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1. ARBEITSHYPOTHESE

Im Rahmen der heutigen immunologischen Untersuchungen dient die Bestimmung der
Serumspiegel spezifischer Antikorper der Beurteilung einer kompetenten Immunantwort
[18,26]. Die Bedeutung einer adidquaten Immunglobulinbildung liegt in der Abwehr
infektioser Erreger und der Bekdmpfung der mit ihnen verbundenen Erkrankungen durch
eine adaptive Immunantwort, die eine langfristige Immunitidt bewirken kann. Erniedrigte
Konzentrationen spezifischer Antikoérper finden sich etwa bei Patienten mit

Immundefekten, aber auch bei Patienten mit regulérer Immunfunktion [1].

Die in dieser Studie durchgeflihrte Analyse der altersabhidngigen Immunglobulin G-
Konzentrationen ermoglicht eine Beurteilung des Immunstatus des Probanden. Im Hinblick
auf die jeweils erfolgten Impfungen ist eine Aussage zu deren Effektivitit moglich. Die
erfolgreiche Immunisierung bewirkt einen Anstieg der spezifischen Immunglobulin-Titer
[18]. Falls ein Immunmangel besteht, wird durch die Konzentrationsbestimmung der
Immunglobuline die Entscheidung zur Durchfiihrung einer Substitutionstherapie erleichtert
[26].

In bisher verdffentlichten Normwertstudien lassen sich keine einheitlichen Normwerte der
einzelnen Altersklassen erkennen. Dies diirfte vor allem auf die Verwendung
unterschiedlicher Referenzstandards und Testmethoden zuriickzufiihren sein. Das in dieser
Studie verwendete Referenzmaterial CRM 470 wurde vom European Community Bureau

of Reference und dem U.S. College of American Pathologists zertifiziert.

Das Ziel dieser Studie ist die Ermittlung verbindlicher, altersbezogener Normwerte fiir
spezifische Antikorper unter Verwendung der internationalen Referenzpriparation CRM

470 .



2. Einleitung

Die Immunologie ist eine relativ junge Wissenschaft. Der Beginn der immunologischen
Forschung 146t sich auf Edward Jenner zuriickfithren, der 1796 entdeckte, dafl ein Mensch
vor einer Variola-Infektion geschiitzt ist, wenn man ihn mit Kuhpocken impft. Jenner
bezeichnete dieses Verfahren als ,,Vaccination®, ein Begriff, der auch heute noch verwendet
wird und der die Schutzimpfung einer gesunden Person mit abgeschwéchten oder toten
Krankheitserregern impliziert.

Louis Pasteur beobachtete 1880, daf3 eine Kultur von Pasteurella ariseptica nach langerer
Lagerung ihre Virulenz verlor und damit geimpfte Versuchstiere nicht an den virulenten
Staimmen erkrankten. Er postulierte so den Impfschutz durch Vaccination mit ,,attenuierten
Bakterienbestandteilen [29].

Im 19. Jahrhundert entdeckte Robert Koch, dass Infektionen auf Mikroorganismen
zuriickzufiihren sind, die spezifische Krankheitsbilder hervorrufen.

Die Entdeckungen von Robert Koch und weiteren bedeutenden Mikrobiologen des 19.
Jahrhunderts ermdglichten die Ubertragung von Jenners Impfverfahren auf andere
Krankheiten. So stellte Louis Pasteur einen Impfstoff gegen Cholera und Tollwut her.

Ein grundlegender Fortschritt der immunologischen Forschung war 1890 die Entdeckung
von Antikorpern im Serum geimpfter Personen durch Emil von Behring und Shibasaburo
Kitasato [13]. Sie stellten fest, dass das Serum eines gegen Tetanus immunisierten Tieres
eine neutralisierende, antitoxische Wirkung besitzt.

Diese tiber Jahrhunderte erzielten Forschungsergebnisse bilden die Grundlage der heutigen
Immunologie. Sie ermoglichen den Einsatz verschiedener Impfstoffe zur Abwehr
zahlreicher Infektionserkrankungen, die in Entwicklungslandern nach wie vor eine der
haufigsten Todesursachen darstellen [13].

Im Verlauf des 20. Jahrhunderts gelang Georg Kohler die Herstellung monoklonaler
Antikorper mit Hilfe von antikdrperbildenden Hybridzellen. Es folgte die Entdeckung der
Polypeptidstruktur von Antikdrpermolekiilen durch Rodney Portier und somit die
Grundlage ihrer Analyse durch die Proteinsequenzierung. Schlieflich ermdglichte die
Forschungsarbeit von Gerald Edelmann die Entschliisselung der vollstindigen

Immunglobulinstruktur [29].



Im Rahmen der heutigen immunologischen Untersuchungen dient die Bestimmung der
Serumspiegel spezifischer Antikorper der Beurteilung einer kompetenten Immunantwort
[18,26]. Erniedrigte Konzentrationen spezifischer Antikorper finden sich etwa bei Patienten
mit Immundefekten, wie etwa bei selektivem Immunglobulin-G-Subklassenmangel oder
kombinierten Immundefekten, aber auch bei Patienten mit reguldrer Immunfunktion [1].
Das Wissen um das mogliche Ausbleiben einer suffizienten Immunantwort, unzureichend
durchgefiihrte Impfungen oder eine Verminderung der Antikérperkonzentrationen im
Verlauf der Zeit fiihrte zur Einfiihrung der Konzentrationsbestimmungen spezifischer

Antikorper im Serum [6,15].

Die Bedeutung der adidquaten Immunglobulinbildung liegt in der Abwehr infektioser
Erreger und der Bekdmpfung der mit ihnen verbundenen Erkrankungen.

Die zahlreichen Komponenten des Immunsystems ermdoglichen die Identifikation und
Elimination von Krankheitserregern und konnen durch eine adaptive Immunantwort eine
langfristige Immunitét bewirken.

Die Immunglobuline der Gruppe G sind in der Lage, eine spezifische Abwehrreaktion
hervorzurufen. Thr Vorliegen sowie ihre Konzentration im Plasma sind ausschlaggebend fiir
die Effektivitét der erfolgenden Immunantwort.

Die Immunglobuline der Gruppe G umfassen vier Subklassen, die als IgG 1, IgG 2, IgG 3
und IgG 4 bezeichnet werden. Sie zeigen eine dhnliche Proteinstruktur, sind jedoch durch
unterschiedliche Gene kodiert. Dadurch ergeben sich unterschiedliche Effekte bei der
Komplementbindung, Placentapassage und Fc-Rezeptor-Bindung. Die Bildung von IgG-
Subklassen beruht auf einem Wechsel des Isotyps, der unter der Einwirkung von Cytokinen
und der Expression der CD 40 — Liganden auf einer T- Helferzelle stattfindet [13].
Adédquate Immunantworten sind abhéngig von der Spezifitit und der Effektorfunktion der
Antikorper. Die Spezifitit einer AntikOrperantwort ergibt sich durch die zwei variablen
Doménen der Antigen—Bindungsstelle, die Effektorfunktion ist durch die Isotypen der
konstanten Doméne der schweren Ketten bestimmt. Durch einen Wechsel des Isotyps kann
die variable Domine einer schweren Kette mit der konstanten Region eines jeden Isotyps

assoziieren [13].

Im Plasma findet man IgG in hohen Konzentrationen, obwohl reife, naive B-Zellen IgM-
und IgD- Isotypen exprimieren. Dies bedeutet, dal die B- Zellen einen Isotypenwechsel

durchlaufen miissen, um IgG- Isotypen exprimieren zu kdnnen.



Die Isotyp-Expression und der Isotypenwechsel sind abhédngig von T- Helferzellen und den
von ihnen produzierten unterschiedlichen Cytokinen.

In Tierexperimenten konnte festgestellt werden, dal verschiedene Cytokine den Wechsel zu
unterschiedlichen Isotypen ausldsen. Einige dieser Cytokine steuern etwa die B-
Zellproliferation zu Beginn einer B- Zell-Antwort.

IgG 1 liegt in der hochsten Konzentration vor, IgG 4 in der niedrigsten. Immunologische
Untersuchungen haben ergeben, daBl die T-Zell-abhdngigen Immunantworten gegen
Peptidantigene durch IgG 1 und IgG 3, die T-Zell-unabhéngigen Immunantworten gegen
Polysaccharide durch IgG 2 vermittelt werden [13,14,22].

Ein isolierter IgG-Subklassenmangel ist der haufigste Immundefekt und fiihrt zu chronisch
rezidivierenden, eitrigen Infektionen. Dieses Defizit, meist an IgG 1 und IgG 2, erfordert
eventuell eine Substitutionstherapie mit Immunglobulinpraparaten [26].

Die Analyse der altersabhingigen Immunglobulin-G-Konzentrationen ermdglicht eine
Beurteilung des Immunstatus des Probanden. Im Hinblick auf die jeweils erfolgten
Impfungen ist eine Aussage zu deren Effektivitdt moglich. Die erfolgreiche Immunisierung
bewirkt einen Anstieg der spezifischen Immunglobulin-Titer [4]. Falls ein Immunmangel
besteht, wird durch die Konzentrationsbestimmung der Immunglobuline die Entscheidung
zur Durchfiihrung einer Substitutionstherapie erleichtert [26].

Die Konzentrationsbestimmung spezifischer Antikorper erfolgt mittels eines enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), wodurch eine Spiegelbestimmung spezifischer Antikorper

als auch von Immunglobulin-Subklassen moglich ist [27].

Die in Deutschland geltenden Impfempfehlungen der Stindigen Impfkommission (STIKO)
unterliegen einem steten Wandel. So wurden die Impfempfehlungen in den letzten Jahren

um die Konjugat-Impfung mit Haemophilus influenzae Typ b (Hib) erweitert.

Im Hinblick auf die in dieser Studie analysierten spezifischen Antikorper-Titer gegen
Pneumokokken-Kapselpolysaccharid, anti-Hib-Kapselpolysaccharid und Tetanus-Toxoid
empfiehlt die Stindige Impfkommission seit Juli 2001 ein Impfschema entsprechend der

Tabelle 1 [28].



Alter 2 3 4 11-14 15-23 4-5 9-17

Monate | Monate | Monate | Monate | Monate Jahre |Jahre

Impfstoff

DTP 1. 2. 3. 4.

DT/Td A A
P A
Hib 1. 2. 3.

Tab.1: Auszug aus dem Imptkalender flir Sduglinge, Kinder und Jugendliche
in Anlehnung an die Empfehlungen der Stindigen Impfkommission 2001

( A = Auffrischimpfung )

Vor diesem Hintergrund ist die in dieser Studie durchgefiihrte Ermittlung von
altersspezifischen Normwerten der spezifischen Immunglobuline von entscheidender
Bedeutung.

In bisher veroffentlichten Normwertstudien lassen sich keine einheitlichen Normwerte in
den einzelnen Altersklassen erkennen. Dies diirfte vor allem auf die Verwendung
unterschiedlicher Referenzstandards und Testmethoden zuriickzufiihren sein.

Andererseits ergeben sich auch Hinweise auf eine Beeinflussung der IgG-
Subklassenkonzentrationen durch das Geschlecht, die Ethnizitit, die biologische Variation
verschiedener Untersuchungskollektive und die mogliche atopische Disposition der
Probanden.

Die altersabhéngige Konzentration der Subklassen ist in allen Studien nachgewiesen. So
sind bei Sduglingen und Kleinkindern die niedrigsten Spiegel zu verzeichnen [18].

Die Isotypen IgG 1 und IgG 3 erreichen den Konzentrationsspiegel im Serum eines

Erwachsenen schneller als IgG 2 und IgG 4.

Das Ziel dieser Studie ist die Ermittlung verbindlicher, altersbezogener Normwerte von
spezifischen Antikorpern unter Verwendung eines internationalen Referenzstandards.

Das bisher verwendete Referenzmaterial wurde uneinheitlich eingesetzt und stand nicht in
ausreichendem Mafe zur Verfiigung. Ein definierter Referenzstandard ist jedoch die
Voraussetzung zur Erlangung vergleichbarer Testergebnisse bei der Analyse von
Plasmaproteinen in Patientenproben. Bisher zeigten sich unterschiedliche, voneinander
abweichende Werte der Referenzmaterialien aufgrund eines fehlenden standardisierten
Wertetranfers verschiedener MeBmethoden und einer nicht vorhandenen standardisierten

Referenzmethode.



Das in dieser Studie verwendete Referenzmaterial CRM 470 wurde vom European
Community Bureau of Reference und dem U.S. College of American Pathologists
zertifiziert.

Zur Herstellung dieses neuen Referenzmaterials sind Serumproben verwandt worden, bei
denen die demographischen Daten und die vollstdndige Anamnese der gesunden Spender
bekannt waren.

Bisher wurden bereits einige Referenzbereiche fiir Plasmaproteine bestimmt, jedoch noch
keine Normwerte fiir Inmunglobulinsubklassen oder spezifische Antikorpertiter.

Zur Konzentrationsbestimmung der Immunglobulin-G-Subklassen im Referenzstandard

CRM 470 wurden hochreine Priparationen der einzelnen Subklassen hergestellt.

Die Ermittlung altersabhéngiger Normbereiche fiir spezifische Antikdrper in Bezug auf die
Referenzpraparation CRM 470 ist Inhalt dieser Studie.

Die erhaltenen Ergebnisse sind im Rahmen einer Multizenterstudie der Ruhr -Universitat
Bochum, der Universitdtskinderklinik Leipzig und des Altonaer Kinderkrankenhauses

Hamburg bestimmt worden.



3. Probanden und Methodik

1.Probandenermittlung

1.1 Elterninformation

Das Ziel der Studie ist die Ermittlung altersabhédngiger Serumspiegel fiir spezifische
Immunglobuline in Bezug auf die Referenzpraparation CRM 470.

Die Probenentnahme erfolgte bei gesunden, zum Zeitpunkt der Blutentnahme infektfreien,
Kindern. Die Probanden wurden aus einer Gruppe von Kindern ausgewéhlt, die zu elektiven
Eingriffen und allgemeinen diagnostischen Mallnahmen meist in Narkose stationér
aufgenommen worden sind. Die unten genannten Einschlu- und AusschluBkriterien
wurden hierzu in einem standardisierten Fragebogen aufgefiihrt.

Im Rahmen der stationdren Aufnahme fiihrte ich ein Geprach mit den Eltern des Kindes und
anhand eines Informationsblattes wurden die Inhalte der Studie sowie deren Zweck und
Unbedenklichkeit dargestellt (Abb.1).

Den Eltern wurde zugesichert, dafl die von mir durchgefiihrte Blutentnahme im Rahmen der
Schaffung eines notwendigen intravendsen Zugangs erfolgen wiirde, die Kinder somit also
keiner zusétzlichen Punktion unterzogen werden wiirden.

Innerhalb des Aufklarungsgesprichs konnte auf eventuelle Fragen der Eltern ausfiihrlich
eingegangen werden.

Es wurde in jedem Fall das schriftliche Einverstandnis der Eltern eingeholt (Abb.2).

Im AnschluB an das Einfiihrungsgesprach erfolgte die Erhebung der Grunddaten der
Probanden.

Dies umfafite die Krankenblattnummer, das Geschlecht, das Geburtsdatum sowie die

Nationalitit (Abb.3a).

1.2 EinschluB3Kkriterien

Die jeweilige diagnostische oder operative Mallnahme wurde im Rahmen der
EinschluBkriterien festgehalten (Abb.3b).
Die erfassten EinschluBBkriterien waren: - Vaterschaftsgutachten (n = 8)

- Leistenbruch (n = 64)

- Nabelbruch (n=11)

- Hodenhochstand (n = 29)

- Phimose (n = 48)

10



- Héamangiom (n = 16)

- Kontroll-Endoskopie (n = 22)

- Enuresis-Diagnostik (n = 19)

- Materialentfernung (n = 25)

- Orthopéadische Operationen (n = 28)
- Plastische Ohroperationen (n = 10)
- Kleinwuchs/GroBwuchs (n = 18)

- Akzidentelles Herzgerdusch (n = 4)
- Blutspende (n = 70)

- Schiel-Operationen (n = 0)

1.3 Ausschluflkriterien

Als AusschluBkriterien wurden gewertet: - Ehemalige Frithgeborene

- MiBbildungssyndrome

- Stoffwechselerkrankungen

- Chronisch- entziindliche Erkrankungen
-Gehéufte Infektionen

-kiirzlich abgelaufene Infektionen mit einem
oder mehreren der folgenden Symptome:
Atemnot, Pfeifen, Giemen, Husten, Otalgien,
Schnupfen, Heiserkeit, Niesen, Erbrechen,

Durchfall, Fieber (Abb.4a).

Um den jeweils vorliegenden Impfstatus der Kinder zu ermitteln, wurden die letzten
Impftermine und die Anzahl der jeweils erfolgten Impfungen gegen Tetanus, Haemophilus
influenzae Typ b und Pneumokokken anamnestisch und anhand der Impfausweise durch
mich erfasst (Abb.4b).

Ferner wurde im Rahmen der Laboranalysen ein Suchtest zum Ausschluss einer

allergischen Sensibilisierung durchgefiihrt.
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Abb.1

Elterninformation zur Studie

Ermittlung von immunologischen Referenzwerten fiir das Kindesalter

Studiennummer TBS-01

Sehr geehrte Eltern,

Der behandelnde Arzt hat bei Threm Kind eine Blutentnahme vorgesehen. Wir mochten Sie
bitten, einen kleinen Teil des entnommenen Blutes (4 ml) fiir eine Normwertstudie
verwenden zu konnen.

Ziel unserer Untersuchung ist es, Normwerte fiir die Konzentration von Abwehrstoffen im
Blut von gesunden Kindern zu erhalten. Entsprechende Werte, die fiir die Diagnose von
Abwehrschwichen im Kindesalter wichtig sind, liegen zurzeit nicht in zufriedenstellender
Form vor.

Da die Blutentnahme ohnehin erfolgt und nur eine kleine Menge an Blut zuséitzlich
entnommen wird, entstehen fiir Ihr Kind keine Risiken, aber auch kein direkter Nutzen aus
der Studie.

Die wenigen fiir diese Untersuchung notwendigen personlichen Daten werden anonymisiert
und unter Einhaltung der Datenschutzbestimmungen ausschlieBlich flir wissenschaftliche
Zwecke eingesetzt.

Selbstverstiandlich haben wir uns durch die Ethikkommission beraten lassen, die keine
Einwinde gegen die Studie hatte. Eine Ablehnung der Teilnahme oder auch das spétere
Ausscheiden aus der Studie zu jedem beliebigen Zeitpunkt bleibt natiirlich ohne nachteilige

Folgen, insbesondere fiir die weitere medizinische Versorgung Thres Kindes.
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Abb. 2

Einwilligungserklirung zur Studie

Ermittlung von immunologischen Referenzwerten fiir das Kindesalter

Studiennummer TBS-01

Proband (-in) geb.am:

(Name,Vorname)

Die miindliche und schriftliche Aufklarung iiber die o.g. Studie erstreckte
sich auf (zutreffendes ankreuzen):
O Ziele der Untersuchung
O Durchfiihrung der Untersuchung (Blutentnahme)
O Weiterverwendung der Daten
O Freiwillige Teilnahme (Ablehnung/Widerruf ohne nachteilige Folgen)
O Ausreichend Zeit zur Entscheidungsfindung
O Einwilligung zur Teilnahme

O Keine Einwilligung zur Teilnahme

Aufklarender Arzt (Name, Vorname in Druckbuchstaben)

Vater oder Mutter

(Datum und Unterschrift)(Name, Vorname in Druckbuchstaben)

Proband

(Datum und Unterschrift)(Name, Vorname in Druckbuchstaben)

Zeuge

(Datum und Unterschrift)

13




Abb. 3a/3b
Grunddaten

Krankenblatthnummer o o

Abnahmedatum

Geschlecht

Geburtsdatum

Ethnizitat
Deutsch Turkisch

andere Herkunft

Aufnahme in die Studie

keine Aufhahme

Einschlusskriterien

Ja
Vaterschaftsgutachten
Leistenbruch

Nabelbruch
Hodenhochstand

Phimose

Hidmangiom
Kontroll-Endoskopie
Enuresis-Diagnostik
Materialentfernung
Orthopédische Operation
Plastische Ohroperation
Kleinwuchs (familiér)
GroBwuchs

Akzidentelles Herzgerdusch
Blutspende
Schiel-Operation

Nein

Wenn 1 x ,,ja* Aufnahme in die Studie
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Abbildung 4 a/b

Ausschluflkriterien

Ehemalige Frithgeborene

(Geburtstermin vor der 36.Schwangerschaftswoche)

Mifbildungssyndrome
oder Stoffwechselerkrankungen

Chronisch entziindliche Erkrankungen

ja nein

Akute Infektionen in den letzten 3 Wochen

Infektionen in den letzten 6 Monaten

1x

nie selten manchmal oft

Atemnot

2X 3x

Pfeifen oder Giemen

Husten

Ohrenschmerzen

Schnupfen

Heiserkeit

Niesen

Erbrechen

Durchfall

Fieber

w

Wenn 5 x ,,Nein“, Aufnahme in die Studie

Impfungen (laut Impfausweis)

Zahl letzter Termin
Tetanus-Toxoid _
Diphtherie _
Hib L
Pneumovax _
CRP . mg/dl mogliche Infektion bestitigt
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1.4 Probanden

Fiir die Studie wurden Blutentnahmen von 313 klinisch gesunden Kindern analysiert. Es
wurden 214 ménnliche und 99 weibliche Probanden, in einer Altersspanne von 6 Monaten
bis zum 18.Lebensjahr sowie 73 erwachsene Probanden in die Studie aufgenommen.
Tabelle 2 zeigt die Anzahl der Probanden in den jeweiligen Altersklassen.

Die Einverstindniserkldrung der Eltern wurde im Rahmen eines ausfiihrlichen
Aufklarungsgespriaches durch mich vor Versuchsbeginn eingeholt.

Bei den erwachsenen Probanden wurden insgesamt 73 gesunde Blutspender, 36 Ménner
und 37 Frauen, rekrutiert. Die Altersspanne lag zwischen 20 und 61 Jahren.

Anhand eines standardisierten Fragebogens und eines im Normbereich angesiedelten CRP-
Wertes wurden rezidivierende bzw. akut vorliegende Infektionskrankheiten ausgeschlossen.
Die Blutentnahme bei den Kindern erfolgte am niichternen, zur elektiven MaBnahme
stationdr aufgenommenen Probanden meist wihrend der Einleitung der Narkose. Bei den
erwachsenen Studienteilnehmern erfolgte die Probenentnahme im Rahmen der Blutspende.
Mittels Zentrifugation wurde im Anschlul an die Blutentnahme das Serum separiert, der
CRP-Wert bestimmt und die Proben bis zur abschlieBenden Analyse bei —20°C eingefroren.
Die jeweils durchgefiihrte Anzahl der Impfungen mit Tetanus-Toxoid, Haemophilus
influenzae-Konjugat und Pneumokokken-Konjugat wurden anhand der Impfausweise von

mir dokumentiert.

Altersgruppe Probandenzahl
V-1 Jahr 35
1-2 Jahre 30
2-3 Jahre 33
3-4 Jahre 45
5-7 Jahre 83
8-11 Jahre 56
12-18 Jahre 31
Erwachsene 73

Tab.2: Anzahl der Probanden bezogen auf die jeweilige Altersgruppe
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1.5 gesetzliche Auflagen

Der Datenschutz der Patienten wurde iiber eine Codierung mittels Studiennummmern und
unter Verwendung der Initialen gewéhrleistet. Die einzelnen Laborproben sind nur mit der
Studiennummer gekennzeichnet worden.

Fiir eine mogliche spétere Identifizierung wurde eine Liste der Studiennummern und den

dazugehorenden Patientendaten beim Studienleiter, Herrn Prof. Dr. Schauer hinterlegt.

2. Durchfiihrung der Laboranalysen

2.1 Enzymimmunoassays

Enzymimmunoassays basieren auf der Moglichkeit, Antigene oder Antikdrper so mit
Enzymen zu koppeln, da3 weder die immunologische noch die enzymatische Aktivitét
verloren geht. Die spezifische Bindung eines enzymatisch markierten Reaktionspartners
wird nach Ablauf des Versuchs durch eine Enzym-Substrat-Reaktion gemessen.

Zum Antikorpernachweis und zur Quantifizierung der Antikorper wird die indirekte
Methode des enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) angewandt.

Es werden beschichtete Mikrotiterplatten verwendet, in deren Vertiefungen das jeweilige
Antigen durch passive Adsorption gebunden ist. Nach Auswaschen des nicht gebundenen,
iiberschiissigen Antigens werden die Mikrotiterplatten mit dem zu untersuchenden Serum
inkubiert. Sind in der Serumprobe entsprechende spezifische Antikdrper vorhanden, werden
diese nun an die fixierten Antigene gebunden. Es erfolgt dann eine erneute Auswaschung
des iiberschiissigen Serums.

Im folgenden Arbeitsgang wird ein Enzym-markiertes Anti-Human-Immunglobulin
zugesetzt, welches sich an die gebundenen Antigen-Antikorper-Komplexe anlagert.

Nach erneutem Waschvorgang wird eine Losung zugegeben, die dem zur Markierung
verwendeten Enzym als Substrat dient. Die nun ablaufende Reaktion wird nach einiger Zeit
unterbrochen und die Abbaurate des Substrats kann anhand einer Farbreaktion gemessen
werden.

Diese indirekte Methode kann nur durchgefiihrt werden, wenn ausreichend gereinigtes
Antigen zur Verfiigung steht. Ist dies nicht der Fall, kann die Mikrotiterplatte auch mit dem

spezifischen Antikorper beladen werden. Im weiteren Verlauf werden dann ungereinigte
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Antigene, die Serumprobe, enzymmarkiertes Anti-Human-Globulin sowie das
Enzymsubstrat zugefligt.

Um quantitative Aussagen zu ermdglichen, mufl mindestens eine der beiden Komponenten,
Antigen - oder Antikdrperfraktion, in einer aufgereinigten Form vorliegen.

Zum Nachweis einer Bindung unmarkierter Antikorper an den antigenbeschichteten Trager
dienen markierte Anti-Immunglobulin-Antikorper. Diese Anti-Immunglobulin-Antikérper
reagieren mit Antikorpern aller Spezifititen. Dies ist auf Grund der konstanten Abschnitte,
die allen Antikdrpern gemein sind, moglich.

Anti-Immunglobulin-Antikérper gewinnt man, indem man Immunglobuline des Menschen
einer anderen Spezies injiziert. Die so gewonnenen Anti-Immunglobulin-Antikorper werden
durch Affinitdtschromatographie aufgereinigt, danach markiert und als allgemeine Sonden

fiir gebundene Antikorper eingesetzt.

2.2 Testdurchfiithrung zur Bestimmung von spezifischen Antikorpern

2.2.1 Bestimmung von Pneumokokken-Kapselpolysaccharid IgG-Antikorpern
Zunichst wird der Kit auf Raumtemperatur erwdrmt, wobei die optimale Temperatur
zwischen 20°C und 24°C liegt. Der Waschpuffer mufl im Verhéltnis 1:20 verdiinnt werden.
Danach werden 10 pl der Probe mit 1000 ul des Probenverdiinnungspuffers vermischt. Je
100 pl von jedem Kalibrator, Kontrolle und jeder Probe werden in die entsprechenden
Wells pipettiert und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Im Anschlufl daran erfolgt die dreimalige Waschung der Wells mit Waschpuffer.

Dann pipettiert man 100 pl Konjugat in jedes Well und inkubiert die Proben flir 30
Minuten, bevor sie erneut gewaschen werden. Jetzt werden jeweils 100 pl
Tetramethylbenzidin hinzugefiigt, nach weiteren 10 Minuten gibt man die Stop-Ldsung
hinzu und erhélt so einen Farbumschlag von blau nach gelb.

Nun wird die optische Dichte bei 450 nm bestimmt, die Kalibrationskurve wird erstellt und

die Ergebnisse konnen ermittelt werden.

2.2.2 Bestimmung von anti- HiB Kapselpolysaccharid
Zu Beginn der Analyse erfolgt die Verdiinnung der Kontrolle und der Serumprobe auf 1:50.
Dann werden jeweils 100 pl der Kontrolle, der Kallibratoren und der Proben pro Well

pipettiert.
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Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten und der Verdiinnung des Waschpuffers mit
destilliertem Wasser im Verhéltnis 1:20 erfolgt ein dreimaliges Waschen der Platten.
AnschlieBend werden 100 pl des Konjugats in jede Vertiefung gegeben und nach einer
weiteren Inkubationszeit von 30 Minuten erneut dreifach gewaschen. Nachdem je 100 pl
des Tetramethylbenzidin-Substrates pipettiert wurden, wird nach 10 Minuten die Stop-
Losung zugegeben und die optische Dichte kann ermittelt werden.

Abschlielend erfolgen die Erstellung der Kallibrationskurven sowie die Ermittlung der

Ergebnisse.

2.2.3 Bestimmung von Tetanus- Toxoid IgG-Antikorpern

Zu Beginn der Analyse erfolgt die Verdiinnung des Waschpuffers mit destilliertem Wasser
im Verhiéltnis 1: 20. AnschlieBend werden die Proben mit Verdiinnungspuffer versetzt. In
der Folge pipettiert man je 100 ul/Well des Kalibrators, der Kontrolle sowie der Proben. Es
folgt eine Inkubationszeit von 30 Minuten bei Raumtemperatur. Nun werden die Platten
gewaschen und nach Pipettierung des Konjugats erneut fiir 30 Minuten inkubiert.

Dann erfolgt eine dreifache Waschung, die Zugabe von Tetramethylbenzidin und nach
weiteren 10 Minuten Inkubation die Zugabe der Stop-Losung.

Nachdem die optische Dichte bei 450 nm bestimmt wurde, konnen die Kallibrationskurven

erstellt und die Ergebnisse ermittelt werden.

3. Referenzpriparation CRM 470

Die Anfertigung der Referenzpriparation erfolgte durch die Firma Binding Site GmbH,
Heidelberg.

Um gleiche Qualitétsstandards bei der Ermittlung der Konzentrationen der spezifischen
Antikorper zu ermoglichen, wurden zunédchst hochreine Préparationen der einzelnen
Antikorper hergestellt.

Das Ausgangsmaterial einer jeden AntikOrperpraparation war eine polyklonale IgG-
Pridparation, die aus einem  Serumpool gefiltert wurde. Mittels einer
Affinitdtschromatographie  erhielt man ein Immunglobulinsubklassen-Eluat. Die
Aufreinigung des Eluats wurde dann mit einer allotypspezifischen, polyklonalen

Immunaffinititssdule durchgefiihrt. Bei der Affinititschromatographie nutzt man die
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spezifische Bindung eines AntikOrpers an ein Antigen, welches an eine feste Matrix
gekoppelt ist. Das Antigen wird kovalent an chemisch reaktive Partikel gebunden. Dieses
Material wird mit dem Antiserum versetzt so dass die spezifischen Antikorper an die Matrix
binden und alle anderen Proteine sowie die iibrigen AntikOrper ausgewaschen werden
konnen. Die spezifischen Antikorper werden danach freigesetzt, indem man den ph-Wert
auf 2,5 erniedrigt oder auf 11 erhoht. Ebenso kann durch Bindung spezifischer Antikorper
an eine Matrix die Aufreinigung von Antigenen aus komplexen Gemischen erfolgen.

Die Reinheit der Prédparationen wurde anhand eines Western Blot, einer polyklonalen
radialen Immundiffusion und durch ein enzyme-linked immunosorbent assay gepriift.

Im Anschlul daran erfolgte die Bestimmung der absoluten Konzentration in jeder

Subklassenpréiparation mit Hilfe der Aminoséurenanalyse.

4. Gerite

4.1 Bestimmung der Immunglobulin-Subklassen mittels eines Behring Nephelometer
(BNA oder BNA 2)

Durchfiihrung im Institut fiir Klinische Chemie, Klinikum GroB3hadern, Miinchen

PD Dr. Wick

4.2 Bestimmung des Tetanus-Toxoid, Diphtherie-Toxin, Pneumokokken-
Kapselpolysaccharid und Haemophilus influenzae Typ b Kapselpolysaccharid sowie der
Suchtest zum AusschluB} einer allergischen Sensibilisierung (sx1 und fx5).

Durchfiihrung im Institut fiir Klinische Chemie und Molekulare Diagnostik,

Philipps Universitdt Marburg

Prof. Dr. Renz

4.3 Bestimmung der CRP- Werte aller Blutproben

Durchfiihrung im Zentrallabor des Altonaer Kinderkrankenhauses, Hamburg
Dr.D.Pohland
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5. Reagenzien
5.1 Bindazyme TM Enzym-Immunoassay

zur Bestimmung von Tetanus- Toxoid IgG-Antikdrpern

5.1.1 Packungsinhalt

12 x Mikrotiterstreifen mit je 8 vereinzelbaren Wells
7 x 1,2 ml gebrauchsfertige Kalibratoren

1 x 1,2 ml gebrauchsfertige Positivkontrolle

2 x 50 ml Probenverdiinnungs-Puffer

1 x 12 ml gebrauchsfertiges anti- Human IgG-Konjugat
1 x 50 ml Waschpuffer-Konzentrat (20-fach)

1 x 14 ml gebrauchsfertige TMB-Substratlosung

1 x 14 ml gebrauchsfertige Stop-Losung

1 x Englische Packungsbeilage

1 x Deutsche Packungsbeilage

1 x Chargenspezifisches QC-Zertifikat (englisch)

In einem Kit ist ausreichend Material enthalten, um 96 Tests zu messen, d. h. 40 Proben

kénnen in Doppelbestimmung gemessen werden.

5.1.2 Antigen-beschichtete Mikrotiterstreifen:
Die vereinzelbaren Wells sind mit dem Tetanus-Toxoid-Antigen aus Clostridium tetani
beschichtet. Sie sind in einem wiederverschlieBbaren Folienbeutel verpackt, der ein

Trockenmittel enthalt.

5.1.3 Gebrauchsfertige Kalibratoren:

7 Flaschen mit je 1,2 ml stabilisiertem, vorverdiinntem Humanserum mit den folgenden
Konzentrationen: 7; 2,33; 0,78; 0,26; 0,09; 0,03; 0,01 IU/ml. Die Kalibratoren sind gegen die
NIBSC Tetanus Antitoxin-Referenzpraparation 76/589 kalibriert.

5.1.4 Positivkontrolle:

Eine Flasche mit 1,2 ml stabilisiertem, vorverdiinntem Humanserum. Das Serum ist gegen

die NIBSC Tetanus Antitoxin-Referenzpréaparation 76/589 kalibriert.
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5.1.5 Konjugat:
Eine Flasche mit 12 ml affinitdtsgereinigtem, Peroxidase-markiertem, gebrauchsfertigem

Anti- Human- IgG-Konjugat.

5.1.6 TMB:
Eine Flasche mit 14 ml gebrauchsfertiger Losung. Das TMB dient als Substrat fiir die

Meerettich-Peroxidase des Konjugats.

5.1.7 Stop-Losung:
Eine Flasche mit 14 ml 3M Phosphorsaure; diese stoppt die Reaktion zwischen Enzym und

Substrat.

5.1.8 Waschpuffer (Konzentrat):
Flasche mit 50 ml Pufferkonzentrat (20fach konzentriert) zum Waschen der Wells.

5.1.9 Proben-Verdiinnungspuffer:
Zwei Flaschen mit je 50 ml gelb gefirbtem, gebrauchsfertigem Puffer zur

Probenverdiinnung.

5.1.10 QC-Zertifikat :
Das Zertifikat gibt Auskunft iiber den erwarteten chargenspezifischen Testverlauf und liegt
jedem Test-Kit bei.

5.2 Bindazym TM Enzym-Immunoassay zur Bestimmung von

IgG-Antikorpern gegen HiB-Kapselpolysaccharid

5.2.1 Packungsinhalt

12 x Mikrotiterstreifen mit je 8 Vertiefungen, in Folie eingeschweil3t
6 x 1.5 ml vorverdiinnte Kalibratoren

1 x 300 pl flissige, gebrauchsfertige Kontrolle

1 x 50 ml Probenverdiinnungspuffer
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1 x 10 ml gebrauchsfertiges Konjugat

1 x 50 ml Waschpuffer-Konzentrat

1 x 14 ml gebrauchsfertige Substratlosung TMB (Tetramethylbenzidin)

1 x 14 ml Stop-Losung

1 x Rahmen zum Halten der Mikrotiterstreifen

1 x Plattenabdeckung

1 x komplette Arbeitsanleitung mit Millimeterpapier fiir die Kalibrationskurve

Der Test enthédlt Material fiir die Untersuchung von maximal 41 Patientenproben

(Doppelbestimmungen).

5.2.2 Haemophilus Typ b beschichtete Mikrotiter-Streifen:
12 Mikrotiter-Streifen (mit je 8 Vertiefungen), beschichtet mit HbO-HSA, eingeschweif3t in

sechs Folientaschen. Die Mikrotiter-Streifen sind griin gekennzeichnet.

5.2.3 Haemophilus Typ b Kalibratoren:

Sechs Flaschen mit je 1,5 ml vorverdiinntem, stabilisiertem Humanserum. Das Serum
wurde gegen das humane anti-H Influenza Typ b Kapsel Polysaccharid Serum (Lot 1983)
der FDA (Food & Drug Administration, USA) kalibriert.

5.2.4 Haemophilus Typ b Kontrolle:

Eine Flasche mit 300 pl stabilisiertem Humanserum. Das Serum wurde gegen das humane
anti-H Influenza Typ b Kapsel Polysaccharid Serum (Lot 1983) der FDA (Food & Drug
Administration, USA) kalibriert.

5.2.5 Haemophilus Typ b Probenverdiinnungspuffer:
Gebrauchsfertige detergenzienhaltige Pufferlosung fiir die Verdiinnung von Kontrolle und

Testseren. Eine Flasche mit 50 ml ist im Kit enthalten.
5.2.6 Haemophilus Typ b Konjugat:

Gebrauchsfertig, eine Flasche mit 10 ml Schafantiserum gegen humanes IgG, konjugiert

mit Meerrettich-Peroxidase.
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5.2.7 Waschpuffer:
Protein- und Detergenz-haltiger Puffer zum Waschen der Vertiefungen. Eine Flasche mit 50

ml 20-fach Konzentrat ist in jedem Test enthalten.

5.2.8 Substrat (TMB - 3,3',5,5' - Tetramethylbenzidin ): eine Flasche mit 14 ml
stabilisierter TMB-Losung. TMB ist ein Substrat fiir die Meerrettich-Peroxidase des

Konjugats und wird in ein blaues Reaktionsprodukt umgesetzt.

5.2.9 Stop-Losung:
Eine Flasche mit 14 ml Phosphorséure; diese stoppt die Reaktion zwischen dem Enzym und

dem Substrat und bewirkt einen Farbwechsel des blauen Reaktionsproduktes nach gelb

5.3 Bindazyme TM Enzym-Immunoassay zur Bestimmung von

IgG-Antikorpern gegen Pneumokokken-Kapselpolysaccharid

5.3.1 Packungsinhalt

12 x Mikrotiterstreifen mit je 8 vereinzelbaren Wells

5 x 1,2 ml gebrauchsfertige anti-PCP-Kalibratoren

1 x 1,2 ml gebrauchsfertige hohe anti-PCP-Kontrolle

1 x 1,2 ml gebrauchsfertige niedrige anti-PCP-Kontrolle
2 x 50 ml gebrauchsfertiger, CPS-haltiger Probenverdiinnungs-Puffer
1 x 12 ml gebrauchsfertiges anti-human-IgG-Konjugat

1 x 50 ml Waschpuffer-Konzentrat (20-fach)

1 x 14 ml gebrauchsfertige TMB-Substratlosung

1 x 14 ml gebrauchsfertige Stop-Losung

1 x Englische Packungsbeilage

1 x Deutsche Packungsbeilage

1 x Chargenspezifisches QC-Zertifikat

5.3.2 Antigen-beschichtete Mikrotiterstreifen:
Die vereinzelbaren Wells sind mit dem PCP-Antigen beschichtet. Sie sind in einem

wiederverschlieBbaren Folienbeutel, der einen Beutel mit Trockenmittel enthilt, verpackt.
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5.3.3 Gebrauchsfertige Kalibratoren:

5 Flaschen mit je 1,2 ml stabilisiertem, vorverdiinntem und gebrauchsfertigem
Humanserum mit den folgenden PCP-Antikdrper-Konzentrationen: 270, 90, 30, 10 und 3,3
mg/l. Jeder Kalibrator ist gegen ein humanes, affinititsgereinigtes PCP-Antiserum

kalibriert.

5.3.4 Hohe PCP-Kontrolle:
Eine Flasche mit 1,2 ml stabilisiertem, vorverdiinntem und gebrauchsfertigem

Humanserum.

5.3.5 Niedrige PCP-Kontrolle:
Eine Flasche mit 1,2 ml stabilisiertem, vorverdiinntem und gebrauchsfertigem

Humanserum.

5.3.6 IgG-Konjugat:
Eine Flasche mit 12 ml affinititsgereinigtem, Peroxidase-markiertem, gebrauchsfertigem

Anti —Human- IgG-Konjugat.

53.7 TMB:
Eine Flasche mit 14 ml gebrauchsfertiger Losung. Das TMB dient als Substrat fiir die

Meerettich-Peroxidase des Konjugats.

5.3.8 Stop-Losung:
Eine Flasche mit 14 ml 3M Phosphorsdure; diese stoppt die Reaktion von Enzym und
Substrat.
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5.3.9 Waschpuffer (Konzentrat):
Flasche mit 50 ml Pufferkonzentrat (20fach konzentriert) zum Waschen der Wells.

5.3.10 PCP-Proben-Verdiinnungspuffer
Zwei Flaschen mit je 50 ml gelb gefdarbtem, gebrauchsfertigem, CPS-haltigem Puffer zur

Probenverdiinnung.

5.3.11 QC-Zertifikat

6. Blutprobengewinnung und Verarbeitung

6.1 Probengewinnung

Die Blutentnahme bei den Kindern erfolgte durch mich, jeweils in Zusammenhang mit der
Anlage eines intravendsen Zugangs meist vor Einleitung der Narkose.

Die Probenentnahme der erwachsenen Probanden wurde im Rahmen der Blutspende

durchgefiihrt.

6.2 Probenverarbeitung

Ein grundlegendes EinschluBkriterium ist neben einer griindlichen Anamnese die
Infektfreiheit der involvierten Probanden. Zur Objektivierung dieser Annahme wurde eine
klinische Untersuchung und von jeder der entnommenen Blutproben eine CRP-Bestimmung
durchgefiihrt. Ergab sich bei einer Probe eine Uberschreitung des Grenzwertes von 1 mg/l,
schied der Proband aus der Studie aus.

Nach einer Gerinnungszeit von zwei Stunden wurden die Proben bei 1500 x g fiir 10
Minuten zentrifugiert und das Serum in die Lagerungsrohrchen abpipettiert.

Diese wurden dann bei —20°C eingefroren.

Zum Ende der Studie erfolgte die eigentliche Analyse.

6.3 Probenanalyse

Es wurden nur Seren analysiert, die optisch klar waren.

Die Analysen umfaten die Bestimmung der spezifischen Antikorpertiter gegen Tetanus,
Pneumokokken und Haemophilus influenzae Typ b. Die erhaltenen Konzentrationswerte
wurden mir zur statistischen Bearbeitung tibermittelt.

Hinzu kam ein Suchtest zum Ausschluf} einer allergischen Sensibilisierung.
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4. Statistische Auswertung

Die spezifischen Antikorpertiter folgen nicht der GauBschen Verteilung, da die
beeinfluBenden Komponenten nicht additiv aufeinander wirken.
Wir stellten deshalb die Hauptwerte und die Verteilung der einzelnen Titerspiegel {iber die

Bestimmung des Log 10 der Antikorperkonzentrationen dar.

Es erfolgte die Ermittlung der 3. und 97. Perzentile.

Bei der Erstellung von Perzentiltabellen gibt die kumulative Haufigkeitsfunktion F(x) fiir
einen gegebenen Wert x an, wieviel Prozent aller Werte kleiner oder gleich diesem x-Wert
sind. Mittels dieser Berechnung kann dann auch ermittelt werden, wie viele Werte unter
einem bestimmten x-Wert angesiedelt sind. Die Perzentiltabellen ermdglichen also die

Ermittlung des dazugehorigen x-Wertes bei gegebenem F(x) [7].

Die Anwendung des Logarithmus ermoglicht durch die logarithmische Unterteilung der X-
Achse die Darstellung der MeBreihe in Form einer Geraden. In diesen Féllen erhélt man
eine sogenannte Log-Normalverteilung, bei der die Logarithmen der Zufallsvariablen
normalverteilt sind. Die Entstehung einer Log-Normalverteilung ist darauf zuriickzufiihren,
dafl die einzelnen Komponenten multiplikativ aufeinander EinfluB nehmen. Logarithmiert
man die log-normalverteilte Variable X, kann man mit der so entstandenen Variablen Z =

log X ebenso rechnen wie mit einer normalverteilten Variablen [7].
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5. Ergebnisse

a) Tetanus-Antikorper

Die in dieser Studie ermittelten anti-Tetanus Titer lieBen einen direkten Zusammenhang
zwischen der Anzahl der durchgefiihrten Impfungen und der Hohe der Antikorperspiegel
erkennen. Nach den Empfehlungen der Stindigen Impfkommission soll die
Grundimmunisierung gegen Tetanus im 2., 3., 4. sowie 11.-14. Lebensmonat erfolgen.
Auffrischimpfungen erfolgen mit 4-5 Jahren und 9-17 Jahren.

Die altersabhidngigen ermittelten anti-Tetanus-Toxoid IgG-Konzentrationen sind in Tabelle

3 aufgefiihrt.

Mittelwert 3.Perzentile 97.Perzentile
¥2-1 Jahr 0,24 0,02 3,12
1-2 Jahre 0,3 0,04 3,92
2-3 Jahre 1,13 0,16 7,87
3-4 Jahre 0,93 0,11 7,79
5-7 Jahre 1,07 0,09 12,87
8-11 Jahre 2,31 0,28 18,78
12-18 Jahre 1,99 0,26 15,44
Erwachsene 1,44 0,05 39,62

Tab.3 : Altersbezogene Konzentration an spezifischem anti-Tetanus-Toxoid IgG (IU/ml)

Entsprechend der Anzahl der erhaltenen Impfungen ermittelten wir bei Probanden im ersten
Lebensjahr anti-Tetanus-Immunglobulin-Titer im Mittel von 0,24 IU/ml, diese Werte
zeigten bis zum 5.Lebensjahr einen Anstieg und erreichten in der Altersklasse der 5-7
jahrigen 1,07 IU/ml. Nach Durchfiithrung der zweiten Auffrischimpfung zwischen dem
9.und 17.Lebensjahr lies sich ein erneuter Titeranstieg in der Gruppe der 8-11 jahrigen mit

2,31 IU/ml ermitteln.
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In der Altersklasse der 12-18 jdhrigen war ein leichter Titerabfall auf 1,99 IU/ml
festzustellen, der am ehesten auf eine bei einigen dieser Probanden nicht durchgefiihrte

zweite Boosterimpfung zuriickzufiihren ist (Abb.5).

Abb.5: Vergleichende Darstellung der anti-Tetanus-Toxoid IgG
Konzentration (IU/ml)
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In der Gruppe der Erwachsenen fand sich ein weiterer Titerabfall auf 1,44 IU/ml. Eine
Erkldrung dieses Titerriickganges konnte in der reduzierten Impfpraxis der Erwachsenen
liegen, andererseits zeigt sich bei ausbleibenden Auffrischimpfungen ein physiologischer
Riickgang der Antikorperspiegel. Bei 86 % der Erwachsenen fanden sich Titer im
protektiven Bereich, das heifit Werte iiber 0,15 IU/ml [27].

Somit lie sich eine direkte Korrelation der Titer mit der Anzahl der in den einzelnen
Altersklassen durchgefiihrten Impfungen erkennen. Es erfolgte ein Titeranstieg in den
ersten zwei Lebensjahren, danach wurde ein Plateau bis zur Durchfiihrung der

Auffrischimpfungen gehalten und in deren Folge lieB sich ein erneuter Anstieg verzeichnen.
Die in dieser Studie ermittelten anti-Tetanus-Toxoid Konzentrationen an spezifischem IgG

sind graphisch in Korrelation zum Probandenalter zum Zeitpunkt der Blutentnahme in Form

der 3. sowie der 97. Perzentile (Abb.5) dargestellt.
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Die Darstellung der 3. Perzentile der anti-Tetanus-Toxoid IgG-Konzentrationen zeigt in der
Altersgruppe der Einjdhrigen einen Basiswert von 0,02 [U/ml der mit 2-3 Jahren einen
Peak von 0,16 IU/ml erreicht und vor der zweiten Boosterimpfung bei 0,09 1U/ml liegt.
Nach erfolgter 2. Auffrischimpfung werden Konzentrationswerte bis zu 0,28 I[U/ml
gemessen (Abb. 5).

Die 97. Perzentile zeigt einen relativ kontinuierlichen Anstieg der Konzentrationen
spezifischer anti-Tetanus-Toxoid IgG. Im ersten Lebensjahr finden sich Konzentrationen
von 3,12 IU/ml mit einem folgenden Plateau vom 2.-4. Lebensjahr sowie einem deutlichen
Titeranstieg nach der 2. Auffrischimpfung bis in der Gruppe der 12-18 jahrigen 15,44
IU/ml erreicht werden (Abb. 5).

Da etwa 80% der spezifischen Antikdrper gegen Tetanus der Immunglobulinsubklasse 1
angehoren, zeigten auch die fiir diese Subklasse ermittelten Werte eine dhnliche Verteilung.

In Tabelle 4 sind die altersbezogenen Konzentrationen an anti-Tetanus-Toxoid IgG 1

wiedergegeben.
Mittelwert 3.Perzentile 97.Perzentile

¥-1 Jahr 6,6 0,3 126,4

1-2 Jahre 17,1 1,4 208,0

2-3 Jahre 12,9 1,7 99,8

3-4 Jahre 11,5 1,2 108,7

5-7 Jahre 14,3 0,9 228.,5

8-11 Jahre 29,2 2,6 323,5

12-18 Jahre 29,8 4,9 180,0
Erwachsene 13,2 0,7 258,1

Tab.4: Altersbezogene Konzentration von anti-Tetanus-Toxoid IgG 1 (mg/1)
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Nach Abschluf} des ersten Impfzyklus fanden sich Antikdrpertiter von 17,1 mg/l , die nach
einem leichten Abfall im Kleinkindalter in der Folge der jeweiligen weiteren Impfungen auf
Werte von 14,3 mg/l und 29,8 mg/l anstiegen .

Der in der Gruppe der Erwachsenen ermittelte Abfall der Gesamtimmunglobuline der

Gruppe G lieB sich auch fiir die entsprechende Subklasse IgG 1 erheben (Abb.6).

Abb.6: Vergleichende Darstellung der anti-Tetanus-Toxoid IgG 1
Konzentration (mg/l)
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In Korrelation zu den Konzentrationswerten an spezifischem IgG zeigt die Kurve der 3.
Perzentile fiir IgG 1 einen Anstieg der Titerkonzentrationen von 1,4 mg/l in der
Altersgruppe der 1-2 jéhrigen, um dann im 5.-7. Lebensjahr auf 0,9 mg/l abzusinken. Nach
der zweiten Auffrischimpfung wird eine Peak von 4,9 mg/l erreicht, der in der Gruppe der
Erwachsenen auf Grund der nicht immer erfolgenden Auffrischimpfung auf 0,7 mg/I abfillt
(Abb. 6).
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Entsprechend zeigt die 97. Perzentile fiir spezifische anti-Tetanus-Toxoid IgG 1 ein Peak in
der Altersgruppe der 1-2 jadhrigen mit 208 mg/l und steigt im Weiteren auf
Konzentrationswerte von 323,5 mg/l in der Altersklasse der 8-11 jahrigen an (Abb.6).

Die Anzahl der bei den Probanden durchgefiihrten Impfungen wurde den Impfausweisen
entnommen und in Korrelation mit der jeweiligen Altersklasse dargestellt (Abb.7).

Demnach waren im Mittel drei bis vier anti-Tetanus Impfungen bis zu einem Alter von 7
Jahren erfolgt. Nach dem 8. Lebensjahr wiesen alle Probanden in der Regel vier Impfungen

auf.

Abb.7:Anzahl der Impfungen gegen Tetanus in Korrelation zum Alter

Anzahl der Impfungen
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b) Haemophilus-Antikorper

Die Standige Impfkommission empfiehlt die Durchfiihrung von insgesamt drei Impfungen
gegen Haemophilus influenzae. Diese sollten im 2.und 4. Lebensmonat, sowie mit 11-14
Monaten erfolgen. Die Anzahl der erfolgten Impfungen in Bezug auf die einzelnen

Altersklassen ist in Abbildung 8 dargestellt.

Abb.:8
Anzahl der Impfungen gegen Hib in Korrelation zum Alter

Anzahl der Impfungen

0,5-1J 1-2J 2-3J 3-4J 5-7J 8-11J 12-18J >18J
Alter in Jahren

Wie aus Abbildung 8 hervorgeht, sind bis zum Abschluf3 des siebten Lebensjahres nahezu
immer drei Impfungen erfolgt. Auffallend ist, dass in der Gruppe der 8-11 jdhrigen
Probanden keine vollstdndige Immunisierung festzustellen ist. Diese Gruppe lie im Mittel
eine Anzahl von zwei anti-Haemophilus influenzae Impfungen erkennen. Ab dem 12.
Lebensjahr ist diese Impfung nur vereinzelt angewandt worden und bei den erwachsenen
Probanden wurde keine Impfung durchgefiihrt. Diese Verteilung der Anzahl der erfolgten
Impfungen ist darauf zuriickzufiihren, dass die Schutzimpfung gegen Haemophilus
influenzae erst vor wenigen Jahren (1990) als Standardimpfung in die allgemeinen

Empfehlungen der Stindigen Impfkommission aufgenommen wurde. Die in diesen
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Gruppen vorliegenden Titer von 1,9 mg/l und 1,32 mg/l sind demnach auf die natiirliche,
adaptive Immunantwort zuriickzufiihren (Tab.5).

Die ermittelten Titer gegen Haemophilus influenzae Typ b unter Erstellung der 3. und
97.Perzentile sowie des Mittelwertes in Bezug zu den jeweiligen Altersgruppen sind in

Tabelle 5 aufgefiihrt.

Mittelwert 3.Perzentile 97.Perzentile

¥-1 Jahr 0,84 0,08 9,2

1-2 Jahre 2,54 0,16 40,8
2-3 Jahre 3,06 0,22 42,8
3-4 Jahre 2,05 0,19 21,6
5-7 Jahre 2,08 0,15 29,5
8-11 Jahre 2,48 0,16 37,2
12-18 Jahre 1,90 0,10 34,5
Erwachsene 1,32 0,09 19,5

Tab. 5: Altersbezogene Konzentration an spezifischem anti- Haemophilus influenzae Typ b

IgG 1 (mg/l) und Angabe der 3./ 97.Perzentile sowie des Mittelwertes

Im ersten Lebensjahr fanden sich die niedrigsten Titer von im Mittel 0,84 mg/1.

Nach Abschluf3 des Impfzyklus im zweiten Lebensjahr erfolgte ein Anstieg auf 2,54 mg/l
und im dritten Lebensjahr auf 3,06 mg/l. Die folgenden Altersklassen wiesen ein Plateau
mit Werten von 2,05 mg/l — 2,48 mg/l auf. Die hochsten Titer wurden somit im
Kleinkindalter nachgewiesen, also in der Altersstufe, in der Infektionen mit Haemophilus

influenzae auch ein schweres Erkrankungsbild hervorrufen konnen.
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Die in dieser Studie ermittelten Konzentrationen an anti-Haemophilus Typ b IgG 1 sind im

Hinblick auf den Mittelwert sowie die 3. und 97.Perzentile graphisch in Abbildung 9

erfasst.
Abb.9: Vergleichende Darstellung der anti-Haemophilus influenzae
Typ b IgG 1 Konzentration (mg/l)
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Die 3. Perzentile zeigt Basiswerte im 1. Lebensjahr von 0,08 mg/l an spezifischen IgG 1,
um dann nach der 2. Impfung in der Altersklasse der  2-3 jdhrigen einen
Konzentrationsanstieg auf 0,22 mg/l zu zeigen. Danach erfolgt nach einem Plateau um 0,15
mg/l in der Gruppe der 5-11 jdhrigen ein Abfall auf 0,09 mg/l in der Gruppe der
Erwachsenen (Abb. 9).

Die 97. Perzentile zeigt einen Ausgangswert von 9,2 mg/l im 1. Lebensjahr, der nach der
zweiten Impfung einen Peak von 42,8 mg/l im 2.-3. Lebensjahr aufweist. Nach einem
Abfall um 50,4 % auf 21,6 mg/l erfolgt dann ein neuerlicher Anstieg auf 37,2 mg/l in der
Gruppe der 8-11 jahrigen (Abb. 9).
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¢) Pneumokokken — Antikorper

Die ermittelten Ergebnisse spiegeln die natiirlich erworbene Immunititslage wieder, da es
bisher keine empfohlene Pneumokokkenimpfung in Deutschland gibt.
80% der spezifischen Antikdrper gegen Streptococcus pneumoniae gehdren der

Immunglobulinsubklasse 2 an.

Mittelwert 3.Perzentile 97.Perzentile

¥2-1 Jahr 9,2 0,9 93,0

1-2 Jahre 4,6 0,9 29,2

2-3 Jahre 12,3 1,4 110,4
3-4 Jahre 14,6 0,8 262,1
5-7 Jahre 45,5 9,2 225,9
8-11 Jahre 59,5 11,0 320,8
12-18 Jahre 65,9 8,7 502,6
Erwachsene 43,8 10,0 191,2

Tab.6:  Altersbezogene  Konzentration an  spezifischem  anti-Pneumokokken-

Kapselpolysaccharid IgG (mg/l) in Bezug auf die 3. Und 97.Perzentile sowie den Mittelwert

Im Verlauf der ersten zwei Lebensjahre fand sich ein leichter Titerabfall von 9,2 mg/l auf
4,6 mg/l. In den folgenden Jahren lieB sich ein Titeranstieg auf 12,3 mg/l und 14,6 mg/l
ermitteln. Zwischen dem 3. und 5. Jahr ergab sich ein Plateau, in dessen Folge sich ein
deutlicher Anstieg der Antikdrperkonzentrationen von 45,5 mg/I auf 65,9 mg/l verzeichnen
lieB. Die gemittelten Titer der Gruppe der Erwachsenen lagen bei 43,8 mg/l (Tab.6). Die
graphische Darstellung zeigt Abbildung 10.
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Abb.10 : Vergleichende Darstellung der anti-Pneumokokken-

Kapselpolysaccharid IgG Konzentration (mg/l)
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Die 3. Perzentile der Antikorperkonzentrationen an spezifischem IgG zeigt bis zum 3.-4.
Lebensjahr einen relativ konstanten Wert um 0,9 mg/l. Danach ist ein Anstieg bis auf 11,0
mg/l in der Altersklasse der 8-11 jahrigen zu verzeichnen. Der Titerwert verbleibt in der
Folge anndhernd auf diesem Niveau (Abb. 10).

Der Kurvenverlauf der 97. Perzentile zeigt einen Ausgangswert von 93 mg/l in der
Altersgruppe der 1-2 jéhrigen. Hier folgt nach einem geringen Konzentrationsabfall im
2.-3. Lebensjahr ein Titeranstieg bis auf 262,1 mg/l in der Gruppe der 3-4 jadhrigen. Ein
weiterer Anstieg auf 502,6 mg/1 erfolgt in der Gruppe der 12-18 jéhrigen (Abb. 10).

Im Hinblick auf die Verteilung der spezifischen Antikorper der Immunglobuline der Gruppe
G 2 zeigt sich nach einem anfinglichen Titerabfall von 7,6 mg/l auf 6,5 mg/l ein Plateau
vom 3.-18. Lebensjahr, hier ermittelten wir Werte von 13,1 mg/l bis 11,4 mg/l. Die
Erwachsenen wiesen eine mittlere Konzentration an Immunglobulin G 2 von 20,5 mg/l auf
(Tab.7). Die graphische Darstellung der mittleren Konzentrationen an IgG 2 in Bezug auf
die Altersklassen erfolgt in Abbildung 11.
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Mittelwert 3.Perzentile 97.Perzentile

¥-1 Jahr 7,6 0,5 117,3
1-2 Jahre 6,5 0,5 87,0
2-3 Jahre 13,1 1,2 142,8
3-4 Jahre 11,7 1,2 113,4
5-7 Jahre 9,7 0,8 122,4
8-11 Jahre 11,6 1,2 107,1
12-18 Jahre 11,4 1,9 69,2
Erwachsene 20,5 4,7 89,4

Tab.7: Konzentration an spezifischen anti-Pneumococcen Kapselpolysaccharid IgG 2 (mg/1)

unter Angabe der altersbezogenen Werte der 3./ 97. Perzentile und des Mittelwertes

Abb.11: Vergleichende Darstellung der anti-Pneumokokken-
Kapselpolysaccharid IgG 2 Konzentration (mg/l)
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Diese ermittelten Werte lassen keine Riickschliisse iiber die immunologische Lage eines
Probanden im Hinblick auf eine Infektion mit Streptococcus pneumoniae zu, da die
erhaltenen  Ergebnisse = keine  Aussage lber den  jeweils  vorliegenden

Kapselpolysaccharidtyp treffen konnen.

Die graphische Erfassung der 3. Perzentile der spezifischen IgG 2 Antikorper gegen
Pneumokokken - Kapselpolysaccharid zeigt innerhalb der ersten 2 Lebensjahre ein Plateau
mit Konzentrationen von 0,5 mg/l, in den folgenden zwei Jahren steigen die Werte auf 1,2
mg/l an und erreichen in der Altersklasse der Erwachsenen mit 4,7 mg/l den hochsten Wert
(Abb. 11).

Die 97. Perzentile zeigt einen Basiswert von 117,3 mg/l, wohl bedingt durch die miitterliche
Leihimmunitét, erreicht einen Peak von 142,8 mg/l in der Altersgruppe der 2-3 jdhrigen um
dann langsam auf 69,2 mg/l in der Altersgruppe der 12-18 jéhrigen abzufallen. Die Gruppe

der Erwachsenen weist wieder einen leichten Anstieg auf 89,4 mg/l auf (Abb.11).

Tabelle 8 ermoglicht den Vergleich der erhaltenen Mittelwerte der einzelne Antikdrpertiter

in Relation zum Probandenalter.

In Tabelle 9 sind jeweils die 3. und 97. Perzentile an erhaltenen Antikorperkonzentrationen
gegen Tetanus-Toxoid, Pneumokokken-Kapselpolysaccharid und Haemophilus influenzae

Typ b in Korrelation zum Probandenalter erfasst.
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0,5-1J 1-2J 2-3J 3-4)J 5-7J 8-11J 12-18 J >18J
TT IgG 0,24 0,3 1,13 0,93 1,07 2,31 1,99 1,44
(IU/ml)
TT IgG 1 0,6 17,1 12,9 11,5 14,3 29,2 29,8 13,2
(mg/1)
Hib IgG 0,84 2,54 3,06 2,05 2,08 2,48 1,90 1,32
(mg/)
PCP IgG 9,2 4,6 12,3 14,6 45,5 59,5 65,9 43,8
(mg/1)
PCP IgG 2 7,6 6.5 13,1 11,7 9,7 11,6 11,4 20,5
(mg/)
Probandenzahl |35 30 33 45 83 56 31 73

Tab.8 Mittelwerte der einzelnen Antikdrpertiter in Abhingigkeit zur Altersgruppe. (TT: Tetanus-Toxoid; Hib: Haemophilus influenzae Typ b; PCP:

Pneumokokken-Kapselpolysaccharid)




0,5-1J 1-2J 2-3)J 3-4J 5-7J 8-11J 12-18 J >18J
TT IgG 0,02-3,12 10,04-3,92 (0,16-7,87 |0,11-7,79 (0,09-12,8710,28-18,78 {0,26-15,44 {0,05-39,62
(IU/ml)
TT IgG 1 0,3-126,4 |1,4-208,0 [1,7-99,8 1,2-108,7 [0,9-228,5 |(2,6-323,5 [4,9-180,0 |0,7-258,1
(mg/1)
Hib IgG 0,08-9,2 0,16-40,8 |0,22-42,8 10,19-21,6 |0,15-29,5 ]0,16-37,2 |0,10-34,5 |0,09-19,5
(mg/1)
PCP IgG 0,9-93,0 0,9-29,2 1,4-110,4 10,8-262,1 [9,2-225,9 |11,0-320,8 [8,7-502,6 |10,0-191,2
(mg/1)
PCP IgG 2 0,5-117,3 10,5-87,0 1,2-142,8 |1,2-113,4 (0,8-122,4 |1,2-107,1 |[1,9-69,2 4,7-89,4
(mg/l)
Probandenzahl |35 30 33 45 83 56 31 73

Tab. 9 3. und 97.Perzentile der spezifischen Antikorpertiter in Korrelation zum Alter. (TT: Tetanus-Toxoid; Hib: Haemophilus influenzae Typ b; PCP:
Pneumokokken-Kapselpolysaccharid)




6. Diskussion

Die Messung spezifischer Antikorper ist ein unverzichtbarer Bestandteil der
immunologischen Untersuchung eines Patienten, bei dem ein Defekt der Immunfunktion
vermutet wird [4,13].

Obwohl Immundefekt-Syndrome relativ selten sind (die Inzidenz betrdgt 1:10 000), sollte
bei Patienten mit gehéuft auftretenden Infekten eine Analyse des Immunstatus erfolgen. Die
Immunkompetenz ist sowohl durch eine quantitative als auch durch eine funktionelle
Analyse der einzelnen Komponenten einzuschitzen. Neben der Untersuchung des
Blutbildes und des Differentialblutbildes sollte auch eine morphologische Beurteilung der
Leukozyten erfolgen.

Die Durchfiihrung eines enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) zur quantitativen
Erhebung der Immunglobulinkonzentrationen vervollstindigt die Laboranalysen. Die
Ermittlung der Immunglobulinkonzentrationen ermoglicht eine Aussage iiber die
Effektivitit der adaptiven humoralen Immunantwort.

Eine Einschitzung der funktionellen Aspekte wird durch die Messung von spezifischen
Antikorper-Titern nach Impfungen ermoglicht [18,26]

Zum heutigen Zeitpunkt fehlen jedoch genaue Referenzstandards in Bezug auf die
altersspezifische Normalverteilung spezifischer Antikdrperkonzentrationen.

Dahingegen ist die Beriicksichtigung der spezifischen Antikorper-Titer im Hinblick auf die
jeweilige Altersklasse und die Impfanamnese ein grundlegendes Kriterium. Auch der
Zeitpunkt, zu dem die jeweilige Analyse durchgefiihrt wird, ist nicht ohne Effekt. So lassen
sich postpartal Immunglobulinkonzentrationen ermitteln, die anndhernd denen der
Erwachsenen entsprechen. Dies ist auf maternal transferierte Immunglobuline
zuriickzufiihren. Im Verlauf des ersten Lebensjahres fallen die
Immunglobulinkonzentrationen auf etwa 60 % eines Erwachsenen ab und mit dem 10.

Lebensjahr werden diese Konzentrationsspiegel wieder endgiiltig erreicht [18].

Die Moglichkeit, eine addquate Immunantwort auszubilden, ist sowohl von den Faktoren
des Antigens als auch von denen des Individuums abhéngig [5,9,18,20].
Damit eine effektive Antikorperbildung erfolgen kann, bedarf es eines suffizienten

Zusammenspiels der zelluldren und humoralen Komponenten des Immunsystems.



Primdre Immundefekt-Syndrome betreffen in etwa 50 % der Fille einen spezifischen
Antikdrpermangel, in 20 % besteht ein kombinierter Defekt, der die Antikdrperbildung und
die zelluliren Komponenten betrifft. Die {ibrigen Bereiche betreffen Storungen des
Komplementsystems und der Phagozytenaktivitt.

Die zelluldre Komponente der Immunantwort basiert auf der Erkennung eines Antigens und
dessen Prédsentation in Verbindung mit MHC-Molekiilen durch T-Zellen und der
Aktivierung von Cytokinen. Vermittelt durch die Antigenprisens, die Anwesenheit von
Cytokinen und T-Zellen erfolgt die Aktivierung der B-Zellen. Die Identifikation des
Antigens nach Prisentation und in der Folge die Proliferation und Differenzierung des B-
Zell-Klons in Plasmazellen und Gedéchtniszellen sind die grundlegenden Mechanismen der
adaptativen Immunantwort.

Das Ausbleiben einer addquaten Immunantwort legt die Vermutung eines Defektes
innerhalb des Systems nahe. Dabei konnen sowohl die humorale als auch die zelluldre
Ebene urséchlich sein. Ein Defekt der zelluliren Komponente der Immunreaktion kann sich
zunichst allein in einem verminderten Gesamt-Immunglobulinspiegel duflern [9,18,12].
Patienten mit variablen Immundefektsyndromen zeigen eine verminderte Bildung
spezifischer Immunglobuline in Folge von gestorter T-Zell-Aktivierung und

Antigenerkennung.

Daten zu spezifischen Immunglobulinkonzentrationen in Abhéngigkeit vom Alter des
Probanden und von erfolgten Impfungen liegen in systematischer Form bisher nicht vor.
Diese Studie dient somit der Ermittlung der spezifischen Antikorperbildung nach
natiirlichem Kontakt mit Polysaccharidantigenen und Proteinantigenen im Rahmen von
Impfungen bzw. Infektionen in Relation zu den Altersklassen der Probanden.

Die Ergebnisse miissen unter Beriicksichtigung der Verwendung der Antigene als
Impfstoffe zur primdren Prophylaxe und der Art und Weise der durch das Antigen
ausgelosten Immunantwort interpretiert werden.

Das Tetanus-Toxoid findet als Impfstoff eine weit verbreitete Anwendung, deshalb ist die
Messung der Immunantwort auf Tetanus besonders geeignet, um die Funktion des
Immunsystems zu analysieren.

Als Tetanus- Impfstoff wird ein Formoltoxoidadsorbat-Impfstoff verwendet. Die von
Clostridium tetani gebildeten Exotoxine Tetanospasmin und Tetanolysin gehen bei der
Ziichtung der Stimme in das Kulturmedium iiber und konnen so extrahiert werden. Nach

der Isolierung und Reinigung des Toxins erfolgt durch Zugabe von Formalin die Bildung



eines Formoltoxoids. Die folgende Adsorption an Aluminiumhydroxid fiihrt beim Impfling
iiber eine verlangsamte Resorption des adsorbierten Immunogens zu einer gesteigerten
Antitoxinbildung. Formoltoxoidadsorbat-Impfstoffe induzieren eine antitoxische, aber keine
antiinfektiose Immunitat [3].

Die in dieser Studie ermittelten spezifischen Antikorpertiter gegen Tetanus-Toxoid lassen
zwei Maximalwerte erkennen. Korrespondierend zu den routineméfBig durchgefiihrten
Impfschemata im Kindesalter findet sich in der Altersklasse der 2-jéhrigen ein Spitzenwert
von 1,13 IU/ml und bei 9- jdhrigen Kindern ein weiterer Spitzenwert von 2,31 IU/ml [28].
In der Gruppe der erwachsenen Probanden liel sich eine erhebliche Zahl an Personen
abgrenzen, die einen Antikorperspiegel unterhalb des protektiven Wertes von 0,15 1U/ml
aufwiesen [27].

Anndhernd 80 % der gegen Tetanus-Toxoid gebildeten spezifischen Immunglobuline sind

der Gruppe der IgG 1 zuzuordnen [23].

Bei der Antikdrperbildung gegen Haemophilus influenzae und Streptococccus pneumoniae
ist die ausschlaggebende, als Antigen wirkende Komponente eine Polysaccharidkapsel.
Diese Polysaccharidkapsel erschwert die Opsonierung und Phagozytose des Erregers und ist
so verantwortlich fiir dessen Virulenz [17].

Die bisher aus Blut oder Liquor isolierten Haemophilusstimme sind fast ausnahmslos
bekapselt. Je nach dem chemischen Aufbau des Kapselpolysaccharids lassen sich sechs
serologische Typen, bezeichnet von a - f, unterscheiden. Im pathologischen Material
dominieren Stimme mit dem Kapseltyp b. Die Kapselsubstanz von Haemophilus
influenzae Typ b zeigt einen Aufbau aus Polyribosyl-ribitol-phosphat, welcher fiir die
Virulenz des Erregers ausschlaggebend ist [3].

Die ermittelten IgG 1-Titer gegen Haemophilus influenzae Typ b zeigen die erfolgte
Immunantwort nach Applikation des Konjugatimpfstoffes und sind somit Ausdruck der
durch die Impfung induzierten Immunitét.

Durch die Konjugation mit Proteinantigenen im Konjugatimpfstoff werden Antikdrper im
IgG 1-System gebildet, hierzu sind auch schon Siduglinge fahig. Im Gegensatz dazu
entwickelt sich die natiirliche Immunitdt gegeniiber Haemophilus influenzae im IgG 2-
Bereich.

Die Polysaccharid-Kapsel von Streptococcus pneumoniae zeigt eine antiphagozytire
Wirkung. Uber 80 verschiedene Kapselpolysaccharide von Streptococcus pneumoniae

entsprechen den verschiedenen serologischen Typen. Weitere Zellwandantigene der



Streptococcen-Gruppe werden durch das sogenannte C-Polysaccharid, ein R-Protein und
ein M-Protein représentiert. Nur die kapseltragenden Stidmme sind fiir den Menschen
hochvirulent. Antikorper gegen Kapselpolysaccharide verleihen auch eine hohe Immunitét
gegen Pneumokokken mit homologem Kapseltyp. Die hier ermittelten Titer fiir IgG 2
entsprechen der natiirlichen Immunitit der Probanden ohne Erfassung einer Impfantwort.
Der Effekt der Polysaccharide im Hinblick auf die Blockierung der Phagozytose und
Opsonierung beruht auf der wihrend der Erregervermehrung erfolgenden Abgabe der
Polysaccharide an die Umgebung [3].

Zur Impfung gegen Haemophilus influenzae Typ b und Pneumokokken stehen so genannte
Konjugatimpfstoffe zur Verfiigung.

Aus den entsprechenden Bakterienkulturen lassen sich die Kapselpolysaccharide gewinnen.

Da ihre Antigene T-Zell-unabhéngig sind, konnte man sie direkt als Impfstoff verwenden.

Die Moglichkeit, Antikorper gegen Polysaccharid-Antigene auszubilden, ist abhingig von
der CD 21-Eigenschaft von B-Lymphozyten in der Grenzzone der Milz. Diese
Grundvorrausetzung ist jedoch nicht vor dem dritten Lebensjahr gegeben [19].

Dieses physiologische Defizit einer kompetenten Immunantwort im Kleinkindalter fiihrt zu
einer gehduften Infektionsrate in Bezug auf Bakterien, die eine Polysaccharidkapsel tragen.
Im Gegensatz dazu verhalten sich proteinkonjugierte Hib-Impfstoffe wie

Proteinimpfstoffe (entsprechend Tetanusvaccine) und bewirken einen effektiven
Infektionsschutz gegen Haemophilus influenzae bereits in jungen Jahren [24].

Durch eine chemische Kopplung der Bakterienpolysaccharide an peptidbildende
Proteintrdgermolekiile konnen T-Zellen aktiviert werden. So bewirkt die Konjugation mit
einem Protein den Wandel in eine T-Zell-abhidngige Immunleistung, die auch bereits im

Kleinkindalter suffizient erfolgen kann [13].

Ein proteinkonjugierter Impfstoff gegen Haemophilus influenzae Typ b wurde 1990 in
Deutschland eingefiihrt [28]. Ahnlich der Ergebnisse nach einer Tetanusimpfung zeigt sich
in der vorliegenden Studie eine gute Korrelation zwischen der jeweils durchgefiihrten
Anzahl an Impfungen und der Hohe der spezifischen Antikorperspiegel. Anndhernd alle
geimpften Kinder weisen einen protektiven anti - Hib — Titer von tiber 0,15 mg/l auf.
Innerhalb der Gruppe der nicht geimpften erwachsenen Probanden liegen die Titer vielfach

unter der schiitzenden Konzentration.



Bei Patienten mit Immundefekt-Syndromen kann keine Antikorperbildung nach
Durchfiihrung einer Haemophilus influenzae Typ b Impfung festgestellt werden [21].

Im Gegensatz dazu konnte bei Patienten mit selektivem Immunglobulinmangel, so z.B. bei
selektivem Mangel an Immunglobulin G 2, eine spezifische Antikorperbildung gemessen
werden, die sich jedoch nur auf den konjugierten Impfstoff bezieht und nicht durch die

Polysaccharidkapsel der Erreger selbst ausgelost wurde [10,11].

Da bis zum Abschlu3 der Studie in Deutschland keine routineméfige Vaccination gegen
Streptococcus pneumoniae bestand, spiegeln die in dieser Studie ermittelten Antikdrpertiter
gegen Streptococcus pneumoniae daher die natiirlich erworbene Immunitit gegen diesen
Erreger wieder. Hierbei ist zu beriicksichtigen, dass die ermittelten Titer keine Aussage
darliber erlauben, gegen welchen der bekannten 23 Serotypen der Kapselpolysaccharide

eine Immunitét vorliegt.

Entsprechend einiger bereits verdffentlichter Studienergebnisse [2,8,25] zeigen in unserer
Studie die Konzentrationen spezifischer, gegen die Kapselpolysaccharide von
Streptococcus pneumoniae gerichtete Antikorper einen leichten Abfall wéhrend des ersten
Lebensjahres. Dies ist am ehesten durch den Verlust der miitterlichen Immunglobuline zu
erklaren.

Die Antikorperkonzentrationen bleiben bis zum 3.-4. Lebensjahr niedrig, um dann im
Weiteren bis auf die im Erwachsenenalter erzielten Werte anzusteigen. 80 % der
vorliegenden spezifischen Antikorper gegen Pneumokokken-Polysaccharide gehdren den

Immunglobulinen der Gruppe G 2 an.

Die durch diese Studie ermittelten immunologisch relevanten Titerwerte erlauben es,
diejenigen Personen, die erniedrigte Antikorper-Titer aufweisen, zu erkennen und sie einer
weiteren Diagnostik oder einer weiteren Impfung zuzufiihren.

Ein Teil der gesunden Personen zeigt erniedrigte Spiegel flir spezifische Antikorper.
Personen, die einen erniedrigten anti-Pneumokokken-Titer besitzen, sollten, sofern sich der
Verdacht auf einen immunologischen Defekt ergibt, einer Vaccination zugefiihrt werden.
Ein Anstieg der spezifischen Antikorper-Titer auf das Dreifache des Ausgangswertes sollte

nach Vaccination mit polyvalentem Pneumokokken-Impfstoff und konjugiertem



Haemophilus influenzae- Impfstoftf zu verzeichnen sein, um einen ausreichenden
Infektionsschutz zu gewéhrleisten [21].
Der Titeranstieg nach einer Tetanusimpfung sollte eine zwanzigfache Erhohung des

Ausgangswertes ergeben [16].

Die mittels dieser Studie erhaltenen Referenzbereiche an Antikorperkonzentrationen gegen
Tetanus-Toxoid, Pneumokokken-Kapselpolysaccharid und Haemophilus influenzae Typ b
werden es dem Kliniker erleichtern, die bei seinen Patienten erhobenen Titerwerte sicher
zu interpretieren. Auf Grund der nun vorliegenden Perzentilen kann eine ausreichende
Immunantwort im Anschluss an eine Impfung genau erfasst werden, ebenso wie nicht
ausreichende Immunitétslagen, so dass Patienten mit festgestellten Immundefiziten einer

weiteren Impfung oder weiterfiihrender Diagnostik zugefiihrt werden konnen.



7. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Studie wurden die spezifischen Antikdrperspiegel gegen die
Kapselpolysaccharide von Streptococcus pneumoniae und Haemophilus influenzae sowie
die Antikorpertiter gegen Tetanustoxoid bestimmt. Die Titerbestimmung erfolgte in
Serumproben von 386 Probanden. Die Serumproben wurden von gesunden erwachsenen
Blutspendern und gesunden hospitalisierten Kindern, die sich einem elektiven Eingriff
unterziechen muften, gewonnen. Probanden mit einer positiven Infektanamnese wurden
zuvor durch die Anwendung von AusschluBkriterien herausgefiltert.

In der Gruppe der Kinder konnte eine direkte Korrelation der Titerwerte mit den Impfdaten
ermittelt werden.

Entsprechend der erfolgten Impfungen gegen Tetanus im ersten Lebensjahr und mit finf
Jahren fanden sich hier zwei Maximalwerte der anti-Tetanus-Toxoid-Antikorperspiegel von
1,13 IU/ml und 2,31 IU/ml. 80% der ermittelten Antikérper gehéren dem Immunglobulin-
Isotyp G 1 an.

Die Konzentrationsspiegel der anti-Haemophilus-influenzae-Antikorper lieBen ebenfalls
eine Korrelation mit der Anzahl der durchgefiihrten Impfungen erkennen. Hier fand sich ein
Anstieg der Titer von 0,84 mg/l in der Gruppe der '% - 1 jdhrigen Kinder auf 2,54 mg/l im
ersten bis zweiten Lebensjahr.

Die spezifischen Antikorperspiegel gegen Pneumokokken-Kapselpolysaccharid spiegeln
zunichst die Leihimmunitit durch die Mutter wider. So liegen die Titer im ersten
Lebensjahr im Mittel bei 9.2 mg/l. Sie sinken innerhalb der ersten Monate auf einen
Mittelwert von 4,6 mg/l ab. In der weiteren Entwicklung der natiirlichen Immunitit- zum
Zeitpunkt der Untersuchung bestand noch keine Routineimpfung- zeigen sie zunichst
Mittelwerte um 14.6 mg/l bis zum vierten Lebensjahr, um dann einen stetigen Anstieg bis
zum Erreichen der Erwachsenenwerte mit 59,5 mg/1 erkennen zu lassen.

Die ermittelten Antikorper sind zu 80% dem Isotyp G 2 zugehdrig.

Die Erhebung dieser Daten soll der Beurteilung des Immunstatus im Hinblick auf die
Interpretation spezifischer Antikorperkonzentrationen in Abhéngigkeit zum Patientenalter

und der Anzahl der durchgefiihrten Impfungen im klinischen Alltag dienen.
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