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Zusammenfassung

Makrophagen und Monozyten spielen eine entscheidende Rolle bei allergischen Entzin-
dungsprozessen im respiratorischen Trakt. In dieser Studie werden die inflammatorischen
und regulativen Eigenschaften dieser Zellen analysiert. Zudem werden die Vorteile einer er-
folgreichen allergenspezifischen Immuntherapie (AIT) bei Allergikern demonstriert. Die Ex-
pression von PD-L1 in Monozyten sowie der Neopterin-Spiegel im Sputum kdnnen als Bio-
marker fir den Erfolg der AIT dienen. Weitere therapeutische Angriffspunkte stellen das Che-
mokin IP-10, die PD-Liganden sowie das Enzym IDO dar.

Abstract

Macrophages and monocytes play a critical role during allergic inflammatory processes in
the respiratory tract. In this study, the inflammatory and regulatory characteristics of these
cells are analyzed. The benefits of a successful allergen-specific immunotherapy (AIT) for
allergic patients are demonstrated. The expression of PD-L1 in monocytes as well as the
level of Neopterin in sputum can be used as biomarkers for treatment success by AIT. Further
therapeutic targets include the chemokine IP-10, the PD ligands and the enzyme IDO.
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1. Einleitung

1.1. Allergisches Asthma bronchiale und allergische Rhinitis

Allergien stellen ein gesundheitliches und ékonomisches Problem von weltweitem Ausmafi3
dar. Eine Allergie ist eine schadliche Uberempfindlichkeitsreaktion des Kérpers auf Substan-
zen, die in natura harmlos sind (Murphy, Weaver & Janeway, 2018, S. 784). Zu den haufigs-
ten Erkrankungen des allergischen Formenkreises z&hlen die allergische Rhinitis und das
allergische Asthma bronchiale. Laut der World Allergy Organization leiden an diesen beiden
Erkrankungen weltweit 400 respektive 300 Millionen Menschen. Alleine allergisches Asth-
ma ist jahrlich fiir 250 000 Todesfélle verantwortlich (Pawankar, Holgate, Canonica, Lockey
& Blaiss, 2013, S. 36). Krankheitsfehltage und eine verminderte Produktivitat verursachen
zudem enorme wirtschaftliche EinbuBen (Cardell et al., 2016; Zuberbier, Lotvall, Simoens,
Subramanian & Church, 2014).

1.1.1. Epidemiologie

Die Pravalenzen beider Erkrankungen variieren weltweit enorm, korrelieren jedoch positiv
mit dem Bruttonationaleinkommen (Pawankar et al., 2013, S. 16). In Entwicklungslandern
liegt die Asthma-Pravalenz teilweise unter 2 %, wahrend in Industrienationen bis zu 15 % der
Bevélkerung betroffen sind (Sinharoy, Mitra & Mondal, 2018). Allerdings zeigt die weltweite
ISAAC-Studie vor allem in den einkommensschwacheren Landern einen Anstieg der Prava-
lenzen (Asher et al., 2006; Bjorkstén, Clayton, Ellwood, Stewart & Strachan, 2008). Auch von
der deutschen Bevolkerung sind 15 % an allergischer Rhinitis und 9 % an allergischem Asth-
ma erkrankt (Langen, Schmitz & Steppuhn, 2013). Insbesondere um die Jahrtausendwende
ist die Pravalenz stark angestiegen. Mittlerweile hat sich die Inzidenz jedoch auf hohem Ni-
veau stabilisiert (Hermann-Kunz, 2000; Langen et al., 2013). Die Erkrankungen beginnen
bereits im Kindesalter und erreichen die héchste Pravalenz in der Gruppe der 18- bis 39-
Jahrigen (Langen et al., 2013; Schlaud, Atzpodien & Thierfelder, 2007).

1.1.2. Atiologie

Die Ursachen fur die Zunahme allergischer Erkrankungen sind multidimensional. Ein Ansatz
hangt grundlegend mit der Hygiene-Hypothese von Strachan (1989) zusammen. Er fiihrt
aus, dass Einzelkinder seltener betroffen sind und macht den unhygienischen Kontakt mit
Geschwistern hierfiir verantwortlich, da die resultierenden Infektionen die Entwicklung einer
Allergie verhindern. Einen ahnlichen Ansatz verfolgen auch Mosmann und Coffman (1989),
die T-Helferzellen (TH-Zellen) in zwei Typen unterteilen, wobei Typ 2-Zellen allergische Re-
aktionen verursachen. Sie zeigen, dass ausbleibende Infektionen die Aktivierung der Typ
1-Zellen verringern. Infolgedessen wird die Entwicklung der Typ 2-Zellen nicht gehemmt,
was allergische Reaktionen beférdert (Graham-Rowe, 2011). Mittlerweile konzentriert sich
die Forschung auf das allgemeine mikrobielle Umfeld. Beispielsweise erkranken Kinder, die



auf einem Bauernhof aufwachsen, deutlich seltener, da beispielsweise ihre Matratzen reicher
an mikrobiellen Strukturen und Endotoxinen sind (Braun-Fahrlander et al., 2002; von Muti-
us & Vercelli, 2010). Arrieta et al. (2015) zeigen diesen Zusammenhang auch anhand der
Darmflora.

Neben dieser mikrobiellen Sichtweise spielen ebenfalls verdnderte Umgebungsbedingungen
eine wichtige Rolle. Warmeisolierte Wohnungen mit erhdhter Luftfeuchtigkeit und Polstermd-
beln erhéhen die Exposition gegenlber Hausstaubmilben und die Haltung von Haustieren
fihrt zu einem vermehrten Kontakt mit Tierhaaren und -speichel (Calderon et al., 2015; Lau
et al., 1989; Song et al., 2015; W. Wang et al., 2016). AuBerdem verstarkt und verlangert der
Klimawandel den Pollenflug und die Globalisierung fihrt zu einer vermehrten Aufnahme exo-
tischer Nahrung (D’Amato et al., 2017; Eriksson et al., 2003). In urbanen Raumen belasten
zudem Feinstaub und Stickoxide das Bronchialsystem (Clark et al., 2010).

Unabhangig von den verédnderten Lebensbedingungen ist die genetische Veranlagung von
besonderer Bedeutung. Leiden beide Eltern an allergischer Rhinitis, erh6ht dies die Erkran-
kungswahrscheinlichkeit des Kindes um den Faktor 5,7 (Dold, Wjst, von Mutius, Reitmeir &
Stiepel, 1992). Zudem tritt bei 40 % der an allergischer Rhinitis Erkrankten ein sogenann-
ter Etagenwechsel auf. Diese entwickeln hiervon ausgehend zuséatzlich allergisches Asthma.
Uber 80 % der Asthmatiker leiden ebenfalls an Rhinitis (Pawankar et al., 2013, S. 114; Brozek
etal., 2017).

1.1.3. Definition, Symptome und Diagnostik

Die allergische Rhinits ist definiert als Inflammation der nasalen Schleimhaut, welche aus ei-
ner tberempfindlichen Reaktion auf IgE-Antikérper nach Allergenexposition resultiert. Es wird
zwischen einer intermittierenden und persistierenden Erkrankung unterschieden. Bei letzte-
rer treten Symptomen an mehr als vier Tagen pro Woche Uber vier Wochen auf (Bachert et al.,
2006; Klimek et al., 2019). Die Symptome einer allergischen Rhinitis sind Niesen, Juckreiz,
verstarkter nasaler Fluss sowie Obstruktion. AuBerdem tritt bei der Halfte der Patienten ' be-
gleitend eine Konjunktivitis mit Rétung, Juckreiz und Tranen der Augen auf (Pawankar et al.,
2013, S. 28; Brozek et al., 2017). Der klinische Verdacht wird durch den Pricktest, bei dem ei-
ne UberméaBige Hautrétung und -schwellung bei Applikation des Allergens auftritt, sowie dem
Nachweis von allergenspezifischen Immunglobulin E (IgE)-Antikérpern im Serum des Patien-
ten bewiesen. Des Weiteren kann eine nasale Allergenprovokation oder eine Allergenkarenz
zielfGhrend far die Diagnose sein (Bachert et al., 2006).

Asthma bronchiale (kurz Asthma) ist als eine heterogene Erkrankung, welche durch eine
chronische Entziindung der Atemwege gekennzeichnet ist, definiert (Global Initiative for Asth-
ma, 2020). Asthma ruft Symptome wie Dyspnoe, Husten, Giemen und ein Gefuhl der Enge
in der Brust hervor. Diese treten episodenhaft und verstérkt nachts auf. Die Erkrankung wird

' Aus Griinden der Lesbarkeit wurde in der folgenden Arbeit die mannliche Form gewahlt, nichtsdestoweniger
bezieht sie sich immer auf Personen beider Geschlechter.



in eine allergische sowie eine nicht-allergische Form eingeteilt. Die allergische Form ist ur-
sachlich durch ein Einatmen von Allergenen gekennzeichnet. Bei der nicht-allergischen Form
rufen Infekte der Atemwege, koérperliche Belastung, Kélte, nichtsteroidale Antirheumatika,
Acetylsalicylsdure, berufliche oder 6ffentliche Noxen einen Anfall hervorrufen. Im klinischen
Alltag treten haufig Mischformen auf (Buhl et al., 2017; Bundesarztekammer, Bundesver-
einigung & Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften,
2020). Neben dieser Einteilung kann eine Unterscheidung in verschiedene Cluster nach klini-
schen, demografischen oder pathophysiologischen Kriterien erfolgen. Insbesondere der zel-
luldre Phanotyp ist relevant fur eine spezifische Therapie und wird daher in Abschnitt 1.1.5
néher erlautert (Global Initiative for Asthma, 2020). Im Zuge der klinischen Diagnostik kénnen
mitunter exspiratorische trockene Rasselgerdusche wahrgenommen werden. Zudem zeigt
die Lungenfunktionsdiagnostik eine reversible Obstruktion in der Spirometrie oder Ganzkér-
perplethysmographie (Buhl et al., 2017).

1.1.4. Pathophysiologie

Allergisches Asthma und die allergische Rhinitis werden im Sinne der vereinten Atemwege
als eine Krankheit mit &hnlichem Pathomechanismus in unterschiedlicher Auspragung in Na-
se und Lunge verstanden (Bousquet, Vignola & Demoly, 2003). Beide sind gemaf der Eintei-
lung nach Coombs und Gell Typ-I-Allergien, also vom sogenannten Sofort-Typ. Bei Allergien
dieses Typs fuihren Allergene Uber die Quervernetzung von IgE-Antikérpern zu einer Freiset-
zung von Histamin. Konkret bedeutet dies, dass der Kérper auf harmlose Proteinstrukturen,
die Allergene, mit einer verstarkten Aktivierung von Typ-2-TH-Zellen reagiert. Die daraufhin
stimulierten B-Zellen produzieren spezifische Antikérper gegen das Allergen. Durch die Ver-
kndpfung von zwei IgE-Antikérpern auf der Oberfladche von Mastzellen setzen diese Boten-
stoffe frei, die zu einer allergischen Reaktion fiihren. Das Molekl Histamin bewirkt eine so-
fortige Bronchokonstriktion und verstarkte GeféaBpermeabilitat. Leukotriene, Prostaglandine
und Zytokine bewirken eine langer anhaltende Inflammation und Konstriktion (Averbeck, Geb-
hardt, Emmrich, Treudler & Simon, 2007). Bei allergischem Asthma kommt es hierbei zu einer
chronischen Entziindung der bronchialen Schleimhaut, vermehrter Bildung von bronchialem
Sekret und einer Hyperreagibilitat der Muskeln. Durch diese Mechanismen entsteht eine re-
versible Obstruktion der Atemwege, welche bei den Patienten einen Hustenreiz und Atemnot
verursacht. Die bronchiale Hyperreaktivitat kann im Verlauf auch Allergen-unabhangig zu
Asthmaanfallen flihren (Buhl et al., 2017).

Dieser komplexe Entzlindungsvorgang ist jedoch noch nicht vollstandig erforscht worden.
Mittlerweile wird davon ausgegangen, dass weitere Immunzellen wie verschiedene Lympho-
zyten, Granulozyten und Zellen des mononuklearen-phagozytaren Systems eine Rolle spie-
len. Letzteres umfasst Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen und wird in Ab-
schnitt 1.2 naher erklart. Jingere Ergebnisse zeigen zudem einen Einfluss von Epithelzellen
und innaten lymphoiden Zellen (Lambrecht & Hammad, 2015; Lloyd & Hessel, 2010).
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Abbildung 1 Medikamentéses Stufenschema bei Asthma bronchiale fiir Erwachsene. Basiert auf der nationalen S3-
Versorgungsleitlinie Asthma (Bundeséarztekammer, Bundesvereinigung & Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen
Medizinischen Fachgesellschaften, 2020). ICS =inhalative Kortikosteroide, SABA = kurzwirkende -2-Sympathomimetika,
LABA = langwirkende [3-2-Sympatomimetika, LAMA = langwirkende Anticholinergika, R = Rezeptor

1.1.5. Therapie

Die allgemeine Therapie von allergischem Asthma erfolgt geman der nationalen S3-Versor-
gungsleitlinie Asthma (Bundeséarztekammer et al., 2020). Primér ist die Allergenkarenz neben
Medikamenten sowie der allergenspezifischen Immuntherapie (AIT) eine grundlegende Sau-
le der Behandlung allergischer Erkrankungen.

Die medikamentdse Therapie folgt einem 5-stufigen Prozess, welcher in Figure 1 zusammen-
gefasst ist. Von Stufe 1 bis 4 erfolgt die Behandlung mittels einer Kombination von antiinflam-
matorischen inhalativen Kortikosteroiden (ICS) und bronchienerweiternden B-2-Sympatho-
mimetika (SABA/ LABA). Bei schwerem Asthma kdnnen gegebenenfalls Leukotrienrezeptor-
Antagonisten (LTRA) und anticholinergisches Tiotropium verabreicht werden. Auf Stufe 5 wer-
den zusatzlich systemische Kortikosteroide oder Antikérper gegen IgE, Interleukin (IL)-5 oder
den IL-4-Rezeptor in Erwdgung gezogen.

Die medikamentdse Therapie der allergischen Rhinitis umfasst die Gabe nasaler Steroide
und oraler Antihistaminika (Brozek et al., 2017). Diese Therapie adressiert gemaf dem Mo-
dell der vereinten Atemwege ebenfalls das allergische Asthma. Die Gabe nasaler Steroide
verbessert die Lungenfunktion signifikant und vermindert das Auftreten von asthmatischen
Symptomen. AuBerdem verringert diese die Nutzung der Asthma-Bedarfsmedikation bei Pati-
enten, die sowohl an allergischer Rhinitis als auch allergischem Asthma leiden (Lohia, Schlos-
ser & Soler, 2013; Scadding, 2015).

Erganzend zur symptomatischen Therapie des allergischen Asthmas und der allergischen
Rhinitis wurde mit der AIT ein kausaler Ansatz zur Behandlung entwickelt (Klimek et al.,



2019). Bei einer AIT wird dem Patienten in regelméaBigen Abstanden eine hohe Dosis des
fur ihn relevanten Allergens verabreicht. Die Therapie erfolgt in der Regel Uber drei Jah-
re entweder taglich sublingual mit Tropfen oder Schmelztabletten oder monatlich subku-
tan mit Allergeninjektionen. Die Wirksamkeit der AIT ist fir die Behandlung einer Pollen-,
Haustaubmilben-, Bienengift- und Wespengiftallergie in zahlreichen Studien gezeigt wor-
den. FUr die Tierhaar- oder Schimmelpilzallergie ist die Studienlage hingegen nicht eindeutig
(Pfaar et al., 2014).

Die AIT verbessert die Lebensqualitat der Patienten, da sowohl die Symptome der Rhino-
konjunktivitis als auch Asthmaanfélle vermindert auftreten (Abramson, Puy & Weiner, 2010;
Virchow et al., 2016; Walker, Pajno, Lima, Wilson & Durham, 2001). Bei Rhinitikern vermindert
die AIT zudem die Gefahr eines Etagenwechsels hin zum Asthma (Jacobsen et al., 2007; M-
ler et al., 2002). Die Immuntherapie vermindert ferner das Auftreten neuer Sensibilisierungen
gegen weitere Allergene (Marogna, Spadolini, Massolo, Canonica & Passalacqua, 2010).

Der Wirkmechanismus der AIT ist auf molekularer Ebene noch nicht vollstandig erforscht.
Die im Gegensatz zur natirlichen Exposition erhéhte Allergendosis fuhrt zur Aktivierung von
regulatorischen T- sowie B-Zellen. Regulatorische Zellen dienen der Induktion der kérperei-
genen Toleranz und verhindern auf diese Weise eine autoimmune Reaktion. Sie dampfen das
Immunsystem durch die Produktion von Zytokinen, wie IL-10 und transformierender Wachs-
tumsfaktor (TGF)-B, wodurch die Aktivitat der Typ-2-TH-Zellen reduziert wird und die IgE-
durch eine IgG4- sowie IgA-Produktion abgeldst wird (Shamji und Durham, 2017; Murphy
et al., 2018, S. 813; Zissler, Jakwerth et al., 2018). Abbildung 2 bietet einen Einblick in die
komplexen Wirkmechanismen der AIT.

Der Einfluss von Zytokinen wurde bereits bei der Behandlung mit spezifischen monoklona-
len Antikérpern gezeigt. Diese ist geman der S3-Leitlinie bei Stufe 5 fir bestimmte Falle
bereits vorgesehen (Bundeséarztekammer et al., 2020). Die Patienten erhalten beispielswei-
se Antikdrper gegen das Zytokin IL-5, was zu einer verminderten Aktivierung eosinophiler
Granulozyten und somit geringerer Effektivitat der TH-Zellen Typ 2 fihrt (Castro et al., 2015;
Ortega et al., 2014). 2019 wurde zusatzlich ein Medikament mit Antikdrpern gegen IL-4 und
IL-13 fiir die Therapie des schweren allergischen Asthmas zugelassen, welches ebenfalls in
die Aktivierungskaskade der Lymphozyten eingreift (Wenzel et al., 2013).

Antigenpréasentierende Zellen (APC) wie Makrophagen oder dendritische Zellen produzieren
ebenfalls Zytokine. Das von ihnen produzierte IL-12 stimuliert die Differenzierung der TH-
Zellen zu Zellen des Typs 1 (Shamji & Durham, 2017). Diese verstéarkte Differenzierung fihrt
zu einer erhdhten Ausschittung von Interferon-y (IFN-y), welches die Bildung von IgE und
Differenzierung der B-Zellen hemmt. Die IL-12 Ausschittung bewirkt auBerdem die Bildung
von TGF-B durch Monozyten und Makrophagen (Shamiji und Durham, 2017; Murphy et al.,
2018, S. 1077). Dieses kontrolliert die Proliferation und Differenzierung von TH-Zellen und
vermindert auf diese Weise die allergische Reaktion.
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Diese Weiterentwicklung des Therapieansatzes von der symptomatischen zur kausalen Be-
handlung ist entscheidend zur Heilung der chronischen Erkrankung. Die bisher entwickelten
Methoden sind jedoch sehr kosten- und im Falle der AIT auch zeitintensiv. Daher ist es wich-
tig, die Wirkweise und das Zusammenspiel der Immunzellen und deren Zytokine zu verste-
hen, um eine effektive und effiziente Behandlung sicherzustellen.

1.2. Mononukleares-phagozytares System

Makrophagen, Monozyten und dendritische Zellen bilden gemeinsam mit ihren Vorlauferzel-
len im Knochenmark das mononuklear-phagozytare System (MPS). Dieses dient sowohl der
priméren Elimination von Pathogenen als auch der Organisation der Entziindungsreaktion
(van Furth und Cohn, 1968; Murphy et al., 2018, S. 10). Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt
im Folgenden auf Monozyten und Makrophagen im Lungengewebe.

1.2.1. Monozyten

Etwa 2—8% der Leukozyten in der Blutzirkulation sind Monozyten (Dérner, 2013, S. 335).
Bei einer Entziindung fihrt die chemotaktische Wirkung des Komplementsystems und der
lokalen Immunzellen zu einer Anschwemmung von Monozyten. Diese setzen ihrerseits pro-
inflammatorische Chemokine frei, um weitere Entzlindungszellen anzuschwemmen (Ohura,
Katona, Wahl, Chenoweth und Wahl, 1987; Murphy et al., 2018, S. 106 f.). Die anschlieBend



Klassifikation CD16 CD14

klassische Monozyten CD16™ CD14™+
intermediare Monozyten CcDh16™ CD14*+
nicht-klassische Monozyten | CD16" ™ CD14*

Tabelle 1 Klassifikation der Monozytenpopulation anhand der Expression von CD16 und CD14. Basiert auf Ziegler-Heitbrock
et al. (2010). + bedeutet 10-faches Expressionsniveau der Isotypkontrollen, ++ steht fur eine 100-fach stérkere Expression als
die Isotypkontrollen und — stellt keine Erhéhung dar.

von den Monozyten produzierten Zytokine dienen der Regulation der Aktivitat von Lympho-
zyten und Férderung der Degranulierung von Granulozyten (Murphy et al., 2018, S. 138).
AuBerdem eliminieren Monozyten Erreger durch Phagozytose und die Bildung von Sauer-
stoffradikalen (ltaliani & Boraschi, 2014). Ihre Verweildauer im Blut betrédgt durchschnittlich
2-3 Tage, nachdem sie im Knochenmark gebildet wurden (Schmitz, 2011, S. 490). Nach
der Einwanderung ins Gewebe entwickeln sie sich zu Makrophagen (Murphy et al., 2018, S.
98).

Monozyten kénnen nach dem Nomenklatur-Komitee der Internationalen Union immunologi-
scher Gesellschaften in drei Gruppen unterteilt werden: klassische, intermediare und nicht-
klassische Monozyten. Fir die Einteilung ist die Bildung von zwei Differenzierungsantige-
nen, Unterscheidungsgruppen (CD), entscheidend: CD14 und CD16 (Ziegler-Heitbrock et
al., 2010). Table 1 zeigt die Klassifikation der Monozyten anhand der positiven oder nega-
tiven Expression von CD14 und CD16. Etwa 85—-90 % der Monozyten sind klassische Mo-
nozyten und nur 5—10 % intermediére oder nicht-klassische Monozyten (Wong et al., 2012;
Ziegler-Heitbrock et al., 2010).

Die Rolle der verschiedenen Gruppen bei Entziindungsreaktionen und Infektionen ist vielfal-
tig und Gegenstand zahlreicher Studien. Eine gute Ubersicht findet sich in Wong et al. (2012).
Klassische Monozyten besitzen das héchste Potential zur Phagozytose. Insbesondere inter-
medidre Monozyten préasentieren den TH-Zellen die im Rahmen der Phagozytose entstan-
denen Antigene Uber den humanen Leukozytenantigen (HLA)-Rezeptor. Diese Interaktion
beeinflusst die Differenzierung der TH-Zellen und die Zytokinproduktion, wodurch ebenfalls
die Aufrechterhaltung der allergischen Reaktion bestimmt wird (Zawada et al., 2011; Murphy
etal.,, 2018, S. 786).

Die Verteilung der Monozytenpopulation wird durch inflammatorische Prozesse beeinflusst.
Insbesondere die Population der intermedidren Monozyten ist bei Patienten mit allergischem
Asthma erhéht und ist positiv mit dem Symptom der bronchialen Hyperreagibilitat korreliert
(Kowal, Moniuszko, Dabrowska & Bodzenta-Lukaszyk, 2012). Eine Therapie mit Kortikoste-
roiden senkt den Anteil der intermediaren und nicht-klassischen Monozyten und fihrt zu einer
Erhéhung der klassischen Monozyten (Dayyani et al., 2003; Moniuszko, Bodzenta-Lukaszyk,
Kowal, Lenczewska & Dabrowska, 2009). Eine &hnliche Entwicklung wird auch bei Patienten



mit atopischer Dermatitis beobachtet (Novak, Allam, Geiger & Bieber, 2002).

Nichtsdestotrotz ist die Rolle der verschiedenen Monozytengruppen wahrend der Inflamma-
tion noch nicht vollstandig erforscht. In dieser Arbeit wird der Einfluss der gré3ten Population
— der klassischen Monozyten — im Hinblick auf allergische Patienten untersucht.

1.2.2. Makrophagen

Makrophagen sind Zellen des Immunsystems. Sie sind sowohl an der unspezifischen als
auch an der spezifischen Immunantwort im Gewebe beteiligt. Zunachst nehmen sie mittels
Phagozytose unspezifisch Erreger auf und bauen diese ab (Murphy et al., 2018, S. 9). An-
schlieBend prasentieren sie Teile des Erregers TH-Zellen tber den Haupthistokompatibilitéts-
komplex (MHC)-II-Komplex und leiten somit die spezifische Immunantwort ein (Murphy et al.,
2018, S. 467).

Es wird zwischen ortsunabh&angigen, mobilen Makrophagen und gewebestandigen Makro-
phagen (oder Gewebsmakrophagen) unterschieden. Mobile Makrophagen differenzieren sich
aus Monozyten, die im Falle einer Entzindung rekrutiert werden und in das Gewebe einwan-
dern (Murphy et al., 2018, S. 9). Gewebsmakrophagen bilden den gréBten Teil der Makropha-
genpopulation und entstehen lokal durch die Mitose ihrer Vorgéngerzellen. Die embryonalen
Vorgangerzellen wandern préanatal in das jeweilige Organ ein (Hoeffel et al., 2015).

Im Lungengewebe wird zwischen Alveolarmakrophagen (AM), Atemwegsmakrophagen und
interstitiellen Makrophagen unterschieden. AM und Atemwegsmakrophagen weisen hohe
funktionelle und phanotypische Ubereinstimmungen auf, weshalb sie in dieser Arbeit im Fol-
genden als AM zusammengefasst werden (Draijer & Peters-Golden, 2017). AM werden im
Gewebe sowohl schiitzende als auch destruktive Faktoren zugeschrieben (Hussell & Bell,
2014). Auf der einen Seite produzieren gewebestéandige AM Zytokine wie IL-10 und wirken
somit antiinflammatorisch auf das umliegende Gewebe. Auf der anderen Seite kénnen so-
wohl lokal proliferierende als auch zum Entziindungsherd rekrutierte AM die Inflammation
auch verstarken (Draijer, Robbe, Boorsma, Hylkema & Melgert, 2013; Lee et al., 2015; Zasto-
na et al., 2014). Gewebs-AM von Patienten mit allergischem Asthma weisen eine geringere
IL-10-Produktion auf (Draijer et al., 2017).

Makrophagen bilden eine der gré3ten Zellpopulationen im respiratorischen Trakt und spielen
somit eine entscheidende Rolle bei der Balance zwischen der Abwehr von Fremden und dem
Schutz des Eigenen. Bisher ist unklar, unter welchen Bedingungen sie entziindungshem-
mend oder -verstarkend wirken. lhre Untersuchung stellt daher einen unerlasslichen Schritt in
der Erforschung der Pathophysiologie des allergischen Asthmas dar. Diese kann nicht-invasiv
mittels Sputuminduktion erfolgen, um ein Abbild des lokalen Inflammationsgeschehens der
Atemwege zu erhalten (Baines et al., 2014).
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1.2.3. Polarisierung der Makrophagen

Wie zuvor beschrieben, haben Makrophagen sowohl protektive als auch inflammatorische
Eigenschaften. Es wird vermutet, dass ihre Wirkung von einer Unterteilung in Subgruppen
abgeleitet werden kann. Eine solche Unterteilung wurde bereits fir CD4-TH-Zellen etabliert.
Figure 3 enthalt eine Ubersicht (iber die verschiedenen inflammatorischen Wirkweisen der
Subtypen.

Die TH1-Zelldifferenzierung dient der Abwehr von Bakterien und Viren, wohingegen TH2-
Zellen fir die Bek&mpfung von Parasiten verantwortlich sind. Ferner wurden neben TH17-
Zellen, welche ebenfalls extrazellulare Pathogene bekampfen, TH22- und TH9-Zellen nach-
gewiesen, die zu Entziindungen im Gewebe beitragen. Follikulare TH-Zellen induzieren die
Bildung von Antikérpern und sind vor allem im lymphatischen Gewebe anzutreffen. Im Ge-
gensatz zu den inflammatorischen Zellen stehen die regulatorischen T-Zellen, welche ent-
zlindliche Prozesse supprimieren (Harrington et al., 2005; Murphy et al., 2018, S. 33, 479).
Eine Hyperreaktion der jeweiligen Populationen hat jedoch auch negative Auswirkungen. So
werden, wie zuvor erwahnt, TH2-Zellen als Hauptakteure in der Aufrechterhaltung der allergi-
schen Inflammation angesehen (Murphy et al., 2018, S. 787). TH1 und TH17-Zellen werden
im Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen untersucht (Dardalhon, Korn, Kuchroo &
Anderson, 2008).

Hiervon ausgehend wird aktuell untersucht, ob sich auch bei Monozyten und Makrophagen
polarisierte Zellen geman dem Muster der TH-Zellen entwickeln (Murray et al., 2014; Stein,
Keshav, Harris & Gordon, 1992). Eine solche Polarisierung lasst sich von der Bildung intra-
zellularer Zytokine und extrazellularen Rezeptoren oder Liganden ableiten. Mills, Kincaid, Alt,
Heilman und Hill (2000) haben zunachst eine M1-M2-Polarisierung von Makrophagen auf
Basis der Differenzen im Stickstoffmonoxid (NO)- und Arginin-Metabolismus vorgeschlagen.
Basierend auf dieser Arbeit und weiteren Studien beschreiben Mosser und Edwards (2008)
hingegen drei Subpopulationen: klassisch aktiviert, wundheilend und regulatorisch. Andere
Studien fihren die wundheilenden Makrophagen als alternativ Aktivierte auf. Draijer et al.
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(2013) stellt fest, dass alternativ aktivierte und regulatorische Makrophagen eine phanotypi-
sche Ahnlichkeit aufweisen, weshalb sie auch als M2 und M2-ahnlich (M2-like) bezeichnet
wurden. Beide unterscheiden sich durch ihre Zytokin-Expression und somit Wirkung, welche
in Figure 4 aufgefuhrt ist. M1-Makrophagen entstehen durch eine Stimulation mit IFN-y oder
TNF-alpha. Im Folgenden wird die M1-M2-Notation von Draijer et al. (2013) verwendet.

Es wird vermutet, dass die verschiedenen Populationen einen Einfluss auf die Entwicklung
von allergischem Asthma haben. M2-Makrophagen konnten sowohl im Mausmodell bei Ov-
albumin (OVA)-induziertem Asthma als auch bei Patienten mit allergischem Asthma verstarkt
nachgewiesen werden (Melgert et al., 2011; Munitz, Brandt, Mingler, Finkelman & Rothen-
berg, 2008). In Biopsien von Lungengewebe von Asthmatikern wurde eine erhéhte Anzahl
an M1- und M2-Makrophagen und eine geringere Anzahl an M2-ahnlichen Zellen gemessen
(Draijer et al., 2017). Murray et al. (2014) schlagen eine Nomenklatur auf Basis der spezifi-
schen Aktivierung und folgender Zytokinproduktion vor.

Auch bei Monozyten wird eine Polarisierung vermutet. Veremeyko, Siddiqui, Sotnikov, Yung
und Ponomarev (2013) vergleichen die microRNA von Monozyten und Makrophagen und
stellen die Klassifikation der Monozyten anhand der CD14- und CD16-Expression in Zu-
sammenhang mit der M1-M2-Unterteilung. Bei nicht-klassischen Monozyten wird eine M1-
Polarisierung festgestellt und bei intermediaren Monozyten eine M2-Polarisierung. Klassi-
sche Monozyten weisen hingegen Eigenschaften beider Gruppen auf.
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Die aktuelle Forschungslage macht deutlich, dass eine dichotome Einteilung der Diversitat
von Makrophagen und Monozyten nicht gerecht wird. Zudem zeigen Studien, dass Zellen
ihren Phanotyp andern kénnen und unterschiedlich auf Entziindungen reagieren (Naessens
etal., 2012).

1.3. Inter- und intrazellulare Inflammation

In einer Zelle laufen vielféltige Mechanismen ab, die Stoffwechselvorgdnge und Entziin-
dungsprozesse organisieren. Auf der molekularen Ebene von Makrophagen und Monozyten
existieren eine Vielzahl von Molek(len, die mit der Reaktion der Zelle auf eine Inflamma-
tion in Zusammenhang stehen. Diese zeigen entweder den Aktivitdtszustand der Zelle an
oder dienen der Kommunikation mit anderen Zellen. In dieser Arbeit werden unter anderem
die Liganden des programmierten Zelltod-Rezeptors (PD-L), Neopterin und Indolamin-2,3-
Dioxygenase (IDO) untersucht.

1.3.1. PD-Liganden

PD-L sind Transmembranliganden, die bei Bindung an den programmierten Zelltod-Rezeptor-
1 (PD-1) hemmend auf das Immunsystem wirken. PD-L1 wird auf der Oberflache der meisten
Immunzellen exprimiert. PD-L2 wird vor allem von APC gebildet (Murphy et al., 2018, S.
366). Die beiden Liganden binden an den PD-1 Rezeptor, welcher wiederum von aktivierten
T-Zellen exprimiert wird. Die Liganden werden bei starken Entziindungssignalen vermehrt
gebildet und hemmen tber die Bindung an ihren Rezeptor die Signallibermittlung des T-Zell-
Rezeptors (Murphy et al., 2018, S. 1148).

Diese Verbindung spielt bei verschiedenen Krankheitsbildern eine Rolle. PD-L1 wird bei-
spielsweise auch von Tumorzellen exprimiert. Im Mausmodell kdnnen Antikérper gegen PD-
L1 das Tumorwachstum vermindern, da die hemmende Wirkung der Tumorzellen auf die
T-Zellen aufgehoben wird (Murphy et al., 2018, S. 946). Beim Menschen wird dieser Anti-
kérper bereits erfolgreich in der Therapie des malignen Melanoms angewandt (Hamid et al.,
2013). Auf der anderen Seite fihrt eine Hemmung des PD-1 Rezeptors zur Entwicklung einer
autoimmunen Reaktion im Mausmodell (Murphy et al., 2018, S. 874). Auch beim Asthma ist
eine Beeinflussung der T-Zell-Homd&ostase durch die Aktivitat des PD-1 Rezeptors mit seinen
Liganden nachgewiesen (Singh, Stock & Akbari, 2011). Die Verbindung von Rezeptor und Li-
gand wird als essenziell fir die Beendigung einer akuten allergischen Reaktion beschrieben
(Deppong et al., 2006).
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Abbildung 5 Neopterin-Stoffwechsel (Hoffmann, Wirleitner & Fuchs, 2003).

1.3.2. Neopterin

Das Molekill Neopterin ist ein Abbauprodukt des Immunsystems, das vermehrt unter oxida-
tivem Zellstress bei einer Aktivierung des Immunsystems entsteht (Murr, Widner, Wirleitner
& Fuchs, 2002). Neopterin wird vor allem in Makrophagen und Monozyten produziert. Seine
biologische Funktion ist nicht vollstdndig geklart. Neopterin verstarkt die Wirkung von Sauer-
stoffradikalen und erhéht somit méglicherweise das zytotoxische Potential der Makrophagen
(Hoffmann, Wirleitner & Fuchs, 2003).

Die Bildung erfolgt aus Guanosintriphosphat durch die GTP-Cyclohydrolase | (Figure 5). Ma-
krophagen und Monozyten bilden aufgrund eines Mangels an 6-Pyruvoyl-Tetrahydropterin-
Synthase vermehrt Neopterin und 7,8-Dihydroneopterin anstelle des Tetrahydrobiopterins
(Werner et al., 1990). IFN-y ist der Hauptstimulator der Neopterinproduktion in Makropha-
gen (Huber et al., 1984). IFN-y wird durch aktivierte T-Zellen ausgeschdttet, weshalb der
Neopterin-Spiegel als Indikator der Krankheitsaktivitat angesehen werden kann.

Fir eine Vielzahl von Erkrankungen spielt der Neopterin-Stoffwechsel eine wichtige Rolle in
der Diagnostik, beispielsweise fir HIV, KHK und maligne Tumore (Firoz et al., 2015; Fuchs

et al., 2008; Melichar et al., 2017). Andere Studien zeigen eine Relevanz bei Autoimmun-
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und entzindlichen Erkrankungen wie Psoriasis, Urtikaria und atopischer Dermatitis (Ciprandi
et al., 2011; Sanchez-Regafia, M., 2000). Ein erhéhter Neopterin-Spiegel wurde auch bei
Patienten mit allergischem Asthma gemessen (Licari, Fuchs, Marseglia & Ciprandi, 2019).

1.3.3. Indolamin-2,3-Dioxygenase

Das Enzym IDO katalysiert den oxidativen Abbau der essentiellen Aminosaure Tryptophan
zu Formylkynurenin. Diese Reaktion stellt den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt im Ab-
bau von Tryptophan dar und reguliert hiermit die Immunantwort des Kérpers (von Bubnoff &
Bieber, 2012). IDO wird in verschiedenen APC wie Makrophagen, dendritischen Zellen und
B-Zellen gebildet und durch IFN-y induziert (Munn & Mellor, 2013; Werner et al., 1987).

IDO beeinflusst Uber mehrere Mechanismen die Immunantwort. Das Edukt Tryptophan ist
eine Aminosaure und somit essentiell fir Protein-abhé&ngige Stoffwechsel sowie zellulare Si-
gnalwege. Eine Minderung der Aminoséure fiihrt zu einer Aktivierung von Stressmechanis-
men bis hin zu einem Stillstand des Zellzyklus (Munn & Mellor, 2013). In der Folge kommt
es zu einer verringerten Aktivierung von T-Zellen (Munn et al., 1999). Einen weiteren Me-
chanismus stellt die Wirkung des Abbauproduktes Kynurenin und dessen Metaboliten dar.
Die Kynurenin-Metaboliten induzieren regulatorische T-Zellen durch eine Bindung am Aryl-
Hydrocarbon-Rezeptors und wirken folglich ebenfalls immunsuppressiv (Mezrich et al., 2010).
AuBerdem wird ihnen eine zytotoxische Wirkung auf T-Zellen zugeschrieben (Frumento et al.,
2002). Ferner wirkt IDO selbst als Faktor in der intrazellularen Signalvermittlung. Fur dendri-
tische Zellen wurde gezeigt, dass IDO auf diese Weise zu einer langfristen Stabilisierung des
regulatorischen Phanotyps fuhrt (Pallotta et al., 2011).

Die Relevanz von IDO flr allergisches Asthma ist nicht vollstadndig geklart (von Bubnoff &
Bieber, 2012). Einige Studien sprechen fiir eine protektive Wirkung von IDO im Rahmen aller-
gischer Erkrankungen: Maneechotesuwan, Supawita, Kasetsinsombat, Wongkajornsilp und
Barnes (2008) haben bei Asthmatikern eine herabgesetzte IDO-Aktivitat im Sputum gemes-
sen. Refaat, Abdel Rehim, El-Sayed, Mohamed und Khafagy (2015) konnten bei Patienten
mit allergischer Rhintis eine herabgesetzte IDO-Konzentration im Serum nachweisen. Gluco-
corticoide fihren zu einem Anstieg der IDO-Aktivitat (Grohmann et al., 2007). Im Mausmodell
unterstitzt die IDO-Aktivitat die Wirkung der AIT (Taher et al., 2008).
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1.4. Zielsetzung

Das Ziel dieser Dissertation ist es, den Einfluss von klassischen Monozyten auf systemischer
Ebene und Makrophagen auf lokaler Ebene im Hinblick auf die Entwicklung und Behandlung
von allergischer Rhinitis und allergischem Asthma bronchiale zu untersuchen. Zu diesem
Zweck haben wir eine klinische Studie durchgefliihrt, deren Studienteilnehmer geman Ihrer
Reaktion auf bestimmte Allergene unterteilt wurden. Der Fokus liegt hierbei auf der Graser-
pollenallergie. Diese ist eine saisonale Allergie, weshalb die Studienteilnehmer jeweils inner-
halb und auBBerhalb der Pollenflugzeit untersucht wurden. Die Unterteilung der Studienteil-
nehmer erfolgte basierend auf der allergischen Reaktion im Blut sowie Symptomen, welche
einer allergischen Rhinitis oder einem allergischen Asthma bronchiale zugeordnet werden
kénnen. Zuséatzlich wurde zwischen Studienteilnehmern mit und ohne abgeschlossener AIT
unterschieden.

Bei den Studienteilnehmern wurden klinische Parameter und die Expression verschiedener
Biomarker gemessen. In Blut und Sputum wurde das Niveau von Zytokinen (IFN-y, IL-10, IP-
10) und Oberflachenproteinen (CD-16, HLA-DR, PD-L1, PD-L2) der Monozyten beziehungs-
weise Makrophagen bestimmt. Zusatzlich wurde der Spiegel der Molekdile Neopterin und IDO
gemessen. Da die Zusammenhange bisher unklar sind, erfolgt eine explorative Untersuchung
von Unterschieden zwischen den Studienteilnehmergruppen. Hieraus kénnen Riickschllsse
gezogen werden, wie Zellpolarisierung und Biomarker im Zusammenhang mit der Entste-
hung von Allergien und dem Etagenwechsel von allergischer Rhinitis zu allergischem Asthma
bronchiale stehen. Zusatzlich kénnen Erkenntnisse Uber die molekulare Wirkweise der AIT
gewonnen werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

In den folgenden Tabellen sind die verwendeten Materialien aufgefiihrt. Diese sind unterteilt

in Verbrauchsmaterialien (Table 2), Reagenzien (Table 3), Antikdérper (Table 4), Gerate und
Zubehor (Table 5) sowie Programme (Table 6).

Verwendung

Bezeichnung

Hersteller

Blutentnahemadapter

Multiple Sample Luer Adapter

BD Vacutainer

Einmal-Halter

364815

BD Vacutainer

Salbutamol-Bronchodilatator

Sultanol Dosier-Aerosol mit 200 Hub

GlaxoSmithKline

Deckglas

Menzel-Glaser 24 mm x 50 mm

Thermo Fisher Scientific

Instrument-Desinfektionsmittel

Sekusept aktiv

Ecolab Healthcare

Einmalpipetten serologisch

Cellstar 5ml, 10 ml und 25 ml

Greiner Bio-One

Fligelkanule Safety-Multifly-Kandle 21G Sarstedt
FACS Ro&hrchen Réhre 5ml, 75mm x 13 mm PP Sarstedt
Hautantiseptikum Octeniderm farblos Schilke

Immersionsdl Type N Leica Microsystems
Impfése Inoculating loop blue VWR

Kulturplatte TC Plate 96 Well Suspension R Sarstedt
Kulturréhrchen 12mm X 75 mm Culture tubes VWR

Objekttrager Menzel-Glaser Superfrost Plus Thermo Fisher Scientific
Papierfilter Filter Papers 90 mm Whatman
Pipettenspitzen Standard 10 pl, 200 pl und 1000 pl Eppendorf

Pricktest-Lanzetten

Prick-Lanzetten Mediprick

Mediprick Allergy

Pricktest-Losungen

006 Gréaser, 108 Birke, 309 Katzenepithelien,
708 Dermatophagoides farinae, 725 Dermato-
phagoides pteronyssinus, 901 Physiologische
Kochsalzlésung, 902 Histamin 1+999

Allergopharma

PBMC-Vacutainer

CPT Mononuclear Cell Preparation Tube, So-
dium Heparin

BD Vacutainer

Reaktionsgeféae Reagiergefa3 SafeSeal 0,2ml, 1,5ml, 2ml Sarstedt
ReaktionsgefaB-Boxen EPPi Box 50 9x9 cells National Lab
Schwangerschaftstest Hcg combo Hitado
Serumréhrchen S-Monovette 7,5 ml Sarstedt

Spirometrie Filter

KoKo Filter grau

nSpire Health

Transferpipette

Transferpipette 3,5 ml

Sarstedt

Zellkulturschale

Fisherbrand Petri Dish

Fisher Scientific

Zellsieb

Cell Strainer 70 um Nylon

BD Falcon

Zytospinfilterkarte

Shandon Filter cards white

Thermo Fisher Scientific

Zentrifugenrdhrchen

Cellstar polypropylen tubes 15 ml, 50 ml

Greiner Bio-One

Tabelle 2 Verbrauchsmaterialien
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Produkt

Hersteller

Acetonitril CCB Innsbruck
Albumin 70 g/I CCB Innsbruck
Ampuwa Sterilwasser Fresenius Kabi
Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline 1X (DPBS) Gibco
eBioscience Intracellular Fixation + Permeabilization Buffer Set Invitrogen
Eukitt quick-hardening mounting medium Fluka

FACSClean BD Biosciences
FACSRinse BD Biosciences
Giemsas Azur-Eosin-Methylenblaulésung Merck

HyClone Fetal Bovine Serum Thermo Fisher Scientific
Kynurenin 1 mmol/I in bidestilliertem Wasser CCB Innsbruck
May-Grinwald-Lésung Merck
Methanol Rotipuran >99,9 % Carl Roth
Milli-Q Reinstwasser Merck

Natriumchloridlésung 3 %, 4 % und 5 % zur Inhalation

Klinikum rechts der Isar

Natriumazid

CCB Innsbruck

3-Nitro-L-Tyrosine 100 pmol/I

CCB Innsbruck

Potassium Phosphate Buffer 0,05 mol/l, pH 6

CCB Innsbruck

Potassium Phosphate Buffer 0,015 mol/I, pH 6,4

CCB Innsbruck

RNAprotect Cell Reagent Qiagen
Sputolysin (DTT in phosphate buffer, pH6,5-7,5) Merck
Trichloroacetic acid 2 mol/I CCB Innsbruck
Trypan Blue Stain 0,4 % Gibco
Tryptophan 1 mmol/I in bidistilled water CCB Innsbruck
Xylenes Sigma-Aldrich

Tabelle 3 Reagenzien
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Produkt Hersteller Produktnummer
APC anti-human HLA-DR BioLegend 307610
APC/Cy7 anti-human CD45 BioLegend 304014
Brilliant Violet 650 anti-human CD273 BD Biosciences 563844
Brilliant Violet 711 anti-human CD274 BioLegend 329722
eFluor 660 anti-human IL-10 eBioscience 50-7108-42
Alexa fluor 488 anti-human CD16 BioLegend 302019
Human TruStain FcX BioLegend 422302

PE anti-human CXCL10 BioLegend 519504
PE/Dazzle 594 anti-human IFN-y BioLegend 502546
Fixable Viability Stain 520 BD Biosciences 564407
Mouse IgG2a PE/Cy7 BioLegend 400253
Mouse IgG1 APC-Cy7 BioLegend 400127
Mouse IgG1 BV650 BioLegend 400163
Mouse IgG2b BV711 BioLegend 400353
Rat IgG1b eFluor 660 eBioscience 50-4031-82
Mouse IgG1 FITC BioLegend 400109
Mouse IgG2a PE BioLegend 400244
Mouse IgG1 PE/Dazzle 594 BD Biosciences 562292

Tabelle 4 Antikorper
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Verwendung

Bezeichnung

Hersteller

Blutdruckmessgerat

Boso medicus control

Bosch + Sohn

Durchfusszytometriegerat LSRFortessa BD Biosciences

Fluoreszenzdetektor ProStar 363 Varian

Inhalationsgeréat Pari TurboBOY SX PARI

Lichtmikroskop Axiovert 40C Zeiss

Lichtmikroskop Leica DMRB Leica Microsystems

Pipetten Pipette 0,1-2,5pl, 0,5-10ul, 10-100ul, | Eppendorf
100—-1000pl

Pipettierhilfe SwiftPET HTL

Roéhrchenroller Digital tube roller SRT9D Stuart

Spirometer

ZAN100 Spirometer mit Flowhandy ZAN100
uSB

nSpire Health

Trennsaulen

Chromatographie LiChroCART RP18 columns

Merck

UV-Detektor

SPD-6A UV-detector

Shimadzu

Vibrationsmischer

Vortex-Genie 2

Scientific Industries

Waage Kern Analysenwaage ALJ Kern und Sohn
Zahlkammer Neubauer Improved 0,0025 mm? Marienfeld

Zentrifuge Megafuge 1.0R Thermo Fisher Scientific
Zentrifuge Cytospin 4 Thermo Fisher Scientific
Zentrifuge Rotina 380R Hettich

Zentrifuge EBA 20 Hettich

Zytologie-Trichter

Shandon TPX Single Sample Chamber

Thermo Fisher Scientific

Zytologie-Trichter-Verschluss

Shandon Cytoclip

Thermo Fisher Scientific

Tabelle 5 Gerate und Zubehor

Programm Version Hersteller

Excel 16.15 Microsoft Corporation

FACS Diva Software 7.0 Becton Dickensen

FlowJo 10.2 Becton Dickensen
GraphPadPrism 5.0f Graphpad Software

MacOS Mojave 10.14 Apple

Windows 10 Microsoft Corporation

Word 16.14 Microsoft Corporation

ZAN-Tech Software (WinGPI) 3.00 nSpire Health

Zotero 5.0 Corporation for Digital Scholarship

Tabelle 6 Programme
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Atopie [—+

Symptome [— +
|
Allergik
Asthma |—+ ergier
|
|
AT |+ AT |+
| |
| |
AR AR AA AA
L2 SE ohne AIT || mitAIT || ohne AIT || mit AIT
In-Season 16 (16) 7 (10) 7 (8) 8 (10) 9 (10) 11 (11)
Off-Season 17 (18) 7 (8) 7 (7) 8 (10) 9 (10) 10 (10)

Abbildung 6 Aufteilung der Studienteilnehmer in die Untergruppen sowie deren Zusammensetzung in der IS und OS. Zudem
ist die Anzahl der eingeschlossenen (untersuchten) Studienteilnehmer pro Untergruppe angegeben.

2.2. Untersuchungskollektiv

Die Studienteilnehmer wurden in sechs Gruppen unterteilt und jeweils einmal innerhalb und
auBerhalb des Gréaserpollenfluges untersucht. Die Pollenflugsaison wird im Folgenden als
innerhalb der Allergiesaison (IS) und die Untersuchung auBBerhalb des Pollenfluges als au-
Berhalb der Allergiesaison (OS) bezeichnet. Der Graserpollenflug wurde durch den Kalender
der Stiftung Deutscher Polleninformationsdienst erfasst (Werchan, Werchan & Bergmann,
2018). Die Zusammensetzung des Untersuchungskollektivs verdeutlicht Figure 6.

Das Untersuchungskollektiv setzte sich in der IS aus 39 Graserpollenallergikern, 16 gesun-
den Kontroll-Studienteilnehmern und acht Studienteilnehmern der Gruppe der asymptoma-
tisch sensibilisierten Teilnehmern (SE) zusammen. Die Gruppe der SE gibt anamnestisch
keine allergischen Symptome an. Jedoch zeigen die Studienteilnehmer eine positive Hautre-
aktion im Prick-Test sowie die Bildung von speziellen IgE-Antikérpern im Serum gegen be-
stimmte Allergene. Von den Gréaserpollenallergikern waren 21 allergische Asthmatiker (AA),
von denen elf eine AIT durchgefiihrt haben. Unter den 18 allergischen Rhinitikern (AR) haben
zehn eine AIT durchgeflhrt. In der OS setzte sich das Untersuchungskollektiv aus 39 Gréa-
serpollenallergikern, 16 Kontroll-Studienteilnehmern und acht Studienteilnehmern der Grup-
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pe der SE zusammen. Figure 6 enthalt eine Ubersicht (iber die Anzahl der untersuchten und
eingeschlossenen Studienteilnehmer in jeder Untergruppe.

Das Alter der Studienteilnehmer lag zwischen 18 und 65 Jahren. Zudem wurden verschie-
dene Ausschlusskriterien angewandt: Diese waren ex ante eine eingeschrankte Lungenfunk-
tion trotz inhalativer Therapie (Einsekundenkapazitat (FEV1)<70%), eine schwere syste-
mische internistische Erkrankung, eine systemische Immunsuppression, ein akuter Infekt
und eine positive Raucher- oder Schwangerschaftsanamnese. Studienteilnehmer mit AIT
haben diese mindestens Uber zwei Jahre konstant sublingual oder intrakutan angewandt
und eine Verbesserung der allergischen Symptome hierdurch verspirt. AuBerdem wurden
ex post drei Studienteilnehmer nach der ersten Untersuchung wahrend des Pollenfluges
ausgeschlossen. Ein Studienteilnehmer der Gruppe der AR ohne AIT zeigte lediglich eine
IgE-Antikérperreaktion gegen Birken- aber nicht gegen Gréaserallergene. Zwei Studienteil-
nehmer der Gruppe der SE wiesen ebenfalls nur eine IgE-Antikdrperreaktion gegen Milben-
und Birkenallergene auf. Jeweils ein Studienteilnehmer der Gruppe der AA mit AIT sowie
der Kontrollgruppe konnten nicht mehr zur OS-Untersuchung kommen. Jedoch wurden in der
OS zwei neue Kontroll-Studienteilnehmer untersucht. Im Zuge der endgiltigen Auswertung
(nach 1S und OS) wurden weitere vier Studienteilnehmer ex post ausgeschlossen. Ein Stu-
dienteilnehmer der Gruppe AR mit AIT flhrte die AIT nicht gegen die Graser- sondern die
Birkenallergie durch und ein weiterer Studienteilnehmer der Gruppe hatte die AIT nach einem
Jahr abgebrochen. Ein Studienteilnehmer der Gruppe AA ohne AIT hatte vor vier Jahren die
zusatzliche Milbenallergie mit einer AIT behandelt. Ein Studienteilnehmer der Gruppe der
SE begann zum Zeitpunkt der Studie eine Therapie mit einem systemischen Immunsuppres-
sivum. Die Sputumprobe eines Studienteilnehmers der Gruppe AR mit AIT wurde aus der
Auswertung ausgeschlossen, da die Probe zu wenige Zellen fir die Durchflusszytometrie-
Messung enthielt.

Die Durchfuhrung aller Untersuchungen erfolgte gemaf den ethischen Standards der Dekla-
ration von Helsinki. Die Studie wurde von der Ethikkommission der Technischen Universitat
Munchen genehmigt.

2.3. Untersuchungsablauf

Die Untersuchung der Studienteilnehmer bestand aus einer allergologischen Diagnostik so-
wie der Blut- und Sputumentnahme. Zu Beginn fihrten Studienteilnehmerinnen auBerdem
einen Schwangerschaftstest per Urinprobe durch, um das Ausschlusskriterium der Schwan-
gerschaft sicherzustellen. Der Blutdruck aller Studienteilnehmer wurde durch eine Oberarm-
manschette gemessen und der Kérpermasseindex (BMI) bestimmt.
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2.4. Allergologische Diagnostik

Die Schwere und Auswirkungen der allergischen Erkrankung wurden anhand von drei Fra-
gebdgen ermittelt. Der standardisierte kleiner Rhinokonjunktivitis-Lebensqualitatsfragebogen
(mRQLQ) diente der Erfassung der allergischen Symptombelastung des Untersuchungskol-
lektivs. Hierbei wurden rhinitische, ophthalmologische und allgemeine Symptome wie Miidig-
keit und Reizbarkeit und deren Alltagsrelevanz erfragt. Die Studienteilnehmer beantworteten
die Fragen jeweils auf einer 7-stufigen Likert-Skala (,gar nicht” bis ,extrem®; Juniper, Thomp-
son, Ferrie und Roberts, 2000). Mit Hilfe des Fragebogen zum subjektiven Belastungsempfin-
den (PSQ) wurde das subjektive Belastungsempfinden anhand von 20 Fragen eingeschatzt.
Die Bewertung erfolgte auf einer 4-stufigen Likert-Skala zwischen den Polen ,fast nie* und
.meistens” (Fliege, Rose, Arck, Levenstein & Klapp, 2001). Zur Objektivierung der Kontrolle
des Asthmas wurde der Asthmakontrollitest (ACT) angewandt. Flunf Fragen wurden auf einer
5-stufigen Likert-Skala beantwortet. Die Summe der Antwortwerte fihrte zu einem Ergebnis
zwischen finf (nicht kontrolliert) und 25 (vollstandig kontrolliert) Punkten (Schatz et al., 2006).
Samtliche Fragebdgen sind im Anhang zu finden.

Zur Validierung der Allergieanamnese diente der Prick-Test am Unterarm. Das Untersu-
chungskollektiv wurde neben Gréserpollen (g6) auf Birkenpollen (rBetV1), Dermato-phagoi-
des pteronyssinus (nDerp1), Dermatophagoides farinae (nDerp2) und Kat-zenepithelien (e1)
getestet. Jeweils ein Tropfen der bei 4 °C gekiihlten Lésungen wurde auf den Unterarm ge-
geben. Nach einer Einwirkzeit von fiinf Minuten wurde die FlUssigkeit abgetupft und nach
weiteren 15 Minuten das Ergebnis abgelesen. Positiv fiel das Ergebnis bei einer Schwel-
lung und Rétung Uber 3cm aus. Im Falle einer Hautreaktion wurde folgend der spezifische
IgE-Titer des jeweiligen Antigens im Serum bestimmt. Die Hohe dieses Titers legt die CAP-
Allergieklasse fest. Als Positivkontrolle wurde Histamin und als Negativkontrolle Natriumchlo-
rid (NaCl) verwendet. Zuséatzliche Sensibilisierungen stellten kein Ausschlusskriterium dar,
sofern Graserpollen subjektiv als das Hauptallergen beschrieben wurden.

2.5. Blut- und Sputumentnahme

Den Studienteilnehmern wurde Blut und Sputum fiir die Untersuchung der Immunzellen ent-
nommen. Fir die Analyse der Zellen im Blut erfolgte eine vendse Blutentnahme. Die venése
Punktion wurde gemaf der Standardarbeitsanweisung (SOP) des Klinikums rechts der Isar
durchgefiihrt. Mit Hilfe eines Butterfly-Systems wurden jeweils ein Serumréhrchen fir die
IgE-Messungen und zwei spezielle Vacutainer zur Isolierung von mononukledren Zellen des
peripheren Blutes (PBMC) abgenommen.

Neben den Immunzellen im Blut wurden ebenfalls Immunzellen der Atemwege analysiert.

Als Material hierfir diente das Sputum der Studienteilnehmer (Zissler, Ulrich et al., 2018).
Als Sputum wird das Sekret der unteren Atemwege bezeichnet, welches durch das Atem-
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wegsepithel und submukdse Driisenzellen exprimiert wird (Zissler, 2012, S. 5). Zu dessen
Gewinnung erfolgte eine Sputumindukion, die sich an Zissler (2012) orientierte. Vor Beginn
der Induktion wurde die Lungenfunktion der Patienten bestimmt, welche Grundvoraussetzung
fur eine sichere Induktion ist. Mit Hilfe eines Spirometers wurden die forcierte Vitalkapazitat
(FVC) sowie die FEV1 ermittelt. Aus dem Quotienten von FEV1 und FVC wurde anschlie-
Bend der Tiffeneau-Wert gebildet. Diese Parameter gelten als Indikatoren obstruktiver Lun-
generkrankungen wie dem Asthma. Hierauf atmeten die Studienteilnehmer mit Hilfe eines
Dosieraerosols 200 ug eines B-2-Sympathomimetikums zur Bronchienerweiterung ein. Nach
einer Einwirkzeit von 15 Minuten wurde dreimal die Lungenfunktion mit erweiterten Atem-
wegen bestimmt. Der héchste hierbei gemessene FEV1-Wert diente als Orientierung fir die
Kontrolle der Lungenfunktion wahrend der Sputuminduktion (Post-Bronchodilatationswert).

Die Sputuminduktion bestand aus drei Inhalationsdurchgéngen mit jeweils ansteigender Kon-
zentration an Kochsalzlédsung im Inhalat, nach welchen jeweils der Auswurf des Sputums
erfolgte. Die Studienteilnehmer starteten mit der Inhalation einer 3-prozentigen sterilen hy-
pertonen NaCl-Lésung fur sieben Minuten. Diese wurde mit Hilfe eines Inhalationsgeréates
durchgefiihrt. Der zweite Inhalationsvorgang erfolgte mit 4-prozentigen und der dritte Vor-
gang mit 5-prozentigen NaCl-Lésungen. Wahrend der Inhalation stellte ein aufrechter Rumpf
und eine Nasenklammer die suffiziente Atmung sicher. Zusatzlich wurde eine Atemfliihrung
mittels manueller Begleitung der Atmung und thorakaler Kompression wahrend der Exspi-
rationsphase durchgeflihrt. Die Inhalation befeuchtet die Atemwege und der Salzgehalt der
Flussigkeit erzeugt einen Hustenreiz. Zur Reduktion der Epithelzellen im Sputum haben die
Studienteilnehmer nach der Inhalation die Nase geputzt, den Mund griindlich mit Wasser aus-
gespllt und die Stimmbildung vermieden. Durch kréaftiges Husten wurde folgend das Sputum
aus dem oberen Teil der Trachea abgelést und in ein Plastikréhrchen ausgeworfen. Die Lun-
genfunktion wurde nach jeder Sputum-Produktion mittels Spirometrie kontrolliert. Bei einem
Abfall der FEV1 auf unter 10 % im Vergleich zum Post-Bronchodilatationswert wurde die Mes-
sung nach zehn Minuten wiederholt. Bei erneutem Abfall auf>10 % oder erstmaligem Abfall
auf>20% wurde die Sputuminduktion sofort vorzeitig beendet und eine Notfallbehandlung
mit Salbutamol eingeleitet. Die Sputumrdhrchen wurden bei 4 °C transportiert und fir maxi-
mal zwei Stunden gelagert. Das Protokoll der Sputuminduktion ist im Anhang zu finden.

2.6. Labormethoden

2.6.1. IgE-Antikérper Messung

Die Messung der Gesamt-IgE sowie speziellen Antikérper vom IgE-Typ im Blut diente der
Quantifizierung der allergischen Reaktion des Kérpers auf das spezifische Allergen. Aus-
gangsmaterial war das Serumblutréhrchen, welches 30 Minuten nach der vendsen Punktion
bei 6000 rpm fir fiinf Minuten zentrifugiert wurde, um das Serum von den zellularen Be-
standteilen des Blutes zu trennen. Das daraufhin abpipettierte Serum wurde fir maximal
eine Woche bei 4 °C zwischengelagert. Die Messung der Proben erfolgte routinemaiig mit
dem ImmunoCAP Antigen-ELSIA (Thermo Fisher Scientific). Entsprechend des vorherigen
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Pricktest-Ergebnisses wurde der spezifische IgE-Wert von Graserpollen, Birkenpollen, Der-
matophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae und Katzenepithelien bestimmt.
Anhand des IgE-Wertes konnte die Allergie in eine so genannte CAP-Klasse eingeteilt wer-
den (Table 7). Bei zehn Studienteilnehmern sind in der Klinik bereits vorhandene, maximal
zwei Jahre alte IgE-Ergebnisse verwendet worden.

CAP-Klasse 0 1 2 3 4 5 6
Spezifische IgE [kUA/I] | 0,10— 0,35— 0,70— 3,50- 17,5— 50,0— >100
0,35 0,70 3,50 17,5 50,0 100

Tabelle 7 CAP-Klassen

2.6.2. Blutaufarbeitung

Um die Immunzellen mit Hilfe von Antikérpern anzuférben und die Expression von Zytokinen
zu messen, wurden diese aus den Blut- und Sputumproben isoliert. Die Immunzellen im Blut
gehoéren zu den PBMC. Fir die Aufarbeitung der PBMC wurden die Vacutainer direkt nach
der vendsen Punktion bei 3000 rpm flr 20 Minuten bei 20 °C zentrifugiert. Hierbei zeigte sich
eine Trennung der Zellen des Vollblutes in zwei Phasen: eine basale Phase aus Erythrozyten
und Granulozyten sowie eine apikale Phase aus mononukledren Zellen und Thrombozyten
(Figure 7).

Vor Zentrifugierung Nach Zentrifugierung

Vollblut

Plasma

Mononukleére
Zellen und
Thrombozyten

Dichtelésung \\3,-:'.-:.

Polystergel —__ |
Dichtelésung ~—

Granulozyten
Erythrozyten

Abbildung 7 Verteilung der Blutzellen im Vacutainer abhéngig von der Zentrifugierung. Basiert auf Becton, Dickinson and
Company (2015).

Nach maximal 24 Stunden wurde der apikale Uberstand durch eine vorsichtige 180°-Drehung
durchmischt. Die Uberstande jedes Studienteilnehmers sind jeweils in ein steriles 50 ml-
Zentrifugenrdéhrchen Uberfihrt worden, welches dann bei 1200 rpm fir zehn Minuten bei 20 °C
zentrifugiert wurde. Nach der Zentrifugation wurden vom diesem SerumUberstand pro Stu-
dienteilnehmer fiinf Aliquots von 1000 pl in Kryordhrchen tberfihrt und unmittelbar bei —80 °C
eingefroren. Das Zellpellet wurde hierbei nicht tangiert und der restliche Uberstand verwor-
fen. Im nachsten Schritt erfolgte ein weiterer Waschvorgang, wozu das Zellpellet mit 1 ml
phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS) vorsichtig geldst wurde. AnschlieBend wurde das
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Abbildung 8 Maanderférmige Zellzahlung in der Neubauerkammer. Basierend auf Schmitz (2011).

Zentrifugenréhrchen auf 50 ml aufgefillt und bei 1200 rpm flr zehn Minuten bei 20 °C zentrifu-
giert. Nach Abwurf des Uberstandes wurde das Zellpellet erneut mit 1 ml PBS vorsichtig ge-
I6st und mit PBS auf 10 ml verdinnt. Zur Ermittlung der Zellzahl wurden 10 pl der Probe in ein
separates Reaktionsgefa3 mit 10 pl Trypanblau-Lésung 0,4 % Gberfihrt. Trypanblau dient der
Farbung der Probe und ermdglicht die Differenzierung von toten Zellen, welche den Farbstoff
verstarkt aufnehmen. Mittels Neubauerkammer erfolgte die Zellzdhlung der Suspension. Die
maanderférmige Zahlweise ist in Figure 8 dargestellt. Die Anzahl Zellen pro Milliliter errech-
nen sich aus dem Ergebnis der Zahlung, dem Verdiinnungsfaktor 2/ml und dem Kammer-
faktor 10 000 (Equation 1). Die Gesamtzellzahl der Suspension wird dann gemafn Equation 2
errechnet. Mit Hilfe der Z&hlkammer konnte die Zellzahl pro Milliliter sowie die Gesamtzellzahl
der Suspension berechnet werden. Im Anschluss wurden die Proben auf 2 - 10° Zellen/ml fur
die folgende Farbung der Zellsuspension flr die Durchflusszytometrie-Analyse eingestellt.
Hierfur nicht bendétigte Zellen wurden mit 1 ml RNA-protect-Reagens resuspendiert und bei
—80°C eingefroren.

Anzahl Zellen
Anzahl Quadranten

Zellzahl pro Milliliter = x Verdiinnungsfaktor x Kammerfaktor (1)

Gesamtzellanzahl = Zellzahl pro Milliliter x Volumen des Filtrats (2)

2.6.3. Sputumaufarbeitung

Die kontinuierlich auf Eis gelagerte Sputum-Probe wurde vor der Aufarbeitung gewogen und
inspiziert. Das Probengewicht konnte durch das im Vorhinein bestimmte Gewicht des Ge-
faBes bestimmt werden (Equation 3). Durch die makroskopische Uberpriifung wurde mittels
einer Ordinalskala die Qualitat des Sputums beurteilt, die in 4 Klassen angegeben wird: Mu-
coid, Muco-purulent, Purulent oder Fremdmaterial-Inhalt.
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Ziel der folgenden Aufarbeitung des Sputums war, die Anzahl der Epithelzellen zu senken
und die lebenden Sputumzellen aus der viskdsen Matrix zu trennen (Zissler, 2012, S. 125;
Pedersen et al., 2019). Plattenepithelzellen erschweren die Differenzierung der Sputumzel-
len bei der Biomarkeranalyse (Zissler, 2012, S. 123). Zu Beginn erfolgte die Uberfiihrung
der gesamten Probe in eine Petrischale. Mittels einer Impfése und Eppendorf-Pipette wurde
die zellreiche Komponente des Sputums ohne Saliva, welche einen erhéhten Anteil an Plat-
tenepithelzellen enthalt, extrahiert (Zissler, 2012, S. 125). Das Gewicht dieses selektierten
Sputums wurde in einem neuen vorgewogenen 50 ml Zentrifugenréhrchen ermittelt.

Im Weiteren erfolgte die Lésung der Zellen von den hochviskésen Glykoproteinen des Spu-
tums in drei Schritten. Zuerst wurde dem selektierten Sputum 1:10 in Aqua destillata ver-
dinntes Sputolysin hinzugefiigt. Sputoylsin spaltet Disulfidbriicken, welche die zentralen Ver-
bindungen im Glykoproteinnetz darstellen (Zissler, 2012, S.125). Die Menge des addierten
Sputulysins in Milliliter betrug das Vierfache der Menge an selektiertem Sputum in Gramm.
Zur Ablésung der Zellen vom mucdsen Glykoproteinnetz wurden die Zellverbiinde vorsichtig
mit einer Pipette aspiriert. Neben der chemischen Spaltung erfolgte die Lésung der Zellen im
zweiten Schritt mechanisch durch Schittelbewegungen. Das Zentrifugenrdhrchen wurde zu-
néchst fir 15 Sekunden gevortext und anschlieend fir 15 Minuten auf einem Schuttelgerét
bei 4 °C gemischt. AnschlieBend wurde die Probe mit der zweifachen Menge des Gewich-
tes (Gramm) in PBS (Milliliter) verdiinnt und fiir 15 Sekunden gevortext. Bei hoher Viskositat
erfolgte eine erneute Mischung fir finf Minuten auf dem Schittelgerat bei 4 °C. Im dritten
Schritt wurde die Probe (ber einen mit PBS befeuchteten 70 um Filter in ein neues vorgewo-
genes 50 ml Zentrifugenréhrchen transferiert. Das neue Gewicht der Sputum-Probe wurde
ermittelt.

Um die Anzahl der Sputumzellen zu bestimmen, wurden 10l der gewonnenen Probe mit
10 pl Trypanblau-Loésung 0,4 % in einem separaten Reaktionsgefal3 gemischt. Innerhalb von
finf Minuten wurde die maanderférmige Zellzahlung mittels Neubauerkammer durchgefihrt,
um eine Verfalschung der Ergebnisse durch einen Viskositatsverlust zu vermeiden. In den
vier Quadranten der Zahlkammer wurde jeweils die Anzahl an lebenden Leukozyten, toten
Leukozyten und squamésen Zellen (Plattenepithelzellen) bestimmt und ein Durchschnittswert
sowie prozentualer Anteil ermittelt. Pro Quadranten wurden 100 Zellen gezé&hlt. Falls mehr
als 200 Zellen pro Quadranten zahlbar gewesen waren, wurde die Gesamtprobe mit PBS
weiter verdiinnt, da eine zu hohe Zelldichte die Qualitat der Zahlung mindert.

Zuletzt erfolgte die Kryokonservierung der Sputumuberstande und die Einstellung der Probe
auf eine bestimmte Zellzahl. Hierfur wurde die Gesamtprobe flir zehn Minuten bei 2000 rpm
bei 4°C ohne Bremse zentrifugiert, um einen mdglichst zellfreien Uberstand zu generieren.
Pro Studienteilnehmer wurden jeweils flinf Aliquots des Sputumiberstandes von idealerwei-
se 1000 ul in Kryordhrchen gegeben, wobei bei weniger Material jedes Kryordhrchen min-
destens 200 ul enthielt, und umgehend bei —80 °C gelagert. Der Gesamtwert an Leukozyten
in der Probe wurde berechnet und das Resuspensionsvolumen fiir eine Konzentration von
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0,5 - 10° Zellen/ml bestimmt, welche fir die Anfertigung der Zytospinpréparate notwendig
war. Die Formeln flr die Berechnungen sind in Equation 4, 5 und 6 zu finden. Das Zellpellet
wurde zunachst mit 1 ml PBS geldst und anschlieBend mit dem restlichen Volumen aufge-
fullt. Nach Anfertigung der Zytospinpréparate wurde die Probe auf 1 - 10° Zellen/ml fiir die
Farbung der Zellsuspension fir die Durchflusszytometrie-Analyse eingestellt. Hierfur nicht
bendtigte Zellen wurden mit 1 ml RNA-protect-Reagens resuspendiert und bei —80 °C einge-
froren.

Gewicht Sputum = Gewicht gefllltes Gefa3 — Gewicht leeres Gefal3 (3)

Anzahl Zellen

Zellzahl pro Milliliter = Anzahl Quadranten

x Verdlnnungsfaktor x Kammerfaktor  (4)

Gesamtzellanzahl = Zellzahl pro Milliliter x Volumen des Filtrats (5)

Gesamtzellzahl

Resuspensionsvolumen = 5
0,5x10°/ml

2.6.4. Zytospinpraparate

Die Zytodiagnostik diente der mikroskopischen Untersuchung gefarbter Zellen. Fur die Zyto-
diagnostik des Sputums wurden pro Studienteilnehmer vier Zytospinpréparate angefertigt.
Mit Hilfe der Zytospin-Trichter kénnen Objekttrdger mit einer diinnen Zellschicht angefer-
tigt werden, die die Voraussetzung einer genauen Beurteilung der Zellen darstellt. In je-
weils zwei Zytospin-Trichter wurden 75 ul beziehungsweise 100 pl der Zellsuspension von
0,5 - 100 Zellen/ml pipettiert. Durch die Verwendung unterschiedlicher Konzentrationen konn-
te die Gewinnung einer optimalen Zelldichte fir die Zytodiagnostik sichergestellt werden,
welche je nach Probe variierte. Nach der Befiillung der Zytospin-Trichter erfolgte die Zentri-
fugation fr sechs Minuten bei 450 rpm. Hierauf wurden die am Trichter fixierten Objekttrager
abgenommen, fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet und anschlieBBend fir zehn Mi-
nuten in Methanol fixiert. Nach weiteren 30 Minuten Lagerung bei Raumtemperatur wurde
die Zelldichte auf den Objekttragern mikroskopisch beurteilt. Bei einer zu groBen Zelldichte
ist die Gesamtprobe verdiinnt und die Zytospinpréparate erneut angefertigt worden.

Im nachsten Schritt erfolgte die Farbung der Objekttrager. Zur Beurteilung der Zellen wurde
die Farbung nach Pappenheim genutzt. Hierfir sind die Objekttrdger nacheinander in zwei
verschiedene Ldsungen gegeben worden: May-Griinwald und Giemsa. 20 ml der Giemsa-
Lésung wurden im ersten Schritt mit 80 ml Aqua destillata verdinnt. Hierauf wurden diese
100 ml sowie 100 ml der May-Griinwald-Lésung durch ein Filterpapier in jeweils eine Wanne
UberfOhrt. Im nachsten Schritt sind die Objekitrager zuerst acht Minuten in der May-Grinwald-
Lésung gefarbt und anschlieBend mit Leitungswasser abgewaschen worden. Im Anschluss

26



(a) Fotografie des Zytospinpraparates einer (b) Fotografie des Zytospinpraparates einer
Sputumprobe: L=Lymphozyt, M=Makrophage, Sputumprobe: EG=Eosinophiler Granulozyt
NG=Neutrophiler Granulozyt, SC= Squamdse Zelle

(c) Fotografie des Zytospinpréaparates einer (d) Fotografie des Zytospinpraparates einer
Sputumprobe: M=Makrophage, NG=Neutrophiler Sputumprobe: M=Makrophage, BG=Basophiler
Granulozyt Granulozyt.

Abbildung 9 Zytospinpraparate

erfolgte die Farbung der Objekttrager Gber 35 Minuten in der Giemsa-L&sung. Hiernach wur-
den diese erneut mit Leitungswasser abgewaschen und zum Trocknen ausgelegt. Die Wan-
nen wurden nach der Farbung mit Aceton ausgewaschen.

Die trockenen Objekttrager wurden zum Schutz des Zellpellets mit einem transparenten Glas
bedeckt. Hierfir sind die Objekttrager fur zehn Sekunden in Xylol getaucht und anschlieBend
mit drei Tropfen des Eindeckmediums Eukitt mit Abstand zum Zellpellet benetzt worden. Das
Deckglas wurde luftblasenfrei auf dem Trager platziert. Die Zellzahlung erfolgte mittels Licht-
mikroskopie. Das Zellpellet wurde in vier Quadranten unterteilt, in welchen jeweils 400 Zellen
lichtmikroskopisch differenziert wurden. AnschlieBend erfolgte die Berechnung eines Durch-
schnittswertes fiir die Anzahl an Makrophagen, Lymphozyten, neutrophilen Granulozyten,
eosinophilen Granulozyten, basophilen Granulozyten und Epithelzellen. Figure 9a, 9b, 9c
und 9d zeigen Fotografien der einzelnen Zellen in der Zytospin-Mikroskopie.

27



Side
EEE0  scatter 1

Fluorescent channels

Abbildung 10 Aufbau eines Durchflusszytometers zur fluoreszenzbasierten Zellanalyse.

2.6.5. Fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie

Bei der fluoreszenzbasierten Durchflusszytometrie (FACS) werden Zellen mittels Laserlicht
analysiert. Durch hydrodynamische Krafte wird ein Flissigkeitsstrom von hauptséchlich ein-
zelnen Zellen erzeugt. Die Zellen flieBen an einem Laser vorbei und erzeugen eine Streuung
dessen Lichtes. Ein Detektor gegenliber dem Laser erfasst das Vorwartsstreulicht (FSC),
das proportional zur GréBe der einzelnen Zelle ist. Ein um 90° versetzter Detektor erfasst das
Seitwartsstreulicht (SSC), das durch die interne Komplexitat, wie der Granularitat der Zellen,
bestimmt wird. Die Detektoren wandeln die Lichtenergie des Lasers in Spannungspulse um.
Die Daten der Detektoren werden durch den Computer in ein digitales Format umgewandelt
(Murphy et al., 2018, S.1002, 1003). Figure 10 zeigt den schematischen Aufbau eines FACS-
Geréates, wobei das in dieser Studie verwendete Geréat keine Mikroskop-Funktion aufwies.

Des Weiteren wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Mehrfarbenfluoreszenzanalyse mit Hil-
fe von Optiken und Detektoren durchgefihrt. Fluoreszenz beschreibt die Féhigkeit eines
Molekdls durch die Absorption einer bestimmen Energiemenge in einen Erregungszustand
Uberzugehen und beim Verlassen dieses Zustandes Licht einer spezifischen Wellenldnge zu
emittieren (Fritsche, 2013, S.99-102). Die Zellen wurden mit fluoreszierenden Antikdrpern
markiert, die jeweils auf eine unterschiedliche Laserenergie ansprechen und infolgedessen
verschiedenfarbiges Licht emittieren. Je nach Wellenlange durchtrat das freigesetzte Licht die
hintereinandergeschalteten Spiegel oder wurde zu seinem spezifischen Detektor abgelenkt.
Auf diese Weise konnten die verschiedenen Antikérper unabhangig und auch gleichzeitig pro
Zelle detektiert werden.

Zur Sicherstellung der Validitat der Auswertungen wurden verschiedene Kontrollmechanis-
men angewandt. Fir eine klare Differenzierung der einzelnen Farben wurden Filter um die
Peaks der emittierten Wellenlangen gelegt. Uberschneidungen der Wellenldngen innerhalb
der Filterbereiche benachbarter Farbstoffe wurden mittels elektronischer Kompensation sub-
trahiert. Auf diese Weise wurden falsch positive Populationen durch Uberlappende Fluores-
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Abbildung 11 Analyse der Uberschneidungen der Emissionsspektren von Fluorochromen zur Kompensationsberechnung der
FACS-Messungen. Adaptiert von der Universitat Salzburg (2020).

zenzsignale vermieden. Hierbei wurde das Prinzip der ,Fluorescence Minus One (FMO)“ und
»single colours” angewandt, wobei sowohl die Information Uber das Spektrum des einzel-
nen Antikdrpers als auch der Gesamtheit der anderen Antikdrper genutzt wurde. Figure 11
verdeutlicht die Problematik der Uberlagerung des elektromagnetischen Spektrums der fluo-
reszierenden Antikdrper.

AuBBerdem dienten die Analysen von Isotyp-Kontrollantikbrpern und ungefarbten Proben als
weitere Kontrollmechanismen. Die Isotyp-Kontrollantikérper entstammten der gleichen Anti-
kérperklasse wie die Antikérper, die flr die Proben verwendet wurden, und stellten somit eine
Negativkontrolle fir die einzelnen Antikdrpersignale dar. Die ungefarbten Proben dienten der
Detektion der Autofluoreszenz der Zellen. In Figure 12 und Figure 13 sind die Farbungen der
Isotyp-Kontrollantikérper dargestellt.

2.6.6. FACS-Farbung und -Auswertung

Die Farbung der Zellen mit fluoreszierenden Antikdrpern erfolgte in vier Schritten: Blockierung
des Fc-Rezeptors, Farbung zur Abgrenzung der toten Zellen, Farbung der Oberflachenanti-
gene und zuletzt der intrazelluldren Zielstrukturen.

Zu Beginn der Farbung wurden auf einer Mikrotiterplatte mit 96 Kavitaten (Wells) jeweils
vier Wells pro Studienteilnehmer beschriftet: Sputum ungefarbt, Sputum gefarbt, PBMC un-
gefarbt und PBMC gefarbt. Die aufgearbeiteten Zellen wurden in PBS resuspendiert und je
200 pl Sputum- und 100 ul PBMC-Zellsuspension in die spezifischen zwei Wells gegeben.
Die Platte wurde bei 1200 rpm fiir fiinf Minuten bei 4 °C zentrifugiert, der Uberstand verwor-
fen und es folgte die Blockierung des Fc-Rezeptors. Dieser Rezeptor wird von Immunzellen
exprimiert und vermag vielfaltig Antikérper im Rahmen der Immunabwehr zu binden (Murphy
et al., 2018, S. 564, 565). Die Blockierung verhindert die unspezifische Bindung der Antikor-
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Abbildung 13 Vergleich der Fluoreszenzsignale von FMO sowie single colours des Sputum-Panels. Darstellung der Proben
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perfarbungen an diesen und somit falsch positive Ergebnisse. Hierfur erfolgte die Verdiinnung
der Blockierldsung (Human TruStain FcX) im Verhaltnis 1 :20 mit PBS. AnschlieBend wurden
jeweils 50 ul dieser Verdinnung in die Wells pipettiert und die Mikrotiterplatte wurde fir 15
Minuten bei 4 °C inkubiert. Zum Abschluss der Fc-Blockierung wurde pro Well 200yl PBS
hinzugegeben, die Platte bei 1200 rpm fiir finf Minuten zentrifugiert und der Uberstand ver-
worfen.

Zum Ausschluss von toten Zellen bei der Auswertung der Durchflusszytometrie diente eine
spezifische Viabilitdts-Farbung. Diese kann durch permeable Zellwande diffundieren und so-
mit tote Zellen zu demarkieren. Die Farbung (Fixable Viability Stain 520) wurde im Verhaltnis
1:1000 mit PBS verdinnt. AnschlieBend wurden 50 ul dieser Verdliinnung in die Wells der
zwei gefarbten Proben gegeben. Zu den ungeféarbten Proben wurde hingegen 50 ul PBS hin-
zupipettiert. Nach Resuspension der Wells erfolgte die Inkubation die Mikrotiterplatte fir 30
Minuten bei 4 °C. Zum Abschluss der Fc-Blockierung wurde pro Well 200 ul PBS hinzugege-
ben, die Platte bei 1200 rpm fiir fiinf Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen.

Fir die Untersuchung der Monozyten (PBMC) und Makrophagen (Sputum) wurden sechs
Antikérper mit extrazellularer und drei mit intrazellularer Zielstruktur ausgewahlt. Fir die Far-
bung der extrazellularen Antigene auf der Zelloberflache erfolgte eine Verdiinnung der sechs
Antikorper im Verhaltnis 1:200 mit gekiihitem FACS-Puffer (10 % fetales Kalberserum (FCS)
und 0,02 % Natriumazid (NaN3) in PBS). 50 ul dieser Lésung wurde auf die gefarbten Pro-
ben pipettiert. Zu den ungefarbten Proben wurde hingegen 50 ul PBS hinzugegeben. Nach
einer Inkubationszeit der Mikrotiterplatte von 30 Minuten bei Raumtemperatur wurde pro Well
200 pl PBS hinzugefiigt. Die Platte wurde bei 1200 rpm flr finf Minuten zentrifugiert und der
Uberstand verworfen.

Fir die Farbung von intrazellularen Zielstrukturen wurden die Zellen fixiert und die Zellmem-
bran permeabilisiert, um das Eindringen der Antikdrper in die Zelle zu ermdglichen. Die Fi-
xierung erfolgte Uber die Vernetzung von umgebenden Proteinstrukturen. Hierflr wurde eine
Lésung angesetzt, die im Verhaltnis 1:3 aus FoxP3 Fixation/Permeabilization Concentrate
und FoxP3 Fixation/Permeabilization Diluent bestand. Pro Well wurden 200 pl dieser Lésung
hinzugegeben und nach Resuspension erfolgte eine Inkubation fir 30 Minuten bei Raumtem-
peratur. Die Mikrotiterplatte wurde wahrend der Inkubation mittels Alufolie vor Licht geschiitzt,
da dieses die Funktionsféhigkeit der Antikdrper negativ beeinflusst. AnschlieBBend wurden je-
weils 100 pl PermWash-Lésung, welche im Verhaltnis 1: 10 aus Permeabilisierungspuffer und
Aqua destillata bestand, in jedes Well pipettiert. Die PermWash-L&sung diente der Aufrecht-
erhaltung der Lécher in der Zellmembran, welche fir die intrazellulare Farbung notwendig
waren. Die Mikrotiterplatte wurde bei 1200 rpm fiir fiinf Minuten zentrifugiert und der Uber-
stand verworfen. Hierauf wurde jedes Well erneut mit 100 ul PermWash-L&sung versetzt,
die Platte verschlossen und lichtgeschitzt Gber Nacht bei 4 °C gelagert. Fir die intrazellu-
lare Farbung am nachsten Tag wurden die drei Antikérper zunéchst im Verhaltnis 1:100 mit
PermWash-Lésung verdinnt. Jeweils 50 ul dieser intrazelluldren Lésung wurden nach der
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Zentrifugation der Mikrotiterplatte bei 1200 rpm fiir fiinf Minuten und Abwurf des Uberstandes
auf die gefarbten Proben pipettiert. Zu den ungefarbten Proben wurden hingegen 50 pl reine
Perm-Wash-L&sung hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei Raum-
temperatur wurde jeweils 100 ul PermWash-Ldsung in jedes Well pipettiert. Die Platte wurde
bei 1200 rpm fiir fiinf Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen.

Fir die finale Messung der Proben mit dem Durchflusszytometer wurden diese mit 100 pl
FACS-Puffer resuspendiert und in FACS-R&hrchen mit weiteren 200 pl FACS-Puffer Uberflhrt.
Zuerst wurden die PBMC-Proben eingelesen. Danach erfolgte eine Reinigung des Durch-
flusszytometers mit jeweils fliinf Minuten FACS-Clean-L6sung, FACS-Rinse-Lésung und Aqua
destillata. Im n&chsten Schritt wurden die Sputum-Proben eingelesen. Am Ende wurde das
Durchflusszytometer jeweils 20 Minuten mit FACS-Clean-Lésung, FACS-Rinse-Lésung und
Aqua destillata durchgespililt.

Die Analyse der FACS-Daten erfolgte mit Hilfe von zweidimensionalen Streudiagrammen.
Die X- und Y-Achsen bildeten die H6he der Streuung des Laserlichtes oder die Detektion
der Fluoreszenzsignale der verschiedenen Antikdrper. Die einzelnen Schritte der Analyse
sind in den Abbildungen 14 und 16 dargestellt. Um die zu analysierende Gruppe wurde im
Graphen ein Vieleck (Gate) gelegt, woraufhin der prozentuale Anteil dieser Gruppe bestimmt
und die ausgewahlten Zellen in weiteren Graphen praziser untersucht und unterteilt werden
konnten. Diese Analyse erfolgte durch das Programm FlowJo. Die Abbildungen 15 und 17
zeigen jeweils ein Beispiel fir die Darstellung des Gaiting-Prozesses im FlowJo-Programm
fir Monozyten beziehungsweise Makrophagen.

Im ersten Schritt wurde ein Gate ausschlieBBlich um die freien einzelnen Zellen (singlets) ge-
legt. Hierfir wurden im Graphen die Achsen der unterschiedlichen Héhe (FSC-H) und Flache
(FSC-A) der Vorwartsstreuung gegeneinander aufgetragen. Doubletten, Zellzusammenhan-
ge von mehr als zwei Zellen und Zellbruch konnten auf diese Weise von der Einzelzellpopu-
lation getrennte werden. Durch den fixierbaren Viabilitatsfarbstoff (FVS) konnten lediglich die
lebenden Zellen fir die weitere Auswertung ausgewahlt werden. Im nachsten Schritt wurde
die Flache im Seitwértsstreulicht (SSC-A) gegen den Leukozytenmarker CD45 aufgetragen.
Anhand der spezifischen Seitwartsstreuung wurden CD45"-Monozyten in der PBMC-Probe
und Makrophagen in der Sputumprobe ausgewahlt. In diesem Schritt wurden durch eine un-
terschiedliche Granularitat Lymphozyten und Granulozyten ausgeschlossen. Im Folgenden
wurden die CD16~HLA-DR™-Zellen ausgewahlt (Abeles et al., 2012; Lay, Peden & Alexis,
2011; Ziegler-Heitbrock et al., 2010). Zuletzt sind diese Zellen auf die Marker IFN-y induzier-
tes Protein (IP)-10, IFN-y, IL-10, PD-L1, PD-L2 geprift und der prozentuale Anteil positiver
Zellen jeweils ausgewertet worden. Der Gating-Prozess der Monozyten- sowie Makrophagen-
Population ist in der Figure 14 beziehungsweise Figure 16 zu finden.

33



(a) CD45

2 singlets
w
SSC-A
(d) IFN-y
10° o
<
L w0t
=
Q
i}
g
g e
3
(8]
L |
-10° 4
T T T
-10* 0 10* 10t 10°
Comp-Alexa Fluor 488-A
(g) PD-L1
250k
200¢ 4
<< 150K =
o IL-10+
@
»

100k

sok o

Comp-APC-A

(b) CD16

250k <

200k

150k 4

SSC-A

100k 4

sk

live

(e) IP-10

Como-AmCvan-A

250k

200¢

150K

SSC-A

100K

IFN-g+

Comp-Texas Red-A

(h) PD-L2

250K =

200k =

150k

SSC-A

100k

sox

PD-L1-BV711

Como-Brilliant 711-A

(c) HLA-DR

SSC-A

SSC-A

SSC-A

250k

200k 4

150k

100k o

50k

D45+ Monocytes

IL-10

Comp-APC-Cy7-A

250k

200k

150k

100k

s0k

Como-PE-A

PD-L2

250k

200k o

150k -

100k <

sox

PD-L2-BVE50

0 10° 10*

Como-Brilliant 650-A

Abbildung 14 Gating-Strategie der Monozyten-Population. Darstellung der Proben als farbige Punkte mit Farbwechsel bei
Dichtezunahme (a-c), im Konturdiagramm mit Graustufen fiir die Dichtedarstellung (d-h) oder im Konturdiagramm mit Linien
bei 5% Wahrscheinlichkeit mit auBerhalb liegenden Zellen als Punktdarstellung (i).

Name
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Abbildung 15 Gating-Prozess der Monozyten-Population im FlowJo-Programm. Die erste Spalte benennt die stufenférmige
Eingrenzung der Zellpopulation, die zweite Spalte stellt den prozentualen Anteil der Population in Bezug zur vorhergehenden

Stufe und die dritte Spalte die absolute Zellanzahl der Population dar.
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Abbildung 16 Gating-Strategie der Makrophagen-Population. Darstellung der Proben als farbige Punkte mit Farbwechsel bei
Dichtezunahme (a), im Histogramm bei eindimensionaler Aufteilung (d,e), im Konturdiagramm mit Graustufen fiir die

Dichtedarstellung (g,j) oder im Konturdiagramm mit Linien bei 5% Wahrscheinlichkeit mit auBerhalb liegenden Zellen als

Punktdarstellung (b,c,h,i).
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Name Statistic #Cells

w LLO17-W_stained.fcs 155152
w @ singlets 30,1 46729
p & Lymphocytes + Macrophages 47,4 22159
w @3 Macrophages 25,0 11704
w @ live 87,9 10287

w (2 CD16- 89,9 9246

w @ HLA-DR 90,1 8334

w G2 IFN-g+ 1,27 106

5 5,66 6

0 0

17,9 19

47,4 3951

0,20 17

0,072 6

2,05 171

Abbildung 17 Gating-Prozess der Makrophagen-Population im FlowJo-Programm. Die erste Spalte benennt die stufenférmige
Eingrenzung der Zellpopulation, die zweite Spalte stellt den prozentualen Anteil der Population in Bezug zur vorhergehenden
Stufe und die dritte Spalte die absolute Zellanzahl der Population dar.

2.6.7. Enzymgekoppelter Inmunadsorptionstest

Die Messung des Molekiils Neopterin erfolgte in Sputum- und Serumiberstdnden durch
einen kompetitiven enzymgekoppelten Immunadsorptionstest (BRAHMS Neopterin EIA) mit
einer Sensitivitdt von 2ng/mol (Mayersbach, 2010). Dieser wurde in Kooperation mit dem
Biozentrum der Medizinischen Universitat Innsbruck durchgefihrt. Dieser Test bestimmt die
Konzentration von Molekulen mit Hilfe von Antikérper-Antigen-Reaktionen. Bei einem kom-
petitiven enzymgekoppelten Immunadsorptionstest (ELISA) konkurrieren das gesuchte Mo-
lekll — Neopterin — und ein ahnliches Antigen, welches mit einem Enzym konjugiert ist, um
die Bindungsstelle am Antikérper, welcher am Boden der Mikrotitierplatte gebunden ist. Das
Enzym am Antigen l6ste bei Zugabe der Lumineszenz-L&sung (4-Nitrophenylphosphat) ei-
ne Farbreaktion aus. Je héher die Neopterin-Konzentration in der Probe desto weniger des
Enyzm-konjugierten Antigens haben den Antikérper gebunden und desto schwécher fiel im
Folgenden die Farbreaktion aus (Murphy et al., 2018, S. 986, 987). Infolgedessen verhielt
sich die mit einem Laser bei 405 nm detektierte Farbreaktion (optische Dichte) in den Proben
antiproportional zur Neopterin-Konzentration. Zur Bestimmung der genauen Konzentrationen
dienten Standardproben mit bekanntem Neopterin-Gehalt. Die Anweisungen des Herstellers
wurden befolgt und Kontroll-Sera wurden verwendet. Jeweils ein Kryoréhrchen mit Serum-
und ein Kryoréhrchen mit Sputumuberstand wurden pro Teileinnehmer pro Saison gemessen.
Zum Zeitpunkt der Messung waren die Uberstidnde der IS maximal 14 Monate eingefroren
und die Proben der OS acht Monate.
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Abbildung 18 Aufbau einer HPLC-Apparatur. Basiert auf Gey (2015).

2.6.8. Hochleistungsflissigkeitschromatographie

Tryptophan und Kynurenin Konzentrationen wurden mit Hilfe der Hochleistungsflissigkeit-
schromatographie (HPLC) bestimmt. Diese Messungen wurden in Kooperation mit dem Bio-
zentrum der Medizinischen Universitat Innsbruck durchgefiihrt. Hierbei erfolgte die Trennung
der zu untersuchenden Substanzen durch die Nutzung des Adsorptionsverhaltens gegen-
Uber polaren Lésungen. AnschlieBend fand der Nachweis der Substanzen durch einen UV-
/Fluoreszenz-Detektor statt (Gey, 2015, S. 107). Zur Validierung der Messung wurde sowohl
ein interner als auch ein externer Kalibrator verwendet (Widner, Werner, Schennach, Wachter
& Fuchs, 1997). Figure 18 zeigt den Aufbau einer HPLC-Apparatur.

Fir die Durchfihrung der HPLC wurde zunéachst der interne Kalibrator hergestellt, der im
Folgenden zusammen mit den Proben der Studienteilnehmer gemessen wurde. Der interne
Kalibrator 3-Nitro-L-Tyrosin wurde in einer Konzentration von 100 umol/I im Kalium-Phos-
phatpuffer (0,05 mol/I, pH 6,0) angesetzt. Pro Studienteilnehmer wurden pro Saison je 100 pl
des aufgetauten Serum- und Sputumdiberstandes mit je 100yl des Puffers zusammenge-
geben. Hierauf erfolgte die Féllung der angesetzten Lésungen mit 50 ul Trichloressigsau-
re (2mol/l). Die Proben wurden mit dem Vortex-Gerat durchmischt und fiir zehn Minuten
bei 13000g zentrifugiert. AnschlieBend wurden 150 ul der Probe in ein Mikror6hrchen des
automatischen Probengebers tberfihrt. Die externe Kalibrierung erfolgte durch frisch auf-
getaute Tryptophan- und Kynurenin-Standardlésungen (1 mmol/I) in bidestilliertem Wasser
und Albumin (70g/l). 50 pl Tryptophan, 10 pl Kynurenin und 940 pl Albumin-Standardlésung
wurden zur Herstellung des Kalibrators verwendet. 200 pl Aliquots dieser Lésung wurden im
Folgenden wie die Proben gemessen. Umkehrphase-Kartuschen mit einer polaren Phase
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(LiChroCART RP18-Saulen, Merck) wurden fiir die Trennung genutzt. Eine entgaste Kali-
umphosphatlésung (0,015 mol/l, pH6,4) mit 27 ml/I Acetonitril wurde als Elutionspuffer far
die Umkehrphasenchromatografie verwendet. Die Proben wurden bei einer Durchflussrate
von 0,9 ml/min und einer Temperatur von 25 °C analysiert.

Tryptophan wurde im Folgenden mittels Fluoreszenz-Detektor bei einer Anregungswellenlan-
ge von 285 nm und einer Emissionswellenldnge von 365 nm nachgewiesen. Kynurenin wurde
bei einer Wellenldnge von 360 nm durch einen UV-Detektor gemessen. Die IDO Aktivitat wur-
de berechnet als Quotient aus Kynurenin und Tryptophan Werten: KYN [umol]/ TRP [mmol]
(Widner et al., 1997). Die Anweisungen des Herstellers wurden befolgt. Zum Zeitpunkt der
Messung waren die Ubersténde der IS maximal 14 Monate eingefroren und die Proben der
OS acht Monate.

2.7. Statistische Testverfahren

FUr die statistische Analyse und Darstellung der Daten wurde das Programm Prism verwen-
det. Die Daten wurden, sofern nicht anders beschrieben, in den Abbildungen mittels zwei-
dimensionalen Streudiagramm visualisiert, wobei der Mittelwert hervorgehoben ist. Jeder
Punkt reprasentiert den entsprechenden Wert eines Studienteilnehmers. Die Signifikanz der
Ubereinstimmung zweier Gruppen wurde abhingig von Normalverteilung und Verbundenheit
Uberprift. Die jeweiligen Testverfahren sind in Table 8 aufgefiihrt. Der Kruskal-Wallis-Test
wurde fOr den Vergleich von mehr als zwei Gruppen verwendet. Dieser setzt keine Normal-
verteilung der Stichproben voraus. Die Kennzeichnung des Signifikanzniveaus orientierte sich
am Wahrscheinlichkeitswert (p-Wert) und ist in Table 9 ndher erklart.

Verteilung Unverbunden Verbunden
nicht-normalverteilte Gruppen Mann-Whitney-U-Test Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
normalverteilte Gruppen ungepaarter t-Test gepaarter t-Test

Tabelle 8 Statistische Testverfahren fir den Vergleich zweier Gruppen

p-Wert <0,05 <0,01 <0,001

Kennzeichnung

Tabelle 9 Kennzeichnung des Signifikanzniveaus in den Abbildungen
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3. Ergebnisse

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt in vier Abschnitten: klinische Daten, Labordiagnostik
der systemischen Ebene (Blut), der lokalen Ebene (Sputum) und der Vergleich der beiden
Ebenen. Pro Abschnitt werden die jeweiligen Messmethoden hintereinander aufgefihrt. Die
Darstellung der Ergebnisse erfolgt — sofern nicht anders vermerkt — durch zweidimensionale
Streudiagramme, wobei jeweils der Mittelwert einer Gruppe hervorgehoben ist. Jeder Marker
reprasentiert den entsprechenden Wert eines Studienteilnehmers. In Figure 19 aufgefihrte
Marker dienen der graphischen Darstellung der einzelnen Gruppen. Fur den Vergleich der
Mittelwerte sind diese mit dem Standardfehler angegeben. Vereinzelt wurden extreme Mess-
werte beobachtet. Firr eine bessere Lesbarkeit der Streudiagramme werden diese separat

dargestellt.
Alle Teiln. Allergiker
0 ¢
AR AA
© I
Kontrollen SE AR ohne AIT AR mit AIT AA ohne AIT AA mit AIT
A \Y O [ L] [
[ u ]
| | : |
ohne AIT mit AIT

o .

Abbildung 19 Darstellung der Gruppen des Studienkollektivs mit den jeweiligen Symbolen fir die graphische Reprasentation
der Ergebnisse. Teiln. = Teilnehmer

3.1. Klinische Daten

3.1.1. Untersuchungskollektiv

Sowohl in der Allergiesaison (IS) als auch auBBerhalb der Allergiesaison (OS) wurden die Da-
ten von 58 Studienteilnehmern ausgewertet. Die Verteilung des Alters, Geschlechts und des
BMI sind in Table 10 dargestellt. Hierbei wurden keine signifikanten Unterschiede hinsicht-
lich der Geschlechts- und der BMI-Verteilung gemessen (Kruskal-Wallis-Test p > 0, 05). Die
Studienteilnehmer waren zwischen 18 und 50 Jahren alt. Die Gruppe der AA mit AIT war
signifikant alter gegenlber der Kontrollgruppe, der Gruppe der AR ohne AIT und der Gruppe
der SE (Kruskal-Wallis-Test p < 0,001).

39



Kontrollen AR o. AIT ARmit AIT  AAo. AIT AAmit AIT SE
Alter 22 (19-33) | 21(19-23) | 25(22—31) | 24(18—38) | 31(24-50) | 22 (20-29)
Geschlecht 8/10 4/3 3/5 4/5 9/2 4/3
[Anz. m/ w]
BMI [kg/m?] | 21 (18—26) 22 (20-29) 22 (19-25) 23 (19-33) 24 (21-30) 22 (18-24)

Tabelle 10 Klinische Charakteristika der Studienteilnehmer. Die Darstellung der Werte der einzelnen Gruppen erfolgte durch
den Median (Spannweite).
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Abbildung 20 Vergleich der Symptomangaben im mRQLQ-Fragebogen in der IS und der OS zwischen der Kontrollgruppe,
der Gruppe der AR und der Gruppe der AA. Sowohl die Gruppe der AR (IS: 26,9 + 3,4und OS: 3,2 + 1,0) als auch die
Gruppe der AA (IS: 25,0 £+ 3,8und OS: 8,9 £ 2,2) gaben in der Allergiesaison verstérkt eine Belastung durch die allergischen
Symptome an (gepaarter t-Test p < 0,001).

3.1.2. Allergologische Diagnostik

Die allergologischen Daten umfassen drei Abschnitte: Fragebégen, Lungenfunktionsdiagno-
stik und IgE-Werte. Die Analyse dieser Daten ermdglicht eine klinische Beurteilung der aller-
gischen Erkrankung des Untersuchungskollektives.

Die Auswertung des mRQLQ zeigte, dass Studienteilnehmer mit einer allergischen Erkran-
kung im Vergleich zur Kontrollgruppe vor allem wahrend des Pollenfluges verstarkt an aller-
gischen Symptomen litten (Kruskal-Wallis Test p < 0,001, Figure 20). Die Gruppe der SE
(IS: 4,7 £ 2,6 und OS: 2,6 + 1,5) zeigte gegenliber der Kontrollgruppe (IS: 1,9 + 1,1 und OS:
1,5+ 0,8) keine signifikant erhéhte Symptombelastung (Mann-Whitney-U-Test p > 0, 05).
AuBerhalb der Pollenflugsaison gab die Gruppe der AA (8,9 +2,2) signifikant mehr Sym-
ptombelastung als die Gruppe der AR (3,2 £ 1,0) an (ungepaarter t-Test p = 0,04). In Fi-
gure 21 ist die Verteilung der mRQLQ-Scores der Untergruppen dargestellt. Hierbei wird
deutlich, dass die Gruppe der AA ohne AIT den jeweils héchsten mRQLQ-Score angab.

Der PSQ-Fragebogen hatte das Ziel, die psychosoziale Belastung der Patienten aufzuzei-
gen. Figure 22 zeigt die Verteilung des PSQ-Scores in der IS. Die Gruppe der AA ohne AIT
wies einen erhéhten PSQ-Score auf. In der OS zeigte sich kein Unterschied zwischen den
Gruppen (Kruskal-Wallis Test p > 0, 05).
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Abbildung 21 Vergleich der Symptomangaben im mRQLQ-Fragebogen zwischen den Untergruppen in der IS (a) und in der
OS (b). Die Gruppe der AA ohne AIT (IS: 35,4 + 5,6 ) beschrieb eine signifikant verstarkte Symptombelastung im Vergleich zu
den AA mit AIT (IS: 16,5 + 3,6 ) in der IS (ungepaarter t-Test p = 0, 009). In der OS erreichte die Gruppe der AA ohne AIT
(11,7 + 2,8) im Vergleich zur Kontrollgruppe (1,5 4 0,8 ) einen signifikant erhohten mRQLQ-Score (Mann-Whitney-U-Test

p=0,02).
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Abbildung 22 Vergleich der Angaben des subjektiven Belastungsempfindens im PSQ-Fragebogen in der IS. Die Gruppe der
AA ohne AIT (2,0 £ 0,2) gab im Vergleich zur Kontrollgruppe (1,6 & 0,1) signifikant mehr Belastungen im Alltag an
(ungepaarter t-Test p = 0, 045).

Der ACT-Fragebogen diente der Beurteilung der Kontrolle des Asthmas. Die Gruppe der AA
mit AIT erreichte im Durchschnitt héhere Werte im Vergleich zur Gruppe der AA ohne AT,
welche flr ein besser kontrolliertes Asthma sprechen. Figure 23 zeigt die Verteilung in der IS

sowie der OS.

Die Lungenfunktionsdiagnostik wurde fiir die Beurteilung der bronchialen Obstruktion und so-
mit der Evaluation der asthmatischen Komponente der allergischen Erkrankung durchgefiihrt.
Als Tiffeneau-Wert wird der Quotient aus FEV1 und FVC bezeichnet, welcher die Grundlage
fir die Beurteilung obstruktiver Ventilationsstérungen wie Asthma bildet. Die Lungenfunkti-
onsdiagnostik ergab einen signifikant niedrigeren Tiffeneau-Wert in der Gruppe der AA im
Vergleich zur Gruppe der AR (Figure 24). Die Analyse der Untergruppen ergab einen signi-
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Abbildung 23 Punktevergleich im Asthmakontrolltest der Gruppe der AA mit und ohne AIT in der IS (a) und in der OS (b). AA
mit AIT erreichten einen signifikant héheren Wert (23,9 + 0,4 ) als die Gruppe der AA ohne AIT in der IS (20,8 +1,3)
(Mann-Whitney-U-Test p = 0,016). In der OS war der Unterschied nicht signifikant (24,9 + 0,1 beziehungsweise 22,6 + 1,3 )
(Mann-Whitney-U-Test p = 0, 07).
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Abbildung 24 Prozentualer Vergleich der Tiffeneau-Werte zwischen der Kontrollgruppe, der Gruppe der AR und der AA in der
IS (a) und OS (b). Die Lungenfunktionsdiagnostik ergab einen signifikant niedrigeren Tiffeneau-Wert in der Gruppe der AA (IS:
79,9 +1,8% und OS: 79,6 + 1,6 %) im Vergleich zur Gruppe der AR (1S: 85,7 + 1,0 % und OS: 85,9 + 1,3 %, IS ungepaarter
t-Test p = 0,015 und OS ungepaarter t-Test p = 0, 006). Im Vergleich zur Kontrollgruppe (IS: 85,4 + 2,2 % und OS:

84,6 + 2,1 %) war der Unterschied nicht signifikant (IS ungepaarter t-Test p = 0,056 und OS ungepaarter t-Test p = 0, 07).

fikant geringeren Tiffeneau-Wert in der Gruppe der AA mit AIT (IS: 77,8 +1,9% und OS:
77,7 + 1,8 %) im Vergleich zur Kontrollgruppe (IS: 85,4 + 2,2 % und OS: 84,6 + 2,1 % (unge-
paarter t-Test p = 0,02). Es bestand keine signifikante Differenz zwischen der Gruppe der
AA mit und ohne AIT (IS und OS ungepaarter t-Test p > 0, 05).

IgE stellt einen zentralen Botenstoff in der Vermittlung der allergischen Reaktion vom So-
forttyp dar. Aus diesem Grund gilt ein erhéhter IgE-Gesamtwert als Indikator fiir allergische
Erkrankungen. Durch die Messung spezieller IgE-Werte wie dem Gréaserpollen-IgE kénnen
Rickschlisse auf das spezifische Allergen des Patienten gezogen werden. Die Hohe des
speziellen IgE-Titers bestimmt die Allergieklasse. Die Analyse der IgE-Messungen zeigte,
dass die Gruppen der AR und der AA im Vergleich zur Kontrollgruppe sowohl erhdhte IgE-
Gesamtwerte (Figure 25) als auch graserspezifische IgE-Werte aufwiesen. Die Einteilung
in Allergieklassen bezliglich der Graserpollenallergie zeigt keine signifikanten Unterschiede
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Abbildung 25 Vergleich der IgE-Gesamtwerte zwischen der Kontrollgruppe, der Gruppe der AR, der AA und der SE. Die
Gruppe der AR (146,7 + 52,6 kU/I) sowie der AA (283,2 £ 48,6 kU/I) zeigte einen signifikant hdheren IgE-Gesamtwert als
die Gruppe der Kontrollen (30,0 4+ 7,8 kU/I) (Mann-Whitney-U-Test p < 0,001). Es bestand kein signifikanter Unterschied
zwischen der Gruppe der AR und der AA (Mann-Whitney-U-Test p = 0, 06). Ebenfalls wies die Gruppe der SE

(83,4 + 37,8 kU/I) keinen signifikant hdheren Wert als die Kontroligruppe auf (Mann-Whitney-U-Test p = 0, 10).

*%

Graserallergie Klasse

Kontrollen IS AIIergilker IS SEIS

Abbildung 26 Vergleich der Einteilung in die Graserallergie-Klassen zwischen der Kontrollgruppe, den Allergikern und der
Gruppe der SE. Die Allergiker (3,4 & 0,2 ) zeigten im Vergleich zur Gruppe der SE (Median: 1,7 + 0,5 ) eine signifikant hdhere
Gréaserallergie-Klasse (Mann-Whitney-U-Test p = 0, 007).

zwischen den einzelnen Gruppen der Allergiker. Die Gruppe der SE wies eine signifikant
niedrigere Allergieklasse gegentiber den Allergikern, jedoch eine héhere Klasse gegentber
der Kontollgruppe auf (Figure 26). Sowohl die IgE-Gesamtwerte als auch die graserspezifi-
schen IgE-Werte korrelierten positiv mit der Symptombelastung des mRQLQ-Fragebogens
(Spearman r = 0,47, p < 0,001 beziehungsweise » = 0,65, p < 0,001).
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Abbildung 27 Vergleich der durchschnittlich absoluten Zellzahlen im Gating-Prozess der Monozyten in den PBMC.
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Abbildung 28 Darstellung der durchschnittlich relativen Zellzahlen der einzelnen Eingrenzungsschritte im Gating-Prozess der
Monozyten in den PBMC in Bezug zur héheren Hierarchiestufe.

3.2. Systemische Labordiagnostik

Auf systemischer Ebene analysierte diese Arbeit einerseits Monozyten, welche aus den
PBMC gewonnen wurden, und andererseits den Serumuberstand der Blutproben.

3.2.1. PBMC

Monozyten gehéren zu den PBMC. Im Rahmen der Gating-Strategie der Durchflusszytome-
trieanalyse wurden die Monozyten von den anderen PBMC getrennt. Hierbei wurden die Mo-
nozyten mithilfe folgender drei Oberflichenmolekiile ausgewahlt: CD45", CD16~ und HLA-
DR™. Figure 27 und 28 zeigen die durchschnittlich absoluten sowie relativen Zellzahlen der
jeweiligen Stufe der Zellauswahl. Im Durchschnitt wurden 15820 CD45TCD16~HLA-DR™-
Monozyten analysiert.

Die Analyse des Anteils der CD16~HLA-DR™-Monozyten hinsichtlich der CD45"-PBMC zeig-
te, dass der Anteil an CD16~HLA-DR™-Monozyten durchschnittlich 85,80 & 0,07 % betrug.
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Abbildung 29 Vergleich des prozentualen Anteils an CD45+TCD16~HLA-DR*-Monozyten der PBMC zwischen der
Kontrollgruppe, den Allergikern und der Gruppe der SE. Die Auswertung zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen: Kontrollgruppe (12,8 + 1,4 %), Allergiker (14,8 + 0,9 %) und Gruppe der SE (14,3 & 1,5 %, Kruskal-Wallis Test

p > 0,05).
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Abbildung 30 Vergleich des prozentualen Anteils der IFN-y (a) und IL-10 (b) produzierenden Monozyten zwischen der
Kontrollgruppe, den Allergikern und der Gruppe der SE, Kruskal-Wallis Test p > 0, 05.

Die Auswertung des prozentualen Anteils der CD45"CD16~HLA-DR™-Monozyten in Bezug
zu den gesamten PBMC zeigte, dass der Anteil an Monozyten durchschnittlich 14,20 4+ 0,05 %
der gesamten PBMC betrug. Hierbei wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen gemessen (Figure 29). Auch die Analyse der Untergruppen zeigte keine signifikan-
ten Unterschiede (Kruskal-Wallis Test p > 0, 05).

Die CD457CD16~HLA-DR™-Monozyten wurden fiir die weitere Analyse auf die Produktion
der Zytokine IFN-y, IL-10 und IP-10 untersucht. AuBerdem wurde die Expression der Trans-
membranliganden PD-L1 sowie PD-L2 ermittelt. Die CD45"CD16~HLA-DR™-Monozyten wer-
den im Folgenden aus Riicksicht auf die Lesbarkeit vereinfachend als Monozyten bezeich-
net.

Die Auswertung der IFN-y-Produktion der Monozyten zeigte keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Untergruppen: Kontrollgruppe 2,5 == 0,5 %, Allergiker 2,3 4= 0,3 %, Gruppe der
SE 2,3 + 0,8 %. Die Analyse der IL-10-Produktion der Monozyten zeigte ebenfalls keine si-
gnifikanten Unterschiede zwischen den Untergruppen: Kontrollgruppe 3,6 & 0,7 %, Allergiker
3,6 + 0,6 %, Gruppe der SE 5,7 & 2,1 % (Figure 30).
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Abbildung 31 Vergleich des prozentualen Anteils der IP-10 produzierenden Monozyten zwischen der Kontrollgruppe und den
Gruppen der AR, der AA und der SE. Signifikant weniger Monozyten der Gruppe der AR (79,5 + 5,4 %) produzierten IP-10 im
Vergleich zu den Gruppen der AA (89,0 & 0,7 %) und der SE (88,7 + 2,7 %) (Mann-Whitney-U-Test p = 0,011
beziehungsweise p = 0, 048). Im Vergleich zur Kontrollgruppe (84,0 & 3,6 %) war der Unterschied nicht signifikant
(Mann-Whitney-U-Test p = 0, 14). Jeweils der Median einer Gruppe ist hervorgehoben.
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Abbildung 32 Vergleich des prozentualen Anteils der PD-L1 produzierenden Monozyten zwischen der Kontrollgruppe, den
Studienteilnehmern ohne AIT und mit AIT sowie der Gruppe der SE. In der Gruppe der Studienteilnehmer ohne AIT

(2,2 + 0,2 %) konnte eine signifikant erniedrigte Expression von PD-L1 auf Monozyten gegeniber sowohl der Gruppe mit AIT
(3,0 + 0,6 %) als auch der Gruppe der SE (3,4 + 0,5 %) gemessen werden (Mann-Whitney-U-Test p = 0, 047
beziehungsweise Mann-Whitney-U-Test p = 0, 01). Gegentiber der Kontrollgruppe (2,7 + 0,3 %) war der Unterschied nicht
signifikant (Mann-Whitney-U-Test p = 0, 12).

Der Vergleich der IP-10 Expression zeigte, dass die Monozyten der Gruppe der AR signi-
fikant weniger IP-10 produzierten als die Monozyten der Gruppen der AA und der SE (Fi-
gure 31). Insbesondere die Untergruppe der AR ohne AIT (80,4 + 4,0 %) zeigte eine signi-
fikant erniedrigte IP-10 Expression gegeniiber der Gruppe der AA ohne AIT (88,7 == 1,0%)
(Mann-Whitney-U-Test p = 0,012). Im Vergleich zur Kontrollgruppe (84,0 & 3,6 %) war der
Unterschied nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test p = 0, 057).

Die Analyse des Liganden PD-L1 zeigte einen Unterschied in der Expression auf Monozyten
in Abh&ngigkeit der Durchfiihrung einer AIT. In der Untersuchungsgruppe ohne AIT konnte
eine signifikant erniedrigte Expression gegenlber der Gruppe mit AIT gemessen werden.
AuBerdem zeigte die Gruppe der SE ebenfalls eine erhdhte PD-L1 Expression gegenulber
den Studienteilnehmern ohne AIT (Figure 32).
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Abbildung 33 Vergleich des prozentualen Anteils der PD-L2 produzierenden Monozyten zwischen der Kontrollgruppe, der
Gruppe der Allergiker sowie der Gruppe der SE (Kruskal-Wallis Test p > 0, 05).
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Abbildung 34 Vergleich der Neopterin-Spiegel im Serumiberstand zwischen der Kontrollgruppe, der Gruppe der AR und der
AA zwischen der IS und der OS (Kruskal-Wallis Test p > 0, 05).

Die Auswertung der Daten beziglich einer Expression des Liganden PD-L2 auf den Monozy-
ten zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen: Kontrollgruppe
1,8 +£ 0,2 %, Allergiker 2,2 + 0,3 % und Gruppe der SE 3,6 + 1,6 % (Figure 33).

3.2.2. Serumiiberstand

Diese Arbeit untersuchte den Serumiberstand der Studienteilnehmer bezlglich der Konzen-
tration an Neopterin und Metaboliten des IDO-Stoffwechsels.

Neopterin entsteht als Abbauprodukt in Monozyten und Makrophagen und wird vermehrt
unter oxidativem Stress der Zellen bei einer Aktivierung des Immunsystems gebildet. Somit
dient Neopterin als Indikator fir die Aktivitat der Zellen im Rahmen der Inflammation. Die
Analyse der Serumiibersténde zeigte keinen signifikanten Unterschied der Neopterin-Spiegel
in der IS (4,0 = 0,1 nmol/l) im Vergleich zu den Werten der OS (3,8 & 0,1 nmol/l). AuBerdem
wies der Vergleich der Untergruppen sowohl in der IS als auch in der OS keine signifikanten
Unterschiede auf (Figure 34).

In der IS korrelierten die Neopterin-Spiegel im Serumiberstand weder mit dem Lebensalter
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Abbildung 35 Vergleich der IDO-Aktivitat im Serumiberstand zwischen der Kontrollgruppe sowie den Studienteilnehmern
ohne und mit AIT zwischen der IS und der OS. In den Serumiiberstanden der Gruppe ohne AlT zeigte sich eine erhéhte
IDO-Aktivitat in der IS (25,5 + 1,1 pmol/mmol) im Vergleich zur OS (22,5 + 1,1 pmol /mmol)
(Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test p = 0, 004). Ein Studienteilnehmer aus der Gruppe mit AIT wies einen extremen Messwert
von 450,2 pmol/mmol auf. Jeweils der Median einer Gruppe ist hervorgehoben.

noch dem BMI (Spearman p > 0,05). In der OS wurde eine negative Korrelation zwischen
den Neopterin-Spiegeln und sowohl dem Lebensalter als auch dem BMI gemessen (Spear-
man r = —0,26,p > 0,046 beziehungsweise » = —0, 29 p = 0, 03). Es konnte keine positive
Korrelation zwischen dem Anteil an Monozyten der PBMC und den Neopterin-Spiegeln ge-
messen werden (Spearman r» = 0,12, p = 0, 37).

Das anti-inflammatorisch wirkende Enzym IDO wird in antigenprasentierenden Zellen pro-
duziert und dient der Herabregulation von Entziindungsprozessen. Fir die Beurteilung des
IDO-Stoffwechsels wurde die Konzentration des Eduktes Tryptophan sowie des Produktes
Kynurenin bestimmt. Aus dem Quotienten von Produkt- und Edukt-Konzentration wurde die
Enzym-Aktivitat berechnet.

Die Messung der IDO-Aktivitat zeigte in der IS im Vergleich zur OS einen signifikant erh6h-
ten Wert im Serumiiberstand der Studienteilnehmer ohne AIT (Figure 35). Vor allem in den
Proben der Gruppe der AA ohne AIT wurde in der IS im Vergleich zur OS eine erhdhte IDO-
Aktivitdt gemessen. Im Vergleich zur Kontrollgruppe war die IDO-Aktivitat der Gruppe AA
ohne AIT in der IS signifikant erhéht (Figure 36).

Die Messung der Tryptophan-Spiegel im Serumiberstand zeigte signifikant niedrigere Werte
in der Gruppe der AR mit AIT im Vergleich zur Kontrollgruppe sowie der Gruppe der AR
ohne AIT und der Gruppe der AA mit AIT (Figure 37a). AuBBerdem zeigte die Gruppe der AR
mit AIT im Vergleich zur Gruppe der AA mit AIT ebenfalls erniedrigte Kynurenin-Spiegel im
SerumUberstand (Figure 37b). In der OS wurden keine signifikanten Unterschiede gemessen
(Kruskal-Wallis Test p > 0, 05).

In der OS korrelierte die errechnete IDO-Aktivitdt im Serumiberstand weder mit dem Le-
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Abbildung 36 Vergleich der IDO-Aktivitat im Serumiberstand zwischen der Kontrollgruppe, der Gruppe der AA sowie der AR
ohne AIT zwischen der IS und der OS. In den SerumUberstdnden der Gruppe AA ohne AIT wurde eine erhdhte IDO-Aktivitat in

der IS (27,0 &+ 1,7 pmol /mmol) im Vergleich zur OS (23,4 £ 1,7 umol/mmol) sowie im Vergleich zur Kontrollgruppe (IS:
22,3 + 1,2 umol/mmol) gemessen (gepaarter t-Test p = 0, 039 beziehungsweise ungepaarter t-Test p = 0, 028).
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Abbildung 37 Vergleich der Tryptophan-(a) und Kynurenin-Spiegel (b) im Serumiiberstand in der IS zwischen den

Untergruppen. Die Gruppe der AR mit AIT (39,5 + 1,2 umol) zeigte im Vergleich zur Gruppe der AA mit AIT (48,1 & 1,8 umol)
und der AR ohne AIT (45,4 &+ 3,2 umol) sowie der Kontrollgruppe (46,0 4 2,0 umol) signifikant geringere Tryptophan-Werte
(Mann-Whitney-U-Test p = 0, 004 beziehungsweise p = 0,015 sowie p = 0, 023). Die Gruppe AR mit AIT (0,9 + 0,1 umol)
zeigte signifikant geringere Kynurenin-Werte im Vergleich zur Gruppe der AA mit AIT (1,2 £ 0,1 umol) (Mann-Whitney-U-Test

p=0,04).
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Abbildung 38 Korrelation der IDO-Aktivitat (Kyn/Trp) mit dem Anteil an Monozyten der PBMC. Spearman
r =0,27,p = 0,042. Ein Studienteilnehmer wies einen extremen Messwert von 450,2 umol /mmol auf.

bensalter noch mit dem BMI (Spearman p > 0,05). In der IS wurde keine Korrelation mit
dem Lebensalter festgestellt. Es wurde eine positive Korrelation zwischen der IDO-Aktivitat
und dem BMI gemessen (Spearman r = 0,32,p = 0,016). AuBerdem konnte eine posi-
tive Korrelation zwischen dem Anteil an Monozyten der PBMC und der errechneten IDO-
Aktivitdt gemessen werden (Spearman r = 0,27,p = 0,042, Figure 38). Es bestand eine
positive Korrelation zwischen den Tryptophan- und Kynurenin-Spiegeln in der IS (Spearman
r=10,49,p < 0,001) sowie der OS (Spearman r = 0,40, p = 0, 002).

3.3. Lokale Labordiagnostik

Auf lokaler Ebene analysierte diese Arbeit einerseits Makrophagen, welche aus den Sputum-
proben gewonnen wurden, und andererseits den Uberstand der Sputumproben. Das Sputum
diente als Abbild der lokalen Inflammation der Atemwege.

3.3.1. Sputum-Qualitat

Die Qualitat der Sputumprobe ist essentiell flir eine zuverlassige Messung der Sputumzel-
len. Sie wird einerseits durch die Zellzusammensetzung und andererseits durch die Héhe
der Gesamtleukozytenzahl bestimmt. AuBerdem sollte die Probe keine Fremdkdrper oder
sanguinése Beimengungen enthalten.

Der zellulare Anteil einer Sputumprobe setzt sich aus Leukozyten sowie squamdsen Zellen
zusammen. Je hoéher der Anteil an lebenden Leukozyten und je niedriger der Anteil toter
Leukozyten sowie squamdser Zellen ist, desto héher kann die Qualitéat der Sputumprobe ein-
geordnet werden. Table 11 zeigt den Vergleich der Sputum-Zusammensetzung zwischen der
Kontrollgruppe, den Allergikern und der Gruppe der SE in der IS. Table 12 zeigt den Ver-
gleich der Sputumproben der OS. Hierbei wurden zu beiden Zeitpunkten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den drei Gruppen gemessen (Kruskal-Wallis Test p > 0,05). Die
Auswertung zeigte, dass die Proben der OS einen signifikant héheren prozentualen Anteil
an toten Leukozyten und geringeren Anteil lebender Leukozyten aufwiesen (Kontrollgrup-
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Gruppe Lebende Leukozyten [%] Tote Leukozyten [%] Squamose Zellen [%)]

Kontrollen | 94,3 (80,6—97,0) 3,7(1,6-10,2) 2,5(0,0-9,2)
Allergiker | 92,4 (81,6-97,1) 3,9 (1,0-16,6) 2,1(0,7-8,4)
SE 93,7 (88,9-97,2) 3,5 (0,9-4,8) 3,0 (1,0-6,5)

Tabelle 11 Vergleich der zellularen Sputum-Zusammensetzung in der Mikroskopie der IS zwischen der Kontrollgruppe, den
Allergikern und der Gruppe der SE. Die Daten sind dargestellt als Median mit inren Spannweiten.

Gruppe Lebende Leukozyten [%] Tote Leukozyten [%] Squamose Zellen [%]
Kontrollen | 88,8 (81,5—92,0) 8,2 (5,7—-17,0) 2,3(0,8-9,4)
Allergiker | 88,8 (81,7—95,6) 6,6 (3,0—10,4) 3,8 (0,0-8,2)
SE 87,3 (80,5—94,6) 8,4 (3,7—15,2) 3,8 (1,4—6,3)

Tabelle 12 Vergleich der Sputum-Zusammensetzung in der Mikroskopie der OS zwischen der Kontrollgruppe, den Allergikern
und der Gruppe der SE. Die Daten sind dargestellt als Median mit ihren Spannweiten.

pe: Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test p = 0,006, Allergiker: Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
p = 0,0023, Gruppe der SE: gepaarter t-Test p = 0,013).

Die Gesamtleukozytenzahl beeinflusst die Qualitat des Sputums, da eine gréBere Anzahl an
Zellen - durch eine gréBere Stichprobe - Messungen mit hdherer Gite erméglichen. Figure 39
stellt den Vergleich der Gesamtleukozytenzahl zwischen der Kontrollgruppe, den Allergikern
und der Gruppe der SE in der IS sowie der OS dar. Hierbei wurden zu beiden Zeitpunk-
ten keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen gemessen (Kruskal-Wallis
Test p > 0,05). Allerdings zeigte die Auswertung, dass alle Proben der OS im Vergleich
zu den Proben der IS einen signifikant héheren Anteil an Gesamtleukozyten aufwiesen.
Das Gewicht des selektierten Sputums betrug durchschnittlich in der IS 1,4 +1,1¢g und in
der OS 1,2 +£0,9¢. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
(Kruskal-Wallis Test p > 0, 05).

Die Anzahl der Gesamtleukozyten pro Milliliter reprasentiert die Zelllast einer Probe. In der
Auswertung konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen der Zelllast der einzelnen
Gruppen sowohl in der IS als auch in der OS gemessen werden (Kruskal-Wallis Test p >
0, 05). Die Zelllast war jedoch in der OS im Vergleich zur IS in allen drei Gruppen signifikant
erhéht (Figure 40).
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Abbildung 39 Vergleich der Gesamtleukozytenzahl zwischen der IS und der OS im Sputum der Kontrollgruppe, der Gruppe
der Allergiker und der Gruppe der SE. Alle drei Untergruppen wiesen eine signifikant hdhere Gesamtleukozytenzahl im
Sputum in der OS im Vergleich zur IS auf: Kontroligruppe (IS: 1,4 & 0,2 - 10° Zellen und OS: 3,0 4 0,5 - 106 Zellen, gepaarter
t-Test p = 0, 005), Allergiker (IS: 1,6 & 0,2 - 10° Zellen und OS: 3,2 + 0,4 - 10° Zellen, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test

p = 0,002) und Gruppe der SE (IS: 1,6 + 0,2 - 10° Zellen und OS: 4,7 4+ 1,9 - 10° Zellen, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test

p = 0,008). Jeweils der Median einer Gruppe ist hervorgehoben.
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Abbildung 40 Vergleich der Zelllast zwischen der IS und der OS im Sputum der Kontrollgruppe, der Gruppe der Allergiker und
der Gruppe der SE. Alle drei Untergruppen wiesen in der OS signifikant mehr Zellen pro Milliliter im Sputum als in der IS auf:
Kontrollgruppe (IS: 138,2 4 18,3 - 10* Zellen/ml und OS: 298,8 + 45,7 - 10* Zellen/ml, gepaarter t-Test p = 0, 005),
Allergiker (IS: 156,3 4 20,3 - 10* Zellen/mlund OS: 312,1 + 42,2 - 10* Zellen/ml, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test

p = 0,001) und Gruppe der SE (IS: 152,4 & 25,9 - 10* Zellen/ml und OS: 4955 & 213,6 - 10* Zellen/ml,
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test p = 0, 016). Jeweils der Median einer Gruppe ist hervorgehoben.
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Gruppe Makrophagen [%] Neutrophile Granu- Lymphozyten [%] Eosinophile Granu-
lozyten [%] lozyten [%]

Kontrollen | 82,5 (47,0—99,6) 16,5 (0,4—-52,3) 0,9 (0,0—-2,0) 0,1 (0,0-0,5)

Allergiker | 80,0 (31,8—100,0) 16,7 (0,0—-62,5) 1,6 (0,0-15,5) 1,8 (0,0—-20,3)

SE 81,7 (59,0—99,5) 16,7 (0,5—-39,5) 1,6 (0,0-3,3) 0,04 (0,0-0,3)

Tabelle 13 Vergleich der Sputum-Zytologie der IS zwischen der Kontrollgruppe, den Allergikern und der Gruppe der SE. Die
Daten sind dargestellt als Median mit ihren Spannweiten.

Gruppe Makrophagen [%] Neutrophile Granu- Lymphozyten [%] Eosinophile Granu-
lozyten [%] lozyten [%]

Kontrollen | 86,5 (40,0—100,0) 12,8 (0,0-59,8) 0,6 (0,0—-2,3) 0,1 (0,0-0,8)

Allergiker | 91,2 (47,0—100,0) 8,1 (0,0—49,5) 0,6 (0,0—-3,0) 0,1(0,0-1,3)

SE 86,6 (31,3-100,0) 13,0 (0,0—-68.5) 0,4 (0,0-1,8) 0,04 (0,0-0,3)

Tabelle 14 Vergleich der Sputum-Zytologie der OS zwischen der Kontrollgruppe, den Allergikern und der Gruppe der SE. Die
Daten sind dargestellt als Median mit ihren Spannweiten.

3.3.2. Zytologie

Fir die Evaluation der Sputum-Zellanalyse durch die Durchflusszytometrie erfolgte zuséatz-
lich eine Anfertigung von Zytospinpraparaten. Die Zellzdhlung der Zytospinpraparate zeigte
einen Makrophagen-Anteil von 80,9 % in der IS und 89,3 % in der OS. Hierbei ergaben sich
jeweils keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe, den Allergikern so-
wie der Gruppe der SE. In der IS zeigten Allergiker im Vergleich zur Kontrollgruppe einen
erhbhten Anteil an eosinophilen Granulozyten In Table 13 ist die vollstandige Leukozyten-
DifferentialzellzAhlung der IS dargestellt. Table 14 zeigt die Verteilung der OS.

3.3.3. Durchflusszytometrie

Im Rahmen der Gating-Strategie der Durchflusszytometrie-Analyse wurden die Makrophagen
von den anderen Sputumzellen getrennt. Hierbei wurden die Makrophagen mit Hilfe folgen-
der drei Oberflachenmolekiile ausgewahlt: CD45%, CD16~ und HLA-DR™. Figure 41 zeigt
die durchschnittlich absoluten Zellzahlen der Eingrenzungsschritte und Figure 42 die relati-
ven Zellzahlen in Bezug zur héheren Hierarchiestufe der verschiedenen Eingrenzungsschritte
(,Gating“). Im Mittel wurden 3638 CD45+"CD16~HLA-DR™-Makrophagen analysiert.

Der prozentuale Anteil der CD45TCD16~-Makrophagen in Bezug zu den Gesamt-Makropha-
gen betrug durchschnittlich 54,5 + 0,3 %. Die Analyse der CD45"CD16~HLA-DR*-Makro-
phagen in Bezug zu CD45"CD16~-Makrophagen zeigte, dass der Anteil an CD457CD16™-
HLA-DR™-Makrophagen durchschnittlich 69,4 + 0,3 % betrug. Figure 43 zeigt den prozen-
tualen Anteil der CD457CD16~HLA-DR™-Makrophagen in Bezug zu den gesamten Spu-
tumzellen, welcher im Durchschnitt 6,10 + 0,06 % betrug. Hierbei wurden keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen gemessen. Auch die Analyse der Untergruppen zeigte
keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis Test p > 0, 05).
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Abbildung 41 Darstellung der durchschnittlichen absoluten Zellzahlen der einzelnen Eingrenzungsschritte im Gating-Prozess
der Makrophagen im Sputum.
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Abbildung 42 Darstellung der durchschnittlich relativen Zellzahlen der einzelnen Eingrenzungsschritte im Gating-Prozess der
Makrophagen im Sputum in Bezug zur héheren Hierarchiestufe.
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Abbildung 43 Vergleich des prozentualen Anteils an CD451 CD16~HLA-DR*-Makrophagen in der Sputumzell-Population
zwischen der Kontrollgruppe, der Gruppe der AR, der AA sowie der SE (Kruskal-Wallis Test p > 0, 05).
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Abbildung 44 Vergleich des prozentualen Anteils der IFN-y-produzierenden Makrophagen zwischen der Kontrollgruppe, der
Gruppe der AR, der AA und der Gruppe der SE. In der Gruppe der AR (1,6 & 0,2 %) wurden im Vergleich zur Gruppe der AA
(4,4 + 1,8 %) und der Gruppe der SE (3,4 + 0,5 %) sowie der Kontrollgruppe (3,1 + 0,5 %) signifikant weniger
IFN-y-produzierende Makrophagen gemessen (Mann-Whitney-U-Test p = 0, 024 beziehungsweise Mann-Whitney-U-Test

p = 0,007 sowie ungepaarter t-Test p = 0, 014). Ein Studienteilnehmer aus der Gruppe der AA wies einen extremen
Messwert von 36,2 % auf. Jeweils der Median einer Gruppe ist hervorgehoben.
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Abbildung 45 Vergleich des prozentualen Anteils der IL-10 produzierenden Makrophagen zwischen der Kontrollgruppe, der
Gruppe der AR, der Gruppe der AA und der Gruppe der SE (Kruskal-Wallis Test p > 0, 05).

Die CD457CD16~HLA-DR™-Makrophagen wurden fiir die weitere Analyse auf die Produk-
tion der Zytokine IFN-y, IL-10 und IP-10 untersucht. AuBerdem wurde die Expression der
Transmembranliganden PD-L1 sowie PD-L2 ermittelt. Die CD45TCD16~HLA-DR™-Makro-
phagen werden im Folgenden mit Ricksicht auf die Lesbarkeit vereinfachend als Makropha-
gen bezeichnet.

Die Analyse der Produktion von IFN-y zeigte, dass in der Gruppe der AR signifikant weniger
Makrophagen im Vergleich zur Kontrollgruppe und der Gruppe der AA sowie der Gruppe der
SE (Figure 44) das Zytokin exprimierten. Im Vergleich der Studienteilnehmer mit und ohne
AIT wurde kein signifikanter Unterschied gemessen (Kruskal-Wallis Test p > 0, 05).

Die Auswertung der IL-10 Produktion der Makrophagen zeigte keine signifikanten Unterschie-
de zwischen den Gruppen: Kontrollgruppe 27,3 + 5,2 %, Gruppe der AR 31,2 + 5,2 %, Grup-
pe der AA 36,7 + 5,4 % und Gruppe der SE 29,1 + 9,1 % (Figure 45).

In der Analyse der Expression von IP-10 zeigte sich eine signifikant erniedrigte Expression
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Abbildung 46 Vergleich des prozentualen Anteils der IP-10 produzierenden Makrophagen zwischen der Kontrollgruppe, der
Gruppe der AR, der Gruppe der AA und der Gruppe der SE. Eine signifikant erniedrigte Produktion von IP-10 zeigten
Makrophagen der Gruppe der AR (0,2 4 0,1 %) im Vergleich zur Gruppe der AA (2,7 & 1,4 %) sowie der Kontrollgruppe
(1,1 £+ 0,4 %) (Mann-Whitney-U-Test p = 0, 002 beziehungsweise Mann-Whitney-U-Test p = 0, 032). Ein Studienteilnehmer
aus der Gruppe der AA wies einen extremen Messwert von 25,9 % auf. Jeweils der Median einer Gruppe ist hervorgehoben.
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Abbildung 47 Vergleich des prozentualen Anteils der PD-L1-produzierenden Makrophagen zwischen der Kontrollgruppe, der
Gruppe der AR, der Gruppe der AA und der Gruppe der SE. Eine signifikant erhohte PD-L1-Expression der Makrophagen
wurde in der Gruppe der AA (0,8 4 0,3 %) im Vergleich zur Gruppe der AR 0,1 + 0,1 %) und der Kontrollgruppe

0,10 + 0,04 %) gemessen (Mann-Whitney-U-Test p = 0, 006 beziehungsweise Mann-Whitney-U-Test p = 0, 026). Jeweils der
Median einer Gruppe ist hervorgehoben.

von IP-10 durch Makrophagen der Gruppe der AR im Vergleich zur Gruppe der AA sowie der
Kontrollgruppe (Figure 46).

Der Vergleich der Expression von PD-L1 zeigte, dass signifikant mehr Makrophagen der
Gruppe der AA im Vergleich zur Gruppe der AR sowie der Kontrollgruppe PD-L1 exprimiert
wurden (Figure 47). Die Analyse der Untergruppen zeigte, dass insbesondere die Grup-
pe der AA ohne AIT (1,0 + 0,6 %) vermehrt PD-L1 aufwies im Vergleich zur Kontrollgruppe
(0,10 £+ 0,04 %) (Mann-Whitney-U-Test p = 0, 026).

Die Auswertung der Daten bezlglich der Bildung von PD-L2 ergab eine signifikant erhdhte
Expression von PD-L2 der Makrophagen der Gruppe der AA im Vergleich zu den anderen
Gruppen (Figure 48). Die Analyse der Untergruppen zeigte, dass insbesondere die Gruppe
der AA mit AIT (21,1 + 8,4 %) im Vergleich zur Kontrollgruppe (4,2 4+ 1,2 %) eine erhéhte PD-
L2-Bildung aufwies (Mann-Whitney-U-Test p = 0, 009).
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Abbildung 48 Vergleich des prozentualen Anteils der PD-L2-produzierenden Makrophagen zwischen der Kontrollgruppe, der
Gruppe der AR, der Gruppe der AA und der Gruppe der SE. Eine signifikant erhéhte Expression von PD-L2 wurde in der
Gruppe der AA ((18,7 + 5,2 %) im Vergleich zur Gruppe der AR (4,9 & 1,6 %), der Gruppe der SE (3,8 + 1,5 %) und der
Kontrollgruppe (4,2 + 1,2 %) gemessen (Mann-Whitney-U-Test p = 0, 01 beziehungsweise Mann-Whitney-U-Test p = 0, 04
und Mann-Whitney-U-Test p = 0, 003).
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Abbildung 49 Vergleich des Neopterin-Spiegels im Sputumiiberstand zwischen der IS und der OS zwischen der
Kontrollgruppe sowie den Studienteilnehmenden ohne und mit AIT. In den Sputumiiberstanden der Gruppe mit AIT zeigte sich
eine erhohte Neopterin-Produktion in der OS (3,6 & 0,2 nmol/l) im Vergleich zur IS (3,1 & 0,3 nmol/I)
(Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test p = 0, 024). Ein Studienteilnehmer aus der Gruppe ohne AIT wies in der IS einen extremen
Messwert von 32,0 nmol /I auf. Jeweils der Median einer Gruppe ist hervorgehoben.

3.3.4. Sputumiberstand

Diese Arbeit untersuchte den Sputumdiberstand der Studienteilnehmer beziglich der Kon-
zentration an Neopterin und Metaboliten des IDO-Stoffwechsels.

Der Vergleich der Neopterin-Spiegel aller Studienteilnehmer zeigte signifikant héhere Werte
in der OS (Median: 3,4 nmol/I) im Vergleich zur IS (Median: 2,9 nmol/I) (Wilcoxon-Vorzeichen-
Rang-Test p = 0, 038). In der Analyse der Gruppen wurde in der Gruppe der Studienteilneh-
mer mit AIT ein signifikanter Unterschied zwischen den Werten der IS und der OS gemessen
(Figure 49). Im Vergleich der Untergruppen zeigte die Gruppe der AA mit AIT signifikant er-
héhte Neopterin-Spiegel in der OS im Vergleich zur IS (Figure 50). Die weitere Analyse der
Untergruppen zeigte, dass die Gruppe der AA ohne AIT sowohl in der IS als auch in der OS
die héchsten Neopterin-Spiegel aufwies (Figure 51).
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Abbildung 50 Vergleich des Neopterin-Spiegels im Sputumiiberstand zwischen der IS und der OS zwischen der
Kontrollgruppe, der Gruppe der AR und der AA mit AIT. In den Sputumiberstanden der Gruppe der AA mit AIT zeigte sich

eine signifikant erhdhte Neopterin-Produktion in der OS (3,2 £ 0,2 nmol/I) im Vergleich zur IS (2,8 4= 0,2 nmol/I) (gepaarter
t-Test p = 0,042).
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Abbildung 51 Vergleich des Neopterin-Spiegels im Sputumiberstand in der IS (a) und OS (b) zwischen den Untergruppen. In
den Sputumiberstédnden der IS wurde eine signifikant erhéhte Neopterin-Produktion in der Gruppe der AA ohne AIT

(7,3 = 3,1 nmol/I) im Vergleich zur Gruppe der AA mit AIT (2,8 + 0,2 nmol/I) und der Gruppe der AR ohne AIT

(2,7 + 0,4 nmol/I) gemessen (Mann-Whitney-U-Test p = 0, 024 beziehungsweise Mann-Whitney-U-Test p = 0, 049). Der
Unterschied gegentiber der Kontrollgruppe (3,4 & 0,4 nmol/l) war nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test p = 0, 10). Ein
Studienteilnehmer aus der Gruppe der AA ohne AIT wies in der IS einen extremen Messwert von 32,0 nmol /I auf. Jeweils der
Median einer Gruppe ist hervorgehoben. In den SputumUiberstanden der OS zeigte sich eine signifikant erhdhte
Neopterin-Produktion in der Gruppe der AA ohne AIT (4,2 & 0,3 nmol/I) im Vergleich zur Gruppe der AA mit AIT

(3,2 + 0,2 nmol/l), der Gruppe der AR ohne AIT (2,8 + 0,4 nmol/l) sowie der Kontrollgruppe (3,5 & 0,2 nmol/l) (ungepaarter
t-Test p = 0, 008 beziehungsweise Mann-Whitney-U-Test p = 0, 007 sowie Mann-Whitney-U-Test p = 0, 04.
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Abbildung 52 Korrelation der Neopterin-Spiegel mit dem Anteil an CD16~-Makrophagen der Sputumzellen. Spearman
r=0,38,p=0,004.

In der IS sowie der OS korrelierten die Neopterin-Spiegel im Sputumdiiberstand weder mit
dem Lebensalter noch dem BMI (Spearman p > 0,05). Es wurde eine positive Korrelation
zwischen dem Anteil an CD16~-Makrophagen der Sputumzellen und den Neopterin-Spiegeln
gemessen (Spearman r = 0, 38, p = 0,004, Figure 52).

Fur die Beurteilung des IDO-Stoffwechsels wurde die Konzentration des Eduktes Tryptophan
sowie des Produktes Kynurenin bestimmt. Eine Kynurenin Messung im Sputumiiberstand war
nur bei zwei Proben méglich. Die Probe eines Kontroll-Studienteilnehmers (879,9 pmol /mmol)
wies einen vierfach erhéhten Kyn/Try-Quotienten im Vergleich zur Probe eines Studienteil-
nehmers der Gruppe AA ohne AIT (159,9 umol/mmol) auf.

Der Vergleich aller Tryptophan-Werte zeigte durchschnittlich signifikant erhéhte Tryptophan-
Spiegel im Sputumuberstand der IS (0,14 + 0,01 pmol) im Vergleich zur OS (0,10 4 0,01 pmol)
(Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test p = 0,005). In der Analyse der einzelnen Gruppen wurde
dieser Unterschied in der Gruppe der Allergiker mit und ohne AIT (Figure 53) sowie der Grup-
pe der AR (Figure 54) gemessen. Die Auswertung der Untergruppen zeigte sowohl der IS als
auch der OS keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis Test p > 0, 05).

Sowohl in der IS als auch in der OS korrelierten die Tryptophan-Spiegel im Sputumdiberstand
weder mit dem Lebensalter noch dem BMI (Spearman p > 0,05). Es konnte keine Korrela-
tion zwischen dem Anteil an Makrophagen der Sputumzellen und den Tryptophan-Spiegeln
gemessen werden (Spearman r = —0, 11, p = 0,43). Die Tryptophan-Spiegel der Sputum-
Uberstande korrelierten positiv mit den Neopterin-Spiegeln der Sputumibersténde in der IS
(Spearman r = 0,33, p = 0,008).
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Abbildung 53 Vergleich des Tryptophan-Spiegels im Sputumiiberstand zwischen der IS und der OS zwischen der
Kontrollgruppe und den Studienteilnehmenden ohne und mit AIT. In den Sputumiberstédnden der Gruppe ohne AIT (IS:
0,17 £ 0,05 pmol und OS: 0,11 + 0,02 pmol) und mit AIT (IS: 0,12 4 0,01 pmol und OS: 0,09 + 0,01 pmol) zeigte sich eine
erhéhte Tryptophan-Produktion in der IS im Vergleich zur OS (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test p = 0, 044 beziehungsweise
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test p = 0, 012). In der der Kontrollgruppe war der Unterschied zwischen der IS

(0,13 £ 0,01 umol) und der OS (0,10 + 0,01 umol) nicht signifikant (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test p = 0, 088). Ein

Studienteilnehmer aus der Gruppe ohne AIT wies in der IS einen extremen Messwert von 0,85 umol/I auf. Jeweils der Median
einer Gruppe ist hervorgehoben.
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Abbildung 54 Vergleich des Tryptophan-Spiegels im SputumUiberstand zwischen der IS und der OS zwischen der
Kontrollgruppe, der Gruppe der AR und der Gruppe der AA. In den Sputumiiberstanden der Gruppe der AR zeigte sich eine
erhéhte Tryptophan-Produktion in der IS (0,11 4+ 0,01 umol) im Vergleich zur OS (0,09 + 0,01 umol) (gepaarter t-Test

p = 0,004). In der Gruppe der AA war der Unterschied zwischen der Werten der IS (0,17 £ 0,04 pmol) und der OS

(0,11 + 0,02 umol) nicht signifikant (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test p = 0, 051). Ein Studienteilnehmer aus der Gruppe der
AA wies in der IS einen extremen Messwert von 0,85 pmol/I auf. Jeweils der Median einer Gruppe ist hervorgehoben.
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3.4. \Vergleich der Ebenen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Blut-Monozyten und Atemwegs-Makrophagen im Kontext
allergischer Erkrankungen analysiert. Table 15 und Figure 55 zeigen den Vergleich des Ex-
pressionsmusters der CD457CD16~HLA-DR™-Zellen im Blut (Monozyten) mit den Sputum-
zellen (Makrophagen). Hierbei wurde eine signifikant erhéhte Expression von IP-10 und PD-

L1 der Monozyten im Vergleich zu den Makrophagen gemessen. Andererseits zeigte die
Analyse eine signifikant erhéhte Expression von IL-10 sowie PD-L2 der Makrophagen im

Gegensatz zu den Monozyten. Die IFN-y Werte zeigten keine signifikanten Unterschiede.

CD457CD16 HLA-DR™  IFN-y [%] IP-10 [%] PD-L1 [%] PD-L2 [%] IL-10 [%]
Monozyten 1,6 87,7 25 1,8 2,1
(0,1-8,7) (10,3-97,5) (0,5-7,2) (0,4-13,1) (0,3-16,5)
Makrophagen 2,4 0,2 0,03 3,7 27,6
(0,4-36,2) (0,0-25,9) (0,0-5,2) (0,1-85,2) (0,2—-80,6)
p-Wert 0,32 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Tabelle 15 Vergleich des Zytokinexpressionsmusters der CD45+CD16~HLA-DR™-Blut-Monozyten und

Atemwegs-Makrophagen. Die Daten wurden mittels Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test verglichen und sind dargestellt als

Median mit ihren Spannweiten.
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Abbildung 55 Vergleich des Zytokinexpressionsmusters der CD451CD16~ HLA-DR ™ -Blut-Monozyten und
Atemwegs-Makrophagen. Ein Studienteilnehmer wies einen extremen Messwert von 36,2 % IFN-y im Sputum auf. In dem
IFN-y-Graphen ist der Median einer Gruppe hervorgehoben.
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4. Diskussion

Das Ziel dieser Studie ist es, Biomarker im Bereich der Allergologie zu identifizieren, die das
Entziindungsgeschehen beeinflussen. Hierfiir wurden Allergiker und gesunde Kontrollen un-
tersucht, wobei der Fokus auf der Graserpollenallergie lag. Die Ergebnisse zeigen, dass 1)
Studienteilnehmer mit AIT im Vergleich zu den Studienteilnehmern ohne AIT weniger Belas-
tung durch Symptome der Rhinokonjunktivitis aufwiesen, und 2) die Gruppe der AA mit AIT
im Vergleich zur Gruppe der AA ohne AIT eine bessere Kontrolle des allergischen Asthmas
sowie eine erhdhte Lebensqualitdt angaben. Die Untersuchungen der Blut- und Sputumpro-
ben ergaben, dass 3) die Monozyten der Allergiker ohne AIT weniger PD-L1 exprimierten
und 4) sowohl die Monozyten als auch die Makrophagen der Gruppe der AA mehr IP-10 im
Vergleich zu den Zellen der Gruppe der AR produzierten. AuBerdem wiesen 5) die Makro-
phagen der Gruppe der AA im Vergleich zur Gruppe der AR sowie der Kontrollgruppe eine
erhdhte PD-L1 sowie PD-L2 Expression auf. Die Analyse der Ubersténde zeigte 6) eine er-
niedrigte IDO-Aktivitat im Serum in der Gruppe der AA mit Immuntherapie sowie erniedrigte
Neopterin-Spiegel im Sputum im Vergleich zu der Gruppe mit Immuntherapie.

Die Diskussion ist in drei Abschnitte gegliedert. Zunachst erfolgt die Einordnung der Ergeb-
nisse, wobei die Punkte 1) und 2) im Abschnitt zur allergologischen Diagnostik (4.1.1) erértert
werden. AnschlieBend werden die Punkte 3), 4) und 6) im Abschnitt zur systemischen Ebene
(4.1.2) und die Punkte 4), 5) und 6) im Abschnitt zur lokalen Ebene (4.1.3) eingeordnet. Nach
der Einordnung der Ergebnisse werden die Limitationen der Studie aufgezeigt. AbschlieBend
wird die Bedeutung fir die klinische Praxis diskutiert.

4.1. Ergebniseinordnung

4.1.1. Allergologische Diagnostik

Die allergologische Diagnostik ist ein MaBstab fiir den Wirkungsgrad der allergenspezifischen
Immuntherapie. Diese Werte verdeutlichen zudem die Unterschiede zwischen der Gruppe
der AA und der Gruppe der AR. Im Folgenden wird zunachst die Symptombelastung, an-
schlieBend die asthmatischen Beschwerden und zuletzt die IgE-Diagnostik bewertet.

mRQLQ-Fragebdgen lassen Riickschllisse auf die Relevanz der Symptome fiir die Patienten
zu. Die Symptombelastung wurde von allen Allergikern verstarkt in der Untersuchung wah-
rend des Pollenfluges (IS) angegeben. Dies bestétigt den saisonalen Charakter der Haupt-
allergene — Gréaserpollen (g6) — der Studienteilnehmer. Die Gruppe der SE gab im Vergleich
zur Kontrollgruppe keine verstarkte Symptombelastung an, weshalb diese Studienteilnehmer
als eigene Gruppe eingeordnet wurden. Die Ergebnisse zeigen, dass die Studienteilnehmer
ohne AIT im Vergleich zu den therapierten Patienten in der IS verstérkt an allergischen Sym-
ptomen litten. Diese Daten sprechen fir die Wirksamkeit der AIT hinsichtlich einer reduzier-
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ten Symptombelastung (Filanowicz, Szynkiewicz, Cegta & Bartuzi, 2016). Die Gruppe der AA
ohne AIT gab auch auBBerhalb der Allergiesaison eine héhere Symptombelastung als die Kon-
troligruppe an. Eine Ursache kann eine Ko-Sensibilisierung mit Hausstaubmilben sein, deren
Symptome auch in der Winterzeit verstarkt angegeben wurden (Y. Wang et al., 2014). Des
Weiteren kdnnen Atemwegsinfektionen, die im Winter gehauft auftreten, sowie eine Kaltluft-
exposition allergenunabhangig zu asthmatischen Beschwerden fihren (Buhl et al., 2017).

Die Analyse von Lungenfunktion, ACT- sowie PSQ-Fragebogen diente der Einordnung der
asthmatischen Beschwerden der Studienteilnehmer. Die Volumenmessungen der Lungen-
funktion zeigen, dass die Gruppe der AA in beiden Untersuchungen im Vergleich zu der Grup-
pe der AR einen reduzierten Tiffeneau-Wert erreichte. Dieses Ergebnis legt eine korrekte
Klassifizierung der Studienteilnehmer mit Asthma nahe. Der Tiffeneau-Wert der Kontrollgrup-
pe war im Vergleich zu der Gruppe der AA nicht signifikant erhéht. Dies kann mit unbekannten
Atemwegserkrankungen von Studienteilnehmern der Kontrollgruppe zusammenhangen. Die
Gruppe der AA mit AIT zeigte im Vergleich zu der Gruppe der AA ohne AIT in der Auswertung
des ACT-Fragebogens ein besser kontrolliertes Asthma wahrend der Allergiesaison. Diese
Gruppe der AA ohne AIT gab im Vergleich zu der Kontrollgruppe im PSQ-Fragebogen in der
IS mehr Belastungen im Alltag an. Diese Daten deuten auf eine Verbesserung der asthmati-
schen Symptomatik und der Lebensqualitat durch die AIT hin. Eine Metaanalyse von Dhami
et al. (2017) kam ebenfalls zu dem Schluss, dass die Durchfiihrung einer AIT — in Form der
SCIT far mindestens 1 Jahr — zu einer Minderung der akuten Symptome fihrt. Sie konnte je-
doch keine konkreten Auswirkungen auf die langerfristige Asthma-Kontrolle messen. Hierfiir
wurden die Daten aus 98 Studien verschiedener AIT-Typen bei Patienten mit allergischem
Asthma analysiert. Eine Verbesserung der Lebensqualitat, ermittelt durch asthmaspezifische
Fragebdgen, wurde bei Patienten mit AIT konkordant zu den Daten dieser Studie nachge-
wiesen. Eine Zunahme der obstruktiven Lungenfunktionsparameter durch die AlT konnte nur
in der Patientengruppe mit primar bereits reduzierter FEV1 von 25-75% gezeigt werden.
In dieser Studie wurden keine Patienten mit einer Lungenfunktion in diesem Bereich einge-
schlossen.

Die Auswertung der IgE-Werte zeigte auf der einen Seite Zusammenhange mit der allergi-
schen Erkrankung, auf der anderen Seite konnte jedoch keine Veranderung durch die AIT ge-
messen werden. Die IgE-Werte der Allergiker waren gegeniber der Kontrollgruppe signifikant
erhoht. Die Gruppe der AA wies im Vergleich zu der Gruppe der AR einen durchschnittlich
héheren Gesamt-IgE-Wert auf. Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant. Die erh6h-
ten IgE-Werte in der Gruppe der AA sprechen fiir die allergische Genese des Asthmas der
Studienteilnehmer. Siroux et al. (2018) konnten ebenfalls erhéhte Werte in der Gruppe der
Studienteilnehmer mit AA im Vergleich zu der Gruppe mit AR messen. Hierzu wurden die
IgE-Spiegel von 1626 Studienteilnehmern in Frankreich und Schweden untersucht. Des Wei-
teren zeigt die Auswertung, dass sowohl das Gesamt-IgE-Niveau als auch die graserspezi-
fischen IgE-Werte mit der Symptombelastung des mRQLQ-Fragebogens korrelieren. Dieses
Ergebnis steht jedoch in Kontrast zur Gruppe der SE. Diese Studienteilnehmer gaben im
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Vergleich zur Kontrollgruppe trotz erhdhter IgE-Werte keine erhdhten Symptombeschwerden
an. Dies wiederum steht in Einklang mit einer Studie von Ballardini et al. (2016), die gezeigt
hat, dass ein Viertel der sensibilisierten Kinder bis zum Alter von 16 Jahren keine allergische
Symptome entwickelt (n=2600). Diese Sondergruppe der SE bestéarkt die These, dass neben
der Entwicklung einer Sensibilisierung weitere genetische Faktoren und Umweltbedingungen
notwendig sind, um eine Erkrankung aus dem allergischen Formenkreis zu entwickeln. Hin-
gegen zeigte die Analyse des Einflusses der AIT keine Unterschiede bezliglich der IgE-Werte
zwischen den Gruppen. Eine Erklérung hierfiir kann sein, dass durch die AIT vermehrt spe-
zifische 1gG4-Antikdrper gebildet werden, die mit den IgE-Antikérpern um Bindungsstellen
konkurrieren und auf diese Weise die allergische Reaktion abschwéchen (Groh et al., 2017).
Bezlglich der Durchfliihrung einer AIT zeigten Ciprandi, Silvestri und Sivestri (2014), dass der
spezifische IgE-Wert als prognostischer Marker genutzt werden kann, um zu Beginn der AIT
den Erfolg abschéatzen zu kdnnen. Vor allem Patienten mit erhéhten IgE-Spiegeln profitierten
von einer AIT.

Schlussfolgernd zeigt die Auswertung der allergologischen Diagnostik im Einklang mit der
Literatur, dass die Immuntherapie bei Allergikern zu einer Reduktion der Symptombelastung
fuhrt. Asthmatiker mit erfolgreicher AIT wiesen ein besser kontrolliertes Krankheitsbild auf.
Das IgE-Niveau sowie der Tiffeneau-Wert in der Lungenfunktion zeigten sich unbeeinflusst
durch die AIT.

4.1.2. Systemische Ebene

Die Auswertung von Blutmonozyten und Serumiberstand hat die Identifizierung von Aus-
wirkungen der allergischen Rhinokonjunktivitis sowie des allergischen Asthmas auf systemi-
scher Ebene zum Ziel. Betrachtet wurden eine Auswahl der Monozyten-Marker fiir die FACS-
Analyse, die intra- und extrazellular gefarbten Antigene sowie der Serumuiberstand.

Das Gating fur die FACS-Analyse der Monozyten erfolgte mittels folgender Marker: CD45,
CD16~ und HLA-DR™. Durchschnittlich 85,8 % der CD45"-PBMC waren CD16~HLA-DR™*-
Monozyten. Diese Messung stimmt mit den Literaturangaben von 85—90 % fir klassische
CD16~-Monozyten Uberein (Wong et al., 2012; Murphy et al., 2018, S. 98). Der Anteil an
CD457CD16~HLA-DR™-Monozyten an der gesamten PBMC-Population zeigte keine signi-
fikanten Unterschiede zwischen den Gruppen und betrug im Durchschnitt 14,2 %. Dieser
Wert stimmt ebenfalls mit den Literaturangaben fir einen Monozyten-Anteil von 10—20 %
der PBMC (iberein (Kleiveland, 2015, S. 162). Im Folgenden werden die CD45+CD16~HLA-
DR™-Monozyten mit Rlcksicht auf die Lesbarkeit erneut vereinfachend als Monozyten be-
zeichnet.

Im Rahmen der explorativen Analyse von Zytokinen wurde die Expression von IFN-y, IL-10
sowie IP-10 in den Monozyten fluoreszenzbasiert bestimmt. Die Auswertung der Expressi-
on von IFN-y und IL-10 zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Die
Analyse des Chemokins IP-10 zeigte hingegen eine geringere Expression in der Gruppe der
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AR sowie eine erhdhte Expression in der Gruppe der AA und der SE, jeweils im Vergleich zu
der Kontrollgruppe.

Die geringere IP-10-Produktion der Gruppe der AR lasst sich in Bezug auf das TH1/TH2-
Ungleichgewicht bei allergischen Reaktionen gut einordnen. Die Produktion des Chemokins
IP-10 wird durch IFN-y induziert und fiihrt zu einer verstarkten TH1-Reaktion. Verminderte
IP-10-Werte flhren zu einer abgeschwachten TH1-Reaktion und somit zu einer Starkung
der TH2-Antwort. Die Rolle von IP-10 bei Patienten mit allergischer Rhinitis ist jedoch nicht
vollstdndig geklart. In die Bewertung der Ergebnisse werden im Folgenden die Wirkung am
CXCR3-Rezeptor, die Rolle von Histamin sowie der AIT miteinbezogen.

Campbell, Gangur, Simons und HayGlass (2004) zeigen, dass eine Bindung von IP-10 an
den CXCR3-Rezeptor auf T-Zellen Uber eine verstarkte TH1-Reaktion zu einer klinischen
Toleranz gegenliber Graserpollen fiihrt. Allerdings flhren die Autoren die abgeschwéchte IP-
10-Wirkung bei Allergikern nicht auf eine verminderte IP-10-Expression, sondern ein vermin-
dertes Ansprechen des CXCR3-Rezeptors auf dessen Liganden zurtick. Die Tatsache, dass
IP-10 zur Entwicklung einer klinischen Toleranz gegenulber Allergenen beitragt, bietet jedoch
eine Erklarung fir die erhéhten IP-10-Werte, die fur die Gruppe der SE gemessen wurden.
Ein weiterer Aspekt in der Bewertung des verminderten IP-10-Wertes der Gruppe der AR ist
das Molekil Histamin. Studien konnten eine Verringerung von IP-10 sowohl durch Histamin
direkt als auch durch Antihistaminika zeigen (Glatzer et al., 2014; Hung et al., 2007). Beide
Mechanismen kdnnten bei der Gruppe der AR dieser Studie auftreten, da sowohl Histamin
im Rahmen der allergischen Reaktion ausgeschttet als auch Antihistaminika eingenommen
wurden. Der Einfluss der AIT im Bezug auf die IP-10-Ausschiittung wurde von Cosmi et al.
(2006) naher untersucht: In PBMC-Proben von Patienten mit einer Hausstaubmilbenallergie
wurden nach zw6lf Monaten einer AIT erhdhte IP-10 Spiegel gemessen. Eine Immunthera-
pie verringert mdglicherweise die TH2-Inflammation durch eine verminderte Suppression der
TH1-Zytokine. Passend zeigte in dieser Studie insbesondere die Gruppe der AR ohne AIT
herabgesetzte IP-10-Werte.

Die Rolle von IP-10 bei Asthmatikern ist in der Literatur einheitlicher beschrieben: Asthma-
tiker weisen erhéhte IP-10-Werte auf. Das Entztindungsprofil bei allergischem Asthma wird
als heterogen beschrieben und weicht oft vom klassischen TH2-gewichteten Profil ab (Kim,
DeKruyff & Umetsu, 2010). Neben der lokalen bronchialen Erhéhung, die im subsection 4.1.3
diskutiert wird, konnten auch andere Studien erhdhte IP-10-Werte in den Plasma-Spiegeln
von Allergikern wahrend der akuten Exazerbation messen (Lai et al., 2008; Ragusa & Fallahi,
2017). Unklar bleibt, ob die Monozyten (iber die IP-10-Expression versuchen der allergischen
Inflammation entgegenzusteuern oder die asthmatische Entzindung mit aktivieren.

Neben den intrazellularen Zytokinen wurden die beiden Oberflachenmarker PD-L1 und PD-

L2 auf den CD45TCD16~HLA-DR™*-Monozyten mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die
Analyse der PD-L2-Expression auf den Monozyten zeigte keine signifikanten Unterschiede.
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Die Auswertung der PD-L1-Expression zeigte jedoch signifikante Differenzen auf: Studien-
teilnehmer ohne AIT wiesen eine signifikant geringere PD-L1-Expression auf, jeweils im Ver-
gleich zu den Studienteilnehmern mit AIT und den Studienteilnehmern der Gruppe der SE.
Im Vergleich zu der Kontrollgruppe zeigte sich lediglich ein nicht-signifikanter Trend. Diese
Ergebnisse deuten auf eine protektive Wirkung der PD-L1-Expression hin, die sowohl die
Studienteilnehmer mit AIT als auch die Gruppe der SE vor einer allergischen Immunreak-
tion schitzt. Die Wirkung von PD-L1 erfolgt Gber eine Bindung an dessen PD-1-Rezeptor
auf T-Zellen. Bei Allergen-Stimulation wirkt der PD-1-Rezeptor inhibierend auf die Proliferati-
on und die Zytokin-Expression allergenspezifischer CD4"-T-Zellen (Rosskopf, Jahn-Schmid,
Schmetterer, Zlabinger & Steinberger, 2018). Neben der direkten Hemmung von aktiven T-
Zellen fiihrt PD-L1 auf APC auch zu einer Konversion von naiven CD4*-T-Zellen zu regula-
torischen T-Zellen, welche wiederum zur Hemmung der allergischen Reaktion beitragen (de
Roock et al., 2011; Francisco et al., 2009; Murphy et al., 2018, S. 366). Auch Palomares et
al. (2018) haben eine verstéarkte PD-L1-Expression auf von Monozyten abstammenden den-
dritischen Zellen bei Patienten mit Pfirsich-Allergie nach AIT gemessen. Eine weitere Studie
konnte ebenfalls bei Patienten mit BeifuBpollen-Allergie nach einer AIT eine erhéhte PD-L1-
Expression bei CD141T-PBMC messen (Piconi et al., 2010). Die vorgestellten Ergebnisse
unterstitzen die These, dass die Wirkung der AIT Uber eine verstarkte PD-L1-Expression auf
Monozyten mitbestimmt wird.

In dieser Studie wurden weiterhin die beiden Molekile Neopterin und IDO im Serumiiber-
stand untersucht — sowohl innerhalb als auch auBBerhalb der Allergiesaison. Neopterin wird
unter anderem in Monozyten als Oxidationsschutz bei zellularem Stress produziert (Murr et
al., 2002). In den Serumiiberstanden zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Neopterin-Werten. Differenzen konnten auf lokaler Ebene —im Sputum — gemessen wer-
den (subsection 4.1.3).

Die IDO-Aktivitat im SerumUberstand der Studienteilnehmer war signifikant erhéht in der
Gruppe der Allergiker ohne AIT in der IS im Vergleich zur OS. Besonders die Gruppe der
AA ohne AIT wies im Vergleich zur Kontrollgruppe eine erhdhte IDO-Aktivitét in der IS auf.
Hierflr kdnnen zwei Erkldrungsansatze herangezogen werden. Entweder bewirkt die erhéh-
te IDO-AKktivitat in der IS eine Verstarkung der Inflammation oder das Immunsystem versucht
durch eine verstarkte IDO-Wirkung der allergischen Entziindung entgegenzuwirken. Erste-
res — also eine proinflammatorische Rolle von IDO — wird durch eine Studie von H. Xu et
al. (2008) unterstltzt. Im Mausmodell konnte bei IDO-Knockout-Mausen eine herabgesetzte
TH2-Antwort festgestellt werden (H. Xu et al., 2008). Der zweite Erklarungsansatz hingegen
wurde von einer Vielzahl anderer Studien bewiesen. Das Enzym IDO baut Tryptophan zu
Kynurenin ab und hemmt auf diese Weise die T-Zell-aktivierende Wirkung von Tryptophan.
AuBerdem gibt es Hinweise darauf, dass IDO selbst als Transkriptionsfaktor wirksam ist und
die Wirkung regulatorischer T-Zellen verstarkt (Munn & Mellor, 2013). Sowohl im Mausmodell
als auch beim Menschen wurde die regulierende Wirkung von IDO im Formenkreis der aller-
gischen Erkrankungen aufgezeigt (Buyuktiryaki et al., 2016; Luukkainen et al., 2014; Raitala,
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Karjalainen, Oja, Kosunen & Hurme, 2006; von Bubnoff & Bieber, 2012). In diesen Studien
wurde allerdings im Gegensatz zu den Daten dieser Arbeit eine herabgesetzte IDO-Aktivitat
bei Allergikern gemessen, die fir eine fehlende regulatorische Wirkung des Enzyms im Rah-
men der allergischen Reaktion sprechen. Dieser Widerspruch wurde auch von Refaat et al.
(2015) beobachtet, die ebenfalls erhdhte IDO-Werte im Serum von Allergikern gemessen
haben. Allerdings wurde nicht die IDO-Aktivitat bestimmt, sondern die IDO-Konzentration er-
mittelt (Refaat et al., 2015). Ein Grund fiir die unterschiedlichen Messungen kann sein, dass
die systemische IDO-Aktivitét von einer Vielzahl von allgemeinen Prozessen im Kérper an-
hangig ist und durch unbekannte Belastungen des Immunsystems beeinflusst werden kann
(Munn & Mellor, 2013).

Hinsichtlich der IDO-Aktivitat im Serum stiitzen zwei weitere Aspekte den regulativen Cha-
rakter des Enzyms: Die Messung der Aktivitdt bei asymptomatischen Atopikern sowie bei
Patienten mit AIT. Von Bubnoff et al. (2004) konnten eine erhdhte IDO-Aktivitat bei asympto-
matischen Atopikern im Vergleich zu symptomatischen Patienten messen. Dieses Ergebnis
Iasst einen Zusammenhang zwischen der IDO-Aktivitat und der klinischen Symptomatik so-
wie Toleranz gegentiber Allergenen vermuten. Die Gruppe der SE dieser Studie zeigten im
Serum allerdings keine erh6hte IDO-Aktivitédt. Des Weiteren konnte ein Zusammenhang zwi-
schen der IDO-Aktivitat und der Immuntherapie gezeigt werden. Im Mausmodell fiihrte die
Hemmung von IDO zu einer herabgesetzten Wirkung der OVA-Immuntherapie. Die Ergeb-
nisse sprechen fiir eine zentrale Rolle von IDO in der Reduktion der Anzahl an eosinophilen
Granulozyten in den Atemwegen sowie der Th2-Zytokine (Taher et al., 2008). Eine andere
Studie konnte bei Patienten mit Immuntherapie gegen Insektengift-Allergie eine erhéhte IDO-
Aktivitat im Serum nachweisen (Bussmann et al., 2010). Diese Arbeit konnte allerdings keine
Veranderungen in der Gruppe mit AIT im Vergleich zu den Studienteilnehmern ohne AIT
in den Serumproben messen. Schlussfolgernd ist die IDO-Aktivitdt im Serum in Anbetracht
von mdoglichen Stoérfaktoren auf systemischer Eben insbesondere bei kleinen Gruppen kein
zuverlassiger Indikator. Studien mit einer gréBeren Anzahl an Patienten sowie ein direkter
Vergleich derselben Patientengruppe vor und nach der AIT sind notwendig, um detailliertere
Erkenntnisse zu gewinnen.

Die IDO-AKktivitat wurde durch die Analyse der Tryptophan- und Kynurenin-Konzentrationen
bestimmt. Im Serumiberstand waren die Tryptophan-Werte in der Gruppe der AR mit AIT
signifikant erniedrigt, jeweils gegenilber der Gruppe der AR ohne AIT, der Gruppe der AA
mit AIT sowie der Kontrollgruppe. Auch die Kynurenin-Werte in der Gruppe der AR mit AIT
waren verringert. Da die IDO-Aktivitat allerdings aus dem Quotienten von Tryptophan und
Kynurenin hergeleitet wird, haben diese Ergebnisse keinen Einfluss auf die IDO-Aktivitat. Da
Kynurenin wiederum metabolisiert wird, kénnten diese Messungen auch auf eine erhéhte
IDO-AKktivitat in der Gruppe der AR mit AIT hinweisen. Bei gleicher IDO-Aktivitat kénnte ein
Grund fUr die niedrigeren Werte eine geringere Zufuhr der essentiellen Aminosaure Trypto-
phan sein. Um eine eindeutige Aussage treffen zu kénnen, missen weitere Metaboliten des
IDO-Stoffwechsels gemessen werden.
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Es konnte eine positive Korrelation zwischen dem Anteil an Monozyten der PBMC und der
errechneten IDO-Aktivitdt gemessen werden. Dieses Ergebnis kann als Hinweis fiir die Pro-
duktion von IDO durch die Monozyten dienen, welches einen regulativen Charakter dieser
unterstiitzen wirde (von Bubnoff et al., 2002).

Zusammenfassend reprasentieren die Ergebnisse die vielseitige Rolle der klassischen Mono-
zyten. Bevor diese im Gewebe zu Makrophagen differenzieren, wirken Monozyten selber als
Effektorzellen und produzieren Zytokine (Murray, 2018). Hierbei bewirken sie eine Aktivierung
des Immunsystems. Beispielsweise die Expression von IP-10 fihrt zu einer Rekrutierung von
aktivierten TH-Zellen. Diese Arbeit zeigte ein verédndertes Expressionsmuster von IP-10 in
der Gruppe der AR sowie der Gruppe der AA. Die Daten weisen auf eine Dysregulation
der Monozyten im Rahmen der allergischen Inflammation hin. Jedoch gibt es auch Hinweise
far einen protektiven Charakter der Monozyten (Murray, 2018). Im Einklang hiermit konn-
te diese Arbeit eine erhéhte PD-L1-Expression der Monozyten von Studienteilnehmern mit
AIT nachweisen. AuBBerdem gilt die IDO-Aktivitat als regulierende Komponente allergischer
Erkrankungen. Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen auf eine mdgliche Produktion von IDO
durch Monozyten hin.

4.1.3. Lokale Ebene

Fur die Analyse der Veranderungen im Rahmen der allergischen Rhinitis sowie des allergi-
schen Asthmas auf lokaler Ebene wurde eine Sputuminduktion durchgefihrt. Das gewon-
nene Material diente als Abbild des bronchialen Entziindungsgeschehens. Der folgende Ab-
schnitt beinhaltet die Bewertung der Sputum-Qualitat, der Zytospin-Daten, der Auswahl der
Makrophagen-Marker fir die FACS-Analyse, der intra- und extrazellular gefarbten Antigene
sowie des Sputumiiberstandes.

Eine hohe Sputum-Qualitat ist essentiell fiir eine aussagekraftige Analyse des Sputums. Qua-
litdtskriterien fir Sputumproben sind eine geringe Anzahl squamdser und toter Zellen sowie
eine hohe Gesamtleukozytenzahl. Ein Grenzwert von 15% squamdéser Zellen sollte nicht
Uberschritten werden (Zissler, 2012, S. 57). Die Auswertung der Proben dieser Arbeit zeigte
sowohl in der IS als auch in der OS nur Werte unter 10 %. Somit konnte durch die Befolgung
der SOP in allen Proben ein Anteil von lber 80 % lebender Leukozyten erreicht werden (Ziss-
ler, 2012, S. 63). In der OS war die Gesamtleukozytenzahl im Sputum sowie die Anzahl der
Leukozyten pro Milliliter Sputum — die Zelllast — im Vergleich zur IS in allen Gruppen signifi-
kant héher. Da das Gewicht des selektierten Sputums in der IS im Vergleich zur OS keinen
Unterschied aufwies, ist die erhdhte Gesamtleukozytenzahl auf eine erhéhte Zelllast zuriick-
zufGhren. Bezliglich der Zelllast gibt es Hinweise, die fiir einen zirkanualen Einfluss sprechen
(Haus & Smolensky, 1999). Laut Reinberg, Schuller, Delasnerie, Clench und Helary (1977)
folgen die Werte einem monatlichen Rhythmus, der einen Hochpunkt im Dezember aufweist.
Eine andere Studie stellte hingegen vor allem im Sommer erhdhte Leukozyten-Werte fest
(Rocker, Feddersen, Hoffmeister & Junge, 1980). Auch ein abgelaufener Atemwegsinfekt im
Winter kann einen Einfluss auf die Menge und Zelllast des Sputums haben (Kardos et al.,
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2019, S.173).

Die Analyse der Zytospin-Daten zeigte einen erhdhten Makrophagen-Anteil in der Zytospin-
Auswertung im Vergleich zu den FACS-Daten. Die Differenz leitet sich durch eine spezifische-
re Messung durch das FACS-Gerét ab. Mononukleare Zellen kénnen mikroskopisch weniger
differenziert werden. Diese Beobachtung wurde bereits in vorhergehenden Studien beschrie-
ben (Zissler, 2012).

Die Auswahl der Sputummakrophagen fir die FACS-Analyse erfolgte durch folgende Mar-
ker: CD45", CD16~ und HLA-DR™. Die Analyse zeigte einen durchschnittlichen Anteil der
CD45"CD16~HLA-DR™*-Makrophagen von 6,1 % in Bezug auf die Gesamtheit der Sputum-
zellen. Hierbei wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen gemessen.
In der Literatur wird der Anteil an Makrophagen im Sputum durchschnittlich mit 40—80 % der
Zellen angegeben (Davidson, The & Leigh, 2013; Vidal et al., 2012; Zissler, 2012). Hieraus
lasst sich ableiten, dass in dieser Studie eine spezielle Untergruppe der Sputummakropha-
gen untersucht wurde. Im Folgenden werden die CD457CD16~HLA-DR™-Makrophagen mit
Rucksicht auf die Lesbarkeit erneut vereinfachend als Makrophagen bezeichnet.

FUr die explorative Analyse von Zytokinen wurde die Expression der intrazelluldren Zytokine
IFN-y, IL-10 sowie IP-10 der Makrophagen fluoreszenzbasiert bestimmt. Die Auswertung der
Expression von IL-10 zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Die
Analyse der anderen beiden Zytokine wies eine signifikant geringere Bildung von IFN-y und
IP-10 in Makrophagen der Gruppe der AR im Vergleich der Gruppe der AA sowie der Kontroll-
gruppe auf. Die erniedrigten Werte der Gruppe der AR kénnten auf die TH2-gerichtete allergi-
sche Reaktion zuriickzuflihren sein, die eine Unterdrlickung der Bildung von TH1-Zytokinen
wie IFN-y und IP-10 bewirkt (Murphy et al., 2018, S. 485). Mamessier et al. (2007) haben
ebenfalls eine erniedrigte Expression von IFN-y bei Patienten mit allergischer Rhinitis im Spu-
tum gemessen. Allerdings wurde die Expression von IFN-y in T-Zellen gemessen. TH1-Zellen
I6sen durch die Produktion von IFN-y einen positiven Feedback-Mechanismus aus, indem
IFN-y wiederum die Differenzierung von TH1-Zellen férdert (Murphy et al., 2018, S. 485).
Auch Makrophagen werden durch IFN-y aktiviert. Die Daten dieser Studie weisen mdglich-
weise auf eine &hnliche IFN-y Rlckkopplungsreaktion der Makrophagen hin, die durch die
allergische Reaktion der Rhinitiker eingeschrénkt wird. Weiterhin kann dieser Mechanismus
ebenfalls zu einer Reduktion der IP-10-Produktion fihren, die von IFN-y abhangig ist. In die-
ser Arbeit wurde erstmalig die Expression von IP-10 im Sputum von Patienten mit allergischer
Rhinitis untersucht, wobei herabgesetzte Werte feststellt wurden.

Die im Gegensatz zu den Rhinitikern erhéhte Produktion von IP-10 im Sputum von Patienten
mit allergischem Asthma wurde hingegen auch von anderen Studien gezeigt. In der vorlie-
genden Arbeit wurde in Makrophagen eine erhéhte Produktion von IP-10 in der Gruppe der
AA im Vergleich zu der Gruppe der AR festgestellt. Im Vergleich zu der Kontrollgruppe zeigte
sich allerdings nur ein nicht-signifikanter Trend. Auch Takaku et al. (2016) ermittelten erhéhte
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IP-10-Spiegel im Sputum von Asthmatikern. Andere Studien zeigten erhéhte IP-10-Werte in
der bronchoalveoladren Lavage bei Asthmatikern unter Allergen-Provokation (Bochner, Hud-
son, Xiao & Liu, 2003; Pilette, Francis, Till & Durham, 2004). Die Autoren argumentieren,
dass sich bei allergischem Asthma neben der akuten TH2-gerichteten Reaktion auf Allerge-
ne im Verlauf eine chronische Erkrankung mit einem TH1/TH2-gemischten Entziindungspro-
fil entwickelt. Im Mausmodell fiihrte IP-10 zu einer bronchialen Hyperaktivitat. Die Autoren
verweisen auf eine mdégliche Aktivierung der TH2-Zellen sowie eosinophilen Granulozyten
durch eine Bindung von IP-10 an den CXCR3-Rezeptor auf TH2-Zellen (Medoff et al., 2002).
Weiterhin zeigte eine Studie von Erin et al. (2005), dass Steroide zu einer Verringerung der
Expression von IP-10 fihren kénnen. Welche Rolle die Expression von IP-10 durch Makro-
phagen einnimmt ist noch nicht vollstandig geklart. W. Xu et al. (2012) haben gezeigt, dass die
Produktion von IP-10 durch Makrophagen zur Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen
fohrt. Insgesamt zeigen die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse eine unterschiedliche
IP-10-Expression in der Gruppe der AR und der Gruppe der AA auf, die sowohl bei Monozy-
ten als auch Makrophagen gemessen werden konnte. Die Daten stehen im Einklang mit der
These, dass die IP-10-Produktion der Zellen Uber eine positive Rickkopplung die asthmati-
sche Inflammation verstarkt.

Neben den intrazellularen Zytokinen wurden die beiden Oberflachenmarker PD-L1 und PD-
L2 auf den CD45"CD16~HLA-DR™-Makrophagen in der FACS-Analyse betrachtet. Die Ana-
lyse zeigte einen signifikanten Unterschied in der Expression: Die Gruppe der AA wiesen im
Vergleich zu der Gruppe der AR sowie der Kontrollgruppe eine signifikant erhéhte Expression
von PD-L1 sowie PD-L2 durch Makrophagen auf.

Die Liganden PD-L1 sowie PD-L2 hemmen die Aktivitat von T-Zellen (Singh et al., 2011; Mur-
phy et al., 2018, S. 366). Durch deren Expression tragen Makrophagen als APC im Rahmen
der Immunantwort méglicherweise zu einer Regulation der allergischen Inflammation bei.
Die Expression von PD-L1 sowie PD-L2 auf Makrophagen trat im Mausmodell bei allergi-
schem Asthma verstarkt nach Allergenprovokation auf. Die Blockierung von PD-L2 fiihrte zu
einer abgeschwéchten bronchialen Hyperaktivitdt und Eosinophilie. Matsumoto et al. (2004)
vermuten, dass PD-L2 Uber eine verstarkte Aktivitat von IFN-y zu einer Abschwachung der
asthmatischen Entziindung im Lungengewebe fuhrt. Eine weitere Studie zeigte ebenfalls eine
erhdhte bronchiale Hyperaktivitét sowie IL-4-Produktion bei PD-L2-Knockout-Mausen (Akba-
ri et al., 2010). Anderseits zeigten PD-L1-Knockout-M&use eine abgeschwéchte bronchiale
Hyperaktivitét und erhéhte IFN-y-Produktion durch natiirliche Killerzellen (Akbari et al., 2010).
Diese Studien sprechen fir eine protektive Wirkung von PD-L2 gegenliber der Entwicklung
von Asthma und méglicherweise kontroverse Wirkung von PD-L1. Andererseits zeigten Lew-
kowich et al. (2013), dass die PD-L2 Expression auf dendritischen Zellen in der bronchialen
Biopsie mit der Schwere des Asthmas korrelierte. PD-L2 korrelierte mit einer verminderten
IL-12-Produktion, die wiederum mit einer vermehrten bronchialen Inflammation einhergeht.
Auch eine weitere Studie konnte nach Hemmung von PD-L2 eine verstarkte bronchiale In-
flammation im Maus-Asthmamodell messen (Oflazoglu et al., 2004). Diese Zusammenfas-
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sung zeigt, dass in der Literatur verschiedene, widersprichliche Ansétze und Ergebnisse
diskutiert werden. Es bleibt unklar, ob die erhéhte Expression der PD-Liganden durch Makro-
phagen die asthmatische Inflammation abschwéchen oder verstarken.

In der Pathogenese des Asthmas spielt des Weiteren ein Ungleichgewicht des Verhaltnisses
von TH17- und regulatorischen T-Zellen eine Rolle (Zissler, Jakwerth et al., 2018). McAlees
et al. (2015) vermuten eine protektive Wirkung von PD-L1 in der Entwicklung eines schweren
Asthmas durch die Hemmung von TH17-Zellen. Andererseits fiihrt PD-L1 auch zu einer Hem-
mung von regulatorischen T-Zellen, die nach Xi, Liu und Guo (2018) im inflammatorischen
Milieu sensitiver bezlglich der PD-L1/PD-1 Bindung sind als TH17-Zellen. Die Blockade von
PD-1 wlrde somit zu einer Verminderung von TH17-Zellen und einer Erhéhung von regulato-
rischen T-Zellen beitragen, was eine Abschwachung der bronchialen Inflammation zur Folge
hatte. Die Studienlage zeigt eine komplexe Regulation der unterschiedlichen CD4*-T-Zellen
durch die PD-1/PD-L-Achse, die nicht vollstandig verstanden wird. Die Ergebnisse dieser Ar-
beit unterstiitzen eine Rolle der PD-Liganden in der Asthma-Pathogenese.

Die Analyse des Einflusses der AIT verdeutlicht, dass insbesondere die Makrophagen der
AA ohne AIT verstarkt PD-L1 produzierten. Mdglicherweise reduziert das besser kontrollierte
Asthma nach der AIT die Notwendigkeit der regulierenden Rolle der Makrophagen. Die PD-
1/PD-L1-Verbindung bewirkt im Mausmodell eine Hemmung der Aktivitat von TH17-Zellen,
welche in der Entwicklung von schwerem Asthma eine Rolle spielen (McAlees et al., 2015).
Im Gegensatz dazu exprimierten insbesondere die Makrophagen der Gruppe AA mit AIT
gegentiber der Kontrollgruppe verstarkt PD-L2. Die verstarkte PD-L2-Expression kann im
Rahmen der AIT zum Schutz des Lungengewebes beitragen. Uber den Liganden PD-L2
kénnen Makrophagen die Wirkung von aktiven TH2-Zellen abschwéchen (Matsumoto et al.,
2004). Um den Einfluss der AIT genau zu evaluieren, sind gréBere Fallzahlen sowie eine
regelmaBige Untersuchung der Studienteilnehmer wahrend der Therapie notwendig.

In dieser Arbeit wurden auch im Sputumiberstand die beiden Molekiile Neopterin und IDO
analysiert — sowohl in der IS als auch in der OS. Im Gegensatz zum Serumiberstand zeigten
sich signifikante Unterschiede in den Neopterin-Spiegeln zwischen den Proben. Im folgenden
Abschnitt wird der Vergleich der Neopterin-Werte zwischen der IS und der OS, die Rolle der
Immuntherapie und der asthmatischen Komponente sowie die Produktion durch Makropha-
gen diskutiert.

Im Sputumdiberstand waren in der IS signifikant geringere Neopterin-Wert messbar als in
der OS. Erhéhte Neopterin-Spiegel im Winter im Vergleich zum Sommer wurden auch von
Mohyuddin et al. (2017) nachgewiesen. Urs&chlich kénnte hierflr eine verstarkte Aktivierung
des Immunsystems im Winter sein. Neopterin wird in Makrophagen vermehrt unter oxidati-
vem Stress im Rahmen einer Oxidationsreaktion produziert (Gieseg, Baxter-Parker & Lind-
say, 2018; Gostner, Becker, Kofler, Strasser & Fuchs, 2016). Die in dieser Arbeit vorgestellten
Ergebnisse zeigen auBerdem einen Einfluss der Immuntherapie. Vor allem die Studienteil-
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nehmer mit AIT wiesen in der IS im Vergleich zur OS geringere Neopterin-Werte im Sputum
auf. Auch Ciprandi, De Amici, Marseglia und Fuchs (2010) konnten bei Allergikern mit AIT ver-
ringerte Neopterin-Serumwerte im Vergleich zu Studienteilnehmern ohne AIT nachweisen.
Allerdings wurden in dieser Studie Serum-Spiegel bestimmt (Ciprandi et al., 2010). Diese
Beobachtung steht im Einklang mit der Hypothese, dass eine erfolgreiche AIT die pulmona-
le Inflammation wahrend der Allergiesaison vermindert. Reduzierter zelluléarer Stress flhrt zu
einer verringerten Neopterin-Produktion im Vergleich zu den Studienteilnehmern ohne AlT.

Neben der Immuntherapie beeinflusst auch die asthmatische Komponente der allergischen
Erkrankung den Neopterin-Spiegel. Die Werte der Gruppe der AA ohne AIT waren sowohl ge-
genlber der Kontrollgruppe als auch der Gruppe der AR ohne AIT in beiden Saisons erhéht.
Warwick, Thomas und Yates (2013) haben deutlich erhéhte Neopterin-Werte bei Asthma-
tikern im Sputum wahrend der Exazerbation gemessen. Auch bei Kindern, die an Asthma
erkrankt sind, konnten im Vergleich zu gesunden Kontrollen erhéhte Neopterin-Werte im Se-
rum nachgewiesen werden (Licari et al., 2019) Die erhéhten Neopterin-Werte im Sputum
reprasentieren die lokale Inflammation in der Gruppe der AA wahrend der Allergiesaison.
Die Daten dieser Arbeit sprechen fliir den Einsatz von Neopterin als Sputum-Marker fir eine
erfolgreiche AIT bei Asthmatikern.

Makrophagen z&hlen zu den Hauptproduzenten von Neopterin (Murr et al., 2002). Die Aus-
wertung ergab eine positive Korrelation zwischen den Neopterin-Werten und dem Anteil an
CD16~-Makrophagen der Sputumzellen. Diese Messungen deuten auf einen Zusammen-
hang zwischen der Neopterin-Produktion und den CD16~-Makrophagen hin. Diese Makro-
phagen weisen mdglichweise eine M1-Polarisierung auf und werden durch IL-12 aktiviert
(Boorsma, Draijer & Melgert, 2013; Yoshiyama et al., 2018).

Die Diskussion der IDO-Aktivitat im Sputumiberstand bezieht sich auf die direkte und die
indirekte Auswertung Uber den Tryptophan-Wert, die Rolle der AIT sowie die Korrelation mit
dem Anteil an Makrophagen und dem Neopterin-Wert.

Das Enzym IDO dient unter anderem der Regulation von Immunantworten. Die Bestimmung
der IDO-Aktivitat im Sputumuberstand war lediglich bei zwei Studienteilnehmern méglich,
da nur in diesen Proben die Kynurenin-Werte bestimmt werden konnten. Die Probe eines
Kontroll-Studienteilnehmers wies eine vierfach héhere IDO-Aktivitat als die Probe des Stu-
dienteilnehmers der Gruppe der AA ohne AIT auf. Durch die fehlenden Daten der anderen
Proben kénnen keine direkten Aussagen Uber die IDO-Aktivitat im Sputum geschlussfolgert
werden. Ein indirekter Hinweis auf die IDO-Aktivitat kann aus den Tryptophan-Werten herge-
leitet werden.

Die Tryptophan-Konzentration war in den Sputumiberstdnden der Allergiker sowohl mit als

auch ohne AIT in der IS im Vergleich zur OS signifikant erhéht. Ein geringerer Tryptophan-
Umsatz weist auf eine niedrigere IDO-Aktivitat hin, da IDO das hauptverantwortliche Enzym
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fir den Tryptophan-Umsatz ist (Gostner et al., 2016). Ursé&chlich fur die erniedrigte 1DO-
Aktivitat der Allergiker in der Allergiesaison kdnnte das Molekll NO sein, welches bei Aller-
gikern vermehrt gebildet und eine Hemmung der IDO-Aktivitat bewirkt (Gostner et al., 2016;
Kharitonov, Rajakulasingam, O’Connor, Durham & Barnes, 1997). Auch ein genetischer Po-
lymorphismus im IDO-Gen kdnnte zu einer herabgesetzten Aktivitat beitragen (von Bubnoff
& Bieber, 2012). Andere Studien bestéatigen diesen Ansatz und messen herabgesetzte IDO-
Werte im Atemkondensat und Sputum von Patienten mit allergischem Asthma. Inhalative
Kortikosteroide fiihrten zu einer Steigerung der IDO-Aktivitat, welche mit der IL-10 Produk-
tion durch Makrophagen korrelierte (Maneechotesuwan et al., 2008; van der Sluijs et al.,
2013). Luukkainen et al. (2011) untersuchten hingegen Proben der nasalen Schleimhaut und
konnten bei Patienten mit allergischer Rhinitis im Vergleich zu der Kontrollgruppe keinen Un-
terschied feststellen. Zusammenfassend stehen die Daten dieser Arbeit im Einklang mit der
Literatur und sprechen fir eine lokale antiinflammatorische Rolle des IDO-Metabolismus vor
allem im unteren Atemtrakt. Die Ergebnisse zeigten allerdings keinen Einfluss der AIT auf die
lokale IDO-Aktivitat.

Das Enzym IDO wird in 96 % der Makrophagen exprimiert (Maneechotesuwan et al., 2008).
Eine positive Korrelation wurde zwischen dem prozentualen Anteil an CD16~-Makrophagen
und den Tryptophan-Werten gemessen, was fir eine herabgesetzte IDO-Aktivitat dieser Zel-
len spricht. AuBerdem bestand eine positive Korrelation zwischen den Neopterin und Trypto-
phan-Werten in der 1S. Sowohl die Neopterin-Produktion als auch die IDO-Aktivitat werden
durch IFN-y induziert. Erhdhte NO-Spiegel bei Allergikern hemmen die IDO-Produktion. Das
Neopterin-produzierende Enzym GTP-Cyclohydrolase 1 wird allerdings nicht durch NO ge-
hemmt (Gostner et al., 2016). Schlussfolgernd stellen die erhéhten Neopterin- sowie Trypto-
phan-Spiegel keinen Widerspruch dar und weisen auf einen gemeinsamen Pathomechanis-
mus hin.

Zusammenfassend verdeutlichen die Ergebnisse die unterschiedliche Regulation der Makro-
phagen von Rhinitikern und Asthmatikern. Die erniedrigte Expression von IFN-y und IP-10
der CD457CD16~HLA-DR™'-Makrophagen in der Gruppe der AR spiegelt die vorwiegend
TH2-gerichtete Inflammation wider. Die Makrophagen der Gruppe der AA wiesen hingegen
erhdhte IP-10-Werte auf. Das Chemokin tragt bei diesen Patienten mdglicherweise zur Auf-
rechterhaltung der bronchialen Inflammation bei. AuBerdem deuten die Daten auf eine herab-
gesetzte IDO-Aktivitat bei Allergikern hin, welche die Entziindung ebenfalls verstarken kann.
Die Inflammation in der Gruppe der AA ohne AIT wird durch erhéhte Neopterin-Werte im
Sputum abgebildet. Andererseits weist die erhdhte Expression der Liganden PD-L1 sowie
PD-L2 bei Asthmatikern auf regulative Eigenschaften einiger Makrophagen hin.

4.1.4. Vergleich der Ebenen

Der Vergleich der systemischen mit der lokalen Ebene spiegelt die unterschiedlichen Rol-
len der Monozyten beziehungsweise Makrophagen bei Allergikern wider. Beide Zelltypen
gehéren zum MPS und weisen sowohl protektive als auch pathogene Eigenschaften auf.
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Die Gliederung in verschiedene Phanotypen wird in der Literatur umfanglich diskutiert (Mur-
ray, 2017, 2018; Murray & Wynn, 2011). Ziel dieser Studie war es, durch die Analyse der
CD45"CD16~HLA-DR'-Monozyten und Makrophagen weitere Erkenntnisse (iber die Cha-
rakterisierung der Phanotypen sowie die Pathogenese des allergischen Asthmas zu erlan-
gen.

Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie verdeutlichen ein unterschiedliches Zytokin-Expres-
sionsmuster der CD457CD16~HLA-DR"-Monozyten und -Makrophagen. Die Auswertung
der Daten aller Studienteilnehmer zeigte, dass CD45"CD16~HLA-DR™-Monozyten im Ver-
gleich signifikant mehr PD-L1 sowie IP-10 und CD45"CD16~HLA-DR™'-Makrophagen signi-
fikant mehr PD-L2 sowie IL-10 produzierten.

Durchschnittlich 85 % der CD457CD16~HLA-DR'-Monozyten exprimierten das Chemokin
IP-10. Die chemotaktische Aktivitat ist neben der Phagozytose eine klassische Aufgabe der
Monozyten. Bei Verletzung von Gewebe oder Infektionen werden durch Chemokine weitere
Immunzellen zum Entzindungsort rekrutiert (Grage-Griebenow, Flad & Ernst, 2001). Wah-
rend IP-10 mdglicherweise zur Inflammation des Asthmas beitrégt, kann die Rekrutierung
von vor allem TH1-Zellen auch als gegensatzliche Wirkung zur TH2-gerichteten allergischen
Reaktion angesehen werden. Murray (2018) vermutet, dass Monozyten selber durch die Pro-
duktion von Sauerstoffradikalen sowie Phagozytose pathogenetisch relevant sind, aber auch
protektive Eigenschaften besitzen. Die These der protektiven Wirkung wird von dieser Arbeit
durch eine PD-L1-Expression der Monozyten unterstiitzt. AuBerdem konnte eine Korrelation
zwischen dem Anteil an CD45TCD16~HLA-DR™-Monozyten der Gesamtmonozyten sowie
der IDO-Aktivitdt gemessen werden, was den regulativen Charakter der Zellen bekraftigt.
Veremeyko et al. (2013) haben die microRNA von Monozyten und Makrophagen verglichen
und stellten die Klassifikation der Monozyten anhand der CD14- und CD16-Expression in
Zusammenhang mit der M1-M2-Unterteilung. Klassische Monozyten wiesen hierbei Eigen-
schaften sowohl von M1- als auch M2-Zellen auf. Die Daten dieser Arbeit stehen hiermit im
Einklang.

Die Gliederung der Makrophagen wird in der Literatur vielfaltig beschrieben. Zusammenfas-
send kristallisiert sich eine Unterscheidung in M1, M2 und M2-&hnliche /regulatorische Zellen
heraus (Draijer et al., 2017). Durchschnittlich 32 % der CD45"CD16~HLA-DR™-Makrophagen
zeigten eine IL-10-Produktion und sind somit am ehesten dem regulatorischen Phanotyp zu-
zuordnen. Weiterhin unterstiitzt die regulative PD-L2-Produktion diese These. Die Daten re-
prasentieren aber auch die Plastizitat der Zellen. Ein geringer Prozentsatz der CD457CD16™~ -
HLA-DR™-Makrophagen exprimierte IFN-y sowie IP-10 und ware somit eher dem M1-Typ
zuzuordnen. Die positive Korrelation des Anteils CD16~-Zellen mit den Neopterin-Werten
deutet ebenfalls auf eine M1-Komponente hin. Allerdings konnte keine Korrelation mit den
HLA-DR*-Zellen gemessen werden. Insgesamt kdnnen CD16~HLA-DR™-Zellen nicht ein-
deutig einem Phanotyp zugeordnet werden. Allerdings weisen sowohl die Monozyten als
auch die Makrophagen dieses Subtyps klare regulatorische Eigenschaften auf. Im Hinblick
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auf die asthmatische Erkrankung kénnen diese Zellen méglicherweise schitzende Funktio-
nen einnehmen.

4 2. Limitationen

4.2.1. Untersuchungskollektiv
Die Limitationen bezlglich des Untersuchungskollektivs beziehen sich auf die GrdBe der
Untergruppen, den Zeitpunkt der Untersuchung, Unterschiede im Alter und der Durchfiihrung
der AIT sowie Ko-Sensibilisierungen.

Das Untersuchungskollektiv bestand insgesamt aus 65 Studienteilnehmern in der IS und 63
Studienteilnehmern in der OS. In die Auswertung wurden nach Anwendung der Ausschluss-
kriterien die Daten von jeweils 58 Studienteilnehmern eingeschlossen. Die Untergruppen be-
standen nach dem Ausschluss ex post aus mindestens sieben Studienteilnehmern. Um die
Ergebnisse im Vergleich zu der Kontrollgruppe besser einzuordnen zu kdénnen, wére eine
héhere Anzahl an Studienteilnehmern notwendig gewesen.

Die Studie in der Allergiesaison orientierte sich am Pollenkalender der Stiftung Deutscher
Polleninformationsdienst (Werchan et al., 2018). Allerdings kam es trotzdem zu taglichen
Schwankungen im Gréaserpollenflug. Des Weiteren unterliegt die Produktion von Zytokinen
einem zirkadianen Rhythmus (Haus & Smolensky, 1999). IFN-y wird beispielsweise vermehrt
im Winter exprimiert (Katila, Cantell, Appelberg & Rimén, 1993). Der Monat der Untersu-
chung der einzelnen Studienteilnehmer kénnte demzufolge einen unbekannten Einflussfak-
tor darstellen. Diese Einschrankung bezieht sich auf den Vergleich der Daten zwischen den
Untergruppen in einer Saison.

Die Gruppe der AA mit AIT war signifikant alter gegentber der Kontrollgruppe, der Gruppe der
SE sowie der Gruppe der AR ohne AIT. Allerdings zeigten die Korrelationsanalysen keinen
Zusammenhang zwischen dem Alter und den Werten fiir Neopterin sowie Tryptophan, der
IDO-Aktivitat sowie dem Anteil an CD45T"CD16~HLA-DR™-Zellen. Deshalb wird nicht davon
ausgegangen, dass dieser Altersunterschied die Auswertung der Daten beeinflusst hat.

Bezuglich der Durchfiihrung der AIT ist eine potentielle Limitation, dass bei einem Studienteil-
nehmer die Durchflihrung der AIT zwélf Jahre zuriick lag. Da der Studienteilnehmer trotzdem
noch eine positive Wirkung beschrieb, wurde dieser nicht aus der Studie ausgeschlossen.
Ein weiterer Aspekt ist der Einfluss der Ko-Sensibilisierungen. Neben der Graserpollenaller-
gie als Hauptallergen wurde eine Ko-Sensibilisierung nicht als Ausschlusskriterium gewertet.
Es ist mdglich, dass eine Hausstaubmilbenallergie die Daten in der OS beeinflusst hat, da
es sich um ein perenniales Allergen handelt. Allerdings gaben die Patienten in der OS eine
signifikant geringere Symptombelastung an, was gegen einen starken Einfluss der Haus-
staubmilbenallergie spricht.

76



4.2.2. Labormethoden

Die potentiellen Limitationen im Bereich der Labormethoden beziehen sich auf die Durch-
flusszytometrie und die Messungen im Serum- und Sputumuiberstand. Insgesamt ist die Aus-
wertung limitiert durch ein einmaliges Abbild der Messungen und die fehlende Analyse dyna-
mischer Veréanderungen.

Limitationen beziglich der Durchflusszytometrie beinhalten den mdglichen Einschluss den-
dritischer Zellen sowie den fehlenden Vergleich der Daten zwischen der IS und der OS. Au-
Berdem bleibt teilweise unklar, ob Makrophagen zur Inflammation beitragen oder lediglich
die Expression der Zytokine eine Folge der allergischen Entziindung ist. Zuklnftige Studien
sollten diese Limitationen in ihre Planung miteinbeziehen.

Die Auswertung der Durchflusszytometrie erfolgte durch Gates, die die Analyse spezifischer
Zellgruppen ermdglichen. Fir die Analyse der Monozyten und Makrophagen wurden zu-
nachst nur die lebenden Einzelzellen ausgewahlt. Im zweiten Schritt wurden die Zellen nach
ihrer GréBe und Granularitat sortiert. Mit Hilfe dieses Diagramms war es mdglich sowohl im
Serum als auch im Sputum T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen, Granulozyten sowie dendritische
Zellen aus der Auswertung auszuschlieBBen. NK-Zellen und Granulozyten wurden zuséatzlich
durch das HLA-DR*-Gate ausgeschlossen (Autissier, Soulas, Burdo & Williams, 2010). Ein
Teil der dendritischen Zellen weist jedoch eine ahnliche GréBe und Granularitat wie die Mono-
zyten beziehungsweise Makrophagen auf. Diese Zellen sind ebenfalls CD16~ und HLA-DR™.
Da CD14 nicht als weiterer Marker angefarbt wurde, konnte diese Population dendritischer
Zellen nicht sicher ausgeschlossen werden. Allerdings nehmen dendritische Zellen im Ge-
gensatz zu den 2—20 % Monozyten in der Blutzirkulation nur einen Anteil von 0,5—1 % der
Gesamtzellzahl ein (Draxler, Madondo, Hanafi, Plebanski & Medcalf, 2017; Upham & Stum-
bles, 2003). Im Sputum Uberwiegt ebenfalls deutlich der Anteil der Makrophagen mit 30—-95 %
im Gegensatz zu einer dendritischen Population von insgesamt 0,5—-1,5% (Lay et al., 2011;
McCarthy et al., 2007). Dennoch lag beispielsweise der Median der PD-L1-Expression nur bei
2,5 % der Monozyten in dieser Studie. Somit kdnnten die positiven Messungen auch mitunter
auf die eingeschlossene Population der dendritischen Zellen zuriickzufiihren sein. Allerdings
lag die PD-L1-Expression der Monozyten in anderen Studien im gleichen einstelligen Pro-
zentbereich (Palomares et al., 2018; Piconi et al., 2010). Da die mdgliche eingeschlossene
Population dendritischer Zellen nur einen sehr kleinen Anteil darstellen, gehen wir nicht davon
aus, dass die Validitat der Ergebnisse beeinflusst wurde.

Die Auswertung der Durchflusszytometrie-Daten konnte nur in der OS durchgefiihrt werden,
da in der IS ein Gating der Monozyten und Makrophagen nicht méglich war. Somit konnte
kein Vergleich zwischen den FACS-Daten der OS und der IS gezogen werden.

Potentielle Limitationen bezliglich der Messung des Serum- und Sputumiberstandes betref-

fen die Lagerung der Proben, den Metabolismus der Molekile und eine Korrelation mit dem
BMI.
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Die Neopterin-Werte wurden mittels ELISA bestimmt. Die Langzeit-Lagerung der Proben
sollte laut ELISA-Hersteller bei —20 °C erfolgen. Der Hersteller machte keine exakten Zeit-
angaben beziiglich der Langzeit-Lagerung. Behringer, Stevens, Leendertz, Hohmann und
Deschner (2017) konnten bei Neopterin-Urinproben nach zwei Jahren bei Lagerung im ein-
gefrorenen Zustand noch konstante Werte ermitteln. Die Proben dieser Arbeit wurden vor der
Analyse maximal 14 Monate eingefroren gelagert. Es wird nicht davon ausgegangen, dass
die Lagerungen einen Einfluss auf die Konzentrationen in den Ubersténden hatte.

Eine potentielle Limitation der Neopterin-Messung bezieht sich auf den Metabolismus. Nach
Gieseg et al. (2018) sollte die Messung von Neopterin ebenfalls den 7,8-Dihydroneopterin-
Wert einschlieBen, um den oxidativen Stress und die zellulare Inflammation ausreichend be-
urteilen zu kdnnen. 7,8-Dihydroneopterin ist das Nebenprodukt, das beim Abbau von Gua-
nosintriphosphat zu Neopterin unter oxidativem Stress entsteht. Folglich stellt der Neopterin-
Wert nur einen Ausschnitt in der Beurteilung der Inflammation dar.

Die Messung der IDO-Aktivitat erfolgte mittels HPLC. Die IDO-Aktivitdt wurde nur indirekt
durch die Bestimmung der Konzentrationen des Produktes Kynurenin und des Eduktes Tryp-
tophan gemessen. Tryptophan kann jedoch auch von anderen Enzymen abgebaut werden
und Kynurenin wird seinerseits in weitere Metaboliten umgewandelt. Im Sputum war tech-
nisch lediglich die Tryptophan- und nicht die Kynurenin-Messung méglich. Es konnte keine
Kynurenin-Konzentration festgestellt werden.

Ein Grund hierfir kénnte sein, dass das Enzym Formylkynureninformamidase, welches For-
mylkynurenin in Kynurenin umsetzt, nichtim Lungengewebe exprimiert wird. Formylkynurenin
ist ein Zwischenprodukt des Tryptophan-Abbaus (Badawy, 2017). Durch diese Einschrankung
konnten keine direkten Aussagen Uber die IDO-Aktivitat im Sputum getroffen werden. Es sind
weitere Studien mit einer direkten Messung der Indolamin-2,3-Dioxygenase und weiteren
Metaboliten notwendig, um die Ergebnisse im gréBeren Kontext bewerten zu kénnen.

Da die Messungen von Neopterin und IDO-Metaboliten in Sputum- und Serumiberstédnden
durchgefiihrt wurden, ist es nicht moglich einen Riickschluss auf die produzierende Zelle zu
schlieBBen.

Die Korrelationsanalyse ergab einen signifikanten Zusammenhang in der IS zwischen der
IDO-AKktivitat im Serum und dem BMI. Mallmann, Lima und Lalwani (2018) zeigten einen po-
sitiven Zusammenhang zwischen dem IDO-Metabolismus und dem BMI. Die Gruppen dieser
Studie haben sich allerdings im Hinblick auf den BMI nicht signifikant unterschieden, weshalb
er vermutlich keinen Einfluss auf die vorgestellten Ergebnisse hat.
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IP-10-Rezeptor PD-LA1 PD-L2 NO-Synthese Toll-like-

el R e e

Hemmung der Hemmung der Hemmung der  Verstarkung der Verstarkung der
TH1-Zellen TH17-Zellen TH2-Zellen IDO-Aktivitat IDO-Aktivitat

Abbildung 56 Therapeutische Angriffspunkte

4.3. Bedeutung fir die klinische Praxis

Die Perspektive dieser Arbeit hinsichtlich der klinischen Praxis besteht in der Beurteilung der
AlT, der Entdeckung von potentiellen Biomarkern zum Monitoring des allergischen Asthmas
sowie der ldentifizierung von Angriffspunkten fir medikamentése Therapien.

Die vorgestellten Ergebnisse sprechen fiir die Empfehlung einer AIT bei Allergikern. Die Stu-
dienteilnehmer flhlten sich durch die Symptome der Allergie signifikant weniger belastet.
AuBerdem zeigte die Gruppe der AA mit AIT ein besser kontrolliertes Asthma und wies eine
erhéhte Lebensqualitat auf.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es Biomarker zu finden, die dem Monitoring der Erkran-
kung sowie der Therapie dienen. In der Gruppe der Allergiker konnte eine erhéhte PD-L1-
Expression auf Monozyten im Serum gemessen werden. In der Gruppe der AA mit AIT
konnte eine erniedrigte Neopterin-Konzentration im Sputum nachgewiesen werden. Diese
Expressionsmuster kdnnen als potentielle Marker flr eine erfolgreiche AIT gewertet werden.
Bei positiven Marken kann die AIT gegebenenfalls frihzeitig beendet werden, was flr die
Patienten eine Erleichterung darstellt.

Die Analyse der Zytokin-Expressionsmuster dient dem Verstandnis der Pathomechanismen.
Die einzelnen Veranderungen stellen potentielle therapeutische Angriffspunkte dar. Figure 56
gibt eine Ubersicht (iber mégliche Zielstrukturen in der Therapie des allergischen Asthmas.

Die Daten dieser Arbeit unterstiitzen die Anwendung von IP-10 als therapeutische Zielstruktur
in der Therapie des allergischen Asthmas. Auch Pilette et al. (2004) vermuten eine mdgliche
Hemmung der T-Zell-Infiltration bei Asthma durch die Inhibition von Chemokin-Rezeptoren.
Die erhdhten IP-10-Werte in der Gruppe der AA kbénnen Uber eine Aktivierung der TH1-
Zellen zur Inflammation beitragen. Eine Hemmung dieser Wirkung tragt moglicherweise zur
Kontrolle der asthmatischen Erkrankung bei.

Die Ergebnisse dieser Dissertation unterstiitzen weiterhin einen mdglichen Effekt von Medi-
kamenten im Bereich der PD/PD-L-Achse flr die Behandlung der allergischen Inflammation.
Antikdrper gegen PD-L1 werden als Therapeutika in der Onkologie eingesetzt. Sie bewirken
einen dauerhaften Tumorriickgang beim Melanom, kleinzelligen Lungen- und Nierenkarzi-
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nom (Brahmer et al., 2012). Wen et al. (2018) zeigten, dass PD-L1 durch M2-ahnliche Ma-
krophagen exprimiert wird. Der Tumor verstarkt diese Expression durch die Produktion von
Autophagosomen. Im Gegensatz zur Behandlung von Tumoren, bei der eine Hemmung der
PD/PD-L-Achse zwischen Tumor und T-Zellen gezielt erfolgt, wéare im Bereich der Allergo-
logie eine Verstarkung der Achse zur Minderung der TH2- oder TH17-Aktivitat zielfihrend.
Die Hemmung von PD-L2 fihrt zu einer verstérkten bronchialen Inflammation und Hemmung
der TH2-Zellen (Matsumoto et al., 2004). Der Ligand PD-L1 flhrt zu einer herabgesetzten
TH17-Immunantwort (McAlees et al., 2015). Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen diese
protektive Wirkung der PD-Liganden, da Studienteilnehmer mit AIT eine erhdhte Expression
von PD-L1 im Serum aufwiesen. Eine Verstarkung der PD-Liganden stellt einen mdglichen
therapeutischen Ansatz in der Behandlung von Asthma dar.

Einen weiteren therapeutischen Ansatz bietet die Beeinflussung der IDO-Aktivitat. Die Er-
gebnisse dieser Arbeit sprechen fiir eine verminderte IDO-Aktivitat bei Allergikern im Sputum
wahrend der Allergiesaison. Eine erhdhte IDO-Aktivitét fihrt méglichweise zu einer Minde-
rung der allergischen Symptome. Ein Ansatz zur Steigerung der IDO-Aktivitat ist die Blockade
der NO-Produktion, da das Enzym IDO durch das Molekil NO gehemmt wird. Die Hemmung
der NO-Synthese kénnte somit zu einer verstarkten IDO-Aktivitat fihren, die sich protektiv auf
das Lungengewebe auswirken kann (Gostner et al., 2016; von Bubnoff & Bieber, 2012). Ein
zweiter Ansatz zur Steigerung der IDO-Aktivitat ist die Gabe von Toll-like-Rezeptor-Liganden.
Im Mausmodell fihrten TLR9-Liganden zu einer verstarkten Bildung von IDO. Auf diese Wei-
se werden TH2-Zellen méglicherweise gehemmt und die asthmatische Reaktion herunterre-
guliert (Hayashi et al., 2004). Eine andere Studie zeigte, dass TLR-7 Agonisten ebenfalls zu
einer herabgesetzten Hyperreagibiliat der Atemwege und Reduktion der Eosinophilie fihren
(Lebold, Jacoby & Drake, 2016). Direkte Medikamente in diesen Metabolismen kénnten zu
einer Einsparung von Kortikosteroiden fihren.

Diese Studie liefert wertvolle Ergebnisse bezlglich der Wirkung und des Pathomechanismus

der Immuntherapie. Sie unterstiitzen Anséatze fir neue Biomarker und Therapien im Bereich
des allergischen Asthmas.
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5. Zusammenfassung

Als eine der gréBten Zellpopulationen im respiratorischen Trakt spielen Makrophagen und
deren Vorlaufer im Blut — Monozyten — eine entscheidende Rolle bei Entziindungen wie dem
allergischen Asthma bronchiale. Einerseits dienen die Zellen der primaren Abwehr von Patho-
genen, andererseits tragen inflammatorisch polarisierte Subgruppen auch zum allergischen
Entziindungsprozess bei. Die Untersuchung der Makrophagen und Monozyten stellt einen
unerlasslichen Schritt in der Erforschung der Pathophysiologie des allergischen Asthma bron-
chiale dar.

Die Ergebnisse dieser Studie demonstrieren die Vorteile der Durchflihrung einer allergenspe-
zifischen Immuntherapie (AIT) bei Allergikern: Die AIT bewirkt eine Verringerung der Sym-
ptombelastung, verbesserte Asthmakontrolle sowie eine erhdéhte Lebensqualitat.

Um ein Abbild des lokalen Inflammationsgeschehens in den Atemwegen zu erhalten, wur-
de eine Sputuminduktion durchgefiihrt. Die Analyse der Blut- und Sputumproben diente der
Charakterisierung von Monozyten und Makrophagen sowie der Erforschung von Biomarkern
und Therapieansatzen beim allergischen Asthma bronchiale. CD45TCD16~HLA-DR™-Zellen
stellen hierbei eine Subgruppe der Monozyten und Makrophagen dar. Die Ergebnisse der
Durchflusszytometrie der peripheren Blutmonozyten ergaben auBBerhalb der Allergiesaison
eine erhohte PD-L1-Expression der CD45TCD16~HLA-DR*-Monozyten der Studienteilneh-
mer mit AIT im Vergleich zu den Studienteilnehmern ohne AIT. AuBerdem wies die Grup-
pe der Asthmatiker mit AIT erniedrigte Neopterin-Spiegel im Vergleich zu den Asthmatikern
ohne AIT auf. Folglich kénnten die erh6hte PD-L1-Expression im Serum sowie erniedrigte
Neopterin-Spiegel im Sputum als Biomarker fir eine erfolgreiche AIT dienen.

Potentielle therapeutische Angriffspunkte stellen das Chemokin IP-10, die PD-Liganden so-
wie das Enzym IDO dar. Diese Studie konnte auBerhalb der Allergiesaison eine verminderte
IP-10-Produktion der CD457CD16~HLA-DR™-Monozyten sowie -Makrophagen der allergi-
schen Rhinitiker messen. Die Asthmatiker zeigten hingegen eine erhdhte Produktion von
IP-10. CD45TCD16~HLA-DR'-Makrophagen der Studienteilnenhmer mit allergischem Asth-
ma wiesen auBBerdem eine erhéhte Expression der regulatorischen Liganden PD-L1 sowie
PD-L2 auf. Die Serum IDO-Aktivitat war innerhalb der Allergiesaison bei den Studienteilneh-
mern ohne AIT vor allem bei den Asthmatikern erhéht. Eine Kontrolle der asthmatischen
Entziindung lasst sich mdglicherweise durch eine Suppression der Expression von IP-10 und
Steigerung der Aktivitadt der PD-Liganden sowie des IDO-Enzyms erreichen.

SchlieBlich wurde in dieser Studie die Polarisierung der Makrophagen und Monozyten analy-

siert: Die Phanotyp-Analyse der CD45TCD16~HLA-DR™-Zellen zeigte neben den inflamma-
torischen Eigenschaften einen regulativen Charakter der Zellen auf.
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Die Analyse der CD45"CD16~HLA-DR™-Monozyten und -Makrophagen sowie des Serum-
und Sputumiberstands der Allergiker tragt dazu bei, weitere Erkenntnisse Uber die Patho-
genese des allergischen Asthma bronchiale sowie die Wirkweise der AIT zu erlangen. Die
Ergebnisse stellen einen Baustein in der Charakterisierung der Phanotypen auf zellularer
Ebene und der Entwicklung von Biomarkern und therapeutischen Ansétzen auf molekularer
Ebene bei allergischem Asthma bronchiale dar.
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B. Studienunterlagen

B.1.

Standardarbeitsanweisung der Sputuminduktion

ZAUM Dok.Nr. 001
Zentrum fur Allergie und Umwelt Seite 1 von 4
Arbeitsanweisung
. B Version : 01
Sputumgewinnung und Aufarbeitung Stand: 01.05.2012

Sputumgewinnung und Aufarbeitung

Protokoll fiir Studie

Sputum induziert durch

Titel, Vorname, Nachname

SPUTUM INDUZIERUNG

Probanden-Nummer

Tag der Prozessierung D D D D
Tag

BASELINE FEV-MESSUNG

joag

Monat Jahr

Messung 1

Messung 2

Messung 3

Héchster Wert

FEV; (L)

FEV; (L)

FEV, (L)

FEV, (L)

Pre-Bronchodilator

Post-Bronchodilator

Salbutamol

Berechnen Sie den Abfall des FEV, um 10% bzw. 20% in Bezug auf den H6chsten Wert [FEV, (L)] nach
Verabreichung der 400ug Salbutamol.

Post-Bronchodilator FEV4 Abfall um 10% D . D D L
Post-Bronchodilator FEV4 Abfall um 20% D . DD L

SPUTUM INDUKTION

v

Konzentration FEV, Dosis an
NaCl inL bei Gabe von Salbutamol
Salbutamol
Inhalation 1
Inhalation 2
Inhalation 3

Begriindung fir Abweichungen vom Protokoll:

Dokumentationen von unerwiinschten Ereignissen:

Dokumentation von schwerwiegenden unerwiinschten Ereignissen:
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Zentrum fur Allergie und Umwelt
Arbeitsanweisung

Sputumgewinnung und Aufarbeitung

Dok.Nr. 001
Seite 2 von 4

Version : 01
Stand: 01.05.2012

Sputumgewinnung und Aufarbeitung

Protokoll fur Studie

Sputum aufbereitet durch

Titel, Vorname, Nachname

SPUTUM AUFBEREITUNG

Probanden-Nummer

Tag der Prozessierung

U0 00 oo

Tag Monat Jahr

PRE-PROZESSIERUNG DER SPUTUMPROBE

Gesamtgewicht Gewicht des leeren Gefales Gewicht des Sputums
(GefaR + Probe) (GefaR)
A B C=(A-B)
Gramm Gramm Gramm

QUALITAT DER SPUTUMPROBE

Notieren Sie bitte die folgenden visuellen Beobachtungen, die Farbe und die Eigenschaften.

D Mucoid*D Muco-purulent** D Purulent** DBIutlFremdmaterial****

* schleimig

* schleimig mit Eiteranteil *** eitrig **** z.B. Essensreste, Zahnfiillungen, ect.

GEWICHT DES SELEKTIERTEN SPUTUMS

GEWICHT DES | GEWICHT DES | GEWICHT DES | VOLUMEN AN | VOLUMEN AN
LEEREN SPU- GEFASSES + SELEKTIERTE DTT PBS
TUMGEFASSE SPUTUM N SPUTUMS HINZUGEFUGT | HINZUGEFUGT
S
E F=(E-D) 4xF 2xF
D
Gramm Gramm Gramm mL mL
FILTRIERTES VOLUMEN
GEWICHT DES GEWICHT GEWICHT DES | VOLUMEN DES
LEEREN GEFASS + FILTRATS FILTRATS
GEFASSES FILTRAT
1=(H-G) |
G H
Gramm Gramm Gramm mL
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ZAUM Dok.Nr. 001
Zentrum fur Allergie und Umwelt Seite 3 von 4
og2e, Arbeitsanweisung
(1 i i Version : 01
Sputumgewinnung und Aufarbeitung Stanc 01.05.2012

Sputumgewinnung und Aufarbeitung

Probanden-Nummer

Tag der Prozessierung |:| |:| |:| |:| |:| |:| |:| |:|

Tag Monat Jahr

ZELLZAHLUNG

Zahlen Sie die 4 Quadranten in der Neugebauer-Zahlkammer.

Non-squamédse Non-squamdse Squamdse Zellen
Zellen Zellen

Lebende Leukozyten Tote Leukozyten

Gesamtwert (alle 4
Quadranten)

Durchschnittswert
(Gesamtwert / 4)

Leukozyten Squamdse Lebende Gesamt-
Zéhlung pro Zellen? Leukozyten® Leukozyten®
mL" % % 10° Zellen

10* Zellen/mL

Durchschnitt

" Leukozyten-Zahlung (10* Zellen/mL) = Durchschnitt (Lebende + Tote Leukozyten) x 2 (1:2 Verd.

mit  Tryp.blau)
2 Squamése Zellen % = (Gesamtwert Squamdse) / (Gesamtleukozyten (lebende + tote) +
Gesamtwert Squamdse Zellen) x 100

%) Lebende Leukozyten % = (Gesamtwert lebende Leukozyten) / (Gesamtwert lebende Leukozyten +
Gesamtwert tote Leukozyten) x 100

4 Gesamt-Leukozyten = [Leukozyten-Zahlung (10* Zellen/mL x Volumen des Filtrats (mL)] / 100

RESUSPENSIONSVOLUMEN (X) FUR ZYTOSPIN

Resuspensions-Volumen : |:| |:||:| . |:||:| mL

Berechnung : Gesamt-Leukozyten (10° Zellen) / (0.5 x 10°) = Resuspensions-Volumen
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ZAUM

Dok.Nr. 001
Zentrum fur Allergie und Umwelt Seite 4 von 4
Arbeitsanweisung
. B Version : 01
Sputumgewinnung und Aufarbeitung Stand: 01.05.2012

Sputumgewinnung und Aufarbeitung

Protokoll fiir Studie

SPUTUM ZUSAMMENFASSUNG

Probanden-Nummer

Tag der Prozessierung

U0 00 dooo

Tag Monat Jahr

Sputum induziert durch

Sputum aufgearbeitet durch

SPUTUMPROBEN
Probennahme:
Lungenfunktionsdaten D
Induziertes Sputum D
Uberstande D
Zytospin-Praparate D
RNA-Proben D

Differentialzellzahlung:

Anzahl der Proben

D nicht vorhanden

vorhanden

vorhanden D nicht vorhanden
vorhanden D nicht vorhanden |:|
vorhanden D nicht vorhanden |:|
vorhanden D nicht vorhanden |:|

__ % Makrophagen; __ % Lymphozyten; __ % Neutrophile; __ % Eosinophile; __ % Basophile

Begriindung fiir Abweichung vom

Protokoll:

Datum, Unterschrift (Induktion)

Datum, Unterschrift (Aufarbeitung)
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B.2. Fragebogen zum subjektiven Belastungsempfinden

Patientennummer:

Datum:

PSQ20 W4'

Im folgenden finden Sie eine Reihe von Feststellungen. Bitte lesen Sie jede durch und wahlen Sie
aus den vier Antworten diejenige aus, die angibt, wie haufig die Feststellung auf Ihr Leben in den
letzten 4 Wochen zutrifft. Kreuzen Sie bitte bei jeder Feststellung das Feld unter der von lhnen
gewahlten Antwort an. Es gibt keine richtigen oder falschen Antworten. Uberlegen Sie bitte nicht
lange und lassen Sie keine Frage aus.

fast nie | manchmal | haufig meistens

01. Sie fuhlen sich ausgeruht. Psqot 1 2 3 4
02. Sie haben das Gefiihl, dass zu viele Forderungen rsac2

. 1 2 3 4

an Sie gestellt werden.
03. Sie haben zuviel zu tun. PsQos 1 2 3 4
04. Sie haben das Gefiihl, Dinge zu tun, die Sie wirklich 1 2 3 4
m('igen. PSQO7

05. Sie furchten, Ihre Ziele nicht erreichen zu kénnen.  esaes 1 2 3 4
06. Sie fiihlen sich ruhig. Psato 1 2 3 4
07. Sie fuhlen sich frustriert. psat2 1 2 3 4
08. Sie sind voller Energie. Psats 1 2 3 4
09. Sie fihlen sich angespannt Psats 1 2 3 4
10. Ihre Probleme scheinen sich aufzutirmen. Psats 1 2 3 4
11. Sie fuhlen sich gehetzt. Psate 1 2 3 4
12. Sie flihlen sich sicher und geschutzt. Psai7 1 2 3 4
13. Sie haben viele Sorgen. Psats 1 2 3 4
14. Sie haben Spal. Psazt 1 2 3 4
15. Sie haben Angst vor der Zukunft. Psaze 1 2 3 4
16. Sie sind leichten Herzens. Psazs 1 2 3 4
17. Sie flhlen sich mental erschopft. Psazs 1 2 3 4
18. Sie haben Probleme, sich zu entspannen. Psazr 1 2 3 4
19. Sie haben genug Zeit fir sich. Psaze 1 2 3 4
20. Sie fiihlen sich unter Termindruck. Pss0 1 2 3 4

1 Fliege, H., Rose, M., Arck, P., Levenstein, S. & Klapp, B. F. (2001). Validierung des "Perceived Stress Questionnaire” (PSQ) an einer
deutschen Stichprobe. Diagnostica, 47, 142-152.
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B.3. Kleiner Rhinokonjunktivitis-Lebensqualitatsfragebogen

Patientennummer: Datum:

Mini Rhinitis Quality of Life Questionnaire (deutsche Version)

Waren Sie in der letzten Woche aufgrund lhrer aktuellen Beschwerden in den folgenden
Tatigkeiten eingeschrankt?

G_ar Kaum | Etwas | MaRig Zl_em- Sehr | Extrem
nicht lich

Normale Tatigkeiten zu
Hause und bei der Arbeit
(berufliche Aufgaben und 1 2 4

Aufgaben im und ums Haus 0 3 5 6
und / oder im Garten, die Sie
regelmaRig erledigen missen)

Freizeitaktivitaten
(Tatigkeiten mit Freunden und
der Familie drinnen und

drauBlen, Sport, Kontakte und 0 1 2 3 4 5 6
Unternehmungen mit anderen
Menschen, Hobbys)

Schlaf
(Schwierigkeiten, richtig

durchzuschlafen und/oder 0 1 2 3 4 5 6
abends einzuschlafen)

Wie stark litten Sie in der letzten Woche aufgrund lhrer aktuellen Beschwerden unter
folgenden Problemen?

r:iB:r:t Kaum | Etwas | MéRig Zliif:lr?- Sehr | Extrem
xaasst::r?er Augen reiben zu 0 1 2 3 4 5 6
itjé:]%ié:)siir:e Nase putzen 0 1 2 3 4 5 6
Niesen 0 1 2 3 4 5 6
Verstopfte Nase 0 1 2 3 4 5 6
Laufende Nase 0 1 2 3 4 5 6
Juckende Augen 0 1 2 3 4 5 6
Entziindete Augen 0 1 2 3 4 5 6
Tranende Augen 0 1 2 3 4 5 6
Wogetndotr | o | 1 2| s | 4 |5 |
Durst 0 1 2 3 4 5 6

Reizbarkeit 0 1 2 3 4 5 6
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