sowohl die CD4- als auch die CD8-T-Zellen auf die in den QuantiFERON-TB Gold Plus
Rohrchen verwendeten Antigene ohne signifikante Unterschiede mit einer IFN-y-, TNF-a- und IL-2-
Produktion reagierten. In der Arbeit von Petruccioli et al. wurden diese Ergebnisse bestitigt. Dort
zeigten lediglich an HIV erkrankte Personen schwichere TNF-o- und IL-2-CD4-T-Zellantworten im
Vergleich zu kiirzlich an LTBI erkrankte Personen, was auf die reduzierten CD4-T-Zellen bei HIV-
Patienten zuriickgefiihrt wurde [171]. Die Ergebnisse von Jung et al. bestétigten ein gutes Ansprechen
der T-Zellen auf die Stimuli auch in immunkomprimierten Probandengruppen [172]. Aufgrund der
addquaten T-Zellreaktionen eignet sich der QuantiFERON-TB Gold Plus Test als Diagnostikum einer
LTBI.

5.3.1 Durchflusszytometrischer Vergleich der T-Zellreaktionen der einzelnen
Probandengruppen

In dieser Studie konnte ein signifikanter Unterschied der IFN-y-Antwort der reaktiven CD4-T-Zellen

auf die Stimuli TB-1 und TB-2 zwischen gesunden Kontrollen und Personen mit LTBI und aTB

durchflusszytometrisch bestitigt werden. Daher konnte {ibereinstimmend zu fritheren Daten gezeigt
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werden, dass sich der neue IGRA als diagnostisches Mittel zur Detektion einer LTBI eignet [136, 173].
Bisher sind keine weiteren Studien bekannt, die die Herkunft der freigesetzten Zytokine im
QuantiFERON-TB Gold Plus Test in den hier getesteten immunsupprimierten Probandengruppen
evaluierten. Diese Arbeit zeigte dadurch zum ersten Mal, dass sich weder die reaktiven CD4- noch die
reaktiven CD8-T-Zellen von immunsupprimierten Menschen im QuantiFERON-TB Gold Plus Test von
immungesunden Personen mit LTBI und aTB unterschieden und dass sich keine héhere CDS8-T-
Zellantwort im TB-2-Roéhrchen bei aTB im Vergleich zu gesunden oder immunsupprimierten Menschen
mit einem positiven QuantiFERON-TB Gold Plus Test darstellen lie. Jung et al. untersuchten ebenso
aTB und immunsupprimierte Probanden nach solider Organtransplantation, Personen nach
Stammzelltransplantation und mit systemischer Autoimmunerkrankung. Dabei lag das Hauptaugenmerk
jedoch auf dem Vergleich der CD4- und CD8-T-Zellantworten zwischen dem QuantiFERON-TB Gold
Plus Test und dem E TB-FERON ELISA innerhalb einer Patientengruppe und nicht auf dem Vergleich
zwischen den verschiedenen Patientengruppen. In Bezug auf den QuantiFERON-TB Gold Plus Test
kam es bei Jung et al. lediglich bei den aTB zu einer statistisch signifikant hdheren CD4-T-Zellantwort
auf die Stimulation mit TB-1 im Vergleich zu TB-2. In der Diskussion wurde darauf jedoch nicht néher
eingegangen. [172]. Lediglich die erste Publikation zur durchflusszytometrischen Untersuchung des
QuantiFERON-TB Gold Plus Tests bei aTB lieferte eine signifikant hohere CD8-T-Zellantwort im TB-
2- im Vergleich zum TB-1-Roéhrchen sowie eine hohere CDS-T-Zellantwort bei aTB im Vergleich zu
Personen mit LTBI [136]. Diese Studie unterschied sich jedoch bei der Durchfiihrung der
Durchflusszytometrie von unserer in verschiedenen Punkten. Einerseits wurden unsere Blutproben aus
Borstel verschickt, wohingegen Petruciolli et al. die Proben direkt verarbeiteten. Zudem verwendeten
Petruccioli et al. PBMCs anstelle von Vollblut und stimulierten ihre Proben bis zu 24 Stunden,
wohingegen wir eine Kurzzeitstimulation von 6 Stunden durchfiihrten. In einer zweiten von dieser
Arbeitsgruppe durchgefiihrten Studie zeigten sich die Ergebnisse jedoch dquivalent zu unseren
Resultaten [171]. Dabei wurde die Durchflusszytometrie sowohl bei Menschen mit HIV-Erkrankung als
auch bei gesunden Personen mit aktiver Tuberkulose oder Menschen mit LTBI nach Stimulation mit
den Antigenen des TB-1- und TB-2-Roéhrchens angewandt. Dabei ergab sich kein Unterschied in den
CDS8-T-Zellantworten, bezogen auf die Zytokinexpression von IFN-y, TNF-a und IL-2 zwischen den
einzelnen Patientengruppen im TB-1- und TB-2-Rohrchen. Lediglich die CD4-T-Zellantwort war
erwartungsgemal in der Gruppe der HIV-Patienten verglichen mit den gesunden Kontrollen erniedrigt.
Eine weitere durchflusszytometrische Untersuchung von Sauzullo et al. erbrachte ebenso keinen
signifikanten Unterschied der CD8-T-Zellantworten im TB-2- im Vergleich zum TB-1-Réhrchen bei
immungesunden Patienten mit aktiver Tuberkulose. Die CD4-T-Zellantwort dominierte dort Aquivalent

in beiden Rohrchen [156].
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Insgesamt konnte anhand der in dieser Arbeit erhobenen Daten die Hypothese, dass durch das TB-2-
Rohrchen vermehrt CD8-T-Zellen bei aTB reagieren, nicht bestitigt werden. Durch die Verwendung

des TB-2-Rohrchens ergeben sich daher keine Zusatzinformationen [173].

5.3.2 ESAT-6 als potenzielles prognostisches Antigen zur Differenzierung
zwischen LTBI und aTB

Die einzig statistisch signifikante Unterscheidung zwischen negativen, latent und aktiv infizierten
Probanden lieferte in dieser Studie die CD8-T-Zellantwort auf die Stimulierung mit dem Antigen ESAT-
6, wohingegen in dieser Zellpopulation keine Unterschiede auf den Stimulus CFP-10 feststellbar waren.
Die Ergebnisse wurden durch die interindividuelle Auswertung unterstiitzt. Diese zeigte, dass sich die
geringste ESAT-6 Antwort bei den negativen Probanden einstellte und die hochste bei den aTB. Dort
reagierten sowohl die CD4- als auch die CD8-T-Zellen im Median deutlich starker auf ESAT-6 als auf
CFP-10. Dies steht in Kontrast zu friiheren Beobachtungen, bei denen vor allem auf das Antigen CFP-
10 im Vergleich zu ESAT-6 eine CD8-T-Zell-IFN-y-Antwort festgestellt werden konnte [113]. Dabei
zeigten statistisch signifikant mehr Patienten mit aktiver als latenter Tuberkulose eine CD8-T-Zell-IFN-
y-Antwort in der Durchflusszytometrie, jedoch ohne Signifikanz in der Stirke der Antwort. In unserer
Studie reagierten zudem die CD4-T-Zellen der aTB signifikant hoher auf das Antigen ESAT-6 als die
der negativen Probanden. Diese Ergebnisse werfen die Frage auf, ob die Zugabe von ESAT-6 Peptiden
in das TB-2-Rohrchen anstelle von kleinen CFP-10 Fragmenten einer Diskriminierung zwischen einer
aktiven Tuberkulose und einer LTBI dienen konnte. Bestimmte CFP-10 Epitope sprechen vor allem
entweder nur CD8- oder nur CD4-T-Zellen an [174], wohingegen andere Epitope von beiden erkannt
werden [175, 176]. Das Antigen ESAT-6 kann ebenso je nach Epitop mit nur einem oder beiden T-
Zelltypen interagieren und spielt unter anderem bei chronischen Infektionen eine wichtige Rolle [177-
180]. Studien liefern bisher Hinweise darauf, dass CD4-T-Zellen von aTB starker auf ESAT-6 Peptide
reagieren als die von Probanden mit LTBI [181], wohingegen CDS8-T-Zellen allgemein eher bei
Menschen reagieren, die kiirzlich Kontakt zu aTB hatten, als bei den aktiv Erkrankten selbst [182].
Insgesamt betrachtet kommt es daher auf die exakten Epitope der ESAT-6 und CFP-10 Peptide an, ob
CDS8-T-Zellen von aTB vermehrt mit einer IFN-y-Antwort reagieren oder nicht. Zukiinftig sollten
Studien zur Stimulation der T-Zellen mit verschiedenen Epitopen von ESAT-6 durchgefiihrt werden,
um eine eventuelle Unterscheidung von Gesunden, Personen mit LTBI und aTB treffen zu konnen und

eine potenzielle Progression von einer LTBI zu einer aktiven Tuberkulose vorhersagen zu konnen.

5.4 Follow-up

Die Ergebnisse der Nachverfolgung der Patienten zeigten, dass auch bei immunsupprimierten Patienten
die Entwicklung einer aktiven Tuberkulose bei positivem QuantiFERON-TB Gold Plus Test eine Raritét
darstellt, wenn die Ansteckung mehrere Jahre zuriickliegt. Dies steht im Einklang mit der bisher

verdffentlichten Literatur. Dort konnte der Nachweis erbracht werden, dass Patienten nach autologer
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Stammzelltransplantation keine hohere Rate an aktiver Tuberkuloseinfektion im Vergleich zur
Kontrollgruppe aufwiesen [183]. Lediglich Menschen nach allogener Transplantation zeigten ein leicht
hoheres Risiko, jedoch trat dies insgesamt bei nur 0,4 % der getesteten Personen auf. Ebenso stellt bei
Patienten, die an einer theumatoiden Arthritis leiden, die Entwicklung einer aktiven Tuberkulose eine
Ausnahme dar [184]. Eine multizentrische Studie, die die aktive Tuberkuloserate bei Patienten nach
solider Organtransplantation untersuchte, konnte in Zentraleuropa eine niedrige Inzidenzrate von 3,1
feststellen [185]. Menschen im siidlichen Europa hingegen zeigten mit einer Inzidenzrate von 14
hiufiger eine aktive Tuberkulose nach der Organtransplantation. Unsere Arbeitsgruppe war Teil dieser
Studie und konnte mit der Untersuchung des teilweise identischen Patientenkollektivs die Ergebnisse
der anderen Zentren stiitzen. Die Gabe der Chemoprévention sollte demnach nicht allein anhand des
Immunstatus, sondern nach einer individuellen Risikoeinstufung erfolgen. Zusitzlich zeigte das Follow-
up, dass die Differenz von > 0,6 IU/ml kein Surrogatmarker fiir eine Progression einer LTBI zu einer

aktiven Tuberkulose darstellt.

5.5 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit konnte erstmals festgestellt werden, dass der QuantiFERON-TB Gold Plus Test zur
Detektion einer latenten Tuberkulose nicht nur bei gesunden Kontrollen, sondern auch in verschiedenen
immungeschwichten Patientenpopulationen angewandt werden kann. Dabei unterschied sich die Starke
der IFN-y-Antwort zwischen allen immunsupprimierten Probanden und Kontrollen nicht signifikant.
Durch seinen nur sehr geringen Anteil (1,11 %) an unschliissigen Ergebnissen in allen
Probandengruppen bietet er leichte Vorteile gegeniiber dem QuantiFERON-TB Gold In-Tube Test.
Hinsichtlich der Spezifitit und Sensitivitit ergaben sich in allen Patientengruppen dhnliche Resultate
wie beim Vorgingermodell. In unserem Patientenkollektiv zeigte sich kein Zusammenhang zwischen
einem positiven Testergebnis und den bekannten Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer Tuberkulose.
Aufgrund einer nicht ausreichenden Diskriminierung zwischen einer aktiven von einer latenten
Tuberkulose, die mit einem geringen positiv pradiktiven Wert einhergeht, bietet der Test jedoch keine
Vorteile gegeniiber dem QuantiFERON-TB Gold In-Tube Test. Die bisher postulierte erhohte CD8-T-
Zellantwort im TB-2-Roéhrchen bei aTB konnte durch die durchflusszytometrischen Messungen in
dieser Studie eindeutig widerlegt werden. Entgegen der bisher angenommenen vermehrten CD8-T-
Zellantwort auf kleine CFP-10 Peptide im TB-2-Rdhrchen lieB sich eine stirkere CD8-T-Zellantwort
der aTB auf ESAT-6 Fragmente messen. Die Nutzung von zusétzlichen Peptidfragmenten von ESAT-6
Antigenen im TB-2-Réhrchen oder die Anderung der Epitope der CFP-10 Peptide in diesem Rhrchen
konnten in Zukunft eine Moglichkeit fiir IGRAs darstellen, zwischen nicht infizierten, latent infizierten
und Personen, die an einer aktiven Erkrankung leiden, zu unterscheiden. Des Weiteren konnten diese
Stimulationen gegebenenfalls mithilfe eines geeigneten DLs oder der Differenz der Rohrchen eine
prognostische Aussage treffen, welche Patienten eine aktive Tuberkulose entwickeln und

dementsprechend praventiv behandelt werden missen. Zusédtzlich konnte die Forschung an neuen
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Biomarkern die Diagnostik, die Progressionsvorhersage und auch die Therapieiiberwachung
revolutionieren. Aktuell stehen bereits eine Vielzahl an Biomarkern zur Verfiigung, die teilweise bereits
kommerzielle Anwendung in der Diagnostik gefunden haben [186-188]. Es bleibt zu hoffen, dass durch
weitere Marker neue Forschungsansdtze entstehen, denn die Kombination aus addquaten diagnostischen
Tests mit neuen kiirzeren Regimen zur priaventiven Chemotherapie, wiirde einen entscheidenden Schritt

im Kampf gegen Tuberkulose liefern.
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